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Resumo

A Esqualamina, primeiramente isolada do tubardo Squalus acanthias, ¢ um
aminoesterdide promissor para o desenvolvimento de novas drogas, como antibidticos,
agentes para o tratamento de varios tipos de cancer e degeneragao macular da retina.

O principal objetivo desse trabalho ¢ propor um conjunto de cargas atomicas
ajustadas para compor o campo de forca utilizado em simulagdes por Dindmica
Molecular para essa molécula. Através de estruturas geradas com a Dinamica
Molecular, obteram-se as cargas atomicas por meio de célculos quanticos, com
metodologia do potencial eletrostatico ChelpG. A analise estrutural da molécula revelou
que no vacuo ela apresenta formato semelhante a um anel, enquanto que, em meio
fisiologico, sua conformagdo ¢ alterada para uma forma linear. Os resultados obtidos
sdao apoiados pela analise de ligagdes de hidrogénio, Funcao de Distribuicao Radial

(RDF) e Desvios Quadraticos Médios (RMSD).

Abstract

Squalamine, initially isolated from Squalus acanthias shark, is an aminosterol
promising in the development of new drugs, such as antibiotics, agents for the treatment
of several kinds of cancer and retina macular degeneration.

The aim subject of this work is to propose an atomic charge set to be used in
force field by Molecular Dynamics simulations for this molecule. Using structures
generated by Molecular Dynamic, the atomic charges were obtained from quantum
calculations, with the electrostatic potential methodology ChelpG. According to
structural analysis, this molecule was revealed it has a ring shape in vaccum, whereas in
fisiological environment its conformation changes to linear form. The results obtained
are supported by analysis of hydrogen bonds, Radial Distribution Function (RDF) and
Root Mean Square Deviation (RMSD).
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1. INTRODUCAO

A computacdo alcangcou uma enorme importancia nas mais diversas areas de pesquisa
cientifica. Seu nivel atual de desenvolvimento ¢ suficientemente aprimorado a ponto de
permitir experimentos in silico, ou seja, muitas pesquisas podem ser conduzidas sem a
necessidade das rotinas convencionais de laboratorio. Atualmente, podemos utilizar em
alguns casos, apenas métodos computacionais para obtencdo de resultados com acurada
confiabilidade.

As refinadas técnicas computacionais de Modelagem e Dinadmica Molecular
permitiram um enorme avango na compreensao de processos quimicos e biologicos em escala
atdmica e molecular, bem como o entendimento e aprimoramento de estudos empiricos. Com
as simulacdes dinamicas, obtemos as flutuacdes das posi¢des relativas dos atomos de um
sistema em fun¢do do tempo. Os resultados gerados em nivel microscopico permitem o
entendimento de fenomenos e caracteristicas pontuais do sistema, ou ainda, a obtengdo de
propriedades macroscopicas quando se faz uso da analise estatistica, permitindo a
interconexao entre esses dois niveis.

Esse trabalho tem como objetivo fazer uma analise conformacional da molécula da
Esqualamina e propor as cargas do campo de forga para ser utilizado em simulagdes por
Dinamica Molecular (DM). Essa parametrizagao tem por finalidade futuros estudos teoricos
da interagdo dessa molécula com membranas que podem ajudar a elucidar os mecanismos de
acdo, relativos a atividade bioldgica apresentada pela Esqualamina. Essa molécula foi
escolhida por trés fatores principais: primeiro, em virtude de sua semelhanga com o colesterol,
molécula de grande importancia bioldgica e objeto de inimeros estudos na area da Quimica
Tedrica; segundo, em vista de apresentar grande potencial no desenvolvimento de firmacos,
em vista de sua atividade biologica; e terceiro, por ndo existir na literatura um campo de forca
disponivel para simula¢do por Dindmica Molecular.

Para o desenvolvimento desse trabalho foi necessario utilizar varios programas
especificos. Nas simulacdes de DM foi utilizado o pacote de programas denominados
Gromacs (Gréningen Machine for Chemical Simulations)" ?. O software foi desenvolvido
por pesquisadores do departamento de Quimica-Biofisica da Universidade de Groningen, na
Holanda. S3o dois os principais motivos para escolha deste programa: por seguir a filosofia de
software livre, ou seja, sem custos para o usudrio, € 0 mais importante, em vista que as rotinas
em assembler sdo usadas em partes do programa que s3o limitantes na velocidade, e sendo

escritas em assembler, permitem que o programa usufrua de instru¢des programadas



diretamente na CPU, do tipo "on-chip", proporcionando elevada performance, desde que ndo
estejamos considerando processamento em paralelo em redes fast-ethernet. Isso confere ao
programa alta velocidade de computagdo, caracteristica fundamental para diminui¢do do custo
computacional das simulagdes.

Por si s0, a simulagdo de Dinamica Molecular fornece diretamente pouca informagao.
O pacote Gromacs inclui um grande conjunto de outros programas de analise desses dados
gerados. Os calculos quanticos para determinagdo das cargas atdmicas foram realizados com o
programa Gaussian98®. Os outros programas utilizados no decorrer do trabalho foram
Prodrg”, Molekel® ¢ VMD'®, sendo os dois tultimos, usados apenas para visualizagdo e

geracao de figuras.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. AESQUALAMINA

Como aminoesterdide, escolheu-se a Esqualamina - (3B-N-1-{N-[3-(4-aminobutil)]-1,3-
diaminopropano}-7o. , 24R-dihidroxi-5a-colestano-24-sulfato)'” - uma molécula derivada do colesterol e

com carga total +2. A forma ionizada da Esqualamina esta representada na figura 1.

0S0;

Fig. 1: Estrutura da Esqualamina — Os numeros indicam as posi¢des segundo recomendagdo da

IUPAC.

A semelhanga entre a Esqualamina e o colesterol representa um dos motivos para essa
escolha. O colesterol ¢ muito importante na estabilizagdo das membranas. Moléculas com
estrutura semelhante podem ter efeito similar, ou, em outras vezes, efeito contrario,
promovendo sua desestabilizagdo. O outro motivo estd relacionado com recentes trabalhos de

aplicagdes da molécula na area médica. Pesquisas utilizando Esqualamina e analogos



mostram-se promissoras no tratamento de pacientes com cancer (especialmente como
inibidora da angiogénese), degeneracao macular da retina, malaria, asma, doenga de Chagas
além de apresentar grande atividade antimicrobiana™ ® ' ') A Esqualamina, além de
possuir significativa atividade tanto contra bactérias Gram-positivas quanto Gram-Negativas,
apresenta propriedades fungicidas e aplicagdes contra protozoarios'” .

Os estudos sobre sua estrutura mostraram que ela se trata de uma incomum jun¢ao da
espermidina (uma poliamina) com um sal biliar anidnico intermedidrio, que possui estrutura
semelhante ao colesterol. Separadamente, essas moléculas ndo possuem uma atividade
bioldgica bactericida significativa. A atividade antibiotica resulta do sinergismo entre essas
duas estruturas”’. A tabela I compara a atividade antimicrobiana da Esqualamina com
algumas outras substancias. Quanto menor o valor da concentracdo minima inibidora, maior ¢
a eficiéncia no combate aos microorganismos.

Tabela I - Atividade antimicrobiana da Esqualamina e algumas outras substancias'”.

ATIVIDADE ANTIMICROBIAHA - MIHIMA CONCENTRACKO INIBIDORA {micregrama /mL}

Pseudomonas Staphylococcus Streptococcus  Proteus Serratia Candida
MOSTEA E. coli aeruginosa aureus Jaecalis vulgaris  marcescens  albicans  Paramecium
(25922) (27853) (29213) (29212) (13315) (8100) (14053) caudatum
ESQUALAMINA 1-2 4-8 1-2 11-2 4-8 =125 4-8 4-8
CHAPS =500 >500 =500 250-500 >500 =500 =500 >260
ACIDO TAUROLITOCOLICO
3-SULFATO =500 >500 =500 =>500 =500 =500 >500 =260
ESPERMIDINA >500 =500 >500 250500 >500 >500 >500 >260
MELITINA 8-16 16-31 8-16 4-16 16-31 =250 16-31 2-4
MEGAIHINA-2-AMINA 31-62 31-62 >250 >250 125-250 >250 125-250 33-65
CPF - AMINA 8-16 8-31 8-16 31-62 62-125 =125 62-125 4-8
CONESSINA >500 =500 >500 >500 >500 >500 31-62 16-33
HOLOTURINA =500 >500 >500 >250 >500 >500 >500 130-260
AMPICILINA 2-4 62-125 <1 <0.25 8-16 4-62 >125 =65

A presenca do substituinte amina no anel do esterdide ¢ de fundamental importancia
para a atividade antibidtica. A poténcia e espectro de acdo antibidtica possuem uma certa
dependéncia da posicdo e da natureza da hidroxila e do grupo amino substituintes. Em
particular, a adi¢do de grupos amino no carbono C-3 (numeragdo da figura 1) do anel
originado do colesterol, melhora a agfio antibiotica'”.

A Esqualamina foi isolada do tubarao Squalus acanthias (dogfish shark), representado
na figura 2, no ano de 1993. Em seu figado est4 presente numa quantidade de 0,001 a 0,002%
de sua massa®. Além dos locais onde os sais da bile sdo sintetizados e armazenados, a

molécula pode ser encontrada em outros 6rgios dessa espécie, como estdmago e intestino”.



A presenca da Esqualamina nos vérios tecidos deste tubardo leva a especulagdo que
ela possa servir como um agente antimicrobiano sistémico nesse animal'”, mas ainda faltam

evidéncias para suportar essa especulagdo.

Fig.2. Squalus acanthias. Tubardo de onde a Esqualamina foi primeiramente extraida.

Em 2007, foi divulgado que a Esqualamina foi encontrada em um peixe marinho
(13).

parasita, chamado Petromyzon marinus, mostrado nas figuras 3 e 4 abaixo

Fig. 3. Peixe infectado pelo parasita em que foi Fig. 4. Peixe prasita Pe romzon marinus.

encontrada a molécula de Esqualamina.

A molécula foi encontrada na membrana plasmatica dos glébulos brancos do sangue,
sugerindo que ela possui papel importante no sistema imunoldgico contra microorganismos
invasores'?.

Embora o mecanismo de agdo bactericida da Esqualamina ndo seja bem conhecido,

. . \ (12) .
alguns estudos sugerem que a a¢do deva acontecer junto a membrana* ~. Um grande numero

de aminoesterdides analogos j& foram sintetizados e suas atividades antimicrobianas testadas.
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Embora a Esqualamina permaneca como o agente mais ativo, muitos compostos similares
também exibem significativa atividade. A estrutura minima requerida parece ser o anel do
esteroide (ou outra cadeia similar hidrofébica) com um substituinte em que esteja presente o
grupo amina, além de algum tipo de carga ou grupo polar (4acido carboxilico ou sulfato) como

segundo substituinte"?.

A atividade antimicrobiana ¢ modificada pela natureza desses
substituintes, tal como tamanho, carga e estrutura da amina ou poliamina, ¢ pela adi¢cdo de
substituintes hidroxil nos anéis do esterdide. A atividade possui maior relagcdo com a presenca
desses requisitos do que propriamente com uma localizagdo precisa'*®.

Experimentalmente tem sido mostrado que a Esqualamina reconhece membranas
fosfolipidicas carregadas negativamente'”. Quando adicionada externamente a vesiculas
fosfolipidicas pré-formadas (constituidas de fosfolipidio neutro, PC, e negativos, PG e
POPG), ocorre o escape de marcadores fluorescentes colocados no interior da vesicula.
Defeitos de aproximadamente 2 nm de didmetro sdo formados na vesicula pela presenca da
Esqualamina. Com base em experimentos, foi proposto um modelo para explicar a atividade
bioldgica pela sua interagdo com as membranas fosfolipidicas dos microorganismos,

formando agregados Esqualamina/fosfolipidio?.

Esses agregados desestabilizam a
membrana e formam defeitos, permitindo o deslocamento de substincias através da
membrana. Quando esses defeitos persistem, a célula perde recursos necessarios para sua

~ 14
manutencao ¢ morre'?,

(15, 16)

Alguns estudos sugeriram a ac¢do pela formagdo de poros i0nicos na membrana

anidnica. Os poros dissipariam o gradiente de protons através da membrana da bactéria
incapacitando a sua sintese de ATP, resultando em sua morte. Porém, outros estudos?
posteriores, ndo encontraram na Esqualamina capacidade para formagdo de poros i6nicos em
inimeros testes sob diversas condi¢des, embora esta capacidade tenha sido encontrada em
moléculas analogas. Isso sugere que pequenas diferencas na estrutura do aminoesteroide
conduzem a uma mudanca na sua forma de interagdo com as membranas. Podem existir
multiplos mecanismos para a atividade antimicrobiana ou, ainda, pode existir um mecanismo
ainda nio conhecido?.

A Esqualamina tem-se mostrado um potente esterdide anti-angiogénico em muitos
ensaios in vitro e in vivo' " '®. A formacio de novos vasos sanguineos, originados de outros
preexistentes, ¢ necessaria para o crescimento de tumores e aparecimento de metastase!'™ '*-
29 Os testes clinicos encontram-se na fase III para tratamento de pacientes com cncer de
pulmao e ovario. A Esqualamina acumula-se dentro das células endoteliais e se concentra em

torno do nucleo juntamente com receptores de trombina, sugerindo que ela acumula-se dentro
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do compartimento endossomal. Os seus efeitos antitumorais parecem ser resultado do
bloqueio da proliferacdo da mitose e migracio de células endoteliais"”.
Atualmente, a molécula, além de poder ser extraida de tecidos do tubardo Squalus

: . - - o 21,22, 23, 24
acanthias, pode ser obtida em laboratério segundo varias rotas sintéticas propostas®! % 2 2

25)

2.2 DINAMICA MOLECULAR

Uma simulacdo por dindmica molecular consiste em resolver as equagdes do
movimento de Newton, ou seja, usa-se uma metodologia baseada na mecanica classica para

descrever o movimento dos atomos. Para um sistema de N particulas interagindo, temos:

= o’F

= mi
ot*

Na qual:

i=1,2,.N.

F; ¢ a forga agindo sobre a particula 7;
m; ¢ a massa da particula i;

r; a posi¢ao da particula i no tempo ¢.

As forgas sdo representadas pela derivada negativa da funcdo de potencial V(r,,

7"2,...1’]\/).

F=-"= 2)

Essas equagdes sdo resolvidas simultaneamente em sucessivos € pequenos intervalos
de tempo. Na evolucao temporal do sistema, as coordenadas das particulas sdo registradas em
cada um desses intervalos, resultando na trajetéria do sistema. Com tratamento estatistico

desses dados, inlimeras propriedades macroscopicas podem ser obtidas.



Campo de Forga

Nas simulagdes por Dinadmica Molecular, o sistema ¢ descrito pela sua energia
potencial.

Um Campo de Forga contém dois componentes distintos:

1°. O conjunto de equagdes usado para gerar as energias potenciais;

2°. Os parametros usados nesse conjunto de equacdes.

A energia do campo de forca ¢ escrita como uma soma de termos, cada um
descrevendo a energia requerida para distorcer a molécula em um modo especifico. Essa

energia pode ser representada por:

Ecr= Eﬁ +Ey+E,+ E(/) + Evaw + Ee + Eacopl (3)

Na qual:

Ecr € a energia do campo de forca (energia potencial);

Ejy ¢é funcdo de energia potencial para estiramento da ligagdo entre dois 4tomos,

Ey representa a energia necessaria para alterar (deformar) um certo angulo formado
por 3 atomos;

E, ¢ o termo do potencial para alterar um certo dngulo entre dois planos formados por
um atomo central ligado a outros trés atomos (diedro improprio);

E, ¢ a energia torcional para uma rota¢do em torno de uma ligagdo (diedro proprio);

E,sv (Energia de van der Waals) e E.;. (energia eletrostatica) descrevem as interagdes
entre &tomos ndo diretamente ligados;

Eqcop1 descreve a interdependéncia ou acoplamento entre os primeiros trés termos.

Uma conformacao molecular estavel corresponde ao minimo da superficie de energia
potencial, que pode ser localizado pela minimizacdo de E¢r como uma funcdo das

coordenadas nucleares.



Termo da Energia Potencial de Ligacéo

Descreve a interagdo entre dois atomos ligados, representando o movimento
vibracional entre os pares através de um potencial harmdnico. Esse termo pode ser escrito

como:

1 N
E,B = 5 Z_:, kﬁn (rn - ron)z (4)

Na qual:

N € o numero total de pares de atomos ligados;

Kp, € a constante de forca de cada um dos # pares;

r, € a distancia entre os atomos que constituem cada par;

7on 0 comprimento de equilibrio da ligag@o entre os pares.
Termo da Energia Potencial Angular

Descreve a energia necessaria para deformar um determinado angulo composto por

trés atomos ligados em seqiiéncia.

1 N
EH = Ezk&'[ (gn - eun)z (5)
n=1

Em que N ¢ a quantidade total de trios de atomos;
ky € a constante de for¢a do angulo;
6, ¢ o angulo;

6,, angulo de equilibrio.
Energia Potencial dos Diedros Impréprios
Termo que envolve quatro 4tomos ndo ligados sequencialmente. Considera-se um

atomo central ligado aos outros trés, formando dois planos com um certo angulo entre si. O

angulo entre esse planos varia harmonicamente.



Esse termo pode ser escrito como:
1< 2
Ew = Ezkwn (a)n - a)on) (6)
n=1

Em que N ¢é o numero total de diedros improprios;
K., € a constante de for¢a angular do diedro improprio;
, representa o angulo do diedro improprio;

o, € 0 angulo de equilibrio.
Termo da Energia Potencial Torcional

Esse termo se referente aos diedros proprios, que sdo constituidos por quatro dtomos
em seqliéncia. Os 3 primeiros atomos formariam um plano com um certo angulo entre outro
plano formado pelos 3 ultimos. Estes angulos podem assumir posi¢des preferenciais,
associadas as possiveis configura¢des que o conjunto de atomos pode adquirir, como cis(Z),

trans(E), gauche. Esse potencial ndo ¢ harmonico, mas periodico, € pode ser descrito por:
N
E, =Y k,[1+cos(m,p, = 5,)] (7)
n=l

Na qual:

N € o numero de diedros proprios;
k,n € a constante de tor¢ao;

m, a multiplicidade de minimos;
¢ a variacdo angular do diedro;

o, angulo de diferenca de fase.
Termo da Energia van der Waals

Junto com o termo de energia eletrostatica, descreve a interagdo entre os a&tomos nao-
ligados. Essas interacdes podem ser tanto intramoleculares quanto intermoleculares. Como o
termo E,;» representa forgas de curto alcance, em grandes distincias interatomicas elas sdao

consideradas igual a zero, e, para pequenas distancias, tornam-se bastante repulsivas. Como
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ilustragdo pictorica, podemos dizer que a atracdo ¢ devido a inducao pelas interagdes dipolo
induzido-dipolo induzido®®.

O potencial de Lennard-Jones ¢ um dos modelos mais utilizados em Dinamica
Molecular para tratamento dessa interacdo. Trata-se de um potencial de curto alcance com um
termo repulsivo, originado no fato de que dois elétrons ndo podem compartilhar os mesmos

numeros quanticos, € um atrativo, com origem nos dipolos oscilantes oriundos das flutuagdes

das nuvens eletronicas. Este termo ¢ representado por:

y(A4, B,
Egy =) |—— (8)

i<i\Ti Ty

Na qual:

r;; € a distancia entre os pares de atomos;

Aj; e Bjj sdo termos que dependem de quais sdo os pares de 4tomos.

Considerando um atomo i, computa-se sua energia com os atomos j de um total de NV’,
pois se excluem os seus primeiros e segundos vizinhos ligados, pois sdo tratados pelos

potenciais anteriores.
Energia Potencial Eletrostatica

A outra parcela da interacdo entre dtomos ndo ligados ¢ devida a distribuicao interna
dos elétrons, criando partes positivas e negativas na molécula. Normalmente, as cargas
eletronicas podem ser tratadas com parametros de ajuste analogos as constantes de van der

(26, 27)

Waals. Porém podem ser utilizados métodos baseados na estrutura eletronica . Para

tratamento dessa parcela da energia normalmente utiliza-se o potencial de Coulomb.
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A expressdo que representa esse potencial e descreve a interagdes entre cargas

pontuais simples ¢ dada por:

v
q.9,;

E, =Y % 9

o ;455501;]. ©)

Na qual:

gi € g; representam as cargas para os 4tomos i e j;
r; € a distancia entre os 4tomos i e J;
¢ € a constante dielétrica do meio;

&, a permissividade do vacuo.

Considerando um atomo i, computa-se sua interagdo com os atomos j de um total de
N’, pois se excluem os seus primeiros e segundos vizinhos ligados, podendo se tratar a
interagdo com os terceiros vizinhos através de uma constante. Para um par de particulas, as
interagdes, tanto van der Waals quanto eletrostaticas, diminuem a medida que a separagdo
aumenta. Buscando uma diminui¢do no custo computacional, cria-se uma esfera, com um
determinado raio, denominado raio de corte. Os calculos dessas interagdes somente sao
computados para os dtomos nao-ligados contidos nessa regido. Para os dtomos situados além
desse raio, especialmente para o eletrostatico, em vista que o potencial de van der Waals ser
de curto alcance, podem ser aplicadas metodologias com uso de Fun¢do Suavizante (switch),
ou uso de potencial constante. Porém, os mais utilizados sao os métodos baseados nas Somas
de Ewald e suas modificagdes (PME - Particle Mesh Ewald e SPME - Smooth Particle Mesh

Ewald)®** que visam diminuir o custo computacional sem prejudicar os resultados.

Termo de Acoplamento Entre os Potenciais dos Atomos Ligados.

Os potencias de estiramento, deformagdo e torcionais sdo influenciados mutuamente e
simultaneamente um pelo outro. Esse termo trata a interdependéncia entre esses potenciais.

Os 6 primeiros termos da expressdo Ecr = Eg + Eg + E,, + E, + Evgw + Eo + Eqcop s30 comuns

em todos campos de forga, porém, o ultimo termo, E,.,,, ndo € (ainda) comumente utilizado,
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pois sua implementacdo gera um alto custo computacional, aumentando muito o tempo de
simulacgao.

Como foi descrito anteriormente na eq. (2), a forca é expressada por:

_dar

F--
! drl-

Usando para calculo do potencial total /" a expressao (3):
Ecr= Eﬂ +Ey+E,+ E(p + Egw + Eo t Eacopl

que, expandindo-se os termos, se obtém:

1 & 1 & 1<
Ecp =5 2k, = 1) + 2 ka(0,=0,)" + 23 kop(@,=@,)" +
n=1 n=1 n=l1

N N' A B N' qq
k [1+cos(m ¢ —8)] + LTy 10
2.k l1-+ cos(m,p, =3,)] Z( T ;J Z P (10)

As simulagdes por Dindmica Molecular consistem na resolu¢do das equacgdes acima
em funcdo do tempo. Atualmente existem muitos campos de forca em uso, que diferem entre
si por trés aspectos principais: a forma de cada termo de energia, o nimero de termos de
acoplamento incluidos e pelo tipo de informagao usada para ajuste dos pardmetros.

6°” com parametrizagio

Nesse trabalho utilizou-se o campo de forca Gromos9
53A6°". Esse campo baseia-se na simplificacdo united atom, que ndo trata os hidrogénios
ligados a atomos de carbono alifatico de forma explicita. Essa aproximag¢ao reduz o nimero
de varidveis por um fator entre 2 e 3, facilitando sua implementacdo em sistemas com

tamanho consideravel.
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2.3 PARAMETROS UTILIZADOS NA DINAMICA MOLECULAR

2.3.1 Minimizacao da Energia

Antes de iniciar a simula¢ao por Dindmica Molecular propriamente dita, ¢ necessario
efetuar uma minimizagdo da energia, especialmente quando se efetua alguma modificagao no
sistema. Essas alteragdes podem ser uma solvatagdo, insercdo de ions, alteragdo de
temperatura ou modificagdo dos demais parametros da simulagdo.

O objetivo da minimizagdo ¢ remover qualquer tensao local para impedir a existéncia
de forcas demasiadamente grandes, que provocariam um valor elevado na aceleracdo e
velocidade local, implicando em grandes deslocamentos das particulas do sistema, ndo

satisfazendo as condigdes para a simulagdo.

Algoritmo Steepest Descent

Esse algoritmo ndo ¢ o mais eficiente para a minimiza¢do da energia, porém € robusto
e de facil implementagdo. Por isso, ¢ muito utilizado em sistemas que ndo apresentam maiores
dificuldades de relaxacdo. A minimiza¢do avanca na direcdo do gradiente negativo (na
direcdo da forga), sem consideragdo com o historico dos passos anteriores. Possui dois
problemas principais: dois passos subseqiientes devem ter uma dire¢do perpendicular um do
outro. Isso faz com que a busca do minimo ndo ocorra, necessariamente, na direcdo mais
adequada, fazendo que a procura oscile ao redor do caminho do minimo; quando o processo
se aproxima desse minimo, a velocidade de convergéncia fica muito lenta, e quanto mais
proximo, mais lento o avango®®.

Apo6s um primeiro calculo das forgas e energia Potencial do sistema, as novas posicoes
sdo calculadas por:

F

r..=r +——————h 11
n+l n maX(| Fn |) n ( )

Na qual %, é o méximo afastamento, ¢ F, ¢ a for¢a ou o gradiente negativo do
potencial V. A notacdo max(|F|) ¢ o maior valor absoluto dos componentes de forga.

As energias e forcas sdo novamente computadas para as novas posigoes.

Se (Vi1 < Vy) as novas posigdes sdo aceitas € h,; = 1.2k,

Se (Va+1=> Vy) as novas posigdes sao rejeitadas e 4, = 0.24,
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Em vista do problema de convergéncia, usa-se algum critério para interromper a
minimizagdo, como, por exemplo, um determinado nimero de passos ou uma certa diferenga
de energia entre dois passos sucessivos. Se a mudanga de energia (ou forga) calculada entre

esses dois passos for menor que essa diferenca estabelecida, encerra-se a minimizacao.
2.3.2 Evolucéo Temporal — Algoritmo Leap-frog:

Para a integracdo da equacdo do movimento, o pacote Gromacs utiliza uma variante do
algoritmo de Verlet*"*?, denominado Leap-Frog®’>?. Esse algoritmo utiliza posi¢des » em
um tempo ¢ ¢ velocidades v em um tempo ¢ -A¢/2, atualizando, assim, posi¢des ¢ velocidades,

usando a for¢a F'(¢) determinada pela posi¢cao no tempo ¢, conforme as equagdes:

v+ 2y 2y 2B L EO (12)
2 2 m
At
o+ A1) = r(0) + o+ S (13)

Esse algoritmo conduz a resultados equivalentes a outros, como ao Verlet original e
Velocity-Verlet. Suas principais caracteristicas sdo a conservagdo do momento ¢ da energia
total do sistema, mesmo utilizando passos de integracdo relativamente longos, ¢ sua alta
reversibilidade no tempo. Em virtude de sua alta performance, ¢ um dos mais empregados em

sistemas poliatomicos.
2.3.3 Interagdes Eletrostaticas de Longo Alcance

Muitos métodos utilizados para o calculo das interacdes eletrostaticas de sistemas
periddicos estdo fundamentados nas Somas de Ewald. A distribuicao das densidades de cargas

no sistema p(r;) € representada por:

p(r)= Y,q.6(r—r) (14)

#0.,0,0

Na qual ¢; ¢ a carga pontual;

o refere-se a fung@o que representa as cargas pontuais.
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Nessa metodologia, utilizam-se funcdes gaussianas com origem nas mesmas
coordenadas da funcao original o, de tal maneira que a sua integral seja igual as cargas no
ponto em questdo, mas com sinal invertido. Dessa forma, representamos as cargas pontuais
por fungdes de densidade de cargas. A utilizagdo de cargas ndo-pontuais impossibilita o
calculo das interagdes pelo potencial de Coulomb, pois este s6 € aplicado para cargas
pontuais. Assim, escreve-se o potencial eletrostitico que ¢ representado por quatros

contribuicoes:
Uelet = Udl'reto + Ureciproco - UA[ + Usup (15 )

Na qual:

Ulireto corresponde a um termo de curta distancia, com rapida convergéncia no espago
real;

U eciproco corresponde ao termo de longa distdncia no espago reciproco;

Uy corresponde ao termo de auto-interacdo (desconta a interacdo de uma particula
com suas imagens periodicas).

Uy corresponde ao termo de corregdo de superficie.

Este ultimo termo ¢ incluido tendo em vista que a energia potencial do sistema
depende do meio circundante. Por exemplo, um sistema circundado por um bom condutor
metalico, possui uma energia potencial diferente daquela que o mesmo sistema teria se fosse
circundado pelo vacuo (diferentes constantes dielétricas).

A relagdo entre esses dois potenciais ¢ dada por:

Ucondutor = Uvdcuo - Uvup (16)

O termo correspondente ao Us,, ¢ dado por:

N 2
Uy =575 >z (17)
Na qual:

z; corresponde a carga;

r;, a distancia;

L, ao tamanho do sistema de simulacgao.
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Cabe ressaltar que o termo Uy, ndo contribui de forma muito significativa com o
potencial eletrostatico total.

Utilizando as Somas de Ewald, a avaliacdo da energia de interagdo eletrostatica de um
sistema com N particulas normalmente implica em um problema computacional de ordem N°.
Com ajustes e otimizagdo de pardmetros, o problema torna-se de ordem N*”. A maior parte do
custo computacional ¢ devido ao termo reciproco do potencial eletrostatico, tornando
inviaveis as simulacdes de sistemas muito grandes.

O Gromacs pode tratat as interagdes de longo alcance com o método PME %)
(particle-mesh Ewald), que estd baseado na interpolagdo da Soma de Ewald no espago
reciproco ¢ na avaliagdo da convolucao dos resultados usando Transformada Rapida de
Fourier. Com o uso da metodologia PME (ou SPME — Smooth Particle Mesh Ewald) para o
tratamento das interagdes eletrostaticas, o custo computacional fica reduzido ao um problema
N x log(N), sem prejuizo na precisdo dos resultados obtidos.

Estas metodologias apresentam uma proposta de divisao do termo reciproco do
potencial (decaimento lento) em duas parcelas de decaimento rapido. Faz-se uma interpolacao
desse termo de forma que as cargas pontuais que definem p(7) sdo removidas de suas posigdes
originais e projetadas em diversas componentes de uma rede fixa. Dessa forma, o potencial

eletrostatico fica representado por
1 ¢L
Puca(R) = | W (R=r)p(r)dr (18)

Na qual R refere-se as posi¢des discretas geradas na rede;

W representa a funcao de interpolacao da densidade da carga;

L, o tamanho da caixa em cada uma das trés dimensoes;

h, o espagamento entre os pontos da rede.

A melhora da velocidade de célculo estd na possibilidade do uso dessa rede com
coordenadas espaciais e distribuicdo de cargas conhecidas, tornando possivel a utilizagdo de
transformada Rapida de Fourier em trés dimensdes, com custo computacional proporcional a

N log(N).
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2.3.4 Condicdes Periddicas de Contorno

Considerando uma simula¢do por Dinamica Molecular de um sistema macroscopico
(na ordem de 10% a 10** particulas), devemos especificar na ordem de 10> condigdes iniciais
que descrevem o sistema. Além disso, para cada uma das N particulas, temos que calcular 3
componentes de momento e 3 componentes de forga, o que torna a simulagdo impraticavel em
vista do custo computacional envolvido.

Para contornar esse problema, procedemos a simulagdo de um sistema microscopico,
constituido por um nimero muito menor de componentes. Definem-se os limites desse
sistema pela inser¢do do mesmo no interior de uma caixa com dimensdes adequada. Para
minimizar os efeitos de se trabalhar com um sistema finito (delimitado pelas paredes da

caixa), podemos replicar essa caixa em todas as dire¢des, conforme representado na figura 5.
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Fig. 5. Replicagdo da caixa nas condigdes periddicas de contorno em duas dimensdes. Quando uma

particula abandona uma das caixas, outra idéntica entra em seu lugar.

Replicacdo da caixa para eliminacao dos efeitos de fronteira
Para manter o nimero de particulas constante, quando uma certa particula chega na

parede da caixa e passa para a seguinte, a0 mesmo tempo, essa caixa que perdeu a particula

recebe outra idéntica, que entra pela face oposta com mesma dire¢do e velocidade.
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O uso da periodicidade da caixa implica na definicao de um raio de corte de tal forma
que uma determinada particula do sistema nao possa sentir os efeitos da presenga de sua

imagem periddica.

2.3.5 Lista de Vizinhos e Malha

O calculo das interagdes eletrostaticas e van der Waals para os pares nao-ligados ¢
responsavel pela maior parte do custo computacional em uma simulacdo por DM. Para
facilitar e aumentar a velocidade no reconhecimento dos pares usados no calculo das
interagdes, utiliza-se uma lista de vizinhos.

Podemos identificar dtomos vizinhos contabilizando todos os pares possiveis do
sistema que implica num custo computacional da ordem N’ ou, entre outros métodos, com o
uso de uma malha (grid). Utilizando essa malha, a caixa ¢ dividida em subunidades, onde se
determina quais atomos se encontram no interior de cada uma dessas subunidades. Dessa
forma, os pares de 4tomos vizinhos sdo facilmente reconhecidos. Essa metodologia tem um
custo computacional proporcional a N. Assim, os pares de 4atomos vizinhos sao
disponibilizados em uma lista. Esta lista ¢ utilizada para o célculo das interacdes e sua
freqiiéncia de atualizagdo € normalmente entre 5 a 20 passos.

Aqui também usamos um raio de corte para que sejam computados apenas os atomos
que estiverem a um raio menor ou igual ao raio de corte. Porém, com a evolucao temporal do
sistema, 4&tomos entram e saem da regido de corte estabelecida. Para evitar erros nos calculos
das energias ocasionados por esse deslocamento, determina-se uma distancia além do raio de
corte para que os atomos que estejam nessa faixa de transi¢do constem na lista de vizinhos e

sejam levados em consideragdo nos célculos das interagdes.

2.3.6 Termostato

Durante uma simulagdo, devemos controlar a temperatura do sistema em vista da
possibilidade de aquecimento devido a forgas externas ou de fric¢do, além de flutuagdes
originadas no processo de equilibrio ou eventuais erros de integracdo. Nesse trabalho utilizou-
se o termostato de Berendsen™. Se ocorrer um desvio na temperatura 7, do sistema, esse

algoritmo corrige lentamente de acordo com a expressao:
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dr _T,-T
dt T

(19)

O desvio da temperatura que o sistema sofre decai exponencialmente com uma
constante de tempo igual a z. A vantagem desse método ¢ que a rigidez do controle da
temperatura pode ser variada e adaptada segundo as necessidades do usuario. O fluxo de calor
para fora ou para dentro do sistema ¢ efetuado escalando-se as velocidades de cada particula

em cada passo com um fator 4 dependente do tempo e dado por:

1/2
a=l1420) T

1 (20)
7=

O parametro 77 ndo ¢ exatamente igual a constante de tempo 7z, mas apresenta valor

préoximo e ¢ dado por:

2
r— Cy7;
Nk

(21)
Na qual Cy ¢ a capacidade calorifica total do sistema, k ¢ a constante de Boltzmann e

Nji» € o numero total de graus de liberdade. A divergéncia ocorre em virtude da mudanga de

energia cinética causada pelo escalonamento das velocidades ¢ redistribuida entre energia

Potencial e Cinética.
2.3.7 Barostato

O controle da pressdo do sistema pode ser feito pelo uso de barostato. Nesse trabalho

[ 33 .
usou-se o algoritimo de Berendsen. Esse algoritmo altera as coordenadas e o tamanho do
sistema (caixa) a cada passo com uma matriz x. A pressdo do sistema relaxa com uma cinética

de primeira ordem em direcao a uma pressao de referéncia.

el 22)
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Na qual P ¢ a pressdo de referéncia e 7, € o tempo caracteristico do sistema (tempo de
relaxacao).

A matriz u que ajusta a pressao do sistema ¢ dada por:
At
Hy = O ——— B[ By — B (D)] (23)
37 )

Na qual f é compressibilidade isotérmica do sistema e 7, € o tempo caracteristico do

sistema (tempo de relaxagao).

2.4 CALCULO AB INITIO

Encontrar e descrever solu¢des aproximadas para a equagdo de Schrodinger tem sido
uma das principais preocupagdes na Quimica Quantica desde o desenvolvimento da Mecanica
Quantica. A aproximagdo Hartree-Fock normalmente constitui o primeiro passo em diregdo a
aproximacoes mais precisas para o tratamento da equagao de Schrodinger. Esta metodologia
descreve a fungdo de onda, que pode ser usada para descrever o estado fundamental de um
sistema de N-elétrons, por um unico determinante de Slater formado por um conjunto de spins

orbitais ( 7 ), conforme a equacao:

[P0y = | 21%2 - Aadoe- 2N (24)

De acordo com o principio variacional, os spins orbitais mais adequados sdao aqueles

que minimizam a energia eletronica, conforme a equagado 25:
Eo=(¥o| H|¥) (25)

Na qual H representa o Hamiltoniano.

20



Introduzindo-se o uso do operador de Fock, a equagdo de Hartree-Fock (HF) pode ser

escrita como:

fla.) =¢,

Za) (26)

Na qual f ¢ o operador de Fock e ¢,, a energia do spin-orbital y,.

A equacdo de HF ¢ resolvida por procedimentos iterativos. Acha-se f, substitui-se na
equacdo de HF, volta-se para o calculo de f, até se encontrar um valor auto-consistente, ou
seja, até encontrar em 2 ciclos uma, diferenca menor que um certo valor determinado.

O método de Hartree-Fock origina uma energia maior que a exata. Este método gera
solucdes para a equacao de Schrodinger onde a real interacdo elétron-elétron € trocada por
uma média de interagdes. Com o uso de uma base sofisticada, a fun¢ao de onda HF
contabiliza aproximadamente 99% da energia total. O restante (aproximadamente 1%),
frequentemente também ¢ importante na descricdo de fendmenos quimicos®®. A diferenca
entre a energia HF e a mais baixa possibilidade energética que o sistema pode assumir €
denominada de energia de correlagdo eletronica. Esta parcela da energia pode ser tratada com
o uso de DFT (do inglés, Density Functional Theory). As DFT baseiam-se na determina¢do da
energia como funcional da densidade eletronica. Existem inumeras metodologias que
incorporam de alguma forma a correlagdo eletronica. Nesse trabalho foi empregado a DFT
denominada de B3LYP, funcional hibrido que utiliza o funcional de Becke com inclusdo de 3
parametros empiricos de ajuste. Além disso, incorpora os funcionais de correlacdo de Lee,
Yang ¢ Parr. Atualmente, essa metodologia ¢ um dos métodos de DFT mais empregados, em
vista do excelente desempenho quando aplicado a uma enorme variedade de sistemas,

apresentando ‘um custo computacional baixo em relagdo a algumas outras técnicas de DFT.
Célculos das Cargas

As interagdes eletrostaticas sdo de fundamental importancia na descrigdo de um
sistema simulado por Dinamica Molecular; por isso, o emprego de um conjunto de cargas
atomicas adequadas se faz necessario.

Ao contrario de muitas outras propriedades moleculares, as cargas parciais em cada
atomo ndo podem ser medidas experimentalmente de forma direta. Os formalismos mais

utilizados para célculo de cargas atomicas pontuais sao os métodos semi-empiricos e calculos
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ab initio®* 334373839 " que tratam os elétrons de um sistema quimico pelos fundamentos da
Mecanica Quantica. Na pratica, aproximagdes (como a de Born-Oppenheimer) se fazem
necessarias para contornar a complexidade dos calculos que envolvem as fungdes de onda que
descrevem os elétrons.

A escolha da base (fung¢des que descrevem os elétrons) deve ser avaliada com cuidado,
pois os valores das cargas sofrem grandes flutuacdes em fun¢do do seu formalismo. Para se
obter os primeiros conjuntos de cargas e para se ter uma idéia do tempo computacional
necessario, os primeiros calculos empregaram o nivel de teoria RHF 3-21G ©* 9.
Posteriormente aprimorou-se os célculos pelo uso de um formalismo RHF 6-31++G(d,p) ®*
3, A base 6-31++G(d,p), além de utilizar trés gaussianas para descrever os elétrons externos
e uma gaussiana para descrever os elétrons ndo tdo externos (indicado pelo 31 da
representacdo 6-31 da base), utiliza uma combinagdo linear de seis Gaussianas primitivas em
cada camada interna dos orbitais atdmicos e adiciona um conjunto de seis fungdes Gaussianas
Cartesianas de polarizacdo tipo d (3d.., 3d,,, 3d.., 3d.,, 3d,. e 3d.) para cada atomo que nio
for hidrogénio (indicado pelo d da descricio da base) e acrescenta um conjunto de trés
funcdes Gaussianas de polarizagdo do tipo p em cada atomo de hidrogénio (indicado pelo
“p”). Além disso, usa quatro fungdes difusas (s, p., py e p-) sobre cada adtomo diferente de
hidrogénio (indicado pelo primeiro sinal de “+”) e inclui uma funcao difusa do tipo s sobre
cada atomo de hidrogénio (indicado pelo segundo sinal de “+”).

A escolha desse nivel de formalismo da base se justifica pela necessidade de obter
bons resultados nas cargas e pelo fato da molécula apresentar sitios com cargas explicitas,
tanto negativa quanto positiva, além de hidrogénios polarizados. Essa escolha também ¢
coerente com a presenca de a&tomo de enxofre e com o modelo de agua SPC (do inglés, simple
point charge), utilizado nas simulagdes de Dinamica Molecular deste trabalho.

As cargas pontuais podem ser avaliadas de diversas formas, como pela analise de
populagdo eletronica dos orbitais (como cargas de Mulliken) ou métodos baseados no ajuste
do potencial eletrostatico circundante a molécula. As cargas calculadas pelo potencial
eletrostatico sdo menos sensiveis a mudanca de base que as cargas de Mulliken, mas possuem
maior dependéncia com a conformagdo molecular. Porém, o potencial eletrostatico reproduz
muito bem as interagdes dos dtomos com seu meio circundante, o que o torna interessante
para ser aplicado em simulagdes por DM em fase condensada.

O conceito de andlise populacional proposto por Mulliken divide com eqiiidade as

densidades eletronicas entre dois atomos, mesmo que tenham diferentes eletronegatividades.

Ja os modelos com ajuste por potencial eletrostatico, gerados por formalismo quantico ab
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initio, sao obtidos por um numero elevado de pontos fora da molécula (1500 a 2500 pontos
por atomos) para produzir as cargas atdmicas parciais centradas em cada atomo. Como as
cargas dependem da conformacdo da molécula, ¢ necessario mais de um conjunto de cargas
para se conseguir reproduzir o potencial da molécula sobre seu espago conformacional
total“?.

Para obter esse potencial, utilizou-se metodologia ChelpG (do inglés, Charges from
Eletrostatic Potentials Using a Grid Based Method)*". As cargas atdmicas sio ajustadas para
reproduzir o potencial eletrostatico a um niimero de pontos ao redor da molécula. Como um
primeiro passo no processo de ajuste, o potencial é calculado em um certo numero de pontos
em uma malha (gridpoints), espacados de 3.0 pm e distribuidos regularmente em um cubo. As
dimensdes desse cubo sdo escolhidas de tal forma que a molécula fique localizada em seu
centro. Adiciona-se 28.0 pm de espaco entre a molécula e as paredes desse cubo em todas trés
dimensdes. Todos pontos que cairem dentro do raio de van der Waals da molécula sao
descartados pelo procedimento de ajuste. A unica restrigao imposta € que a soma de todas as

cargas atomicas seja igual a carga total do sistema, Abaixo, um exemplo usando a molécula

de agua.

Er— apm

Fig. 6. Representagdo da caixa envolvendo a molécula de agua para calculo das cargas pelo potencial
eletrostatico ChelpG“?.

As cargas assim obtidas normalmente sdo consideradas melhores que as cargas de
Mulliken, pois dependem muito menos da base teérica usada no céalculo quantico ab initio™.
As tabelas II e III comparam os resultados das cargas parciais ¢ momentos de dipolos
resultantes, obtidos para o atomo de oxigénio da molécula de 4gua no vacuo. Podemos
verificar que os valores de Mulliken sofrem uma grande variagdo com a mudanca da base
utilizada, enquando que os resultados obtidos com ajuste do potencial eletrostatico ChelpG

sdo muito menos sensiveis a mudanga da base. Na tabela II foi empregada a metodologia

Hartee-Fock, e, na tabela III, usou-se a metodologia com tratamento da correlagdo B3LYP.
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Tabela II — Comparagdo da carga parcial do &tomo de oxigénio na molécula de agua e

momento de dipolo resultante calculado no nivel de teoria Hartree-Fock .

Mulliken ChelpG
Métﬂdﬂ I:}ll'.l F' {Jll'-' F'
HESTO-30 —03a6d L0309 —06173 0 L7370
HEF/3-2106 —0.7278 20480 08734 24576
HF/6-3106 —0.7918 22280 —05438 26558
HF/6-31Gid) —0E663 24377 -0R7D 22708
HF/6-31Gid.p) —0.6736 LB —07923 22293
HF/6-3 1 1GId.p) —04985 l4m6 -07856 22107
HF/6-311+C(2d,2p) —04705 13238 07501 21109
HE6-311+G02d,2pd) —0.339] 08543 07458 20885
HE6-311++Gi3d03pdy —0.9454 26602 07332 20631
HF/ ce-pWIE —0.3054  0RS9S 07466 21008
HF/ ce-pVTE —04826 13580 —07376 20754
HF/ co-pWiOE —0.5261 L4804 —07308 20567
HF/ ce-pWEE —0.5611  LATRY —07283 2094
HF/ ce-pVaZ —0.3912 L1008 —07248 20394
HF aug-ce-pVDE —0.2976  0B3T4 07283 20M94
HF aug-ce-pVTE —0438] 12328 07231 20346
HEF/ aug-ce-pVioQZ —0.5826  l.A394  —07218 20311
HF/ aug-ce-pVaE —0.B23% 23184 07218 20310
HF/ aug-ce-pVeE —0.6R1T7 19183 —07218 20310

Tabela III - Comparagao da carga parcial do atomo de oxigénio na molécula de agua e

momento de dipolo resultante, calculado no nivel de teoria B3LYP .
Mulliken Chelp
Método e s do L
BALYP/STO-3G —-03687 10375 —06014 16921
BALYP/3-216 —0ASE 18484 —08105 22806
BALYP/6-316 07065 19880 —0.8851 2.4904
BALYP/6-31G(d) —07783 21900 —07556  2.1261
BALYP/6-31G(d.p) 06100 L1764 —07374 2.0750
BALYP/6-311G(d,p) —04753 13375 —07478  2.1041
BALYP/6-333+Gi2d.2p) —04557 12823 -07152 2.0124
BALYP/6-311+G2df2pd) 03538 09956 —07105 19993
BALYP/6-311++G(3dE3pd)  —0.8765 24663 —06920 19472
B3ALYPfee-pVDZ. —-02546 07165 —06944 19538
BALYPfee-pVIZ —-04322 12163 —06996 | 9685
B3ALYPfee-pVQZ. —04B67 13696 0633 19508
B3LYPfec-pVSz. —05578 15694 —06897 19406
BALYP/ee-pV6Z. 04207 11836 -06836 19235
BALYPfaug-co-pVDZ. —01500 04220 06766 19038
BALYPfaug-co-pVTZ —0.3457 09727 -06779 19074
BALYPfaug-ce-pVQY. —0.5842 16438 —06773 19057
BALYPfaug-co-pVSz. —0.8752 24627 -06774 19062
BALYPfaug-co-pVEZ, —07208 20283 -06775 19062
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Um dos pontos fracos do ChelpG (e outras metodologias baseadas no ajuste do
potencial eletrostatico) € sua aplicagdo em sistemas muito grandes, que apresentam alguns
atomos internos muito afastados dos pontos avaliados. Nesta situacdo, variagdes nas cargas
atdmicas desses atomos ndo conduzirdo mudancas significativas no potencial eletrostatico da
regido exterior da molécula, prejudicando a qualidade dos resultados obtidos. Como a carga
depende fortemente da conformagdo da molécula, para termos um conjunto representativo de
cargas de uma molécula flexivel (especialmente em simulagdes por DM), ele deve ser
derivado de uma média de valores sobre diversas conformagdes.

Usando o etanol como exemplo, os parametros de carga derivados de uma
conformacdo A e outra B (representas na figura7) possuem uma diferenca de quase 30%.

Contudo, essa variagio muda para as diferentes partes do sistema *?.

o
7 .7 B

Ao, H B H “
H,= [ N I o8
\E:—'c’/ s \:E:—'c’f
SHKK E t’-’f/Hz 5 -'/.r 4 --.-?I 2

3 H H 3 H H
A B

Fig. 7. Duas conformagdes diferentes para a molécula de etanol, que produzem uma diferenga de quase

30% nos calculos das cargas com potencial eletrostatico.

Uma vantagem do uso do ChelpG, comparado com alguns outros métodos de
potencial eletrostatico, ¢ que utiliza uma malha (grid) uniforme na analise dos pontos usado
para o calculo. Com isso, os resultados nao dependem da orientacdo da molécula no sistema

cartesiano.

2.5 MODELO CONTINUO PARA SOLVATACAO

Os modelos de Campo de Reacdo Auto-Consistentes (SCRF, do inglés, Self-Consistent
Reaction Field) tratam o solvente como um meio polarizdvel e uniforme, com o soluto
localizado em uma cavidade adequada a este meio ¢ com uma determinada constante
dielétrica. A distribuicdo de cargas elétricas do soluto polariza o meio (induzem momentos de
carga), que por sua vez, age de volta sobre a molécula, produzindo assim, a estabilizagao

eletrostatica. A energia livre de solvatagdo de um sistema pode ser escrita pela equagao:
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AGsolvatag:do = AGcavidade + AGdispersdo + AGeletrosta'lica (27)

Os diversos modelos de campo de reagdo se diferem especialmente das seguintes
formas®®:
- Como a forma e tamanho da cavidade ¢ definida;
- Como as contribuigdes da dispersao sao calculadas;
- Como a distribuicao de carga do soluto € representada;
-Como o soluto ¢ descrito (representacdo classica, semi-empirica ou quéntica);
- Como o meio dielétrico ¢ descrito.
O modelo PCM™ (do inglés, Polarizable continuum Model) emprega uma cavidade
com superficie do tipo van der Waals, uma detalhada descri¢do do potencial eletrostatico e
parametrizagdes das contribui¢des da cavidade e dispersdo baseadas na area da superficie. A
cavidade ¢ definida por um conjunto de 4&tomos esféricos sobrepostos, com um raio de van der
Waals apropriado. A superficie potencial ¢ calculada por diferenciacio numérica, ¢ a
interacdo com o solvente pode ser computada como auto-consistente. A energia livre do

sistema em que usa-se PCM ¢ dada por:

G(W) = (W H) Wy + (172 | H,,, | ) (28)

Na qual o primeiro termo estd relacionado com a modificagdo do Hamiltoniano do
soluto pelo campo elétrico do solvente, e o segundo termo, inclui a energia de estabilizacao do
soluto e do solvente, bem como, o trabalho reversivel necessario para polarizar o solvente™.
O segundo termo depende do acoplamento da distribui¢do de cargas do soluto no campo
elétrico do solvente, e pode ser avaliado através das cargas induzidas sobre a superficie da

cavidade do campo de reagdo. O H,,, ¢ representado por:

Hoy =22 2,(R,=r/)" = 2.2 a,(ri=r/)" (29)

i

Na qual Z, e R, sdo as cargas e coordenadas dos ntcleos, g, ¢ a carga induzida nos
pontos fixos 7, sobre a superficie da cavidade, e r;, representa a localizagdo da distribuigdo de
cargas devido aos elétrons do soluto.

Os calculos iniciam-se com a densidade eletronica da fase gasosa. Esta distribuicdo de

cargas do soluto polariza o continuo (solvente), que por sua vez, volta a afetar o soluto. O
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processo se repete até que ndo se observe mais mudangas significativas nas cargas da
superficie.

O modelo IPCM“? (do inglés, Isodensity Polarizable Continuum Model) trata o
campo elétrico de forma analitica. As cargas postas em uma malha (grid) podem ser
determinadas computando o campo em cada ponto. A area da zona circundante desta malha
de pontos ¢ tratada com um conjunto linear de equagdes. Essa metodologia diminui
consideravelmente o custo computacional envolvido. Neste modelo de solvatagdo, define a
cavidade por uma isosuperficie da densidade eletronica total, calculada no nivel de teoria que
esta sendo aplicado. A cavidade ¢ derivada apenas do ambiente eletronico e deve ser suave,
uniforme e de facil integracio ™. Apos a superficie de isodensidade ser encontrada, segue-se
com a metodologia PCM, porém, a cavidade ndo ¢ fixa como neste modelo. A cada ciclo de
atualizacdo da densidade de cargas do soluto, a superficie de isodensidade da cavidade ¢
relaxada.

A principal limitagdo dos modelos de campo de reagdo ¢ que eles sdao incapazes de
modelar efeitos de solvatacdo de curto alcance, como, por exemplo, as pontes de hidrogénio

ou orientacdo preferencial das moléculas de solvente proximo a ions.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 PARAMETROS UTILIZADOS NA SIMULACAO POR DINAMICA
MOLECULAR

Nas simula¢des por Dinamica Molecular, conforme ja citado, foi utilizado o pacote
Gromacs. Os parametros estdo representados abaixo. (conforme arquivo de parametrizagao
que consta no anexo II):

Minimizagao de Energia: Steepest descent

Algoritmo para integragdo das equagdes do movimento: leap-frog

Tempo do passo de integracao (ps) 0,001

Numero de passos: de 1.000.000 a 1.200.000 (1 a 1,2 ns de simulagao)

Freqiiéncia da atualizagao da lista de vizinhos: 10

Construgdo da lista de vizinhos. grid

Cut-off da lista de vizinhos (nm): 1,2

Tratamento das interacdes eletrostaticas: PME
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Cut-off interagdes eletrostaticas e van der Waals (nm): 1,2
Termostato: berendsen

t=0,1

Temperatura de referéncia: 310 K

Barostato: Berendsen (isotropico)

Compressibilidade: 4,5x 107

=10

Pressao de referéncia: 1 atm

3.2. ESTRUTURA DA MOLECULA ESTUDADA

3 @

Os primeiros estudos estruturais da molécula ocorreram no ano de 1993""”. Os métodos

empregados foram RMN e técnicas de espectroscopia de massas. Porém, alguns centros
quirais ndo ficaram determinados, mas trabalhos posteriores resolvem esses centros quirais
10. 1112 14.29) "por apresentar todos os centros quirais que aparecem resolvidos na literatura, a

estrutura utilizada no trabalho foi a da figura 8:

Fig. 8. Estrutura utilizada no trabalho.

A figura 9 representa a estrutura sugerida pela referéncia 7. Observamos que ela nao
possui a quiralidade dos carbonos 17, 20 e 24 (numeracao sugerida pela [IUPAC, conforme

figura 8) resolvida. Além disso, a molécula estd na forma idnica.

28



™

Wﬁm;

H'.?‘ H}‘

o 1LY

Fig. 9. Estrutura da Esqualamina sugerida pela referéncia 7, determinada por RMN e espectroscopia de

massas ( com a técnica Fast atom bombardment mass spectroscopy).

A figura 10 representa a estrutura sugerida pela referéncia 14. Os centros quirais 14 e
24 ndo estdo resolvidos. Além disso, a molécula possui “estrutura de anel” e estd na forma

idnica.

Fig. 10. Estrutura sugerida pela referéncia 14.

A figura 11 representa a estrutura sugerida pela referéncia 12. O carbono 25 nao estd com a
quiralidade resolvida. Além disso, a molécula possui “estrutura de anel” e apenas o sulfato

ionizado.

Fig. 11. Estrutura sugerida pela referéncia 12.
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Optou-se em utilizar a estrutura com os nitrogénios protonados com base nos valores
de pka do ion aminio, que, para aminas alifaticas primdarias, os valores oscilam em torno de
10,6 (propilamina 10,67 e butilamina 10,61), e para aminas alifaticas secundarias entre 10,72
(dimetilamina) e 10,98 (dietilamina e dipropilamina), indicando que, no ambiente fisioldgico,
o equilibrio estd muito deslocado no sentido da formacdo da forma i6nica®. Com isso, a

molécula apresenta carga liquida de duas unidades positivas.

3.3. METODOLOGIA APLICADA

Apos a construgdo da estrutura da molécula, utilizou-se o programa Prodrg beta™ para
a obtencdo da sua topologia. O programa oferece duas opgdes de campo de for¢a, Gromos87 e
Gromos96. Optou-se pela utilizagdo do segundo, por oferecer um conjunto de parametros
revistos e atualizados em relagdo ao primeiro. A topologia consiste em um arquivo de
parametros que contém as informagdes sobre a estrutura, como conexdes entre os atomos,
angulos, diedros e cargas atdmicas. Com auxilio do programa, obteve-se um arquivo com
extensdo .ifp (arquivo que contém a topologia da molécula — vide Anexo I) e um arquivo com
extensdo .pdb (que contém os tipos de dtomos e coordenadas). A topologia fornecida foi
conferida para verificagdo de eventuais falhas geradas no procedimento automatico da
geracdo de dados do programa, sendo constatado que o conjunto de cargas nao era adequado,
pois alguns valores divergiam muito do esperado.

Com a geometria gerada pelo Prodrg, tentou-se otimizar a estrutura da molécula
através do programa Gaussian98, buscando um conjunto de cargas mais adequado ao sistema.
Inicialmente, a otimizacao foi realizada no vacuo usando-se metodologia semi-empirica AM1

(Austin Model 1)*”.
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A aplicagdo desta metodologia resultou na estrutura representada na figura 12:

Fig.12. Otimizacdo da Estrutura da Esqualamina no vacuo, obtida por método semi-empirico (AM1).

A molécula possui cargas positivas nas posi¢des dos nitrogénios e carga negativa no
sulfato. Em vista da atracdo eletrostatica, temos uma estrutura otimizada, resultante em forma
de anel. O mesmo efeito foi observado em uma simulagdo (1 ns) com Dindmica Molecular da
molécula no vacuo (pacote Gromacs). Partindo de uma estrutura aberta, em poucos
picossegundos (aproximadamente 8 ps) a molécula assume a forma de anel, semelhante a
representada na figura 12.

Buscou-se também a otimizagdo da estrutura com metodologia ab initio da molécula,
tanto no vacuo, quanto solvatada (modelo [IPCM), através do programa Gaussian98. Inimeras
tentativas foram realizadas na busca das cargas para a estrutura minimizada, mas todas
fracassaram.

Empregou-se metodologia RHF (Hartree-Fock de camada restrita) UHF (Hartree-fock
de camada irrestrita), além de metodologia com tratamento da correlagdo eletronica com o
DFT B3LYP. Além disso, mudou-se o formalismo da base empregada (3-21G, 4-31G, 6-31G,
6-31++G(d,p)) e tentou-se alterar a estrutura inicial.

Nos célculos efetuados no vacuo, a estrutura adquiriu forma de anel ou ocorreu erro na
ortogonalizagdo das bases.

Em solucdo aquosa (modelo IPCM), ocorreu falha na convergéncia, erro na
ortogonaliza¢do das bases ou distribui¢do de carga fora da cavidade, ndo sendo possivel ter

acesso a superficie de Born-Oppenheimer.
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Em decorréncia dessa dificuldade e pelo fato de termos optado por utilizar o ajuste das
cargas pelo potencial eletrostatico, decidimos seguir o seguinte protocolo:

1. Utilizar as cargas originais obtidas com o programa Prodrg no pacote Gromacs.
Efetuar uma simulagdo de 1,2 ns por Dindmica Molecular do sistema, composto pela
Esqualamina solvatada em éagua (modelo SPC — simple point charge®) com NaCl em
concentracdo fisioldgica, tomando cuidado para em manter a carga total do sistema
balanceada (igual a zero) pela inser¢do de dois cloretos adicionais. Este tempo de simulacao
foi usado para poder avaliar o tempo necessario nos proximos passos, a fim de obter um
sistema equilibrado e uma trajetoéria que permitisse a obtenc¢ao de propriedades confidveis.

2. Apos a simulagdo de 1,2 ns por DM com as cargas atOmicas iniciais geradas pelo
Prodrg, utilizar a Gltima estrutura (obtida no tempo de 1,2 ns) no programa Gaussian98 para
verificar as cargas sem otimizacdo de estrutura (single point) e proceder o seu ajuste com o
potencial eletrostatico ChelpG. Verificar as eventuais alteragdes nas cargas (a base utilizada
foi 3-21G).

3. Com esse novo conjunto de cargas, simular por Dinamica Molecular (pacote
Gromacs), por aproximadamente 1 ns, o sistema composto pela Esqualamina solvatada em
agua com NaCl em concentragdo fisioldgica, sempre tomando cuidado para em manter a
carga total do sistema balanceada pela insercao de dois cloretos adicionais. Utilizar os Gltimos
200 ps para obter 10 estruturas da molécula independentes entre si, uma a cada intervalo de 20
ps. Para cada uma das 10 estruturas, obter por célculos quanticos com o programa
Gaussian98 as cargas atdmicas sem otimizagdo da estrutura (single point), com ajuste por
potencial eletrostatico ChelpG. (base 3-21G). Para cada atomo, fazer uma média das cargas
obtidas a partir das 10 estruturas.

4. Utilizar essas novas cargas para efetuar outra simula¢do por Dindmica Molecular, e
repetir todo o procedimento até obter cargas satisfatorias com o uso progressivo de conjuntos
de bases mais sofisticadas. Cabe ressaltar que quando se converteu a estrutura do Gromacs
(united atom) para o Gaussian, foi feita a inser¢do de todos os hidrogénios. Observou-se que a
adicao se deu com comprimento de ligagdo tipico para C-H (1,07 A) e angulo de ligagdo de
acordo com a hibridagdo do carbono. Certamente, numa dindmica com todos atomos
explicitos, esses valores sofreriam alguma mudanga. Porém, como a proposta principal €
trabalhar com uma média de estruturas, esse erro ndo € muito significativo.

Os conjuntos de cargas obtidos estdo descritos abaixo:

Simulagdo com as cargas originais (1° Conjunto de cargas): cargas fornecidas pelo

programa Prodrg. Com base nas cargas e estrutura da Esqualamina gerada pelo Prodrg, a
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molécula foi inserida em uma caixa ctbica com aresta de 4 nm. A caixa com a molécula foi
preenchida com agua, usando-se o modelo SPC, padrao do Gromacs. Adicionou-se NaCl em
concentragdo fisiologica (0,154 mol/L), o que corresponde, para o sistema em questdo, em 6
ions Na' e 6 ions CI". Porém, para manter a carga total do sistema igual a zero, acrescentou-se
2 anions CI adicionais, pois a molécula de Esqualamina possui carga liquida 2+. Foi efetuada
a minimizagao de energia do sistema (algoritmo steepest descent minimization) para remover
eventuais tensdes locais ou pontos com energia muito elevada, presentes na configuragao
inicial.

Apds a minimizagdo, o sistema foi simulado por 1,2 ns, conforme parametros ja
citados. Com o arquivo de trajetorias, foi criada uma estrutura estatica da molécula no tempo
de 1,200 ps. Essa estrutura foi utilizada na obteng¢do das cargas atdmicas através do programa
Gaussian98 (segundo conjunto de cargas). O célculo quantico foi efetuado com base 3-21G. A
correlagdo eletronica foi tratada através do funcional hibrido (B3LYP) e as cargas foram
obtidas usando-se o pontencial eletrostatico ChelpG.

O campo de for¢a Gromos opera com o metodologia united atom. Assim, as cargas
dos hidrogénios ndo-ligados a atomo polar foram computadas sobre o atomo pesado. Para
atomos equivalentes (como os hidrogénios de uma metila), fez-se uma média das cargas. Com
1ss0, um novo conjunto de cargas foi obtido (segundo conjunto de cargas).

Simula¢do com o 2° conjunto de cargas: o arquivo de topologia foi editado pela
inser¢ao do segundo conjunto de cargas. Usando o sistema gerado no tempo de 1,2 ns da
simulagdo anterior como input, a energia do sistema foi minimizada. Uma nova simulacdo de
1 ns foi processada, usando-se os mesmos parametros da anterior. Porém, para a obtengao do
terceiro conjunto de cargas, foram utilizadas 10 estruturas independentes dos tltimos 200 ps
da simulacdo, uma a cada 20 ps. Essas estruturas foram inseridas no Gaussian98 e as cargas
calculadas. Com esses resultados, foi encontrado o valor médio de todas essas cargas.

Para algumas estruturas, as cargas sobre o enxofre e oxigénio do sulfato resultaram em
valores absurdos (-10 e -6 respectivamente). Repetiu-se o céalculo para essas estruturas, e os
valores se confirmaram. Com isso resolveu-se ndo utilizar a correlagdo eletronica B3LYP.
Utilizou-se metodologia Hartree-Fock (HF), e os valores obtidos ficaram dentro do esperado.
Por isso, repetiu-se os calculos de cargas no Gaussian para o ciclo anterior (com base 3-21G),
gerando outro segundo conjunto de cargas que foi utilizado para obter por DM outras 10
estruturas. As cargas foram calculadas com metodologia HF e base 3-21G e demais
parametros inalterados. Um terceiro conjunto de cargas foi obtido pela média das cargas

dessas 10 estruturas.
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Simulacao com o 3° conjunto de cargas: repetiu-se o procedimento:

- Edigao do arquivo de topologia;

- Minimizag¢do da energia, usando como input o sistema gerado no final da simulacao
anterior;

- Simulagao por dinamica molecular por 1,2 ns;

- Selecao de 10 estruturas independentes dos ultimos 200 ps de simulagao;

- Célculo das cargas com base 6-31++G(d,p) e demais parametros inalterados;

- Média das cargas e obtencao do 4° conjunto de cargas.

Simulacao com o 4° conjunto de cargas: editou-se o arquivo de topologia e repetiu-se
todo o procedimento anterior, utilizando a base 6-31++G(d,p) e demais parametros
inalterados, gerando o quinto conjunto de cargas.

As estruturas utilizadas para calculo do 5° conjunto de cargas estdo representadas

abaixo (da figura 13 a figura 22):

/ /
7 ~N
A
Fig. 13. Estrutura no tempo de 1000 ps. Fig. 14. Estrutura no tempo de 1020 ps.
/
X e
Fig. 15. Estrutura no tempo de 1040 ps. Fig. 16. Estrutura no tempo de 1060 ps.
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Fig. 17. Estrutura no tempo de 1080 ps. Fig. 18. Estrutura no tempo de 1100 ps.

Fig. 19. Estrutura no tempo de 1120 ps. Fig. 20. Estrutura no tempo de 1140 ps.

Fig. 21. Estrutura no tempo de 1160 ps. Fig. 22. Estrutura no tempo de 1180 ps.

O 5° conjunto de cargas foi utilizado em uma nova dindmica molecular por 1,2 ns. Os

ultimos 200 ps de simulagdo forma utilizados para obter-se as 10 estruturas empregadas nos
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calculos do 6° conjunto de cargas. A base dos calculos ab initio foi a mesma do 4° e 5°

conjuntos (6-31++G(d,p).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CONJUNTOS DE CARGAS
Para cada ciclo discutido, foi calculada a carga para cada dtomo. Para uma melhor
visualizagdo, a figura 23 exibe a numeragdo dos 4&tomos na molécula. Cabe ressaltar que essa

ndo ¢ a numeragao recomendada pela [UPAC.

Fig.23. Estrutura com especificacdo dos dtomos da molécula. Explicitaram-se apenas os hidrogénios

ligados ao heteroatomo.

Conforme ja citado, para calculo do segundo conjunto de cargas nao foi empregada a
média dos potenciais eletrostaticos das 10 estruturas independentes. Ao invés disso, foi

utilizada uma tUnica estrutura (figura 24), gerada no final da primeira simulacio (tempo de 1,2
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ps). Tal procedimento foi adotado para verificar a diferenga nas cargas ao se avaliar apenas
uma estrutura, ao invés de calcular a média através de inumeras conformacgoes. Essa estrutura

esta representada abaixo:

Fig. 24. Estrutura obtida apds 1,2 ns de simulagdo com as cargas originais. Esta conformacgdo foi

utilizada na obten¢ao do segundo conjunto de cargas.

Podemos observar pelos dados da tabela IV uma divergéncia significativa entre o
segundo e o terceiro conjunto de cargas. Em ambos foi empregada a mesma base (3-21G) e
estruturas originadas de uma mesma trajetéria de simulagdo, mas as cargas para o terceiro

conjunto foram computadas por meio da média de 10 estruturas independentes.
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As cargas obtidas no final de cada ciclo estdo exibidas na tabela abaixo:

Tabela IV - Valores das médias das cargas obtidas em cada um dos ciclos descritos acima:

No.

Atomo

Cargas

2°¢j. de cargas

30

cj. de cargas

4° ¢j. de cargas

5°.c¢j. de cargas

6°. Cj cargas HF

originais HF 3-21G HF 321G HF 6-31++G (d,p) | HF 6-31++G (d,p) 6-31++ (d,p)
PRODRG
1 O | -1,124 -0,503 -0,838 -0,775 -0,772 -0,774
2 S 2,327 1,494 1,819 1,504 1,520 1,518
3 O | -1,124 -0,503 -0,838 -0,775 -0,772 -0,774
4 O | -1,124 -0,503 -0,838 -0,775 -0,772 -0,774
5 o |-0,191 -0,625 -0,667 -0,503 -0,567 -0,525
6 | CH | 0,118 0,556 0,548 0,465 0,515 0,462
7 | CH | 0,118 0,183 0,189 0,298 0,289 0,323
8 | CHs | -0,041 -0,078 -0,117 -0,152 -0,145 -0,166
9 | CH; | -0,041 -0,065 -0,103 -0,128 -0,138 -0,140
10 | CH, | 0,000 -0,205 -0,191 -0,214 -0,128 -0,191
11 | CH, | 0,000 0,009 -0,045 0,036 -0,120 0,013
12 | CH | 0,062 0,229 0,430 0,356 0,425 0,399
13 | CHs | -0,041 -0,088 -0,155 -0,172 -0,146 -,0165
14 | CH | 0,061 -0,165 -0,234 -0,338 -0,237 -0,335
15 | CH | 0,000 -0,101 -0,022 0,027 -0,018 0,020
16 | CH | 0,000 -0,021 -0,102 -0,130 -0,127 -0,139
17 | CH | 0,033 0,210 0,337 0,313 0,330 0,362
18 | CH | 0,082 0,545 0,403 0,610 0,528 0,575
19 | CHs | -0,082 -0,131 -0,122 -0,148 -0,167 -0,164
20 | CH | -0,033 -0,128 -0156 -0,155 -0,196 -0,179
21 | CH | 0,000 -0,038 -0,040 -0,078 -0,006 -0,054
22 | CH | 0,065 0,166 0,108 0,074 0,000 0,079
23 | CH | 0,065 -0,506 -0,405 -0,387 -0,334 -0,378
24 | CH | 0,065 0,563 0,561 0,537 0,517 0,509
25 O | -0,280 -0,669 -0,797 -0,764 -0,765 -0,769
26 | H 0,017 0,399 0,450 0,416 0,417 0,425
27 | CH | 0,030 -0,265 -0,298 -0,314 -0,289 -0,292
28 | CH | 0,065 0,468 0,555 0,570 0,456 0,530
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29 | CH | 0,000 -0,321 -0,320 -0,393 -0,334 -0,375
30 | CH | 0,137 0,110 0,311 0,411 0,461 0,409
31 | CHs; | 0,019 -0,096 -0,173 -0,197 -0,198 -0,199
32 | CH | 0,051 0,056 -0,036 -0,034 -0,043 -0,046
33 | CH | 0,050 -0,117 -0,073 -0,096 -0,074 -0,071
34 | CH | 0,108 0,339 0,286 0,398 0,400 0,354
35| N 0,632 -0,210 -0,406 -0,416 -0,448 -0,340
36 | H | -0,024 0,284 0,360 0,337 0,342 0,317
37 | H | -0,024 0,284 0,360 0,337 0,342 0,317
38 | CHy, | 0,051 0,260 0,315 0,324 0,286 0,289
39 | CH, | 0,086 -0,032 0,029 0,009 0,065 0,052
40 | CH, | 0,086 0,007 0,146 0,109 0,117 0,136
41 N 0,780 0,210 -0,090 0,168 0,021 -0,092
42 | H |-0,019 0,088 0,309 0,238 0,267 0,298
43 H | -0,019 0,088 0,309 0,238 0,267 0,298
44 | CH, | 0,086 -0,031 0,155 0,071 0,160 0,190
45 | CH, | 0,089 0,028 0,069 0,057 0,037 0,042
46 | CH, | 0,088 0,015 0,091 0,128 0,112 0,109
47 | CH, | 0,089 0,115 0,259 0,245 0,257 0,246
48 | N 0,791 -0,151 -0,445 -0,440 -0,448 -0,426
49 | H | -0,019 0,237 0,371 0,369 0,371 0,367
50| H |-0,019 0,237 0,371 0,369 0,371 0,367
51 H | -0,019 0,237 0,371 0,369 0,371 0,367

Comparando os resultados das cargas originais fornecidas pelo Prodrg (baseadas no
campo de forga Gromos) com os demais conjuntos, observamos uma mudanca significativa
nos valores. Alguns estavam superestimados, e outros, subestimados. Podemos inclusive notar
inversdo do sinal de algumas cargas. Quando comparamos as cargas do 4°, 5° e 6° conjuntos,
em que foi utilizada a mesma base ¢ média de 10 estruturas, podemos verificar que os
resultados sdo bastante proximos, indicando que, para essa base, essas cargas médias sao

representativas.
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4.1.1 Desvio Padréo dos Conjuntos de Cargas
O desvio padrio é uma medida da dispersdo em torno da média. E calculado pela raiz
quadrada positiva da variancia.

A variancia ¢ dada por™®:

Varg = E[(X-)°] (4.1)
Na qual £ ¢ o valor esperado ou esperanc¢a de uma varidvel aleatoria;
X ¢é a variavel aleatoria;
1 € amédia.
O desvio padrio ¢ dado por*”
o, = Var,, =y E[(X - p)’] (4.2)

Para estimar a dispersdao em torno da média de cada conjunto de cargas, a tabela V

mostra os desvios padrdes encontrados.

Tabela V. Desvios padrdes das cargas.

No. Atomo Desvio Padrdo Desvio Padrdo Desvio Padrdo Desvio padrio do

3°j. de cargas 4° j. de cargas 5°. ¢j. de cargas 6°. cj. de cargas

HF 3-21G HF 6-314+G (d,p) | HF 6-314++G (d,p) | HF 6-31++G(d.,p)
1 0] 0,017 0,028 0,011 0,025
2 S 0,037 0,054 0,043 0,054
3 O 0,023 0,025 0,015 0,008
4 0] 0,015 0,027 0,022 0,020
5 O 0,040 0,049 0,048 0,062
6 CH 0,090 0,134 0,101 0,092
7 CH 0,042 0,123 0,073 0,095
8 CH3 0,018 0,030 0,017 0,032
9 CH; 0,017 0,036 0,028 0,032
10 CH; 0,084 0,110 0,057 0,112
11 CH, 0,107 0,152 0,120 0,130
12 CH 0,093 0,156 0,115 0,063
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13 CH3 0,018 0,041 0,015 0,035
14 CH 0,100 0,101 0,130 0,084
15 CH 0,061 0,063 0,050 0,053
16 CH 0,024 0,041 0,040 0,054
17 CH 0,119 0,090 0,107 0,076
18 CH 0,116 0,085 0,145 0,107
19 CH; 0,021 0,026 0,017 0,025
20 CH 0,063 0,051 0,037 0,049
21 CH 0,045 0,045 0,025 0,031
22 CH 0,151 0,193 0,074 0,179
23 CH 0,126 0,132 0,095 0,106
24 CH 0,059 0,054 0,058 0,042
25 O 0,038 0,029 0,028 0,032
26 H 0,021 0,020 0,020 0,016
27 CH 0,039 0,052 0,045 0,048
28 CH 0,105 0,125 0,153 0,090
29 CH 0,076 0,076 0,078 0,029
30 CH 0,137 0,165 0,072 0,195
31 CH; 0,016 0,023 0,014 0,026
32 CH 0,055 0,051 0,057 0,039
33 CH 0,057 0,072 0,065 0,044
34 CH 0,096 0,106 0,100 0,183
35 N 0,186 0,197 0,223 0,296
36 H 0,058 0,067 0,070 0,071
37 H 0,057 0,059 0,050 0,077
38 CH, 0,107 0,047 0,041 0,062
39 CH, 0,049 0,083 0,066 0,080
40 CH; 0,088 0,111 0,076 0,094
41 N 0,223 0,221 0,160 0,230
42 H 0,042 0,062 0,063 0,059
43 H 0,083 0,047 0,071 0,085
44 CH, 0,073 0,106 0,066 0,076
45 CH, 0,043 0,021 0,075 0,073
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46 CH, 0,044 0,045 0,043 0,051
47 CH, 0,076 0,056 0,041 0,064
48 N 0,178 0,183 0,166 0,183
49 H 0,050 0,053 0,050 0,048
50 H 0,058 0,056 0,044 0,043
51 H 0,040 0,054 0,044 0,058

4.1.2 — Comparacéo Entre Cargas de Mulliken e ChepG

No objetivo de exemplificar e quantificar a diferenga produzida no calculo das cargas

pelo uso do ChelpG e Mulliken, a tabela VI traz os valores para essas duas metodologias. A

comparagdo ¢ feita com a estrutura obtida no tempo de 1180 ps de simulacdo, empregada na

obten¢do do quinto conjunto de cargas. Esta estrutura ¢ representada pela figura 22. Observa-

se que para alguns grupos, temos uma grande variagdo nos resultados. Conforme ja discutido,

nas simulagdes de dindmica molecular, optou-se pelo uso das cargas do potencial eletrostatico

por conduzir a resultados mais confiaveis.

Tabela VI. Cargas do potencial eletrostatico ChelpG e

Mulliken obtidas para a estrutura representada pela figura .

No. Atomo Carga ChelpG Carga Mulliken
1 0 -0,766 -0,920
2 S 1,453 2,199
3 O -0,753 -0,867
4 0 -0,748 -0,878
5 0 -0,558 -0,586
6 C 0,533 0,296
7 C 0,274 0,263
8 C -0,141 -0,151
9 C -0,130 -0,144
10 C -0,211 -0,117
11 C 0,099 -0,183
12 C 0,201 0,303
13 C -0,126 -0,061
14 C -0,260 0,734
15 C 0,053 -0,018
16 C -0,148 0,156
17 C 0,320 0,005
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18 C 0,631 -0,233
19 C -0,182 0,009
20 C -0,228 -0,257
21 C 0,018 0,121
22 C 0,068 -0,224
23 C -0,508 -0,064
24 C 0,628 0,276
25 O -0,753 -0,625
26 H 0,402 0,400
27 C -0,371 -0,298
28 C 0,694 -0,037
29 C -0,446 0,093
30 C 0,344 0,212
31 C -0,187 -0,123
32 C -0,002 0,067
33 C -0,145 -0,033
34 C 0,419 -0,100
35 N -0,254 -0,388
36 H 0,217 0,419
37 H 0,318 0,419
38 C 0,246 0,156
39 C 0,154 0,152
40 C -0,036 0,358
41 N 0,098 -0,388
42 H 0,291 0,439
43 H 0,279 0,433
44 C 0,038 0,107
45 C 0,176 0,057
46 C 0,067 0,096
47 C 0,246 0,160
48 N -0,322 -0,479
49 H 0,314 0,420
50 H 0,354 0,421
51 H 0,336 0,409
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4.2 CALCULO AB INITIO DAS CARGAS COM A MOLECULA SOLVATADA

O efeito do solvente sobre as cargas foi testado com o uso de uma estrutura solvatada

em 4gua com modelo IPCM“Y (Isodensity Polarizable Continuum Model), utilizando a

mesma base (HF 6-31++(d,p)) e potencial eletrostatico ChelpG.

A estrutura de referéncia usada foi a obtida no tempo de 1180 ps da simulagdo para a

obten¢do do 5° conjunto de cargas (fig. 22 - escolha aleatdria). Os valores de carga ficam

oscilando e ndo convergiram mesmo apos 22 ciclos de céalculo. Assim, na tabela VII estdo

representados os valores de cargas no vacuo (que também sao os valores das cargas apds o 1°

ciclo do calculo no Gaussian com solvatagao), e a média dos 10 ultimos ciclos de célculos do

Gaussian para esta mesma estrutura.

Tabela VII — Cargas com efeito da solvatagao.

, Cargano | Média dos 10
No. | Atomo vécuo altimos ciclos | Desvio Padrdo da média
1 O -0,766 -0,740 0,010
2 S 1,453 1,504 0,008
3 O -0,753 -0,763 0,004
4 O -0,748 -0,821 0,002
5 O -0,558 -0,596 0,010
6 C 0,533 0,522 0,106
7 C 0,274 0,412 0,070
8 C -0,141 -0,185 0,013
9 C -0,130 -0,254 0,028
10 C -0,211 -0,211 0,065
11 C 0,099 0,267 0,031
12 C 0,201 0,109 0,018
13 C -0,126 -0,159 0,015
14 C -0,260 -0,183 0,090
15 C 0,053 0,077 0,087
16 C -0,148 -0,158 0,072
17 C 0,320 0,301 0,007
18 C 0,631 0,633 0,076
19 C -0,182 -0,194 0,014
20 C -0,228 -0,265 0,011
21 C 0,018 -0,013 0,023
22 C 0,068 0,204 0,080
23 C -0,508 -0,558 0,021
24 C 0,628 0,726 0,003
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25 O -0,753 -0,822 0,002
26 H 0,402 0,417 0,001
27 C -0,371 -0,418 0,013
28 C 0,694 0,694 0,003
29 C -0,446 -0,452 0,003
30 C 0,344 0,256 0,050
31 C -0,187 -0,216 0,002
32 C -0,002 0,044 0,006
33 C -0,145 -0,066 0,009
34 C 0,419 0,446 0,018
35 N -0,254 -0,270 0,018
36 H 0,217 0,179 0,007
37 H 0,318 0,302 0,004
38 C 0,246 0,098 0,025
39 C 0,154 0,368 0,031
40 C -0,036 -0,049 0,001
41 N 0,098 0,130 0,006
42 H 0,291 0,226 0,009
43 H 0,279 0,347 0,013
44 C 0,038 0,018 0,003
45 C 0,176 0,156 0,005
46 C 0,067 0,067 0,002
47 C 0,246 0,229 0,003
48 N -0,322 -0,307 0,007
49 H 0,314 0,303 0,002
50 H 0,354 0,342 0,002
51 H 0,336 0,324 0,002

Como os valores ndo divergem muito, observamos que a presenga do solvente, quando
representada pelo modelo de solvatacdo continuo, ndo altera de forma significativa a

distribuicao das cargas pontuais sobre os atomos da molécula.

4.3 LigacOes de Hidrogénio

E verificada quando temos 4tomo de hidrogénio ligado covalentemente a um atomo
definido como Doador (D) com outro atomo nao ligado, definido como Aceptor (A), ambos

eletronegativos. A partir das trajetorias das simulacdes por Dindmica Molecular, foi efetuada

uma analise da formacdo de ligacdes de hidrogénio entre alguns grupos de atomos da
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Esqualamina com as moléculas de solvente. Utilizaram-se as ferramentas de analise
disponiveis no pacote Gromacs.
Os critérios geométricos utilizados para a determinagdo das ligagdes de hidrogénio,

conforme indicado na figura 25, 530

r<rig=0235nm

a<a=30°

\0[

D A

Fig. 25. Critério geométrico para Ligagdo de Hidrogénio

O valor < ry = 0,35 nm corresponde ao primeiro minimo obtido na RDF do modelo

SPC para a agua, conforme figura abaixo (figura 26).
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Fig. 26. Fungdo de distribuicdo radial [g(r)] para o par oxigénio-oxigénio do modelo de dgua SPC
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Foi realizada uma analise das distancias, angulos ¢ nimero de ligacdes de hidrogénio

da molécula com a dgua. Esses dados permitem uma analise mais quantitativa das ligagdes de

hidrogénio, além de reforcar os dados fornecidos pelas RDF. Abaixo, nas figuras 27 e 28,

estdo representados os graficos das distdncias e angulos das ligagdes de hidrogénio para as

molécu

30

10

las de solvente do sistema.

Distribuigio das Ligagdes de Hidrogénio da Agua
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Fig. 27 e 28: Graficos da distribuicdo das distancias [hidrogénio — doador] e distribuicdo dos angulos

[doador - hidrogénio — aceptor] para as ligagdes de hidrogénio das moléculas de solvente do sistema.

Estes graficos das ligagdes de hidrogénio, envolvendo apenas as moléculas de solvente

estao plotados como parametro de comparagdo. Temos, abaixo (figuras 29 a 34), essa analise

para alguns grupos da molécula. No caso dos oxigénios equivalentes do grupo sulfato temos:

Distribuigio das Ligagdes de Hidrogénio

So. ¢j. de cargas - Oxigénios do sulluto

0.l 02 03
Distiincia hidrogénio - aceptor (nm)

Fig. 29 e 30. Distancia e angulos das liga¢des de hidrogénio entre os oxigénios do sulfato e a agua.
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Para os hidrogénios da hidroxila e a 4gua, temos:

Distribuigdo da Ligagdes de Hidrogénio

5o, ¢). de cargas - Hidrogénio da hidroxila

04
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Fig.31 e 32. Distancia e angulos das ligagdes de hidrogénio entre os hidrogénios da hidroxila e a agua.
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Distribuigdo das Ligages e Hidrogénio

S0. ¢j. de cargas - oxigénio (05)

ﬂ /

5 1] 15 20
Angulo dowdor - hidrogénio - aceplor (graus)

30

Fig. 33 e 34. Distancia e angulos das ligacdes de hidrogénio entre os Oxigénios (O5) e a 4dgua.

Esses graficos por si s6 nao fornecem muita informagdo, mas podemos observar que

quanto maior a sua semelhanca com os graficos da 4gua, mais efetivas as ligacdes de

hidrogénio. A andlise mais importante ¢ a do nimero médio de ligacdes de hidrogénios da

Esqualamina com o solvente para cada conjunto de cargas. Esses resultados serdo mostrados

mais adiante.
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4.4 FUNCAO DE DISTRIBUICAO RADIAL

A fun¢do de distribuicdo radial, RDF (radial distribution function), ou fungdo de
correlacdo de par gyp(r), expressa a probabilidade de encontrar uma particula i a uma

distancia r da particula j. Essa fungdo pode ser escrita como:

(pp(r)) 1 2 —r )
= 43
Zul) (P8 tocar <pB >10La1 A ; ; (*3)

Com (p,(r)) representando a densidade da espécie B que se encontra a uma distancia
r ao redor da particula 4 e {p;),. ., representando a densidade média da espécie B sobre todas

esferas ao redor da particula 4 com raio 7,,,,, conforme figura 35 abaixo:

C

Fig. 35. Definicéo da fatias em g(r): A: gap(r) B: gap(1,0). As fatias estdo representadas em cinza. C:

Normalizagdo (0y),,.; D: Normalizagdo {0y ), .1 ¢-Os volumes normalizados estdo representados em cinza.

Uma RDF computa, para cada distdncia r, as particulas contidas em uma casca
esférica de espessura dr. Quando ha uma regularidade na distribuicdo da particulas, as RDF
indicam pelos seus minimos e maximos as distancias de menor e maior probabilidade de
encontrar as particulas. Essas informacdes sdao importantes para o entendimento da

estruturacao do sistema.
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Para cada conjunto de cargas obtidas, efetuou-se as RDF dos grupos mais relevantes
da molécula. Os dados obtidos sdo fornecidos nas figuras abaixo. As diferentes cores das
linhas representam os diferentes conjuntos de cargas.

Pela analise geral das RDF, podemos observar uma significativa melhora na
estruturacdo do sistema quando comparamos as simulagdes efetuadas com o conjunto de
cargas originais e as simulagdes com as cargas ajustadas pelos métodos quanticos. O uso de
uma base melhor também conduz a resultados melhores.

A Figura 36 mostra a RDF envolvendo os trés oxigénios equivalentes do sulfato com

os hidrogénios da molécula de agua.

Distribui¢do Radial

3 Oxigénios equivalentes do Sulfato x Hidrogénio da dgua

4 T | T I T | T | T | T

—— (Cargas originais

— 2o cj. de cargas - HF 3-21G
3o. ). de cargas - HF 3-21G

3l —— 4o c. de cargas - HF 6-31G

- —— 30, ¢j. de cargas - HF 6-31G

g(r)
[8%]

0.8 L

1 (nm)

Fig.36. RDF dos trés oxigénios equivalentes do sulfato (O1, O3 e O4) com os hidrogénios das

moléculas de agua.

Como as cargas originais propostas pelo Prodrg estavam superestimadas para os
oxigénios do sulfato (-1,124), podemos observar picos muito maiores para esse conjunto de
cargas. A presenca desses picos estd relacionada com as ligacdes de hidrogénio dos trés
oxigénios equivalentes do sulfato com os hidrogénios das moléculas de agua. Também ¢
possivel concluir que as cargas do segundo conjunto estavam subestimadas (-0,503),
desfavorecendo essas ligagcdes de hidrogénio. Os gréaficos dos trés ultimos conjuntos de cargas

estdo praticamente sobrepostos.
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As figuras 37 a 41 mostram o nimero médio de ligacdes de hidrogénio, regressao

linear e desvios padrdes em cada conjunto de cargas, envolvendo os oxigénios equivalentes

ligados ao sulfato com as moléculas de solvente.

Cargas originais (1°. Conjunto de cargas)

Ligacoes de Hidrogénio - Oxig. sulfato x dgua

20

— — — —
[3¥] Ee o =1

.
=

Niimero de Ligagtes de Hidrogénio

— Ligacdes de Hidrogénio
— Regressiio Linear

i No. médio de ligagdes: 8,87
Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,790
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 8,87

Desvio padrdo da constante: 0,046

Tempo (ps)

1000

Fig. 37. Grafico das Ligagdes de Hidrogénio com as cargas originais (primeiro conjunto de cargas) dos

oxigénios equivalentes do sulfato com os hidrogénios das moléculas de agua.

Segundo conjunto de cargas

Ligagdes de Hidrogénio - Oxig. sulfato x dgua

7

Nimero de Ligactes de Hidrogénio
b

1

9

00

400

600
Tempo (ps)

— Ligacgdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

No. médio de ligagdes: 1,943

Desvio padrao do No. médio de ligagdes: 1,02
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 1,89

Desvio padrdo da constante: 0,0224

800

1000

Fig. 38. Grafico das Ligacdes de Hidrogénio com o segundo conjunto de cargas dos oxigénios

equivalentes do sulfato com os hidrogénios das moléculas de agua.
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Terceiro conjunto de cargas

Ligagdes de Hidrogénio - Oxig. sulfato x dgua

20 T T T

— Ligacgdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

No. médio de ligagodes: 6,93
Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,993

Constante da Regressdo Linear (intercepto): 9,96

Desvio padréo da constante: 0,022

Nimero de Ligagdes de Hidrogénio

1 ‘ 1 | 1 |
9.00 400 600 800 1000
Tempo (ps)

Fig. 39. Grafico das Ligagdes de Hidrogénio com o terceiro conjunto de cargas dos oxigénios

equivalentes do sulfato com os hidrogénios das moléculas de agua.

Quarto conjunto de cargas

LigacSes de Hidrogénio - O sulfato x dgua

2‘} T T

— Ligagoes de Hidrogénio
— Regressio Linear

No. médio de ligagdes: 7,12

Desvio padrdo do No. médio ligagdes: 1,04

Constante da Regressdo Linear (intercepto): 7,21

Desvio padrdo da constante: 0,02

Niimero de Ligagdes de Hidrogénio

1 | 1 |
0 500 1000

Tempo (ps)

Fig. 40. Grafico das Ligacdes de Hidrogénio com o quarto conjunto de cargas dos oxigé€nios

equivalentes do sulfato com os hidrogénios das moléculas de agua.
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Quinto conjunto de cargas

Ligagoes de Hidrogénio - Oxig. Sulfato x dgua

10

— Ligacdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

No. médio de ligagdes: 7,07
Desvio padrdo do No. médio de ligacdes: 1,04

Constante da Regressdo Linear (intercepto): 6,89

Desvio padrio da constante: 0,061

Nimero de Ligacdes de Hidrogénio

Al | I |

500 1000
Tempo (ps)

Fig. 41. Grafico das Liga¢Ges de Hidrogénio com o quinto conjunto de cargas dos oxigé€nios

equivalentes do sulfato com os hidrogénios das moléculas de agua.

Conforme ja discutido nos graficos das distribui¢des radiais, para o primeiro conjunto
de cargas temos uma quantidade muito elevada de ligagdes de hidrogénio. J4 o segundo
conjunto de cargas apresenta um numero muito pequeno dessas ligacdes e desvio padrdo
muito elevado. Novamente os trés ultimos conjuntos de cargas apresentam resultados

proximos.
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A Figura 42 mostra a RDF envolvendo os trés oxigénios equivalentes do sulfato com

os hidrogénios da molécula de agua.

Distribuicdo Radial

Enxofre x Oxigénio da dgua

3 T T I T | T | T | T

—— Cargas originais

a5l —— 2o.cj. de cargas - HF 3-21G
i 30. c]. de cargas - HF 3-21G
—— 4o c. de cargas - HF 6-31G
——  50.c). de cargas - HF 6-31G

[3%]
I

0.5

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
1 (nm)

Fig. 42 - RDF do enxofre do sulfato (S2) com os oxigénios das moléculas de agua.

Novamente, temos os picos das cargas originais bastante intensos, em vista que as
cargas do enxofre (e também do oxigénio) estdo superestimadas (2,327). Cabe ressaltar que
ndo temos como verificar a estruturacdo do solvente em torno da molécula apenas pela
presenca do enxofre. Esse grafico e o anterior mostram a contribuicdo do enxoftre e,
especialmente, dos oxigénios do sulfato. Aqui também podemos visualizar que as curvas

correspondentes aos trés ultimos conjuntos de cargas estdo praticamente sobrepostas.
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A Figura 43 mostra a RDF envolvendo o oxigénio da hidroxila com os hidrogénios da

molécula de dgua.

Distribui¢do Radial
Oxigénio da hidroxila x hidrogénio da fgua
2 T T I T | T | T | T
—— Cargas originais
0 —— 2o.cj. de cargas - HF3-21G
3o. cj. de cargas - HF 3-21G
15 —— 4o cj. de cargas - HF 6-31G
: —— 5o ). de cargas - HF 6-31G
z f
05—
0 I
0

1 (nm)

Fig. 43. RDF do oxigénio da hidroxila (O25) com hidrogénios das moléculas de agua.
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As figuras 44 a 48 mostram o numero médio de ligacdes de hidrogénio, regressao

linear e desvios padrdoes em cada conjunto de cargas, envolvendo oxigénio da hidroxila com

as moléculas de solvente.

Cargas originais (1°. Conjunto de cargas)

Ligagdes de Hidrogénio - Oxig. hidroxila x dgua

2

Nimero de Ligages de Hidrogénio

— Ligagdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

Tempo (ps)

No. médio de ligagodes: 0,561
Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,562
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,595

Desvio padrdo da constante: 0,033

Fig. 44. Grafico das Ligacdes de Hidrogénio com as cargas originais do oxigénio da hidroxila com os

hidrogénios das moléculas de agua.

Segundo

conjunto de cargas

Ligacoes de Hidrogénio - Oxig. hidroxila x dgua

3 T

(88

1.5

sagtes de Hidrogénio

«

Numero de Li

0.5

0(

]
4

— Ligacgdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

600 800 1000
Tempo (ps)

No. médio de ligagoes: 0,820
Desvio padrdo do No. médio de ligagoes: 0,450
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,788

Desvio padrio da constante: 0,010

Fig. 45. Grafico das Ligagdes de Hidrogénio com o segundo conjunto de cargas do oxigénio da

hidroxila com os hidrogénios das moléculas de agua.
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Terceiro conjunto de cargas

Ligacoes de Hidrogénio - Oxig. hidroxila x 4gua

[

— Ligagdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

1M et 1

Ges de Hidrogénio

Nimero de Ligag

%00 400 600 800 1000
Tempo (ps)

No. médio de ligagdes: 0,983
Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,326
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,973

Desvio padrao: 0,007

Fig. 46. Grafico das Ligacdes de Hidrogénio com o terceiro conjunto de cargas do oxigénio da hidroxila

com os hidrogénios das moléculas de agua.

Quarto conjunto de cargas

Ligagoes de Hidrogénio O da Hidroxila x Agua

3 T

— Ligacgdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

(88

Nimero
—_
L

I | H
500 1000
Tempo (ps)

No. médio de ligagdes: 0,953
Desvio padrao do No. médio de ligagdes: 0,346
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,937

Desvio padréo da constante: 0,006

Fig. 47. Grafico das Liga¢des de Hidrogénio com o quarto conjunto de cargas do oxigénio da hidroxila

com os hidrogénios das moléculas de agua.
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Quinto conjunto de cargas

Ligac¢des de Hidrogénio - O hidroxila x 4gua

2mm T

— Ligacgbes de Hidrogénio
— Regressio Linear

L5

No. médio de ligagdes: 0,996

1 1 a Desvio padréo do No. médio de ligagdes: 0,347

Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,995

Desvio padrio da constante: 0,020

Niimero de Ligagdes de Hidrogénio

L] |
0 500 1000

Tempo (ps)
Fig. 48. Grafico das Ligagdes de Hidrogénio com o quinto conjunto de cargas do oxigénio da hidroxila

com os hidrogénios das moléculas de agua.

Podemos perceber que com as cargas originais, as ligagdes de hidrogénio com o atomo
em questdo e as moléculas de dgua nao sdo muito efetivas. Os trés ultimos conjuntos de
cargas produzem resultados bastante proximos. Com a melhora da base, temos ligagdes de

hidrogénio mais efetivas.
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A Figura 49 mostra a RDF envolvendo o hidrogénio da hidroxila com os oxigénios da

molécula de adgua.

Distribui¢io Radial
Hidrogénio da hidroxila x Oxigénio da dgua
25 T T | T | T | T | T
- ——  Cargas Originais

Il —— 2o.¢j. de cargas - HF 3-21G

2 \ 3o. ¢j. de cargas - HF 3-21G
i —— d4o.cj. de cargas - HF 6-31G

—— 50.c). de cargas - HF 6-31G

g(1)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
1 (nm)

Fig 49. RDF do hidrogénio da hidroxila (H26) com os oxigénios das moléculas de agua.

As RDF do oxigénio e hidrogénio da hidroxila devem ser analisadas em conjunto,

tendo em vista que os dois atomos contribuem na estruturagdo do solvente em torno da

hidroxila.

Podemos perceber claramente que com as cargas originais, praticamente ndo ocorriam

as ligagdes de hidrogénio com os atomos da hidroxila e as moléculas de 4gua. Novamente, as

curvas dos trés ultimos conjuntos sdo relativamente proximas.
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As figuras 50 a 54 mostram o nimero médio de ligacdes de hidrogénio, regressao
linear e desvios padrdoes em cada conjunto de cargas, envolvendo o hidrogénio da hidroxila
com as moléculas de solvente.

Cargas Originais (Primeiro conjunto de cargas)

Ligacoes de Hidrogénio - H hidroxila x d4gua

2 T
| || | — Ligagdes de Hidrogénio
— Regerssio Linear

i L5} H
£ No. médio de ligagdes: 0,122
2 L 1
3 Desvio padrao do No. médio de ligagdes: 0,333
§
ig; ! Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,109
';j Desvio padrdo da constante de Regressdo: 0,020
=)
5
E
= 0.5

. ALECECE o AL

500 1000
Tempo (ps)

Fig. 50. Grafico das Ligacdes de Hidrogénio com o primeiro conjunto de cargas (cargas originais) do H

da hidroxila com os oxigénios das moléculas de agua.

Segundo conjunto de cargas

Ligacdes de Hidrogénio - H hidroxila x d4gua

2 T T T

— Ligacdes de Hidrogénio
— Regressiio Linear

No. médio de ligagdes: 0,915
Desvio padrdo do No. médio de ligacdes: 0,283

oes de Hidrogénio

Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,875

Desvio padrio da constante: 0,006

Niimero de Ligag

goo 400 600 800 1000
Tempo (ps)

Fig. 51. Grafico das Ligagoes de Hidrogénio com o segundo conjunto de cargas do H da hidroxila com

os oxigénios das moléculas de agua.
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Terceiro conjunto de cargas

Ligacdes de Hidrogénio - H hidroxila x dgua

2 T

Numero de Ligagdes de Hidrogénio
I

600
Tempo (ps)

800

— Ligacgdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

No. médio de ligagoes: 0,974

Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,171
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,979

Desvio padrdo da constante: 0,004

1000

Fig. 52. Grafico das Ligagdes de Hidrogénio com o terceiro conjunto de cargas do H da hidroxila com

os oxigénios das moléculas de agua.

Quarto conjunto de cargas

LigacGes de Hidrogénio H hidroxila x dgua

2

Nimero de Ligagdes de Hidrogénio

Tempo (ps)

— Ligagdes de Hidrogénio
— Regressao Linear

No. médio de ligagdes: 0,943
Desvio padrdo do No. médio de ligagoes: 0,240

Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,956

Desvio padrio da constante: 0,004

Fig. 53. Grafico das Ligacdes de Hidrogénio com o quarto conjunto de cargas do H da hidroxila com os

oxigénios das moléculas de agua.
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Quinto conjunto de cargas

Ligacdes de Hidrogénio - H hidroxila x d4gua

2 T

— Ligacdes de Hidrogénio
— Regressiio Linear

No. médio de ligagoes: 0,926
Desvio padrao do No. médio de ligagdes: 0,276

H | Constante da Regressao Linear (intercepto): 0,901

Desvio padrao da constante: 0,002

Niimero de Ligagtes de Hidrogénio
]
|

500 1000
Tempo (ps)

Fig. 54 Grafico das Ligacdes de Hidrogénio com o quinto conjunto de cargas do H da hidroxila com os

oxigénios das moléculas de agua.

Esses resultados refor¢am as informagdes obtidas com as RDF. Podemos perceber que
com as cargas originais praticamente ndo ocorriam as ligagdes de hidrogénio com o d&tomo em
questdo e as moléculas de dgua. Os trés Ultimos conjuntos de cargas produzem resultados

bastante préximos.
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A Figura 55 mostra a RDF envolvendo os hidrogénios ligados ao nitrogénio 35 com os
oxigénios da molécula de dgua
Distribui¢io Radial

Hidrogénios 36 e 37 x Oxigénio da dgua
T | T | T | T | T

(]

—— Cargas Originais

— 2o0. ¢j. de cargas - HF 6-31G
30. ¢j. de cargas - HF 6-31G

L5— — 4o. ¢j. de cargas - HF 6-31G

— 5o. ¢j. de cargas - HF 6-31G

g(1)
|

05—

0 | J.-

T (ﬁm)

Fig. 55. RDF dos hidrogénios H36 e H37 com os oxigénios das moléculas de agua

Podemos observar que com as cargas originais ndo temos a formagao de ligagdes de

hidrogénio efetivas, em virtude dos hidrogénios apresentarem valores negativos para cargas
(-0,024).
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As figuras 56 a 60 mostram o nimero médio de ligacdes de hidrogénio, regressao
linear e desvios padrdes em cada conjunto de cargas, envolvendo os hidrogénios ligados ao
nitrogénio 35.

Cargas originais (1°. Conjunto de cargas)

Ligacdes de Hidrogénio - NH2(35) x 4gua

— Ligagdes de Hidrogénio
25 — Regressao Linear
i 1

Pl - L5 L L R i 1 ‘

| H

500 1000
Tempo (ps)

2

No. médio de ligagdes:1,01

Desvio padrdo do No. médio de ligacdes: 0,733

|
: ‘ Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,934

Desvio padrdo da constante: 0,043

Nimero de Ligages de Hidrogénio

Fig. 56. Grafico das Ligagdes de Hidrogénio das cargas originais (primeiro conjunto de cargas),

envolvendo os hidrogénios ligados ao Nitrogénio 35 com os oxigénios das moléculas de agua.

Segundo conjunto de cargas
Ligagoes de Hidrogénio - NH2(35) x dgua

— Ligacdes de Hidrogénio
— Regressiio Linear

No. médio de ligagdes: 1,57
T Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,600
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 1,58

Desvio padréo da constante: 0,132

Niimero de Ligagtes de Hidrogénio

0.5

)

g.()(} 400 600 800
Tempo (ps)

1000

Fig. 57. Gréfico das Ligacdes de Hidrogénio do segundo conjunto de cargas, envolvendo os hidrogénios

ligados ao Nitrogénio 35 com os oxigé€nios das moléculas de agua.
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Terceiro conjunto de cargas

Ligagdes de Hidrogénio - NH2(35) x dgua

3 T T T

— Ligagdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

No. médio de ligagoes:1,76

1.5

]
1

Desvio padrao do No. médio de ligagdes: 0,463
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 1,78

Desvio padréo da constante: 0,102

Nimero de Ligages de Hidrogénio

I \« \W m

g,(}() 400 600 800 1000
Tempo (ps)

Fig. 58. Grafico das Ligac¢des de Hidrogénio do terceiro conjunto de cargas, envolvendo os hidrogénios

ligados ao Nitrogénio 35 com os oxigénios das moléculas de agua.

Quarto conjunto de cargas

Ligacdes de Hidrogénio - NH2(35) x 4gua

— Ligacgdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

No. médio de ligagoes: 1,700
Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,520
Constante da Regressdo Linear (intercepto) 1,70

Desvio padréo da constante: 0,010

Numero de Ligages de Hidrogénio

Tempo (ps)

Fig. 59. Grafico das Liga¢des de Hidrogénio com o quarto conjunto de cargas dos hidrogénios ligados

ao Nitrogénio 35 com os oxigénios das moléculas de dgua.
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Quinto conjunto de cargas

Ligagoes de Hidrogénio - NH2(35) x dgua

— Ligacdes de Hidrogénio
2.5 — Regressiio Linear

No. médio de ligagodes: 1,68
Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,536
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 1,68

Desvio padrio da constante: 0,031

Niimero de Ligagtes de Hidrogénio

500 1000
Tempo (ps)

Fig. 60. Grafico das Ligagdes de Hidrogénio do quinto conjunto de cargas, envolvendo os hidrogénios

ligados ao Nitrogénio 35 com os oxigénios das moléculas de agua.

Podemos observar que, com o uso de uma base mais sofisticada, temos ligagdes de
hidrogénio mais efetivas. Além disso, o desvio padrao tende a valores bem menores nos trés

ultimos conjuntos de cargas.
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A Figura 61 mostra a RDF envolvendo os hidrogénios ligados ao nitrogénio 41 com os

oxigénios da molécula de adgua.

Distribui¢io Radial
Hidrogénios ligados ao 2o0. Nitrogénio x Oxigénio da dgua
2 T | T I T | T | T | T
L —— (Cargas Originais
—— 2o.cj. de cargas - HF 3-21G
3o. ). de cargas - HF 6-31G
L5 — 4o ¢j. de cargas - HF 6-31G
’ ——  5o.cj. de cargas - HF 6-31G
%O
05—
O 1
0 0.2 04 0.6 0.8 L

1 (nm)

Fig. 61. RDF dos hidrogénios H42 e H43 com os oxigénios das moléculas de agua

Nas cargas originais, novamente os hidrogénios apresentam valores negativos

(-0,019). No segundo conjunto, os hidrogénios estdo com valores de cargas muito pequenos

(0,088), com isso ndo temos a formacao de ligagdes de hidrogénio efetivas. As curvas dos trés

ultimos conjuntos de cargas sdo praticamente equivalentes.
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As figuras 62 a 66 mostram o numero médio de ligacdes de hidrogénio, regressao
linear e desvios padrdes em cada conjunto de cargas, envolvendo os hidrogénios ligados ao
nitrogénio 41.

Cargas originais (1°. Conjunto de cargas)

Ligacdes de Hidrogénio - NH2(41) x 4gua

3T T

— Ligagdes de Hidrogénio
— Regressao Linear

No. médio de ligagodes 1,22:

Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,711
1.5 ‘

| I I e A
A

500 1000
Tempo (ps)

Constante da Regressdo Linear (intercepto): 1,36

il Desvio padrio da constante: 0,042

Fig.62. Grafico das Ligagoes de Hidrogénio das cargas originais (primeiro conjunto de cargas),

Nimero de Ligages de Hidrogénio

envolvendo os hidrogénios ligados ao nitrogénio 41 com os oxigénios das moléculas de agua.

Segundo conjunto de cargas

Ligacoes de Hidrogénio - NH(41) x dgua

3 T T

— Ligacdes de Hidrogénio
— Regressiio Linear

12
Lh

-

No. médio de ligagdes: 0,823
Desvio padrdo do No. médio de ligacdes: 0,707
- Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,817

Desvio padrio da constante: 0,016

Niimero de Ligagtes de Hidrogénio

0.5

g.()(} 400 600 800 1000
Tempo (ps)

Fig. 63. Gréafico das Ligacdes de Hidrogénio do segundo conjunto de cargas, envolvendo os hidrogénios

ligados ao nitrogénio 41 com os oxigénios das moléculas de agua.
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Terceiro conjunto de cargas

Ligagoes de Hidrogénio - NH2(41) x agua

4 T T T

— Ligacdes de Hidrogénio
— Regressiio Linear

[#+]

No. médio de ligagdes: 1,68

Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,530
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 1,57

Desvio padrio da constante: 0,012

Nimero de Ligaqéc& de Hidrogénio

I\I\IH | \HII\ N\\h N‘“II'

Qo@ 600 800 1000
Tempo (ps)

Fig. 64. Grafico das Ligacdes de Hidrogénio com o terceiro conjunto de cargas, envolvendo os

hidrogénios ligados ao nitrogénio 41 com os oxigénios das moléculas de agua.

Quarto conjunto de cargas

Ligacdes de Hidrogénio - NH2(41) x 4gua

4 T T

— Ligagdes de Hidrogénio
— Regressao Linear

No. médio de ligagdes: 1,70
Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,530

Constante da Regressdo Linear (intercepto) 1,72

Desvio padrao: 0,010

Niimero de Ligacdes de Hidrogénio

500 1000
Tempo (ps)

Fig. 65 Grafico das Ligagdes de Hidrogénio com o quarto conjunto de cargas, envolvendo os

hidrogénios ligados ao nitrogénio 41 com os oxigénios das moléculas de agua.
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Quinto conjunto de cargas

Ligacoes de Hidrogénio - NH2(41) x dgua

— Ligacgdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

No. médio de ligagdes: 1,75
Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,524
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 1,75

Desvio padrio da constante: 0,031

Numero de Ligages de Hidrogénio

l . I
500 1000
Tempo (ps)

Fig. 66. Grafico das Ligagoes de Hidrogénio do quinto conjunto de cargas, envolvendo os hidrogénios

ligados ao nitrogénio 41 com os oxigénios das moléculas de agua.

Para esses hidrogénios também podemos observar que, com a melhora da base, temos
ligagdes de hidrogénio mais efetivas. Além disso, o desvio padrdo tende a valores menores

nos trés tltimos conjuntos de cargas.
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A Figura 67 mostra a RDF envolvendo os hidrogénios terminais ligados ao nitrogénio

48 com os oxigénios da molécula de agua.

Distribui¢do Radial
Hidrogénios terminais x Oxigénio da dgua
2 T T | T | T | T | T
—— (argas originais
B —— 2o.¢j. de cargas - HF 3-21G
3o. ¢j. de cargas - HF 3-21G
15 — 4o ¢j. de cargas - HF 6-31G
’ —— 50.c). de cargas - HF 6-31G
g 1
05—
O 1
0 0.2 04 0.6 0.8 1

1 (nm)

Fig. 67. RDF dos hidrogénios H49, H50 e H51 com os oxigénios da agua.

As cargas originais apresentam novamente valores negativos para os hidrogénios
(-0,019) e o segundo conjunto com valores relativamente pequenos para os hidrogénios

(0,237).
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As figuras 68 a 72 mostram o nimero médio de ligacdes de hidrogénio, regressao
linear e desvios padrdes em cada conjunto de cargas, envolvendo os hidrogénios ligados ao
nitrogénio 48.

Cargas originais (1°. Conjunto de cargas)

Ligacdes de Hidrogénio - NH3(48) x 4dgua

AT T

— Ligagdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

L

No. médio de ligagdes: 1,38

Desvio padrao do No. médio de ligagdes: 0,890

| | Constante da Regressdo Linear (intercepto): 1,38

I
W

Desvio padrio da constante: 0,052

Niimero de Ligacdes de Hidrogénio

0

500 1000
Tempo (ps)

Fig. 68. Grafico das Liga¢des de Hidrogénio do conjunto de cargas originais (primeiro conjunto de

cargas), envolvendo os hidrogénios ligados ao nitrogénio 48 com os oxigénios das moléculas de agua.

Segundo conjunto de cargas

Ligacoes de Hidrogénio - NH3(48) x dgua

5 T T

— Ligacdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

No. médio de ligagoes: 1,93

Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,861
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 2,01

Desvio padréo da constante: 0,019

Nimero de Ligagtes de Hidrogénio

ﬂ LD AENR

g()() 400 600 800 1000
Tempo (ps)

Fig. 69. Grafico das Ligagdes de Hidrogénio do segundo conjunto de cargas,envolvendo os hidrogénios

ligados ao nitrogénio 48 com os oxigénios das moléculas de agua.
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Terceiro conjunto de cargas

Ligac¢des de Hidrogénio - NH3(48) x dgua

— Ligacdes de Hidrogénio
— Regressiio Linear
J

E 1 HH| No. médio de ligagdes: 2,42

j‘f Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,680
; Constante da Regressdo Linear (intercepto): 2,07
§ ‘ “ Desvio padrdo da constante: 0,015

Q()(} 400 600 1000
Tempo (ps)

Fig. 70. Grafico das Ligacdes de Hidrogénio do terceiro conjunto de cargas, envolvendo os hidrogénios

ligados ao nitrogénio 48 com os oxigénios das moléculas de agua.

Quarto conjunto de cargas

Ligacdes de Hidrogénio - NH3(48) x 4dgua

‘l — Ligagdes de Hidrogénio
| — Regressio Linear

No. médio de ligagdes: 2,46

3

2

Desvio padrao do No. médio de ligagdes: 0,660
Constante da Regressdo Linear (intercepto) 2,17

Desvio padrio da constante: 0,012

Niimero de !,igaqf\cs de Hidro gc"nio

(

Fig. 71. Grafico das Ligagdes de Hidrogénio com o quarto conjunto de cargas, envolvendo os

500 1000
Tempo (ps)

hidrogénios ligados ao nitrogénio 48 com os oxigénios das moléculas de agua.
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Quinto conjunto de cargas

Ligacdes de Hidrogénio - NH3(48) x 4gua

4

Mimero de Ligagdes de Hidrogénio

-
i |

— Ligacbes de Hidrogénio
— Regressiio Linear

|
0 500

Tempo (ps)

1000

No. médio de ligagodes: 2,58
Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,624
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 2,54

Desvio padrdo da constante: 0,037

Fig. 72. Grafico das Ligagdes de Hidrogénio do quinto conjunto de cargas, envolvendo os hidrogénios

ligados ao nitrogénio 48 com os oxigénios das moléculas de dgua.

A andlise dos gréficos revela novamente que, com a melhora da base, temos ligacdes

de hidrogénio mais efetivas e desvios-padrdes tendendo a valores bem menores nos trés

ultimos conjuntos de cargas.
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A Figura 73 mostra a RDF envolvendo o oxigénio que liga o sulfato a cadeia
carbonica (O5), com os hidrogénios da molécula de agua.
Distribui¢io Radial

Oxigénio ligado ao grupo sulfato (05)
T T | T | T | T | T

(]

—— Cargas originais

— 2o0. ¢j. de cargas - HF 3-21G
30. ¢j. de cargas - HF 3-21G

L5— — 4o. ¢j. de cargas - HF 6-31G

— 5o. ¢j. de cargas - HF 6-31G

g(1)
|

05—

T (1;11‘1)

Fig. 73. RDF do oxigénio ligado ao sulfato (O5) com os hidrogénios da agua.

Esse oxigénio encontra-se com grande impedimento espacial, tendo em vista o grande
volume dos grupos a ele ligados. O primeiro pico reduzido, logo antes de 0,25 nm,
corresponde as eventuais ligacdes de hidrogénio desse oxigénio com a dgua. O pico maior,
entre 0,35 e 0,4 nm, deve aparecer em virtude do enxofre e, especialmente, dos demais
oxigénios vizinhos, que contribuem de forma mais significativa com a estruturacdo do

solvente nessa regiao.
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As figuras 74 a 78 mostram o nimero médio de ligacdes de hidrogénio, regressao

linear e desvios padrdes em cada conjunto de cargas, envolvendo o oxigénio que liga o sulfato

a cadeia carbonica (O5), com os hidrogénios da molécula de agua.

Ligagoes de Hidrogénio - Oxig.5 x dgua

Cargas originais (1°. Conjunto de cargas)

=4
n
l

| — Ligacdes de Hidrogénio |

Niimero de Ligacoes de Hidrogénio
=

=
in
I

500

Tempo (ps)

1000

No. médio de ligagdes: 0,00

Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,00

Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,00

Desvio padrdo da constante: 0,00

Fig. 74. Grafico das Ligacdes de Hidrogénio com as cargas originais (primeiro conjunto de cargas)

cargas do oxigénio ligado ao sulfato (O5) com os hidrogénios das moléculas de agua.

Segundo conjunto de cargas

Ligagdes de Hidrogénio - Oxig.5 x dgua

2

15—

Niimero de Ligagdes de Hidrogénio

9.00 400

600
Tempo (ps)

— Ligacdes de Hidrogénio
— Regressiio Linear

800 1000

No. médio de ligagdes: 0,155
Desvio padréo do No. médio de ligagdes: 0,362
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,113

Desvio padrao da constante: 0,080

Fig. 75. Grafico das Ligagdes de Hidrogénio do segundo conjunto de cargas, envolvendo oxigénio

ligado ao sulfato (O5) com os hidrogénios das moléculas de agua.
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Terceiro conjunto de cargas

Ligacdes de Hidrogénio - Oxig.(5) x dgua

2

Nimero de Ligages de Hidrogénio

g(}(}

Tempo (ps)

— Ligagdes de Hidrogénio
— Regressio Linear

No. médio de ligagdes: 0,335

Desvio padrao do No. médio de ligagdes: 0,478
Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,345

Desvio padrio da constante: 0,011

800 1000

Fig. 76. Grafico das Ligag¢des de Hidrogénio do terceiro conjunto de cargas do oxigénio ligado ao

sulfato (O5) com os hidrogénios das moléculas de agua.

Quarto conjunto de cargas

Ligacdes de Hidrogénio - O_5 x dgua

2

Nimero de Ligages de Hidrogénio

Tempo (ps)

— Ligagdes de Hidrogénio
— Regressao Linear

No. médio de ligagoes: 0,110
Desvio padrdo do No. médio de ligagdes: 0,310

Constante da Regressdo Linear (intercepto) 0,060

Desvio padrdo da constante: 0,006

1000

Fig. 77. Grafico das Ligacdes de Hidrogénio do quarto conjunto de cargas envolvendo o oxigénio ligado

ao carbono e enxofre (O5) com os hidrogénios das moléculas de agua.
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Quinto conjunto de cargas

Ligacdes de Hidrogénio - Oxig_5 x dgua

22— T

— Ligagdes de Hidrogénio
— Regressao Linear

No. médio de ligagoes: 0,197
Desvio padrdo do No. médio de ligagoes: 0,404

Constante da Regressdo Linear (intercepto): 0,224

Desvio padréo da constante: 0,024

Numero de Ligages de Hidrogénio

500 1000
Tempo (ps)

Fig. 78. Grafico das Ligagdes de Hidrogénio do quinto conjunto de cargas, envolvendo o oxigénio

ligado ao sulfato (O5) com os hidrogénios das moléculas de agua.

Para o primeiro conjunto de cargas nao existe a formagao de ligagdes de hidrogénio.
Para os demais conjuntos essas ligacdes ndo sdo muito efetivas, tendo em vista o grande

impedimento espacial que esse &tomo possui por estar ligado a grupos volumosos.
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4.5 DESVIO QUADRATICO MEDIO (RMSD)

A Raiz quadrada do desvio médio, ou desvios quadraticos médios (RMSD, do inglés
root mean square deviation), compara uma estrutura de referéncia com as estruturas que a

molécula assume em fung¢do do tempo.

1

1 : 44
RMSD(,,JZ){Ml_%mi“’? (1)1t )ﬂ (4.4)

N
Na qual M = Zi:l m; e ryt) é aposi¢do do atomo i no tempo ¢, € mi ¢ a massa do atomo i.

Verificou-se que, ao utilizar a estrutura na forma de anel em uma simulagdo em meio
aquoso, a molécula adquire a forma aberta. Tal andlise foi efetuada com o programa de
visualizacdo de trajetorias, Ngmx, do pacote Gromacs.

A estrutura inicial utilizada esta representada na figura 79.

Fig. 79. Estrutura inicial da simulacdo para verificar a abertura do anel utilizando as cargas finais (5°. Conjunto

de cargas).
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Ao término de uma simulagdo de 500ps, a estrutura que a molécula assume esta

representada nas figuras 80 e 81.

Fig. 80. Estrutura final apo6s os 500 ps de simulagdo a partir da estrutura aberta.

Fig. 81. Vista lateral da estrutura apds 500 ps de simulagdo para verificar a abertura do anel.
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Ao se fazer uma andlise do RMSD da trajetdria, usando como estrutura de referéncia a

forma de anel representada na figura 79, foi obtida o grafico da figura 82:

RMSD

Estrutura anel x dindmica 500 ps

0.6

0.5

=
.

RMSD (nm)
=
[
[

0.l

| ! | . | . | !
0 100 200 300 400 500
Tempo (ps)

Fig. 82. RMSD que utiliza a estrutura fechada como referéncia (fig. 79) x trajetéria.

Ampliando os primeiros 20 ps da simulagdo, obtemos a figura 83:

RMSD

Estrutura anel x dindmica primeiros 20 ps

0.6

0.5

RMSD (nm)
= =1
[y =

0.1

Tempo (ps)

Fig. 83. Ampliagdo dos primeiros 20 ps, utilizando a estrutura inicial em forma de anel comparada com

a trajetoria da simulag@o por MD.
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Pela anélise grafica, pode-se verificar que no tempo zero o desvio da estrutura de
referéncia € zero, pois a estrutura inicial € justamente a referéncia.

Em outra analise do RMSD, a referéncia usada foi a estrutura final, (tempo de 500 ps).

Isso ¢ representado na figura 84:

Estrutura inicial da simulaco x estrutura final
(}6 T | T | T | T |

05

04

RMSD (nm)
&

=
3
I

01

0 1 | 1 | 1 | 1 |
0 100 200 300 400 500
Tempo (ps)

Fig. 84. RMSD que compara a trajetoria x estrutura final da simulagao (referéncia).

As figuras 85 e 86 representam a ampliacao dos 20 primeiros e ultimos picossegundos

da figura 84:

RMSD

Primeiros 20 ps de simulacio

0.6

0.5

RMSD (nm)
= =
L R

<
o

0.1

Tempo (ps)

Fig. 85. Ampliagdo dos 20 ps iniciais do RMSD da trajetéria comparada com a estrutura final (aberta).
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RMSD
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Fig. 86. Ampliagdo dos tltimos 20 ps do RMSD, comparando a trajetoria com a estrutura final (aberta).

Nos primeiros 20 ps temos, uma mudanga rapida na estrutura em relacdo a referéncia,

que corresponde a passagem da forma de anel para a forma aberta. Nos ultimos instantes da

simulacdo, temos 0 RMSD convergindo a zero, pois a estrutura dos 500 ps foi utilizada como

referéncia.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

No vécuo, a molécula adquire forma anular. O mesmo ndo ocorre em meio aquoso,
pois a agua (solvente) altera essa conformagdo para uma estrutura relativamente linear. A
metodologia aplicada ¢ bastante custosa, pois exige varias simula¢des por Dinamica
Molecular e calculo de cargas de inumeras estruturas. Porém, observa-se uma certa
convergéncia nas cargas, especialmente sobre os grupos polares. Esse fato, apoiado pelos
dados das fung¢des de Distribui¢do Radial e ligacdes de hidrogénio, indica que a metodologia
conduz a resultados validos e aplicaveis para obtencao de cargas atomicas.

Fica claro que quando se opta por utilizar o ajuste das cargas pelo potencial
eletrostatico, faz-se necessario o uso de vdrias estruturas para obtengdo dessas cargas através
de uma média. O uso de uma unica conformacao pode levar a valores que divergem muito dos
adequados.

Neste trabalho foram feitos varios ciclos de simulagdo por DM e célculo de cargas.
Porém, os resultados do quarto, quinto e sexto conjuntos sdo muito proximos. A pequena
divergéncia dever estar mais relacionada com as estruturas utilizadas no célculo das médias
que propriamente com uma melhora promovida ao se repetir os ciclos de simulagdo. Apos
uma simulacdo com um conjunto de cargas relativamente ajustado, o ideal ¢ obter as cargas
definitivas pelo uso do maior niumero possivel de estruturas independentes entre si.

Em um trabalho posterior, pretende-se simular um sistema solvatado, constituido por
membrana fosfolipidica/aminoesterdide, com ions em concentragdo fisiologica. A partir da
Dinamica Molecular, serdo elaborados estudos de propriedades como parametro de ordem da
membrana, area de superficie por lipidio, distancia entre lipidios, perfis de densidade dentro
da bicamada lipidica e fungdes de distribuicdo para distdncias interatomicas. Com esses
dados, pode-se caracterizar o efeito em nivel molecular do aminoesterdide, adicionado a uma
bicamada lipidica no meio aquoso. Analisando esses efeitos (como possiveis modificagdes
estruturais no sistema), talvez seja possivel elucidar mecanismos responsaveis pela atividade
bioldgica de alguns aminoesterdides. Além disso, pode-se propor e avaliar modificagdes
estruturais e funcionais na molécula da Esqualamina, buscando efeitos terapéuticos mais

efetivos.
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7. Anexos

7.1 Anexo 1 - Esqualamina.itp

[ moleculetype ]
; Name nrexcl

ESQ 3

[ atoms ]

; nr type
1 oM
2 SDMSO
3 oM
4 OM
5 OA
6 CH1
7 CH1
8 CH3
9 CH3

10 CH2
11 CH2
12 CH1
13 CH3
14 CH1
15 CH1
16 CH1
17 CH1
18 CH1
19 CH3
20 CH1
21 CH1
22 CH1
23 CH1
24 CH1
25 OA
26 H
27 CH1
28 CH1
29 CH1
30 CH1
31 CH3
32 CH1
33 CH1
34 CH1
35 NL
36 H
37 H
38 CH2
39 CH2
40 CH2
41 NL
42 H
43 H
44 CH2
45 CH2
46 CH2
47 CH2
48 NL

resnr resid atom

RPRRPRRRRPRRPRRRPRRPRRPRRPRRPRPRREPRRPRRPRPREPRRPRRRPRPRREPRREPRRRREPRRERRRREPRRERRRERRRRER

ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ
ESQ

0BQ
SBN
0BO
0BP
OBM
CBI
CBJ
CBK
CBL
CBH
CBF
CBE
CBG
CBC
CBB
CBA
CAK
CAL
CBD
CAM
CAN
CAJ
CAI
CAH
0AQ
HAQ
CAG
CAC
CAB
CAD
CAO
CAE
CAF
CAA
NAP
HAP
HCF
CAR
CAS
CAT
NAU
HAU
HCG
CAV
CAW
CAX
CAY
NAZ

cgnr

©OWOOOONDNNDNDNNNNRONDIOOODODODOUTRARMRAMRNMWWNNNNNNNRRRRRR R

charge
-0.772
1.520
-0.772
-0.772
-0.567
0.515
0.289
-0.145
-0.138
-0.128
-0.120
0.425
-0.146
-0.237
-0.018
-0.127
0.330
0.528
-0.167
-0.196
-0.006
0.000
-0.334
0.517
-0.765
0.417
-0.289
0.456
-0.334
0.461
-0.198
-0.043
-0.074
0.400
-0.448
0.342
0.342
0.286
0.065
0.117
0.021
0.267
0.267
0.160
0.037
0.112
0.257
-0.448

mass

15.9994
32.0600
15.9994
15.9994
15.9994
13.0190
13.0190
15.0350
15.0350
14.0270
14.0270
13.0190
15.0350
13.0190
14.0270
14.0270
13.0190
12.0110
15.0350
14.0270
14.0270
13.0190
13.0190
13.0190
15.9994
1.0080

14.0270
13.0190
14.0270
12.0110
15.0350
14.0270
14.0270
13.0190
14.0067
1.0080

1.0080

14.0270
14.0270
14.0270
14.0067
1.0080

1.0080

14.0270
14.0270
14.0270
14.0270
14.0067
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49 H 1 ESQ HCD 10 0.371 1.0080
50 H 1 ESQ HCE 10 0.371 1.0080
51 H 1 ESQ HAZ 10 0.371 1.0080
[ bonds ]
;ai aj fTu cO, cl1, ...
1 2 2 0.153 8040000.0 0OBQ SBN
2 3 2 0.153 8040000.0 SBN OBO
2 4 2 0.153 8040000.0 SBN OBP
2 5 2 0.144 6100000.0 SBN OBM
5 6 2 0.143 8180000.0 OBM CBI
6 7 2 0.153 7150000.0 CBlI CBJ
6 10 2 0.153 7150000.0 CBlI CBH
7 8 2 0.153 7150000.0 CBJ CBK
7 9 2 0.153 7150000.0 CBJ CBL
10 11 2 0.153 7150000.0 CBH CBF
11 12 2 0.153 7150000.0 CBF CBE
12 13 2 0.153 7150000.0 CBE CBG
12 14 2 0.152 5430000.0 CBE CBC
14 15 2 0.152 5430000.0 CBC CBB
14 18 2 0.152 5430000.0 CBC CAL
15 16 2 0.152 5430000.0 CBB CBA
16 17 2 0.152 5430000.0 CBA CAK
17 18 2 0.152 5430000.0 CAK CAL
17 23 2 0.152 5430000.0 CAK CAl
18 19 2 0.152 5430000.0 CAL CBD
18 20 2 0.152 5430000.0 CAL CAM
20 21 2 0.152 5430000.0 CAM CAN
21 22 2 0.152 5430000.0 CAN CAJ
22 23 2 0.152 5430000.0 CAJ CAl
22 30 2 0.152 5430000.0 CAJ CAD
23 24 2 0.152 5430000.0 CAl CAH
24 25 2 0.144 6100000.0 CAH OAQ
24 27 2 0.152 5430000.0 CAH CAG
25 26 2 0.100 15700000.0 OAQ HAQ
27 28 2 0.152 5430000.0 CAG CAC
28 29 2 0.152 5430000.0 CAC CAB
28 30 2 0.152 5430000.0 CAC CAD
29 34 2 0.152 5430000.0 CAB CAA
30 31 2 0.152 5430000.0 CAD CAO
30 32 2 0.152 5430000.0 CAD CAE
32 33 2 0.152 5430000.0 CAE CAF
33 34 2 0.152 5430000.0 CAF CAA
34 35 2 0.147 8710000.0 CAA NAP
35 36 2 0.100 18700000.0 NAP HAP
35 37 2 0.100 18700000.0 NAP HCF
35 38 2 0.147 8710000.0 NAP CAR
38 39 2 0.153 7150000.0 CAR CAS
39 40 2 0.153 7150000.0 CAS CAT
40 41 2 0.147 8710000.0 CAT NAU
41 42 2 0.100 18700000.0 NAU HAU
41 43 2 0.100 18700000.0 NAU HCG
41 44 2 0.147 8710000.0 NAU CAV
44 45 2 0.153 7150000.0 CAV CAW
45 46 2 0.153 7150000.0 CAW CAX
46 47 2 0.153 7150000.0 CAX CAY
47 48 2 0.147 8710000.0 CAY NAZ
48 49 2 0.100 18700000.0 NAZ HCD
48 50 2 0.100 18700000.0 NAZ HCE
48 51 2 0.100 18700000.0 NAZ HAZ
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cO0, ci,

0BQ
SBN
SBN
0BO
OBP
OBM
OBM
OBM
CBI
CBJ
CBK
CBL
CBH
CBH
CBF
CBF
CBE
CBE
CBE
CBE
CBG
CBG
CBC
CBC
CBB
CBB
CBB
CBA
CBA
CBA
CBA
CAK
CAK
CAK
CAK
CAL
CAL
CBD
CBD
CAM
CAM
CAN
CAN
CAN
CAN
CAJ
CAJ
CAJ
CAJ
CAI
CAI
CAI
CAI
CAH
CAH
0AQ
HAQ
CAG
CAG

CBI
CBJ
CBH
CBI
CBI
CBK
CBL
CBF
CBE
CBF
CBH
CBH
CBG
CBC
CBB
CAL
CBA
CAK
CBD
CAM
CBB
CAL
CAN
CAl
CBD
CAM
CAl
CBD
CAM
CAJ
CAH
CAN
0AQ
CAG
CAD
CAJ
CAH
CAN
CAl
CAl
CAD
CAH
CAC
CAO
CAE
0AQ
CAG
CAB
CAF
HAQ
CAC
CAO
CAE
CAB
CAD
CAC
CAG
CAO
CAE
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o)

CoOooooo~NOoCUTObbhwx

B e

-—h

NDNNNNNNDNNNNNDNNNNNNDNNNNNDNNNDNC

cO,

109.
109.
109.
109.
109.
109.
120.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
104.
104.
104.
104.
109.
109.
104.

(oM N NeoloNoNaNO NG N RONHN NG N6, N6 N6 N6 NG N NaXN N6 N6 N6 Ne) N Nel

=

518.
518.
518.
518.
518.
518.
530.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
444 .
444 .
444 .
444 .
520.
520.
444 .

PrOOARAAPAAPMPOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

0BQ
0BQ
0BQ
0BO
0BO
OBP
SBN
OBM
OBM
CBJ
CBI
CBI
CBK
CBI
CBH
CBF
CBF
CBG
CBE
CBE
CBB
CBC
CBB
CBA
CBA
CAL
CBC

SBN
SBN
SBN
SBN
SBN
SBN
OBM
CBI
CBI
CBI
CBJ
CBJ
CBJ
CBH
CBF
CBE
CBE
CBE
CBC
CBC
CBC
CBB
CBA
CAK
CAK
CAK
CAL

0BO
OBP
OBM
OBP
OBM
OBM
CBI
CBJ
CBH
CBH
CBK
CBL
CBL
CBF
CBE
CBG
CBC
CBC
CBB
CAL
CAL
CBA
CAK
CAL
CAl
CAl
CAK

CAG
CAC
CAC
CAB
CAB
CAB
CAB
CAB
CAD
CAO
CAE
CAF
CAF
CAF
CAA
NAP
HAP
HCF
CAR
CAS
CAS
CAS
CAT
NAU
HAU
HCG
CAV
CAW
CAX
CAX
CAX

CAA
CAF
NAP
CAO
CAE
HAP
HCF
CAR
CAA
CAF
NAP
HAP
HCF
CAR
CAS
CAT
CAS
CAS
NAU
HAU
HCG
CAV
CAW
CAX
CAW
CAW
CAY
NAZ
HCD
HCE
HAZ
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14
14
17
17
19
18
20
21
21
23
17
17
22
23
23
25
24
24
27
27
29
28
22
22
22
28
28
31
30
32
29
29
33
34
34
34
36
36
37
35
38
39
40
40
40
42
42
43
41
44
45
46
47
47
47
49
49
50

18
18
18
18
18
20
21
22
22
22
23
23
23
24
24
24
25
27
28
28
28
29
30
30
30
30
30
30
32
33
34
34
34
35
35
35
35
35
35
38
39
40
41
41
41
41
41
41
44
45
46
47
48
48
48
48
48
48

19
20
19
20
20
21
22
23
30
30
22
24
24
25
27
27
26
28
29
30
30
34
28
31
32
31
32
32
33
34
33
35
35
36
37
38
37
38
38
39
40
41
42
43
44
43
44
44
45
46
47
48
49
50
51
50
51
51

NDNDNNNNNNNNNNNDNNNNNNDNNNNNNNDNNNNNDNNNNNDNDNNNNNDNNNNNDDNDNNNNNDNNNNDNDNDN

[ dihedrals ]

;oail

aj

ak al

fu

109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
111.
111.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
111.
109.
111.
109.
109.
109.
109.
109.
109.
111.
109.
109.
111.
109.
109.
109.
109.
109.
109.

[QEOQEONEONOG N NeoNO N NeNORO RO NN N No N NeoNONORORONO NG NeoNoNO NONONONORONONONONONONONONO RO RO NN N N6 N6 N N6 N NO N N N N N N

cO, cl1, m,

520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
450.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
520.
530.
530.
425.
425.
425.
380.
425.
425.
530.
520.
530.
425.
425.
425.
380.
425.
425.
530.
520.
520.
530.
425.
425.
425.
380.
380.
380.

[eNeoNololNolNolooooojojojoNoNololooooojooloNolojooooo ool ool olooolooooN ool oloNooe ool oNoNoNoNe]

CBC
CBC
CAK
CAK
CBD
CAL
CAM
CAN
CAN
CAl
CAK
CAK
CAJ
CAl
CAl
0AQ
CAH
CAH
CAG
CAG
CAB
CAC
CAJ
CAJ
CAJ
CAC
CAC
CAO
CAD
CAE
CAB
CAB
CAF
CAA
CAA
CAA
HAP
HAP
HCF
NAP
CAR
CAS
CAT
CAT
CAT
HAU
HAU
HCG
NAU
CAV
CAW
CAX
CAY
CAY
CAY
HCD
HCD
HCE

CAL
CAL
CAL
CAL
CAL
CAM
CAN
CAJ
CAJ
CAJ
CAl
CAl
CAI
CAH
CAH
CAH
0AQ
CAG
CAC
CAC
CAC
CAB
CAD
CAD
CAD
CAD
CAD
CAD
CAE
CAF
CAA
CAA
CAA
NAP
NAP
NAP
NAP
NAP
NAP
CAR
CAS
CAT
NAU
NAU
NAU
NAU
NAU
NAU
CAV
CAW
CAX
CAY
NAZ
NAZ
NAZ
NAZ
NAZ
NAZ

CBD
CAM
CBD
CAM
CAM
CAN
CAJ
CAI
CAD
CAD
CAJ
CAH
CAH
0AQ
CAG
CAG
HAQ
CAC
CAB
CAD
CAD
CAA
CAC
CAO
CAE
CAO
CAE
CAE
CAF
CAA
CAF
NAP
NAP
HAP
HCF
CAR
HCF
CAR
CAR
CAS
CAT
NAU
HAU
HCG
CAV
HCG
CAV
CAV
CAW
CAX
CAY
NAZ
HCD
HCE
HAZ
HCE
HAZ
HAZ



2

6

p
12
14
17
18
22
23
24
28
30
34
35
41
48

10

11
12
14
18
16
20
17
23
20
24
21
22
30
24
32
27
23
28
30
34
32
35
33
34
35
29
39
40
41
39
45
46
47
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46

1

5

6
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12
16
14
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27
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35
34
40
47
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14
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16
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34
34
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40
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45
46
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47
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imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp
imp

; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih
; dih

SBN
CBI
CBJ
CBE
CBC
CAK
CAL
CAJ
CAl
CAH
CAC
CAD
CAA
NAP
NAU
NAZ
0BQ
CBH
CBL
CBF
CBE
CBC
CAL
CBA
CAM
CAK
CAl
CAM
CAH
CAN
CAJ
CAD
CAH
CAE
CAG
CAl
CAC
CAD
CAA
CAE
NAP
CAF
CAA
NAP
CAB
CAS
CAT
NAU
CAS
CAW
CAX
CAY
NAZ
CAX

0BQ
OBM
CBI
CBF
CBE
CBA
CBC
CAN
CAH
CAl
CAG
CAJ
NAP
CAA
CAT
CAY
SBN
CBI
CBJ
CBH
CBF
CBE
CBC
CBB
CAL
CBA
CAK
CAL
CAl
CAM
CAN
CAJ
CAI
CAD
CAH
CAH
CAG
CAC
CAB
CAD
CAA
CAE
CAF
CAA
CAA
CAR
CAS
CAT
CAT
CAV
CAW
CAX
CAY
CAY

OBP
CBH
CBL
CBC
CAL
CAL
CBD
CAD
CAJ
0AQ
CAD
CAO
CAB
HAP
HAU
HCD
OBM
OBM
CBI
CBI
CBH
CBF
CBE
CBC
CBC
CBB
CBA
CAK
CAK
CAL
CAM
CAN
CAJ
CAJ
CAl
0AQ
CAH
CAG
CAC
CAC
CAB
CAD
CAE
CAF
NAP
NAP
CAR
CAS
NAU
NAU
CAV
CAW
CAX
NAZ

0BO
CBJ
CBK
CBG
CBB
CAl
CAK
CAI
CAK
CAG
CAB
CAC
CAF
HCF
HCG
HCE
CBI
SBN
OBM
OBM
CBI
CBH
CBF
CBE
CBE
CBC
CBB
CBA
CBA
CBC
CAL
CAM
CAN
CAN
CAK
HAQ
CAl
CAH
CAG
CAG
CAC
CAJ
CAD
CAE
CAR
CAA
NAP
CAR
CAV
CAT
NAU
CAV
CAW
HAZ
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7.2 ANEXO Il - ARQUIVO DE PARAMETROS DAS SIMULACOES
GROMACS.

title = MD simulation of Squalamine

;Preprocessor

cpp = /lib/cpp

;Directories to include in the topology format

include = -1../top

;Run control: A leap-frog algorithm for integrating Newton"s equations.
integrator = md

;Total simulation time: 1200 ps
:time step in picoseconds

dt = 0.001
;number of steps
nsteps = 1200000

;Frequency to write coordinates to output trajectory file
nstxout = 500

;Frequency to write velocities to output trajectory file
nstvout = 500

;frequency to write energies to log file

nstlog = 500

;Ffrequency to write energies to energy file
nstenergy = 500

;Frequency to write coordinates to xtc trajectory
nstxtcout = 500

;group(s) to write to xtc trajectory

xtc_grps = System

;group(s) to write to energy file

energygrps = System

;Frequency to update the neighbor list (and the long-range forces,
;when using twin-range cut-off"s).

nstlist = 10

;Make a grid in the box and only check atoms in neighboring grid cells
;when constructing a new neighbor list every nstlist steps.

ns_type = grid

;ecut-off distance for the short-range neighbor list
rlist =1.2

;treatment of electrostatic interactions
coulombtype = PME

rcoulomb =1.2

;treatment of van der waals interactions
rvdw =1.2

;Temperature coupling

tcoupl = berendsen

tc-grps = System

tau_t =0.1

ref t = 310

;Pressure coupling

Pcoupl = isotropic

tau_p =1.0

compressibility = 4_5e-5

ref_p =1.0

;Velocity generation

gen_vel = no

gen_temp = 310

gen_seed = 173529
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