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RESUMO

SOARES, Cinthia Santos. Abordagem tedrica das interagdes dissacarideo-prototipo
de membrana fosfolipidica. 2022. 132p. Tese (Doutorado em Quimica). Instituto de
Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

A presente tese teve como objetivo principal estudar as interacdes entre uma
molécula de dissacarideo e um prot6tipo de membrana fosfolipidica, formado por um
sistema dimérico composto por duas moléculas de fosfolipidio. Tal estudo foi feito de
maneira tedrica, utilizando métodos quanticos para a modelagem dos sistemas
moleculares de interesse: um método baseado na Teoria do Funcional da Densidade
(B97-D/6-31G(d,p)) e um método semi-empirico (PM6). Os dissacarideos considerados
foram trealose, maltose e celobiose. O fosfolipidio considerado foi dioctanoil-
fosfatidilcolina. O estudo de tais interacdes envolveu a construgdo do prototipo de
membrana fosfolipidica e a criacio de um protocolo para a aproximagdo dos
dissacarideos ao prototipo e se deu por meio do calculo da energia de interacdo quando
na formacdo dos sistemas interagentes (dissacarideo-protétipo de membrana
fosfolipidica). Com base em critérios geométricos, foram identificados dois tipos de
interacdes entre todos os dissacarideos e o protdtipo de membrana fosfolipidica:
interacdes com grupos fosfato e com grupos trimetil-aménio. Foram obtidos os
espectros de absorcdo no infravermelho para o prototipo de membrana fosfolipidica
isolado e para todos os sistemas interagentes — quatro para a trealose, trés para a maltose
e dois para a celobiose, a fim de comparar o comportamento do sinal correspondente ao
estiramento assimétrico do grupo fosfato para agregados fosfolipidicos secos e
agregados fosfolipidicos na presenca de diferentes carboidratos, indicado na literatura
como diferentemente afetado pela presenca de diferentes carboidratos. Utilizando uma
equacdo que relaciona o valor da constante de acoplamento de spin heteronuclear a trés
ligagbes 3Jcini- ao valor do angulo diedro definido pela sequéncia de atomos
C1-O-C1’-H1’, ao longo da ligacdo glicosidica da trealose, foram calculados os
respectivos valores de 3Jci - para todos os quatro sistemas interagentes obtidos. A
partir do célculo de populacdo de Boltzmann para os sistemas interagentes, foi obtido
um valor médio para a constante de acoplamento, que foi comparado ao resultado

experimental disponivel na literatura. Os valores de energia de interacdo dissacarideo-



protdtipo de membrana fosfolipidica ndo mostraram concordancia com o
comportamento do sinal correspondente ao estiramento assimétrico do grupo fosfato,
iIsso considerando os sistemas interagentes de mais baixa energia, sem correcdo de
ponto zero. Tal resultado foi compreendido como sendo um forte indicio de que as
interagbes com grupos trimetil-amdnio também precisam ser consideradas nessa
avaliacdo. Ja o valor médio obtido para a constante de acoplamento de spin
heteronuclear, comparou-se muito bem ao valor experimental disponivel na literatura,
sendo um indicativo de que os valores dos angulos glicosidicos da trealose presentes
nos sistemas interagentes obtidos teoricamente comparam-se aqueles assumidos pelo
dissacarideo em sistemas interagentes reais, de forma que o método PM6, utilizado para
a modelagem dos sistemas interagentes, pode ser apontado como um método
computacional capaz de descrever adequadamente os efeitos estabilizantes da ligacao
glicosidica da trealose nesse tipo de sistema.

Palavras-chave: Conformacdo de fosfolipidios. Membrana fosfolipidica. Interacao

dissacarideo-membrana.



ABSTRACT

SOARES, Cinthia Santos. Theoretical approach of dissaccharide-phospholipid
membrane interactions. 2022. 132p. Thesis (Philosophy Doctor in Chemistry).
Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2022.

The main objective of this thesis was to study the interactions between a
disaccharide molecule and a phospholipid membrane prototype, formed by a dimeric
system composed of two phospholipid molecules. This study was carried out
theoretically, using quantum methods to model the molecular systems of interest: a
method based on the Density Functional Theory (B97-D/6-31G(d,p)) and a semi-
empirical method (PM6). The disaccharides considered were trehalose, maltose and
cellobiose. The phospholipid considered was dioctanoyl-phosphatidylcholine. The study
of such interactions involved the construction of the phospholipid membrane prototype
and the creation of a protocol for the approximation of the disaccharides to the
prototype. Based on geometric criteria, two types of interactions were identified
between all disaccharides and the phospholipid membrane prototype: interactions with
phosphate groups and with trimethyl-ammonium groups. Infrared absorption spectra
were obtained for the isolated phospholipid membrane prototype and for all interacting
systems - four for trehalose, three for maltose and two for cellobiose, in order to
compare the behavior of the signal corresponding to the asymmetric stretching of the
phosphate group for dry phospholipid aggregates and phospholipid aggregates in the
presence of different carbohydrates, indicated in the literature as differently affected by
the presence of different carbohydrates. Using an equation that relates the value of the
heteronuclear spin coupling constant 3Jciw1- to the value of the dihedral angle defined
by the sequence of atoms C1-O-C1-H1', along the glycosidic bond of trehalose, the
respective values of 3Jcim1- were calculated for all four interacting systems obtained.
From the calculation of the Boltzmann population for the interacting systems, an
average value for the coupling constant was obtained, which was compared to the
experimental result available in the literature. The values of disaccharide-prototype
phospholipid membrane interaction energy did not show agreement with the behavior of

the signal corresponding to the asymmetric stretching of the phosphate group,



considering the lowest energy interacting systems, without zero point correction. This
result was understood as a strong indication that interactions with trimethyl-ammonium
groups also need to be considered in this evaluation. The average value obtained for the
heteronuclear spin coupling constant, compared very well to the experimental value
available in the literature, being an indication that the values of the glycosidic angles of
trehalose present in the interacting systems theoretically obtained are compared to those
assumed by the disaccharide in real interacting systems, so that the PM6 method, used
to model the interacting systems, can be pointed out as a computational method capable
of adequately describing the stabilizing effects of the trehalose glycosidic bond in this

type of system.

Keywords: Phospholipid conformation. Phospholipid membrane. Dissaccharide-

membrane interaction.
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1. INTRODUCAO

As células e seus compartimentos sdo delimitados por estruturas denominadas
membranas celulares. As membranas celulares sdo costumeiramente chamadas de
membranas fosfolipidicas. Isso se deve ao fato de que grande parte das membranas
celulares é majoritariamente composta por fosfolipidios. A estrutura de tais membranas
é bastante particular, sendo formadas por bicamadas fosfolipidicas.

E fato que a composicdo das membranas celulares é bem diversa, havendo
diversidade quando se comparam os diferentes tipos de células, os diferentes tipos de
organelas e, inclusive, as diferentes porgdes interna e externa que constituem as
bicamadas fosfolipidicas. No entanto, os glicerofosfolipidios de colina sdo os
fosfolipidios mais abundantes na porgao externa de muitas membranas celulares.*?

A manutencdo da estrutura das membranas € extremamente importante para a
viabilidade celular, uma vez que tais membranas se constituem em uma barreira seletiva
capaz de impedir que moléculas produzidas no interior da célula deixem esse ambiente,
bem como que moléculas indesejaveis provenientes do meio externo se difundam para
seu interior. Tal permeabilidade seletiva & garantida majoritariamente através de
sistemas de transporte especificos constituidos por proteinas. De uma maneira geral, 0s
componentes lipidicos das membranas constituem a barreira seletiva, enquanto que as
proteinas atuam como sistemas especificos de transporte que possibilitam a
permeabilidade seletiva.®*

A compartimentalizacdo das celulas é fator primordial para seu perfeito
funcionamento, de modo que hd muito tempo se tem trabalhado no desenvolvimento de
processos de preservacdo de materiais bioldgicos capazes de manter a morfologia das
membranas celulares. Os processos mais comumente utilizados para a preservacdo de
materiais bioldgicos tais como tecidos e Orgdos para transplantes baseiam-se em
técnicas de congelamento (criopreservacdo) e de congelamento seguido de desidratacédo
(liofilizacdo).

A criopreservacao € um processo que visa a suspensdao do metabolismo e a
manutencdo das caracteristicas celulares. O processo de criopreservacao € composto por
trés etapas: diluicdo, resfriamento e congelamento. A etapa de diluicdo consiste,
basicamente, na adicdo de substancias capazes de garantir a viabilidade das células

durante a etapa de congelamento. Dentre as substancias diluentes destacam-se 0s
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chamados crioprotetores, que sdo substancias capazes de atravessar ou ndo as
membranas celulares. O glicerol e o dimetil-sulfoxido sdo exemplos de crioprotetores
penetrantes, enquanto que certas proteinas do ovo e o dissacarideo
a-D-glicopiranosil-(1—1)-a-D-glicopiranose (trealose) sdo exemplos de crioprotetores
ndo-penetrantes.

Tal como a criopreservacao, a liofilizagdo visa a suspensdo do metabolismo e a
manutencdo das caracteristicas celulares e é composta por trés etapas: diluicdo,
congelamento e desidratacdo. A etapa de diluicdo consiste na adicdo de substancias
capazes de garantir a viabilidade celular durante as etapas de congelamento e
desidratacdo. O dissacarideo trealose é descrito na literatura como substéncia capaz de
aumentar a viabilidade de materiais biologicos preservados por liofilizagdo.> Assim, a
trealose parece atuar ndo somente como crioprotetor, mas também como protetor de
materiais biologicos durante a desidratacdo em processos de liofilizacao.

No entanto, ainda ndo se sabe ao certo qual (quais) mecanismo (mecanismos)
estd (estdo) associado (associados) a capacidade protetora da trealose. Uma das teorias
propostas para explicar tal capacidade é que esse carboidrato seja capaz de interagir de
forma diferenciada com as por¢oes polares dos fosfolipidios de membrana, mantendo a

estrutura das membranas celulares e, consequentemente, a morfologia celular.

1.1) A bicamada fosfolipidica

Com base no fato de que, em ambiente aquoso, os lipidios de membrana se
organizam, formando compartimentos bilamelares,® Danielli e Davsen propuseram, em
1935, que as membranas celulares fossem formadas por bicamadas lipidicas’. No
entanto, mais tarde, em 1972, o modelo de membrana proposto por Danielli e Davsen
foi substituido pelo modelo de mosaico fluido, proposto por Singer e Nicolson.®
Segundo esses autores, as membranas celulares sdo constituidas por uma bicamada
lipidica dindmica na qual estdo inseridas proteinas integrais e periféricas. Esse modelo é
amplamente difundido e aceito até os dias atuais, embora alguns novos conceitos
tenham sido a ele incorporados por Simons e lkonen® e Brown e London'?, em 1997.
Esses novos conceitos incluem a organizacdo dos lipidios em micro-dominios de
composicao e dindmica diferenciadas em relacdo a composigdo e dindmica da bicamada

fosfolipidica. Esses micro-dominios séo denominados rafts.*
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Figura 1. Esquema representativo das membranas celulares e seus principais componentes.
Adaptado da referéncial2.
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Uma vez que as proteinas de membrana parecem ter fungdes especificas, tais
como transporte, sinalizacdo e catalise, os lipidios sdo o0s principais constituintes das
membranas celulares. Sendo assim, 0 uso da terminologia bicamada lipidica é muito
comum quando se faz alusdo a estrutura das membranas celulares, muito embora os
lipidios de membrana ndo estejam limitados a funcdo estrutural. Os lipidios podem
modificar as fungcbes das proteinas de membrana através da modificacdo de
propriedades individuais, tais como a estrutura e a conformacéo dos lipidios, e através
da modificacdo de propriedades coletivas, tais como fluidez, espessura e forma das
membranas.*®

As bicamadas lipidicas podem existir em trés estados de agregacdo (solido-
cristalino, gel e liquido-cristalino), dependendo da temperatura e da composicdo. O
estado sélido-cristalino é caracterizado por cadeias carbonicas totalmente estendidas, o
estado gel por cadeias carbénicas menos estendidas e, o estado liquido-cristalino, por
cadeias raramente estendidas. Em condicdes naturais, as membranas celulares
apresentam-se no estado liquido-cristalino.4

Aproximadamente mil e quinhentos tipos de lipidios foram identificados na

bainha da mielina de axdnios do sistema nervoso central de humanos. No entanto,
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somente cerca de trinta apresentam-se em quantidades consideraveis.'® Os fosfolipidios,
os glicolipidios e os esteroides sdo as principais classes de lipidios presentes nas
bicamadas lipidicas.4 Dentre os lipidios que compdem as membranas celulares, destaca-
se a classe dos fosfolipidios, que corresponde a 40-90% dos lipidios presentes nas
membranas celulares, exceto nas membranas dos cloroplastos.®

Dessa forma, os fosfolipidios sdo muito importantes para a manutencdo da
estrutura membranar e, consequentemente, para a viabilidade e funcdo celular. Os
fosfolipidios sdo moléculas que apresentam consideravel variedade estrutural, de modo
que o contetdo fosfolipidico das membranas é bastante diverso. Esta diversidade parece
ser fundamental para a manutencdo da estrutura das membranas. Assim, um estudo
detalhado a respeito da fungdo individual dos fosfolipidios de membrana ainda é um
grande desafio.

1.2) Fosfolipidios de membrana

A classe de lipidios denominada fosfolipidios compreende duas subclasses, 0s
glicerofosfolipidios e os esfingofosfolipidios. Glicerofosfolipidios possuem em suas
estruturas a porcdo glicerol, enquanto esfingofosfolipidios possuem a porgédo
esfingosina. Os glicerofosfolipidios séo os lipidios mais abundantes na porcéo externa
das membranas celulares.’

Os diferentes glicerofosfolipidios de membrana diferem entre si apenas por seus
grupos polares, tendo em vista que todos eles sdo derivados do acido fosfatidico, sendo
0 atomo de carbono central em configuracdo R. Os grupos polares mais abundantes em
glicerofosfolipidios sdo os aminodalcoois colina e etanolamina, o aminoacido serina e 0s
alcoois glicerol e inositol.4

A distribuicdo dos diferentes fosfolipidios varia consideravelmente quando
membranas de diferentes origens sdo comparadas, de modo que qualquer tentantiva de
generalizacdo € muito dificil. No entanto, em termos de composicdo de ambas as
porcdes externa e interna das membranas, de uma maneira geral, as fosfatidilcolinas e
esfingomielinas sdo encontrados nas porcdes externas das membranas, enquanto que as
fosfatidiletanolaminas e fosfatidilserinas sdo encontrados nas porcfes internas das

membranas celulares.'®

17



Figura 2. Representacéo esquematica para os glicerofosfolipidios derivados do acido fosfatidico.
R! e R? sdo cadeias carbonicas com muitos atomos, geralmente abertas.

O

|
CH,—0—C—R!

O

|
CH—0O—C—R?

O

| Frm——
CH,—O0—P—0—|Grupo
= | polar
0

Figura 3. Esquema representativo das fosfatidilcolinas, que correspondem aos fosfolipidios mais

comumente encontrados na porc¢do externa de diversas bicamadas fosfolipidicas.'®

0
CH,—O—C—R!
|9
CH—0—C—R?
| 0 i
CH:—O—]I’—OCHZCHglfCH;
o CH;

As cadeias carbonicas R! e R? conferem variabilidade estrutural as
fosfatidilcolinas. Tais cadeias sdo provenientes da reacdo de esterificacdo entre
fosfatidilcolina e acidos graxos. Os &cidos graxos mais comumente encontrados nas
fosfatidilcolinas apresentam cadeias carbdnicas compostas por nimero par de d&tomos de

carbono, usualmente 14, 16, 18 e 20, conforme descrito por Nelson e Cox.?
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Tabela 1. Acidos graxos mais comumente encontrados nas fosfatidilcolinas.'?

Acido graxo Nome usual Abreviagéo
CH3(CH2)12CO2H Miristico C14:0
CH3(CH2)14CO2H Palmitico C16:0
CH3(CH2)16CO2H Esteéarico C18:0
CH3(CH2)7CHCH(CH2)7CO2H Oleico C18:1(9c)
CH3(CH2)4sCHCHCH,CHCH(CH2);CO-H Linoleico C18:2(9c,12c)

CH3(CH2)4(CHCHCH2)sCHCH(CH2)sCO2H  Araquidénico  C20:4(5c,8¢c,11c,14c)

1.3) A conformacéo das fosfatidilcolinas

A maioria dos estudos envolvendo a conformacdo de fosfatidilcolinas utiliza o
sistema de numerag&o e a defini¢cdo dos angulos diedros introduzida por Sundaralingam,
em 1972. Segundo essa convencdo, 0 atomo de carbono ligado ao grupo polar colina é
designado como C1, o grupo polar ¢ designado como cadeia a e as cadeias carbOnicas
dos acidos graxos ligados aos atomos de carbono C2 e C3 sdo designadas como cadeia 8
e cadeia y. No sistema de numeragao de Sundaralingam, o primeiro numeral (1, 2 ou 3)
refere-se as cadeias a, B e vy, respectivamente. A conformagao da porg¢ao glicerol (cadeia
0) ¢ definida pelos angulos diedros 01, 62, 63 e 64, enquanto a conformagao das cadeias
a, B ey sao definidas pelos angulos diedros an, fn € yn, nos quais n ¢ um nimero inteiro

que aumenta conforme aumenta numeracdo dos atomos de cada uma das cadeias.

Figura 4. Numeracdo de Sundaralingam para a fosfatidilcolina2R,3-dioctanoil-glicero-1-fosforilcolina.

Os 4tomos de hidrogénio foram omitidos para facilitar a visualizag&o.

c28 Cc26 (34/‘\022
/(3‘27\ C25 c23 21
012
R e 5o cil
C38 c3 & c3t & c32 x/czl\ C2 o1 ¢ c12 In

A orientagdo relativa das cadeias a, e y é definida pelos angulos diedros 6 da

o)

por¢do glicerol. Enquanto o angulo diedro 61 define a orientagdo do grupo polar em
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relagdo a porcdo glicerol, o angulo diedro 62 define a orientacdo do grupo polar em
relacdo a cadeia carbonica B. Ja o angulo diedro 03 define a orientagdo da cadeia
carbonica y em relagdo a porgdo glicerol e o angulo diedro 64 define a orientacdo
relativa entre ambas as cadeias carbdnicas § e y. Uma vez que a varia¢do destes angulos
corresponde a rotagdes ao longo de ligacdes C—C, acredita-se que as conformagdes mais
estaveis de glicerofosfolipidios apresentem para estes angulos os valores de 60°, 180°
ou -60°.

Tabela 2. Definicdo dos angulos diedros da molécula de 2R,3-dioctanoil-glicero-1-fosforilcolina,
segundo a convencdo de Sundaralingam.

Cadeia 0 Cadeia a
01 011-C1-C2-C3 al C2-C1-011-P
02 011-C1-C2-021 a2 C1-011-P-012
03 C1-C2-C3-031 a3 011-P-012-C11
04 021-C2-C3-031 o4 P-012-C11-C12
as 012-C11-C12-N
Cadeia B Cadeia vy
p1 C1-C2-021-C21 vl C2-C3-031-C31
B2 C2-021-C21-C22 v2 C3-031-C31-C32

B3 021-C21-C22-C23 Y3 031-C31-C32-C33
p4 C21-C22-C23-C24 14 C31-C32-C33-C34
Bs C22-C23-C24-C25 Y5 C32-C33-C34-C35
B6 C23-C24-C25-C26 Y6 C33-C34-C35-C36
p7 C24-C25-C26-C27 Y7 C34-C35-C36-C37
11 C25-C26-C27-C28 Y8 C35-C36-C37-C38

1.4) A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) como técnica para

o0 estudo conformacional de agregados fosfolipidicos

A obtencdo de informacgdes conformacionais para fosfolipidios em agregados do
tipo bicamada a partir de técnicas experimentais é ainda um grande desafio. Isso se deve
ao carater fluido destes agregados, o que inviabiliza a utilizagdo de técnicas como

difracdo de raios-X, difracdo de néutrons ou difracdo de elétrons, mais aplicadas para
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sistemas ordenados. Apesar disso, Wiener e White, em 1992, foram pioneiros em
utilizar uma metodologia que combinava difracdo de raios-X e difracdo de néutrons, de
modo que foram obtidas informacdes relevantes a respeito da estrutura de bicamadas de
dioleil-fosfatidilcolina (DOPC) em estado fluido, tais como a distribuicdo de diferentes
atomos em funcdo do eixo perpendicular ao plano das bicamadas.’® No entanto,
informacdes refinadas a respeito das conformag6es individuais das moléculas de DOPC
no agregado ndo foram obtidas.

A falta de informagdes experimentais a respeito da conformacéao de fosfolipidios
em agregados bilamelares se traduz em um problema adicional para os estudos teéricos
dedicados a esse fim, dado que os resultados obtidos teoricamente dificilmente s&o
passiveis de confirmacdo. Aléem disso, tais informacGes poderiam ser Uteis para a
resolucédo de questdes relacionadas ao efeito das vizinhancgas sobre a conformacéo dos
fosfolipidios, tais como: a presenca de moléculas vizinhas altera a conformacéo
assumida pelos fosfolipidios nos estados gasoso e monomérico? Qual o efeito do grau
de hidratagéo sobre a conformacéo de fosfolipidios em agregados do tipo bicamada?

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear é uma das técnicas
experimentais mais eficazes para a definicio de parametros estruturais e
conformacionais de sistemas em soluc@o, bem como para o estudo de interagdes soluto-
solvente. A espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear baseada na abundancia
natural de carbono-13 (RMN de *3C) é particularmente (til para o estudo tedrico de
fosfolipidios, uma vez que as constantes de acoplamento de spin heteronuclear a trés
ligacbes carbono-fosforo (3Jcp) sd0 extremamente sensiveis a mudancas
conformacionais. Isso permite que dados de deslocamento quimico e de constantes de
acoplamento provenientes de espectros de RMN de ¥C sejam utilizados para a
confirmacdo de modelos obtidos a partir de calculos tedricos.

Todavia, mesmo para sistemas simples contendo poucos nlcleos magnéticos, a
atribuicdo dos valores de deslocamento quimico e de constante de acoplamento de spin
nuclear obtidos experimentalmente ndo é uma tarefa trivial, de modo que nem sempre se
tem a disposicdo os dados de RMN necessarios para corroborar um modelo tedrico.
Neste sentido, calculos tedricos podem fornecer uma estimativa prévia a respeito dos
deslocamentos quimicos e das constantes de acoplamento de spin nuclear, contribuindo

consideravelmente para a atribuicdo de sinais obtidos experimentalmente.
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Karplus foi o pioneiro na obtencdo de equacOes tedricas para a estimativa de
valores de constantes de acoplamento de spin heteronuclear a trés ligagcbes. Em seu
trabalho de 1959, ele desenvolveu equagdes para os termos de contato elétron-spin das
constantes de acoplamento de spin nuclear,® com base na Teoria de Ligagdo de
Valéncia?'. Utilizando quatro sistemas-modelo (etano, eteno, 1,2-cis-diflGoreteno e
1,2-trans-difltioreteno), ele obteve equagdes para o calculo da constante de acoplamento
de spin nuclear a trés ligagdes hidrogénio-hidrogénio (3Jun), hidrogénio-fltior (Jur) e
flaor-flior (*Jee). As equacdes de Karplus tém como Unico pardmetro o angulo diedro
que define a orientacdo relativa entre os nlcleos interagentes. Posteriormente, foram
feitas diversas reparametrizacdes das equacgdes de Karplus, de modo que foram obtidas
equacdes para a estimativa da constante de acoplamento nuclear de carboidratos??, de
nucleosideos?® e de proteinas?*. Sendo assim, ambas as abordagens, experimental e
tedrica, se complementam para a obtencdo de informacgdes sobre um determinado
sistema molecular.

De uma maneira geral, raramente € possivel uma comparacdo direta entre 0s
resultados obtidos experimentalmente e teoricamente para uma dada propriedade, uma
vez que resultados obtidos experimentalmente correspondem a valores médios
associados ao conjunto de conformacdes estaveis de um sistema, enquanto resultados
tedricos correspondem a valores individuais associados a uma dada conformacao do
sistema, se calculos quanto-mecanicos sao utilizados. Somente conhecendo o conjunto
de conformacdes estaveis do sistema, os valores individuais da propriedade de interesse
(associados a cada uma das conformacGes do sistema) e a abundancia relativa das
conformagcbes se torna possivel propor alguma comparacdo entre resultados
experimentais e teoricos. Caso haja concordancia entre esses, pode-se dizer que o
modelo tedrico é valido e passivel de ser utilizado para a interpretacdo de resultados

experimentais, bem como para o estudo de fen6menos inacessiveis experimentalmente.
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2. OBJETIVOS

Admitindo como hipdtese que as interacfes entre o dissacarideo trealose e as
porcdes polares dos fosfolipidios sdo diferenciadas em relagdo aquelas que sdo
estabelecidas com as porcles polares de dissacarideos anélogos, tal como maltose e

celobiose, a presente tese tem como objetivo principal comparar qualitativa e

quantitativamente, através do uso de métodos computacionais, as possiveis interacfes
entre uma molécula de dissacarideo e um prot6tipo de membrana fosfolipidica. Para tal,

foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

1°) obtencéo de um prototipo de membrana fosfolipidica,

2°) definicdo de um protocolo para a aproximagéo da molécula de dissacarideo e

0 protdtipo de membrana fosfolipidica e

3% calculo das energias de interacdo dissacarideo-prototipo de membrana

fosfolipidica.
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3. REVISAO DA LITERATURA

H& aproximadamente 60 anos descobriu-se que alguns organismos que passam
por um estagio dormente ao longo de seu desenvolvimento e que sdo capazes de resistir
a longos periodos de escassez de dgua apresentam grandes quantidades do dissacarideo
trealose estocadas em seu interior.>262"2 A principio, poderia se pensar que esse
dissacarideo serviria de reserva durante os periodos de dorméncia, porém o trabalho de
Clegg, de 1962, mostrou que, em cistos contendo embrides dormentes de camardes de
salmoura, o dissacarideo ndo é utilizado durante o periodo de dorméncia, uma vez que a
concentracdo de trealose apresenta-se praticamente a mesma considerando-se cistos
com idade entre 1 e 26 anos.?® Além disso, foi observado que, apds hidratacio dos
cistos, os niveis de trealose decaem a zero e 0 desenvolvimento dos embrifes segue
normalmente.*

Essa observacdo levou a comunidade cientifica a crer que a principal funcdo do
dissacarideo trealose nesses organismos seria a de manter a viabilidade dos mesmos
durante o periodo de escassez hidrica. Sendo assim, em 1971, Crowe elaborou a
chamada “hipotese de substituicdo da agua”, que continua sendo investigada por
diferentes métodos de pesquisa até os dias de hoje.*! Diante desse indicio de que a
trealose teria um comportamento diferenciado para essa fungdo em relacdo aos outros
carboidratos, véarios estudos foram feitos a fim de verificar a eficiéncia da mesma na
preservacdo da integridade de membranas e de vesiculas fosfolipidicas na auséncia de
agua, sendo que alguns deles serdo descritos a seguir.323334 De fato, a manutencdo da
viabilidade dos organismos, obviamente, depende da manutencdo de sua integridade
celular, de modo que vesiculas fosfolipidicas constituem excelentes modelos para o
estudo de uma possivel interacdo entre trealose e células diversas.

Considerando a importancia do processo de liofilizacdo para a preservacdo de
materiais biologicos, em 1984, foi feito um estudo utilizando trealose e outros
carboidratos como aditivos no processo de preservacdo de vesiculas fosfolipidicas
liofilizadas.®® Os estudos mostraram que a trealose foi o carboidrato mais eficiente na
protecdo das vesiculas. Tal eficiéncia foi associada ao fato de que a quantidade de
trealose necessaria para a maxima preservacdo apresentou-se bem inferior as

quantidades dos outros carboidratos.
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No entanto, em meados dos anos 80, j& era sabido que a desidratacdo de
vesiculas fosfolipidicas provoca a transicdo para o estado gel, acarretando em danos
estruturais irreversiveis.®*3” De fato, ainda nos dias de hoje, esse fendmeno é utilizado
para explicar o porqué da inviabilidade do processo de preservacdo de materiais
biolégicos na auséncia de &gua. Em outras palavras, o aumento da temperatura de
transicdo decorrente da desidratacdo, com consequente passagem ao estado gel, parece
ser um dos fatores responsaveis pelo insucesso do processo de preservacdo de materiais
biolégicos na auséncia de agua. A partir dessa observacdo, os estudiosos da &rea
passaram a se dedicar a investigacdo do efeito da adicdo de carboidratos sobre a
temperatura de transicdo de agregados fosfolipidicos, como apresentado a seguir.

Em 1985, Crowe e colaboradores analisaram a influéncia da adigéo de trealose e
de outros carboidratos sobre a temperatura de transicdo entre os estados gel e liquido-
cristalino de vesiculas fosfolipidicas liofilizadas.®® Os estudos mostraram que alguns
carboidratos foram capazes de provocar redugdo na temperatura de transicdo e que tal
reducdo possibilitou as vesiculas permanecerem no estado liquido-cristalino, que € o
estado no qual naturalmente se encontram as vesiculas fosfolipidicas. No entanto, dentre
os carboidratos analisados, a trealose foi 0 que provocou maior reducdo na temperatura
de transicdo. Essa observacdo (maior reducdo na temperatura de transicdo) juntamente
com a observacao feita no trabalho publicado pelos mesmos autores, em 1984 (menor
quantidade necessaria para maxima preservagdo), nos permite concluir que a trealose
apresenta-se como um dos mais eficientes agentes protetores.

Acompanhando o desenvolvimento dos estudos dedicados a investigacdo do
efeito da adicdo de carboidratos no processo de liofilizagdo, encontram-se também
trabalhos que se dedicaram ao estudo do efeito dos carboidratos na etapa de
congelamento, que, no processo de liofilizacdo, precede a etapa de desidratacdo. Para
esses estudiosos, a formacdo de um estado vitreo seria condicdo para que houvesse
reducdo na temperatura de transicdo e consequente aumento de viabilidade nos
processos de liofilizacdo. Essa ideia é a base da chamada “teoria da vitrificacao”, que
associa a capacidade protetora dos carboidratos a capacidade dos mesmos se
apresentarem em estado vitreo. A seguir, serdo apresentados dois estudos considerados
fundamentais para a elaboracéo dessa teoria.

Em 1989, os pesquisadores Green e Angell apresentaram um estudo a respeito

das temperaturas de transicdo vitrea da trealose e de outros carboidratos em solucGes
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aquosas de diferentes concentraces.®® Os pesquisadores observaram que a trealose foi o
carboidrato que apresentou maior temperatura de transicdo vitrea, em todas as
concentragdes analisadas, e associaram isso a capacidade protetora do dissacarideo. Em
1994, Koster e colaboradores analisaram o efeito da adicdo de diferentes misturas de
carboidratos capazes de se apresentar no estado vitreo sobre a temperatura de transi¢do
de vesiculas fosfolipidicas liofilizadas.*® Os autores determinaram que todas as misturas
foram capazes de provocar uma reducdo na temperatura de transicdo, o que os levou a
concluir que a formagdo de um estado vitreo seria fundamental para a reducdo da
temperatura de transigao.

No entanto, na mesma época em que o estudo de Koster e colaboradores foi
publicado, Crowe e colaboradores apresentaram um estudo avaliando o efeito de alguns
carboidratos sobre a liofilizacdo de dois tipos de vesiculas: vesiculas com alta (ATT) e
com baixa temperatura de transicdo (BTT).** Os principais resultados apresentados
pelos autores serdo citados a seguir. Tanto o dissacarideo trealose como o polissacarideo
dextrano, quando em estado vitreo, foram capazes de preservar a integridade de
vesiculas ATT, sendo que a quantidade de trealose necessaria foi muito menor que a de
dextrano, contrariando o trabalho de Green e Angell®®, uma vez que a temperatura de
transicdo vitrea da trealose € inferior a do dextrano. J& em relacdo as vesiculas BTT,
somente a trealose apresentou efeito protetor. Dessa forma, 0s autores mostraram que,
muito embora a vitrificacdo pudesse ter contribuido para a preservacdo de vesiculas
ATT, o mesmo nao foi verificado para vesiculas BTT, de forma que a “hipotese da
vitrificagao” ndo seria suficiente para explicar o efeito protetor dos carboidratos.

Em 1996, Crowe e colaboradores apresentaram um estudo com vesiculas
fosfolipidicas liofilizadas que teve como objetivo analisar se a trealose, de fato, teria
algum efeito diferenciado em relagcdo aos outros carboidratos.*? Os pesquisadores
mostraram que a trealose manteve-se no estado vitreo mesmo apds reidratacdo das
vesiculas e associaram isso a manutencao da estrutura das mesmas, sendo que, para a
sacarose, 0 mesmo ndo foi observado. Dessa forma, os autores concluiram que ndo so a
possibilidade de interacdes especificas, mas também a manutencdo de um estado vitreo,
é importante para a preservacao da estrutura de vesiculas fosfolipidicas e que a trealose
teria um efeito diferenciado em relacdo a outros carboidratos, justamente pela sua

capacidade de interagir com os fosfolipidios, bem como de manter seu estado vitreo.
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Dessa forma, as hipoteses de “substituicdo da agua” e da “vitrificagdo” ndo seriam
mutuamente excludentes.

Analisando a literatura cientifica produzida a partir do ano 2000, podem-se
encontrar ainda outros trabalhos dedicados ao estudo dos efeitos da adicdo de
carboidratos em processos de liofilizacdo de materiais biolégicos. No entanto, o
trabalho de Albertorio e colaboradores, de 2007, merece destaque.*® Nesse trabalho, 0s
autores compararam a eficiéncia da trealose e de diferentes dissacarideos na preservagdo
de bicamadas fosfolipidicas liofilizadas. O principal resultado desse estudo foi que os
dissacarideos cujas unidades monossacaridicas sdo ligadas através de ligacdo glicosidica
do tipo a,0-(1—1) apresentaram-se bem mais eficientes na preservacado das bicamadas,
sendo tal eficiéncia associada a uma significativa reducdo da temperatura de transicéo.
Os autores destacaram a trealose, que € o Uunico dissacarideo contendo ligacédo
a,0-(1—>1) encontrado naturalmente €, admitindo a hipotese da substituicdo de
agua,concluiram que tanto a liga¢do glicosidica o,a-(1—1) como a conformacgéo
adotada por esse dissacarideo sdo fundamentais para que a mesma interaja de maneira
diferenciada com os fosfolipidios, possibilitando a manutencdo da estrutura dos
agregados fosfolipidicos.

Conforme exposto anteriormente, diante da evidéncia de que carboidratos
interagem com vesiculas fosfolipidicas possibilitando a preservacdo de suas respectivas
estruturas na auséncia de agua, foram elaboradas as hipoteses da substituicdo de agua e
da vitrificacdo. No entanto, considerando os trabalhos relacionados ao tema presentes na
literatura, pode-se constatar que a hipOtese da substituicdo de agua € muito mais
investigada que a da vitrificacdo. Além disso, percebe-se que alguns trabalhos nos quais
a hipotese da vitrificacdo é considerada ndo abordam os aspectos moleculares relativos a
formacdo da superficie vitrea composta por agua e agulcar, tendo como objetivo o estudo
do espacamento entre as cadeias carbonicas dos fosfolipidios, que é compreendido
como determinante para a manutencdo do estado liquido-cristalino de vesiculas
fosfolipidicas na auséncia de agua.

Porém, compreendemos que ambas as hipoteses devem ser estudadas, uma vez
que a experiéncia tem demonstrado que elas ndo sdo excludentes. Ainda, 0s aspectos
moleculares relativos a interacdo carboidrato-sistema biolégico devem ser sempre
considerados, independe da hipotese em estudo, bem como da técnica utilizada para

investigacdo. Isso porque somente a partir desse tipo de abordagem é possivel obter
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informacdes potencialmente capazes de contribuir para o entendimento das diferentes
propriedades observadas para os diversos carboidratos, o que é interesse da comunidade
cientifica ha bastante tempo, conforme mencionado em parégrafos anteriores.

Posto isso, é importante mencionar também os trabalhos que se dedicaram nédo
sO a observacdo dos efeitos dos carboidratos em processos de liofilizagdo, como
também a determinacdo de propriedades fisicas que pudessem fornecer informacdes
capazes de indicar o0 mecanismo de acdo dessas moléculas. Nesse sentido, destacam-se
dois trabalhos que serdo citados a seguir e que forneceram dados espectroscopicos
utilizados até os dias de hoje como referéncia para o estudo da interacdo
carboidrato-fosfolipidios. Tais dados tém sido particularmente Gteis na investigacdo de
possiveis interagdes especificas entre moléculas de carboidrato e grupos que constituem
a regido polar dos fosfolipidios, tal como fosfato, bem como na investigacdo de
possiveis conformacdes para o sistema em questéo.

O trabalho de Crowe, de 1985, além de avaliar o efeito da adicdo de carboidratos
sobre a temperatura de transicdo de vesiculas fosfolipidicas liofilizadas, analisou o
espectro de absorcao no infravermelho dos sistemas correspondentes. Os pesquisadores
observaram que alguns carboidratos provocaram reducdo na intensidade do sinal
correspondente ao estiramento assimétrico PO, localizado em 1246 cm™, bem como o
deslocamento do mesmo para valores menores de nimero de onda. Além disso, foram
detectadas mudancas nos sinais correspondentes as deformacgdes angulares dos grupos
—OH dos carboidratos, localizados entre 1450 e 1350 cm™. Por fim, os pesquisadores
destacaram a trealose como o carboidrato para o qual tais efeitos foram mais
pronunciados.

O trabalho de Kapla e colaboradores, de 2015, apresentou dados
espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear e de dindmica molecular para
sistemas compostos por trealose e vesiculas fosfolipidicas.** Considerando esses
sistemas, 0s pesquisadores forneceram valores experimentais e tedricos para Varias
constantes de acoplamento de spin homo e heteronuclear para a trealose, bem como
informacGes conformacionais para o dissacarideo. Além disso, 0s autores apresentaram
dados relativos as ligacbes de hidrogénio estabelecidas entre a trealose e atomos
selecionados da porcéo polar dos fosfolipidios em funcdo da quantidade de moléculas

de trealose consideradas. Eles concluiram que tais ligacGes ocorrem, principalmente,
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entre os &tomos de hidrogénio dos grupos hidroxila do dissacarideo e os atomos de
oxigénio do grupo fosfato dos fosfolipidios.

Diante dessa breve revisdo da literatura, pode-se concluir que sdo muitas as
evidéncias a respeito da capacidade protetora da trealose em processos de preservagao
de vesiculas fosfolipidicas e materiais bioldgicos diversos na auséncia de agua. No
entanto, ainda ndo se sabe, de fato, o mecanismo molecular através do qual esse
dissacarideo desempenha tal funcdo, sendo essa a problematica abordada na presente
tese.

Utilizando um sistema molecular simplificado, justamente para focar a atengéo
nas interacOes especificas que podem se estabelecer entre dissacarideos e as porcdes
polares de fosfolipidios, e realizando um estudo comparativo tomando trés dissacarideos
de glicose que diferem entre si apenas no tipo de ligacdo glicosidica, acreditamos estar
realizando um estudo inicial potencialmente capaz de gerar informagdes que
possibilitem associar tais interagdes a capacidade protetora diferenciada da trealose.

Uma vez constatado que as interagdes especificas estabelecidas entre trealose e
as porcoes polares de fosfolipidios sejam diferenciadas, acreditamos que havera um
movimento em busca de compostos capazes de estabelecer um padrdo de interacGes
semelhante ao da trealose e que estudos para avaliar a capacidade protetora de tais
compostos em processos de preservacdo de materiais bioldgicos serdo realizados. Ou
seja, tal constatacdo podera acarretar em um aumento de eficiéncia e viabilidade das
tecnologias de preservacdo de materiais bioldgicos na auséncia de agua ja existentes.

Em outras palavras, o entendimento a respeito do mecanismo de interacdo em
questd@o podera ser Util para o desenvolvimento de substancias analogas a trealose e que
possam ser largamente utilizadas em processos de preservacdo na auséncia de agua, o
que justifica a presente tese. Isso porque a sintese da a,a-trealose — que é a forma
anomérica com propriedades protetoras — € um processo pouco Viavel, pois pode
resultar na mistura das trés formas anoméricas (a,0, B,p e a,p-trealose), de modo que
praticamente toda a a,a-trealose disponivel é extraida de bactérias e fungos que

sintetizam a,0-trealose quando submetidos as mais variadas condicdes de estresse.
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4. FUNDAMENTOS TEORICOS

Vérias abordagens podem ser adotadas com o objetivo de tentar compreender 0s
fenbmenos quimicos. Dentre elas, destacam-se as abordagens ditas teoricas, que visam,
a partir da combinacao da Fisica e da Matematica, gerar equacOes capazes de descrever
0s sistemas moleculares e, consequentemente, suas propriedades. As abordagens
tedricas diferem entre si, fundamentalmente, no que diz respeito aos modelos utilizados

para a descricdo dos sistemas moleculares, que podem ser classicos ou quanticos.

4.1) Metodos Classicos

Os métodos classicos (denominados métodos de Mecénica Molecular) utilizam a
Fisica Classica para a descri¢do dos sistemas moleculares, que sdo tratados segundo um
modelo de “bolas unidas por meio de molas”, sendo os atomos as “bolas” e as ligacdes
quimicas as “molas”. Nesses metodos, a energia Ecass de um sistema molecular é
composta pela soma de varios termos que levam em consideracdo o deslocamento dos
atomos.*> Uma das expressdes mais simples para Eqass € apresentada a seguir, contendo
cinco termos que, obrigatoriamente, compdem a energia de um sistema molecular. Os
métodos classicos diferem entre si pela quantidade de termos considerados, bem como

pelos parametros utilizados para expressar cada um dos termos que compdem a energia.
Eclass = Eestira + Edobra + Etorgﬁo + Eeletros + EvdW
o Ecsira € a energia associada a variagao das distancias de ligacdo (estiramento)
entre dois atomos A e B, cuja forma funcional mais simples provém de uma
série de Taylor escrita a partir da distancia de equilibrio entre os dtomos Ro*,
truncada no termo de segunda ordem:

Eestira = KAB (RAB - ROAB)2,

na qual kB é uma constante relacionada a constante de forca da ligagdo entre os

dtomos AeB
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Edbra € a energia associada a variacdo dos angulos planos (dobramento)
formados na ligacdo de trés atomos A, B e C, cuja forma funcional é analoga a
Eestira:

Edobra - kABC (QABC _ eoABC)Z

Etorcao € @ energia associada a variacdo dos angulos diedros (tor¢do) formados na
ligacdo de quatro atomos A, B, C e D. Etorcao €, fundamentalmente, uma funcéao
periddica do angulo diedro ®, que pode variar no intervalo de 0° a 360°, sendo
escrita como uma série de Fourier de n termos, na qual cada termo corresponde a

periodicidade de (360/n)° do angulo w:
Etorgéo = Z V;, cos(nw),
n

na qual V€ um valor constante correspondente a respectiva barreira de energia

associada a variacéo de ®

Eeletros € @ energia associada a interacdo entre dois atomos A e B carregados

eletricamente, cujas cargas sejam Qa e Qs, e separados por uma distancia R®:

1QaQs

E ==
eletros e RAB’

na qual € é a constante dielétrica do meio

Eww € a energia associada a interagdo entre dois atomos A e B polarizados e
separados por uma distancia R”E. Eyqw esta relacionada a interagdo entre dipolos
formados devido ao surgimento de distribuicbes de carga distintas sobre o0s
atomos, oriundas do movimento dos elétrons (dipolos induzidos). Tal energia é
nula em grandes distancias, apresenta um minimo na distancia em que os atomos
polarizados “se tocam” e se torna extremamente alta em pequenas distancias
interatbmicas. Uma expressdo possivel para descrever Evgw € 0 chamado

potencial de Lennard-Jones (Evy):
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Cq C,
(RAB)12 - (RAB)6&’

ELI =

na qual C; e C,séo constantes de ajuste
4.2) Métodos Quanticos

Os métodos quanticos (denominados métodos de Estrutura Eletrénica) utilizam a
Fisica Quéntica para a descricdio dos sistemas moleculares e, considerando a
aproximacdo de Born-Oppenheimer e uma determinada funcdo de onda eletrdnica
(Pele), a partir da resolucdo da equacdo de Schrddinger independente do tempo

(equacdo 1), na qual Hele € 0 operador hamiltoniano eletrénico do sistema molecular,

HeleWele = EWgle (equa(;éo 1)’

permitem obter a energia de um sistema molecular, a partir da equagio 2.4

E= prZleHeleLpeledV
prZleLpele dv

(equacdo 2)

A expressdo matematica do operador hamiltoniano eletronico é composta pela
soma dos operadores energia cinética (Ti), energia potencial elétron-nucleo (Via),
energia potencial elétron-elétron (Vi) e energia potencial nucleo-nicleo (Vnn),

conforme apresentado na equacao abaixo.

Hoe = ) Tt ) D Vit ) > Vy+ ) > Vo,
i i a i

i j>i a b>a

sendo
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na qual Z, é a carga do nucleo b e Rap € a distancia entre o nucleo a e o nucleo B.

Substituindo as expressdes matematicas correspondentes aos operadores, tem-se

a seguinte expressdo para o hamiltoniano eletrénico:

1 Z 1 7.7
He,ez—E—viZ—E E—"‘+E E—+E E = b
— 2 : Ria 4 rj Rap
i i a i b>a

j>i a

que, mediante a definigdo dos operadores h; (composto pela soma do operador energia
cinética do elétron i e dos operadores energia potencial entre o elétron i e todos os
nacleos a), gij (correspondente ao operador energia potencial entre o elétron i e o elétron
J,Vij)) e Vin (correspondente a soma dos operadores energia potencial entre o nucleo a e

todos os outros nucleos b), conduz a equacéo 3:

Hele = z hi + Z Z 8ij + Vnn (equa(;éo 3),
i

i j>i

sendo

zl ZZ

h.:— —VZ_ _a

' - 2 ' Ria
a

1
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Z. 7
V=), )%
a b>a ab

Tomando uma fungdo de onda normalizada para os elétrons e substituindo a

equacédo 3 na equacéo 2, segue que:

E= flp:le Zhi +Zzgi]‘ +Vnn l-I—’eledv

i j>i

E= Z f YeehijWeedv + Z Z j Pere8ijWeredv + Vin (equagdo 4),

i j>i
na qual Vnn é a energia potencial nicleo-nucleo.

Os métodos quanticos diferem na maneira escolhida para resolver a equacao 4.
Nos métodos ab initio a resolucdo se da de maneira rigorosa, o0 que quer dizer sem
desprezar nem aproximar nenhuma das integrais envolvidas no calculo da energia,
enquanto que nos metodos semi-empiricos algumas integrais sdo desprezadas e outras

aproximadas.
4.3) O método de Hartree-Fock?’

A funcdo de onda antissimétrica mais simples possivel para a descricdo da
estrutura eletrbnica de sistemas moleculares corresponde a um determinante de
dimensdo N, sendo N o numero de elétrons que compdem o sistema molecular,
chamado determinante de Slater ®gp. Um determinante de Slater € formado por N
orbitais moleculares ortonormais ¢);, compostos pelo produto de uma funcédo espacial e
uma funcdo de spin, dispostos de forma tal que as colunas correspondem a um dado

orbital molecular e, as linhas, as coordenadas dos N elétrons.*®
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1 (D) (1) .. dn(D)
o = [0 ©:@D . @
SD : : . :

GrN) Go(N) o by (N)

A equacdo proveniente da substituicdo de tal funcdo na equacdo 4 fornece a
expressdo para a energia de um sistema molecular descrito por uma fungdo de onda
eletrébnica composta por um determinante de Slater (equacdo 5). Nela identificam-se
termos associados a energia cinética de um elétron e a energia potencial elétron-ntcleo,
a energia potencial elétron-elétron, bem como a energia potencial nicleo-ntcleo V.
Conforme pode ser visto na equacdo 5, o termo associado a energia potencial
elétron-elétron apresenta-se com um somatorio de duas contribui¢ces, denominadas
energia de Coulomb Jj; e energia de troca Kjj, 0 que € consequéncia, unicamente, da
funcéo de onda escolhida para representar a estrutura eletrénica (um unico determinante
de Slater).

E = i f ¢ (Dh;d;(Ddv + ZN: ZN: f & (D Dy (Db (v
i T j>i
- ZN: ZN: _]. ¢ (Db (D gidi (D d; (Ddv + Vi

T j>i

E= i f ¢; (Dh;d;(Ddv + ii (f 7 (D5 (Dgiydi (D (dv

T j>i

- [ 604 Db D Dav) + Vi

N N N
E= Z h; + Z Z(]ij — Kij) + Vi (equagdo 5)
i

i j>i

e hi é uma integral envolvendo um elétron, correspondente a soma da energia

cinética do elétron i e das energias de atracdo entre o elétron e todos os nucleos a
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= [ & Dby

e Jij € uma integral envolvendo dois elétrons, denominada integral de Coulomb,

correspondente a energia de repulsdo classica entre dois elétrons i e |
Iy = [ 4100 Dy DG (equago 6)

e Kijjé uma integral envolvendo dois elétrons, denominada integral de troca, sem

correspondente classico

Ky = [ 66 DByb DDy (equagéio 7)

Utilizando o principio variacional, a fim de obter a energia minima, mantendo-se
ortonormalizados o conjunto de orbitais moleculares ¢; utilizados para a construcao da
funcéo de onda eletronica composta por um determinante de Slater, por meio do método
dos multiplicadores de Lagrange A;, tem-se que a fungdo de Lagrange L deve
permanecer inalterada apds uma pequena mudanca nos orbitais moleculares, ou seja,
que a variacdo da funcdo de Lagrange 6L deve ser nula apds tal mudanca nos orbitais

moleculares.

L=F— ii?\ii (f bi (D (Ddv — 8“)'

T j>i

na qual 6ij =1 (quando i=j) e dij= 0 (quando i # j)

5L = 8E - iixﬁ ([ 501,020 + [ 4750y (rav)

i j>i

A variacdo da energia pode ser escrita em termos de operadores de Fock Fi, o

que gera, a partir da variacdo da funcdo de Lagrange tomada como sendo nula, um
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conjunto de N equagBes, uma para cada elétron i, conforme descrito na equacgdo 8. O
operador de Fock Fi € um operador associado & energia de um elétron (elétron i),
composto pelos operadores energia cinética do elétron i, energia de interacdo do
elétron i com todos os nicleos a e energia de interacdo do elétron i com todos os outros
elétrons j, cuja forma funcional se parece, porém ndo corresponde exatamente, com a
forma funcional do operador hamiltoniano eletronico, conforme pode ser visto

comparando-se as equacdes 3 e 9.

N
Fi() = ) Ay (D) (equagio 8)
j

N
F,=h; + Z(]j -K;) (equacdo 9)
j
e Jjé o operador denominado operador de Coulomb
j = | & Dgyty v
e K;é o operador denominado operador de troca
K = | 6 (gabiGav

O conjunto de N equacg6es apresentado na equacdo 8 pode ser transformado em

uma equacdo matricial de ordem N, conforme apresentado abaixo:

Fi 00 077¢:(D) M1 A e Mn][P2(D)
0 F, 0 0 $,(2) — Aar Az o Apr || $2(2)
0 0 ~ 0 ; P :

0 0 0 Fyllpy(N) ANt ANz Annd Lpn(N)
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e, a partir de uma operacdo matricial denominada diagonalizagdo que ndo modifica a
funcdo de onda eletrdnica, é possivel transformar a matriz dos operadores de Lagrange

em uma matriz diagonal.

F, 0 0 O1[¢.(D] e O .. 07[dL(D)
0 F, 0 0flgy@|_[0 & .. 0|[¢p2
0 0 ~ 0 ; SR :

0 0 0 Fdleyanl 1o o . edlegmn

Dessa forma, a partir da diagonalizacdo, obtém-se um conjunto de N equacfes
de pseudo-autovalor, denominadas equacdes de Hartree-Fock (equagao 10), nas quais 0s
orbitais moleculares ¢;(i) sdo chamados de orbitais candnicos e g; sdo as energias dos
respectivos orbitais moleculares, que correspondem aos valores esperados para o

operador de Fock Fi na base dos orbitais candnicos.

Rl (i) = eidl(0) (equagdo 10)
= [ o ORGiDAy

As equagdes de HF sdao denominadas de “pseudo-autovalor”, pois ndo S&0
independentes umas das outras, tendo em vista que cada um dos operadores de Fock F;
depende também de todos os outros orbitais candnicos devido aos operadores de
Coulomb e de troca e, dessa forma, s6 podem ser resolvidas por meio de métodos
iterativos. Orbitais moleculares que sejam solucdes da equacdo 10 sdo chamados de
orbitais de campo auto-consistente ou orbitais de SCF (Self-Consistent Field). A
equacdo 11 apresenta o valor da energia calculada para um sistema molecular de

subcamadas fechadas a partir do método de Hartree-Fock (HF).

N 1 N N
E= Z & — EZ Z(]ij —Kjj) + Vi (equacdo 11)
i i j

Para sistemas atbmicos ou moléculas diatbmicas altamente simétricas, a

obtencdo da energia se da diretamente por meio da resolucdo das equagOes de
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Hartree-Fock (equacéo 10), tendo em vista que sdo conhecidas as formas funcionais dos
orbitais candnicos. Tal obtengéo é chamada de “resolugdo numérica” das equagdes de
Hartree-Fock e o valor da energia assim obtido é chamado de “limite de Hartree-Fock™.

No entanto, para todos os outros sistemas moleculares, os orbitais candnicos séo
expressos como combinacdes lineares de M funcbes gaussianas x, (i) chamadas orbitais
atdmicos ou funcdes de base,

M

HOEDYIHO (equagdo 12)

o

sendo essa aproximacgdo denominada combinacao linear de orbitais atdmicos ou LCAO
(Linear Combination of Atomic Orbitals). Isso faz com que o valor obtido para a
energia ndo seja exato, tomando-se como referéncia o limite de Hartree-Fock. No
entanto, quanto maior o nimero de funcGes de base utilizadas para expressar 0s orbitais
candnicos, mais proxima do limite de Hartree-Fock torna-se a solucdo aproximada,
sendo que quando M tende ao infinito, a solugdo tende exatamente ao limite de
Hartree-Fock. Utilizando a aproximacdo LCAO, as equacOes de Hartree-Fock se

tornam:

M M
F D caiXa = & ) cae(d (equagio 13),
o o

sendo c,; 0s coeficientes utilizados para a LCAO.

Multiplicando cada uma das equacBes apresentadas na equacdo 13, pela
esquerda, por cada uma das funcbes de base utilizadas para a obtencdo dos orbitais de
SCF e integrando as equacOes resultantes, obtém-se um conjunto de M equacges para
cada elétron i, totalizando NM equacdes denominadas equacBes de

Hartree-Fock-Roothaan*®,
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( i f X1 (DFixq(Ddvey = z f X1 (DX (D AV cgig;
4 EM: j X2 (DEixo(Ddv ey = z f X2 (D)X (D) dV c g€

LZ j xm(DFixa(Ddvey = Z f X (DX (D) AV Cyig;

que podem ser transformadas em uma equacdo matricial, conforme apresentado a

seguir, sendo

Fog(i) = an(i)FiXB(i) dv

Sp® = [ XD .

A equacdo matricial apresentada pode ser escrita de forma compacta conforme a
equacdo 14, na qual F ¢ uma matriz quadrada de dimensdo NM denominada matriz de
Fock, C uma matriz de dimensdo NM x N denominada matriz dos coeficientes, S uma
matriz quadrada de dimensdo NM denominada matriz de sobreposicdo ou matriz de
overlap e € a matriz quadrada de dimensdo N dos valores esperados para os operadores
de Fock Fi.
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FC =SCe (equacao 14),

na qual cada um dos elementos da matriz de Fock se expressa como:

Fg (i) = f Xa (DFixg (D) dv

Fap® = [ Yo () dv

N
h; + Z(]i - K;)
j

xp (D) dv,

N
Fop() = f Xa Dhixg(i) dv + j Xa (1) lZ(Ii - Kj)
j

na qual heg(i) = [ X (Dhixp(i) dv é denominado “integral de carogo™.

Entao:

N
Fap = heg® + . | 1@ — Ky)xs v
j
N
Fap® = heg® + . ([ xe @Iy = [ xR D)
j

N
Fap® = heg® + . ([ XD Deixs DIV - | x5 Dby DxpDav)
j

N M M
Fop(i) = hgg(i) + Z (f X () Z cyixy () 8ijxg (D) z CsjX5(j) dv
j Y 8

M M
- f X (D) z Cyixy () 8ij Z CsiXs () Xp (i)dV>
Y

)
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N /M M
Fop(i) = hgeg(i) + Z z z f CyiCsiXa DXy (D 8ijxg Dxs G)dv
; 3

J Y

M M
- Z Z f CyiCsiXa DXy () &ijxs (Dxp (D) dv
Y 5

N M M
Fap) = hap® + " ' " ey |ty DirsDrsdav
jov 8

- [ xex, OBixs s v)

M M N
Fap ) = hap® + " ' > cyicsy |t DirsDrsdav
y &

)

~ [ X OBixs s

M M
Fup® = heg® + 3 " Dy [ XX, DD v
Yy &

- f Xa(i)Xy(j)ginS(j)Xﬁ(i)dV),

naqual D,s = ZJN CyjCsj € denominado matriz densidade.

Finalmente:

M
Fap® = heg® + . Dy [ Xt DBt (v
Y8 (equacdo 15)

- [ %t Oi0X D)

A resolucédo da equacgdo 14, que sé é possivel por meio de métodos iterativos nos
quais os valores dos coeficientes de cada uma das fungdes de base y, (i) utilizadas para

a expansdo dos orbitais candnicos ¢; (i) sdo inicialmente estimados, fornece as energias
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g; dos orbitais de SCF. Em termos préticos, define-se um limite de convergéncia para a
energia do sistema molecular (obtida a partir da equagdo 11) e o procedimento iterativo
para obtencdo dos coeficientes e respectivos valores de energia €; é sistematicamente
repetido até que tal limite seja atingido. Nesse procedimento, 0s termos energia de
Coulomb J;j e energia de troca Kjj, definidos nas equacfes 6 e 7, respectivamente, séo

obtidos mediante a aproximacdo LCAO (equacéo 12), conforme as equacdes abaixo:

M M

Iy = i i D cacriepcs | XXy DBy

a=1y=13=18

[
1]
=

Kj = i i Z Z Caii Cyj CRiC5j j Xa DXy () 8ijxs (Dxp(Ddv

M
a=1y=1p=16=1

Por fim, é sabido que a energia calculada a partir do metodo de Hartree-Fock
ndo é exata, pois considera apenas a energia media de repulsdo elétron-elétron. No
método de HF, tal energia apresenta-se como um somatério de termos correspondentes
a repulsdo de cada elétron com todos os outros, assumindo que a distribuicdo espacial
dos mesmos é descrita por um conjunto de orbitais moleculares. E isso é consequéncia,
unicamente, do tipo de funcdo de onda escolhida para a descricdo da estrutura eletrénica
(um Unico determinante de Slater), conforme mencionado anteriormente. Assim, 0
método de HF assume que os elétrons se movem independentemente uns dos outros, ou
seja, que ndo existe correlacdo eletronica.

De fato, os métodos de estrutura eletrénica diferem, justamente, na descri¢éo
escolhida para representar a estrutura eletrénica, o que da origem aos diversos metodos
de estrutura eletrénica disponiveis. Alguns exemplos sdo: o0 método de interacdo de
configuracbes ou método CI (Configuration Interaction), que se utiliza ndo apenas de
um unico determinante de Slater, mas de uma combinacdo linear de determinantes, o
método de ligacdo de valéncia ou método VB (Valence Bond), os métodos baseados na
teoria perturbativa de Mgller-Plesset ou métodos MP e os métodos baseados na Teoria

do Funcional da Densidade ou métodos DFT (Density Functional Theory).
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4.4) Métodos semi-empiricos

O custo computacional dos métodos ab initio é alto, mesmo considerando
sistemas de pequenas dimensdes e as aproximacfes assumidas no método de HF. 1sso
porque, segundo o formalismo matematico dos métodos ab initio — nos quais a obtencéo
da energia se da por meio de um calculo de primeiros principios no qual nenhum dos
termos em questdo é desprezado nem aproximado, para que seja obtida uma descricéo
confiavel, é necessario utilizar um conjunto de funcdes de base relativamente extenso
para descrever os elétrons do sistema, 0 que gera um elevado nimero de integrais
envolvendo um e dois elétrons.

Na tentativa de reduzir o custo computacional e tornar viavel o calculo da
energia de sistemas moleculares mais extensos, os métodos semi-empiricos (SE) se
propdem a fornecer diferentes versdes aproximadas da equacdo obtida para energia,
segundo o método de HF (equacéo 11), através da desconsideracdo de algumas integrais
envolvendo um e dois elétrons e da aproximacdo do termo energia potencial
nucleo-ndcleo Van que, nos métodos SE, é denominado termo de repulsdo core-core.

Dependendo das integrais que sdo desprezadas, os metodos SE séo classificados
como métodos NDDO (Neglect of Diatomic Differential Overlap), métodos INDO
(Intermediate Neglect of Differential Overlap) e métodos CNDO (Complete Neglect of
Differential Overlap), sendo os métodos NDDO os que desconsideram 0 menor nimero
de integrais, os métodos CNDO o0s que desconsideram o maior nimero de integrais e 0s
métodos INDO intermediarios a eles, conforme sugerem os nomes.*® O procedimento de
aproximacao de integrais e do termo de repulsdo core-core € chamado parametrizacdo e
visa corrigir o erro introduzido pela desconsideracdo de integrais, sendo, justamente, o
que da origem aos diversos métodos SE disponiveis.

No entanto, independente do método SE, todos eles consideram explicitamente
apenas os elétrons de valéncia, que sdo descritos utilizando-se um ndmero minimo ou
reduzido de funcGes de base. Em termos praticos, os diversos métodos semi-empiricos
disponiveis nada mais sdo que diferentes parametrizacdes das diferentes equactes
provenientes da equacao 15 (expressdo para o elemento da matriz de Fock), dependendo

da aproximacao utilizada (NDDO, INDO ou CNDO) e do termo de repulsdo core-core.
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4.4.1) O método MNDO

O metodo MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap) foi desenvolvido em
1977 e é apresentado na literatura como um dos primeiros métodos SE capazes de
fornecer previsdes satisfatorias de propriedades moleculares, com um relativamente
baixo custo computacional.*® O método MNDO pode ser classificado como um método
NDDO “modificado”, no sentido de que desconsidera um nimero menor de integrais do
que os métodos NDDO.

Nele, os elementos da matriz de Fock sdo obtidos por meio da equacdo 16 e os
elétrons de valéncia sdo descritos por meio de fungdes de base s e p, representadas por
L, v, A ou &, que sdo tomadas como sendo orbitais do tipo Slater.

M
Fow =hy + Z Dig j uvgiodv (equacdo 16)
Ao

As integrais de caroco sdo parametrizadas de acordo com as equacdes 17 e 18,
nas quais os subscritos A e B denotam funcBes de base centradas nos atomos A e B,
respectivamente, de modo que a equacdo 17 corresponde a expressdo da integral de
caro¢o quando p e v estdo centradas em um mesmo atomo e, a equacdo 18, a expressado

da integral quando p e v estdo centradas em atomos distintos.

1 Z,
hy, :qu <_ E EViz —R—A)VAdV— E Z;qusavAsadv (equacao 17),
- iA
1

a*A

sendo Z, [ uas,vasa,dv a energia potencial entre o elétron i e o nicleo a e Z, a carga

nuclear efetiva do atomo A

+ by «
hyy = f taVpdv (B” > i > (equagio 18),

sendo  denominado parametro de “ressonancia atdmica”
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As integrais de dois elétrons na equacdo 16 sdo separadas em integrais de dois
elétrons envolvendo um centro (nas quais todas as funcfes de base em questdo estdo
centradas em um mesmo &tomo) e integrais de dois elétrons envolvendo dois centros
(nas quais as funcdes de base estdo centradas em dois &tomos distintos), sendo que, no
método MNDO, tem-se cinco integrais de dois elétrons e um centro e vinte e duas
integrais de dois elétrons e dois centros. As integrais de dois elétrons e um centro séo
calculadas sem aproximacdes e, as de dois elétrons e dois centros, por meio de
aproximagdes que consideram a interacdo entre multipolos.

No método MNDO, o termo de repulsdo core-core é obtido a partir da equacdo
19, na qual oa e ag S80 parametros de ajuste, sendo que termos de repulsdo core-core
envolvendo ligacdes hidrogénio sdo obtidos por meio de uma equagdo especifica

(equacéo 20).
VMNDO (A, B) = Z) Zg f saSpSasgdv (1 + e~ *aRaB 4 e~%BRaB) (equacdo 19)

e~ %aRaH

VI%NDO(A; H) = Z,AZH f SASHSASHdV <1 + + e_“BRAB> (equa(;é.o 20)

AH
4.4.2) O método PM6

O método PM6 foi desenvolvido em 2007 por James Stewart e, assim como o
método MNDO, é um método SE que tem como base a aproximagdo NDDO.*® Nesse
método, o0s termos de repulsdo nuclear para interacdes especificas, tais como O-H e
N-H sdo calculados através de equacdes especificas, denominadas corre¢des individuais
para a interacdo core-core. No método PM6, a estrutura eletrdnica dos elétrons de
valéncia € representada explicitamente por meio de um conjunto de funcbes de base do
tipo Slater, formado por um orbital s, trés orbitais p e cinco orbitais d.

Mais especificamente, 0 método PM6 consiste em um conjunto de pardmetros
6timos para 70 elementos quimicos, obtido a partir da minimizacdo de uma funcéo erro.
Tal funcdo representa a soma dos quadrados das diferencas entre os valores calculados
com o método e os valores tomados como referéncia, ou seja, obtidos
experimentalmente ou calculados utilizando métodos ab initio (no caso, HF/6-31G(d),
B3LYP/6-31G(d) ou B88-PW91/DZVP), para calores de formacgdo, pardmetros
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geométricos, momentos de dipolo e potenciais de ionizacdo de aproximadamente 4.500
espécies, ponderados por um fator apropriado.

O uso de corregdes individuais para a interacdo core-core e a introducdo de
orbitais d para a descricdo dos elétrons de valéncia tornam as energias de ligacdo
hidrogénio, obtidas com o método PM6, mais prdximas dos respectivos valores de
referéncia. No trabalho de 2007, James Stewart apresentou resultados comparativos de
energias de ligacdo hidrogénio para diferentes sistemas diméricos formados por agua
(CCSD(T))** e para varios outros sistemas diméricos formados por meio do
estabelecimento de ligacbes hidrogénio (B3LYP). Os resultados apresentados
mostraram que o método PM6 fornece resultados superiores aqueles obtidos com outros

métodos semi-empiricos.

4.5) A Teoria do Funcional da Densidade

A Teoria do Funcional da Densidade (DFT, da sigla em inglés para Density
Functional Theory) € uma das mais amplamente utilizadas metodologias de Quimica
Tedrica. A popularidade desta metodologia se deve a sua capacidade de reproduzir com
acuracia propriedades termoquimicas de sistemas variados. A DFT foi desenvolvida nos
anos 60, a partir do teorema de Hohenberg e Khon, que diz: “a energia eletronica do
estado fundamental ¢ completamente determinada por sua densidade eletronica p(r)”.

No entanto, embora tenha sido provado que diferentes densidades eletrénicas
fornecem diferentes energias eletronicas para o estado fundamental, ainda ndo se
conhece a expressdao matematica do funcional que relaciona densidade eletronica e
energia eletrénica do estado fundamental. Segundo a DFT, a energia eletrénica Eprr de

um sistema molecular se expressa como:

Eorr = Te[p] + Eee[p] + Ene[p],

sendo

e T¢[p] a energia cinética dos elétrons que compdem o sistema molecular
e Ec[p] aenergia de repulsdo entre pares de elétrons

e Ene[p] a energia de atracdo entre pares elétron-nucleo
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Em analogia a Teoria de Hartree-Fock, na DFT, o termo de repulsdo entre pares
de elétrons Ee[p] € dividido em duas contribuicbes, uma de origem classica
(contribuicdo de Coulomb, Jee[p]) € outra de origem ndo-classica (contribuicdo de troca,

Kee[p]).%? Os funcionais Jee[p] & Ene[p] S0 dados pelas seguintes expressdes:

C1oNe [ [ pmp()e?
JeeP] _Ezszélnedr dr; dr;

rj

N Nat
_ ip(1y)e?
Enelp] = ZZ[47580|R —r|drj'

j=1 i=i
sendo

e N o numero de elétrons que compdem o sistema molecular

e e acarga elétrica elementar, e = 1,602177 x 10° C

e g a permissividade elétrica no vacuo, g0 = 8,854187816 x 1072J1.C2.m
e Na 0 nimero de atomos do sistema

e Zi0 numero atbmico do atomo i

Utilizando a aproximacdo de Born-Oppenheimer, a energia total Ev pode ser
obtida, entdo, a partir da expressdo a seguir, na qual Enn(Rjj) € a energia de repulsédo

entre pares de nucleos:

Er = Eprr + Enn(Rij)

Nat Nat

Z;Z; e?
Enn(R”) 2247:80 Ry’

i=1 j>i

na qual Rjj é a distancia entre o par de &tomos i e j

De fato, a DFT somente passou a ser utilizavel a partir da introducdo de orbitais

moleculares ¢, (r) em sua formulagdo, por Kohn e Sham, dando origem a metodologia
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conhecida como KS-DFT.%® Isso ¢ possivel dada a relacdo matematica entre p(r) e

¢, (r).

N
p() = > [6,@)°

Segundo a KS-DFT, a energia eletronica Exsprr de um sistema molecular se

expressa como:
Eks-ort = Tsp + Jee[p] + Ene[p] + Exc[p],
sendo
e Tsp a energia cinética do sistema hipotético composto por elétrons

ndo-interagentes, sendo esta proveniente de um determinante de Slater

e Exc[p] a energia de troca-correlagdo dos elétrons que compdem o sistema

h
Tsp = ZmeZ fd);k (l'i)vi2 ¢]- (ry) dr,

N N
j=11i

i=1

na qual

e h=h/2n (sendo h a constante de Planck, h = 6,6260755 x 10%4].s)
e M. ¢éamassado elétron, me = 9,10939 x 103! kg

e V? éo0 operador laplaciano em coordenadas esféricas para o elétron i
Exc[p] = Ex + Ec,
sendo

e Exaenergia de troca entre os elétrons do sistema, Ex = Eee[p] — Jee[p] = Kee[p]

e Ec aenergia de correlacdo dos elétrons, Ec = Te[p] — Tsp
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Na DFT, rigorosamente, a energia de troca-correlagdo é um funcional Unico das
densidades de spin p«(r) e pp(r). No entanto, como a forma analitica deste funcional
ainda ndo é conhecida, na pratica, tém sido empregadas formas analiticas aproximadas.
As formas mais frequentemente empregadas para as energias de troca (Ex) e de
correlacdo de curto alcance (ou dindmica) (Ec) séo apresentadas a seguir, nas quais o
denota spin a ou B ¢ LSDA significa Aproximagdo de Densidade de Spin Local (LSDA,
Local Spin Density Approximation).

Em suma, a energia eletronica do estado fundamental Exkp-prr de um sistema

molecular composto por N elétrons é dada pela expressdo:

j=1i=1
N N
1 p(r)p(r;)e?
+—Z Z dr; dry )
2 = 4meo 1 — Tj| (equacio 21)
N Nat

S 4n;f|(;')e dr, + Excl]

j=1 i=i

Desde seu surgimento, a DFT tem passado por varios aprimoramentos, sendo a
introducdo de gradientes da densidade eletronica — gerando os Métodos Gradiente-
Corrigidos (GGA, Generalized Gradiente Approximations) puros ou hibridos — um dos
mais significativos. No entanto, uma deficiéncia comum a todos os métodos GGA ¢ a
incapacidade de descrever a energia de correlacdo eletronica de longo alcance (ou
estatica). Isso, simplesmente, pelo fato de que este termo de correlagdo é
desconsiderado na construcdo dos funcionais de troca-correlacdo. A energia de
correlacdo estatica € responsavel pelas interacdes dispersivas de van der Waals,
fundamentais para a manutencdo da estrutura de moléculas tais como DNA e proteinas,
para a formacdo de agregados moleculares diversos e para a interacdo entre moléculas
distintas.

Uma das formas de corrigir esta deficiéncia baseia-se na adicdo de um termo
empirico de longo alcance a energia calculada segundo a metodologia KS-DFT. A

metodologia denominada Teoria do Funcional da Densidade Corrigida para Interacoes
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Dispersivas (DFT-D, Density Functional Theory Dispersive Corrected) é uma das mais
aplicadas e testadas devido a sua relativa acuracia e baixo custo computacional.>* Na
presente tese, a correcdo dispersiva de Grimme® foi utilizada em conexdo com o

funcional de troca-correlagdo GGA de Becke®, introduzido em 1997.
4.5.1) As equag0es de Kohn-Sham
Uma vez escolhido o funcional de troca-correlagdo para um dado sistema

molecular, a aplicacdo do principio variacional a energia eletronica Exs-orr conduz a um

conjunto de equacges de pseudo-autovalor denominadas equacéo de Kohn-Sham.

hFS(I)i(ri) = 8i¢i(ri)

Nat

KS Z]'ez
hi> = Zf dry — Z—+VXC(ri)
4nao|r, - r,| = 4nao|R]- — 1
OExc [P]
V. (r) =
XC op(ry)

A resolucdo auto-consistente das equacbes de Kohn-Sham fornece o conjunto de

orbitais moleculares ¢.(r;), os quais, substituidos na equagdo 21, permitem a obtencao

da energia eletronica Exs-prr.

4.5.2) O funcional B97

Segundo Becke, um dos mais expressivos pesquisadores dedicados a obtencéo
de funcionais de troca-correlacdo, a energia de correlacdo dinamica entre elétrons de

spins paralelos (Ec.. € Ecgp) deve ser tratada separadamente daquela entre elétrons de

spins anti-paralelos (Ec,qp).°’

= D [ (0 guatsbst
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EGon = ) BG4 B = D | ebA,) geon(sst ar
o0 (o]e)

+ f eE,SaDBA (Pa; PB) gC,aB(Sazlvg)ngg dr

Nas equagBes anteriores, 0s termos egiP#, e3P e eghp™ representam a energia
(por volume) de troca dos elétrons de spin 8, a energia de correlagdo dindmica (por
volume) entre elétrons de spins paralelos 6o e a energia de correlagdo dindmica (por
volume) entre elétrons de spins anti-paralelos ap®’. Ja 0s termos gx., gc.cs € gc.op SA0
fatores de correcéo para os gradientes das densidades de spin ss. A LSDA assume que
as densidades de spin p, e pg podem ser tratadas através do modelo de gas uniforme de
elétrons de Thomas-Fermi, ou seja, que as densidades de spin sdo fungdes que variam

local e suavemente.

1

3/3\/3 ,
LSDA S /3
et (0,) 2(47:) Po

et (p,) = et (p,, 0)

ecup (Pa' PB) = ec>PA (Pa: PB) —ec®PA(p,, 0) — et (p p’ 0)

|Vp,|
Sg = o
p/3
sz + sg
Savg = )

O funcional de troca-correlacdo introduzido por Becke, em 1997, se utiliza da
mesma expressdo para a energia de correlacdo dindmica de um gas uniforme de elétrons
ee WN (1, £) obtida por Vosko, Wilk e Nusair (VWN), em 1980.%° No entanto, ao invés
das expressdes complicadas obtidas por VWN para 0s termos ec(rs,0), ac(rs) € ec(rs,1)

que compdem a energia de um gas uniforme de elétrons, Becke se utiliza de expressoes
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mais simples, obtidas por Perdew e Wang (PW).*! Na notagéo utilizada por VWN e
PW, efWN(r,, &) denota a energia de correlagdo dinamica (por particula) e as variaveis
rs (raio do volume efetivo ocupado por um elétron) e & (polarizagdo de spin)
relacionam-se com as densidades de spin p, € pg. A energia de correlacdo por volume ec
relaciona-se com a energia de correlacdo por particula c através da relagdo ec = pec, na

qual p denota densidade de spin.

WN (l‘s;ﬁ) - 8C (rs' O) + aC (rs) f ((ao)) (1 - §4> + [Sc(rs: 1) - 8C(rs: 0)] f(§)§4
1/3
3
Irg =
4n (pa + pB)
_Pa " Py
ST Pg

1+ +0 -9 -2

f =
@) Th o

G(FS’ A, 04, Bl’ le Bg' B4_' p) =

1

—2A(1 4+ oyrg) In{ 1 + 1/ P
+
2A[B,rg 2+Brs+B +B4rp ]

Os termos eEW(rs, 0),02W (rs) e e2W(rg, 1) obtidos por Perdew e Wang sdo
provenientes da funcdo multiparamétrica G(rs, A, a1, 1, B2, B3, B4,p), CuUjos parametros

sdo dados na tabela a seguir.
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Tabela 3. Parametros do funcional B97.

eW(r,0) —afW(ry) €%Y(r,1)
A 0,031091 0,016887 0,015545
o, 0,082477 0,028829 0,035374
B1 5,1486 10,357 6,4869
B2 1,6483 3,6231 1,3083
B, 023647 047990  0,15180
B4 0,20614 0,12279 0,082349
P 0,75 1,00 0,75

Na DFT-D desenvolvida por Grimme, 0s termos gx(s3), dc.co(s2) € gc.ap(Savg)

séo expandidos em uma série de poténcias, conforme apresentado nas equagdes a Seguir.

k
B2 = ) Gxoluxo(s], k=2
j=0

k

gC,cscs(S(%) = Z C].C,G(S[uC,GG(S(%)]j ) k=2

i=0

K
gcup(Sivg) = Z CicaplUcup(Savg) s k=2

j=0

Os parametros lineares cj nas equacdes anteriores sdo determinados através de
um procedimento de minimizacdo via método dos minimos quadrados, incluindo as
respectivas corregdes dispersivas, enquanto os termos u(s?) sdo 0os mesmos reportados

no trabalho de Becke.

Yx o So

—, = 0,004
14y, ss xo

uX,c (Sg) =
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2
yC,cc So

0,2
1+

uC,GG(Sczi) = 52’ YC,GG =

Coo “©

2
YC,aB S'avg

cap(Sive) = T+ 7 Sivg’ Ve = 0000
0

4.5.3) A DFT Corrigida para Interagdes Dispersivas

Os resultados obtidos com a DFT indicam que a descri¢do dos termos de troca e
correlagdo que compdem a energia de sistemas moleculares é problematica e
insuficiente. Quase a totalidade dos funcionais de troca-correlacdo gradiente-corrigidos
sdo incapazes de descrever interacOes dispersivas (tal como reportado nas referéncias
62, 63 e 64), de modo que este parece ser um efeito proveniente, exclusivamente, da
correlacdo entre os elétrons.

Embora este problema tenha se tornado um dos grandes desafios da DFT, ainda
parece ser um grande desafio modificar o esquema de KS para que este seja capaz de
contabilizar tais interacdes. Segundo Grimme, qualquer tentativa ndo-empirica de
introduzir interacdes dispersivas na DFT forneceria méetodos tdo complexos quanto os
métodos de correlacdo eletronica baseados no formalismo de funcdo de onda.’* No
entanto, a adicdo de um termo dispersivo empirico Egisp da forma CsR® (sendo Cg
constantes denominadas coeficientes de dispersdo e R as distancias interatbmicas) a
energia calculada segundo o método KS-DFT tem demonstrado ser uma saida
pragmatica para remediar este problema.®>%® Esta é a base dos métodos DFT-D, nos

quais a energia total de um sistema molecular Eprr-p € calculada como:
Eprr-p = Exs—prr + Edisp,

sendo Eks.prr a energia auto-consistente de Kohn-Sham e

Nat—1 Nat CI]

— 6
Edisp = =S z Efdmp(Rii)'

i=1 j=i+1 Y

na qual
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e s € um fator de escalonamento dependente do método de DFT escolhido (para o
método B97-D, s = 1,25)%

e Cs'l é 0 coeficiente de dispersdo do par de &tomos ij

e R;j é a distancia interatdmica entre os atomos i e j

o famp(Rij) € uma fungdo de amortecimento cujo papel é evitar descontinuidades na
energia para distancias interatdbmicas inferiores as distancias de van der Waals

As expressdes para Cg" e famp(Rij) s30 as seguintes:®®

¢l = Jcid,

sendo Cg? 0 coeficiente atbmico do atomo a

1
1+ e—d(Rij/RT—l),

famp (Ryj) =

sendo Rt 0 somatorio dos raios atdbmicos de van der Waals Rg

Os coeficientes atdmicos Ce € 0s raios atdbmicos de van der Waals Ro para os
atomos que compdem o sistema em estudo na presente tese sdo reportados na tabela a

seguir.®

Tabela 4. Coeficientes atbmicos Cs € 0s raios atdbmicos de van der Waals Ro para os atomos que
compBem o sistema em estudo, nos calculos B97-D.

Atomo Cs (J.nmS.mol?) Ro (A)

C 1,75 1,452
H 0,14 1,001
N 1,23 1,397
O 0,70 1,342
P 7,84 1,705
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5. METODOLOGIA

A metodologia utilizada para o estudo da interacdo dissacarideo-membrana
fosfolipidica demandou a obtencdo de um protétipo de membrana fosfolipidica (PMF),
uma vez que os dissacarideos escolhidos para o referido estudo (trealose, maltose e
celobiose) ja foram descritos em trabalhos anteriores.’” O protdtipo de membrana
fosfolipidica consistiu em um sistema dimérico composto por duas moléculas de
2R,3-dioctanoil-glicero-1-fosforilcolina (DOcPC). A escolha de um sistema dimérico se
deu com base no estudo de Hauser e colaboradores, no qual os autores reportam que, em
aglomerados cristalinos de fosfolipidios de colina, observa-se a ocorréncia de células
unitarias formadas por duas moléculas.%®

Sendo assim, na presente tese, 0 estudo da interacdo dissacarideo-PMF se deu

em seis etapas, conforme descrito a seguir:

Etapa 1) selecdo do método computacional,

Etapa 2) avaliacdo das interacdes dispersivas descritas pelo método,
Etapa 3) obtencdo dos sistemas monoméricos,

Etapa 4) obtencdo do sistema dimérico (PMF),

Etapa 5) estudo da interacdo dissacarideo-PMF e

Etapa 6) comparacdo com dados experimentais.

Etapa 1) Selecdo do método computacional

Sabendo que as interacGes dispersivas sdo predominantes entre as porcdes
hidrofobicas dos fosfolipidios, se faz necessario selecionar um método capaz de
descrever apropriadamente tal tipo de interacdo. Dentre 0os meétodos disponiveis que
incluem efeito de correlacdo eletrdnica, temos os métodos ab initio de alta exatiddo, tais
como 0s métodos de Coupled Cluster (CC)®°, e os menos exatos, tais como 0s métodos
baseados na Teoria da Perturbacio de Maller-Plesset (MP)°, todos eles bastante
custosos computacionalmente e proibitivos para sistemas de grandes dimensdes, tais
como os fosfolipidios. Na complementaridade desses métodos, temos o0s métodos
baseados na Teoria do Funcional da Densidade (DFT), desenvolvida nos anos 60 a

partir do teorema de Hohenberg e Kohn.”
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Os métodos baseados na DFT permitem a descricdo de sistemas de grandes
dimensGes em um amplo contexto, com um custo computacional razoével e, segundo
Bauschlicher et alli’? e Martin’®, parecem ser menos dependentes do conjunto de
funcbes de base escolhido para a descricdo da densidade eletrénica do que alguns
métodos modernos baseados em funcGes de onda. No entanto, o tratamento de
interacOes intermoleculares geralmente é restrito a uma determinada combinacdo de
funcionais e seus respectivos conjuntos de funcGes de base, uma vez que 0s métodos séo
parametrizados para a descri¢ao de sistemas particulares. Além disso, é bem sabido que
métodos convencionais da DFT nem sempre sdo capazes de descrever de maneira
correta as interagcBes dispersivas, de modo que uma variedade de métodos para o
tratamento de interagcdes dispersivas tem sido desenvolvida. Tais métodos incluem
desde o uso de funcionais especializados até o uso de corre¢cGes empiricas para a energia
de dispersao.

Sendo assim, levando em consideragdo os quesitos “dimensdo do sistema em
estudo” e “custo computacional”, optou-se por utilizar um método baseado na DFT. Ja
para a selecdo do funcional a ser utilizado na descricdo dos sistemas — que deve ser
capaz de fornecer resultados geométricos e energeticos coerentes para a porcao
hidrofobica, para a porcdo hidrofilica, bem como para uma molécula inteira de
fosfolipidio — realizou-se um estudo considerando somente a por¢do hidrofobica dos
fosfolipidios, admitindo que a descricdo da porcdo hidrofilica realizada em trabalho
anterior’® ndo seria significativamente alterada quando na juncdo das porcdes
hidrofobica e hidrofilica, para a formacao de uma molécula de fosfolipidio (DOcPC).

Nesse estudo, uma molécula de dioctanoil-etano (DOCEt) isolada, denominada
“mono-8C” (Figura 5), foi tomada como conformacdo de partida para a construcdo de
sistemas moleculares cujas geometrias foram totalmente otimizadas em quatro niveis de
calculo distintos. A conformacédo de partida do mono-8C apresentava cadeias carbonicas
totalmente estendidas e angulos diedros 64 e ¢, definidos pelas sequéncias de atomos
021-C2-C3-031 e O-C21-C31-0, iguais a 60° e 180°, respectivamente. Conforme
pode ser visto na Figura 5, a DOCEt corresponde exatamente a por¢do hidrofébica do
fosfolipidio DOCcPC, sendo obtida pela substituicio da porcdo hidrofilica

metil-fosforilcolina (MePC) por um atomo de hidrogénio.
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Figura 5. DOcPC e DOcEt (mono-8C). Os &tomos de hidrogénio foram omitidos para facilitar a
visualizac&o.

A construcdo do primeiro sistema molecular se deu através da adicdo de dois
grupamentos metil a conformacéo de partida do mono-8C, um em cada cadeia carb6nica
e mantendo as cadeias totalmente estendidas, gerando o sistema denominado
“mono-9C”. J& a construgdo do segundo sistema molecular se deu através do mesmo
procedimento, porém adicionando quatro grupamentos metil (mono-10C). O
procedimento citado foi repetido sistematicamente até a obtencdo de um sistema
contendo dezesseis atomos de carbono em cada cadeia carbdnica (mono-16C),
totalizando nove sistemas moleculares, incluindo-se o sistema mono-8C.

Os funcionais utilizados foram PBE, B97-1 e HCTH/407, apresentados no
trabalho de Johnson e colaboradores como adequados para a descricdo de sistemas
diméricos homomoleculares e que interagem por meio de forgas de van der Waals.”* O
quarto funcional utilizado foi o funcional de Becke, acrescido de um termo empirico
para a energia de dispersdo (B97-D). Peverati e Baldridge demonstraram que esse
funcional e o conjunto de funcBes de base cc-pDZV apresentam bom desempenho para
a descricdo da energia de interacdo entre sistemas nos quais predominam forcas
dispersivas.” Todos os calculos de otimizacdo de geometria foram realizados utilizando
o conjunto de funcBes de base gaussianas de Pople 6-31G(d,p)’®’" e o programa

computacional GAMESS, em sua versdo de 2011, sendo adotados o critério de
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convergéncia “gradiente maximo = 0,00010 Hartree/Bohr” e o passo de integracdo

numérica padrdo do programa.

Etapa 2) Avaliacdo das interacdes dispersivas

A fim de avaliar o comportamento das energias de interacdo obtidas utilizando-
se o funcional selecionado, foram construidos dimeros distintos, através da aproximagéao
de dois mondmeros iguais totalmente otimizados (mono-8C), em trés formas de
aproximacdo diferentes, a saber: paralela, perpendicular e lateral. Ambos os dimeros
tiveram suas geometrias totalmente otimizadas, gerando os sistemas denominados
dim-8C-paralela, dim-8C-perpendicular e dim-8C-lateral, que foram utilizados como
geometrias de partida para a avaliacdo de sistemas moleculares de complexidade
crescente. Os mondmeros aproximados paralelamente foram construidos de modo a
favorecer a interacdo entre quatro cadeias carb6nicas. Os monémeros aproximados
perpendicularmente foram construidos de modo a favorecer a interacdo entre trés
cadeias carbbnicas. Finalmente, os mondmeros aproximados lateralmente foram
construidos de modo a favorecer a interacdo entre duas cadeias carbonicas, conforme
pode ser visto na Figura 6.

A seguir, foram adicionados quatro grupamentos metil, um em cada cadeia
carbbnica, as  geometrias  otimizadas dos  sistemas  dim-8C-paralela,
dim-8C-perpendicular e dim-8C-lateral, gerando dimeros contendo nove atomos de
carbono em cada uma das cadeias carbdnicas, cujas geometrias foram totalmente
otimizadas. O referido procedimento foi repetido sequencialmente, para as trés
orientacdes de aproximacao, até que fossem obtidos dimeros contendo dezesseis atomos
de carbono em cada uma das cadeias carb6nicas. Todos os célculos de otimizacdo de
geometria foram realizados através do programa computacional GAMESS, em sua
versdo de 2011, utilizando-se o critério de convergéncia e o0 passo de integracdo
numérica padrdes do programa, o funcional B97-D e o conjunto de funcbes de base de

Dunning, cc-pDZV.
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Figura 6. Geometrias de partida para os dimeros de orientagdo paralela, perpendicular e lateral. Os
atomos de hidrogénio foram omitidos para facilitar a visualizacéo.

g ----

dim-8C-paralela dim-8C-perpendicular

dim-8C-lateral

Os célculos das energias de interacdo foram feitos desconsiderando-se o erro de
superposicdo das funcdes bases, tendo em vista que o objetivo desse estudo foi avaliar
os perfis das energias de interacdo obtidas em nivel B97-D/cc-pDZV, em funcdo do
tamanho e da quantidade de cadeias carbdnicas efetivamente interagentes (diferentes
orientacbes de aproximacdo). A equacdo utilizada para o calculo das energias de

interacdo € apresentada a seguir.
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AEinter = |Edimero - 2Emon()mero (equagéo 22)

e AEiner € a energia de interacdo entre 0s mondémeros
e Egimero € a energia do dimero

e Emonomero € @ energia do respectivo monémero

Cabe destacar que, segundo a definicdo, energia de interacdo & a energia
associada a formacdo de um sistema complexo a partir da interacdo de dois ou mais
mondmeros, exatamente como descrito na equacdo 22. Dessa forma, se faz necessario
esclarecer por que os dimeros considerados na presente etapa ndo foram obtidos a partir
de seus respectivos mondmeros, visto que 0s mesmos ja tinham sido investigados na
etapa 1 desse trabalho (selecdo do método computacional).

De fato, a densidade de minimos na superficie de energia potencial de um
determinado sistema molecular cresce exponencialmente com o nimero de variaveis (ou
nimero de atomos)°?, de modo que a obtencdo de um determinado ponto estacionario
depende fortemente da escolha da estrutura de partida. Sendo assim, € preciso refletir
sobre o0 quéo diferentes podem ser os dimeros obtidos conforme descrito anteriormente
(crescimento sistematico e sequencial das cadeias carbbnicas) e aqueles que seriam
obtidos pela aproximacdo de seus respectivos monémeros.

O problema da obtencdo de pontos estacionarios em uma superficie de energia
potencial densa tal como a dos sistemas bioldgicos pode ser minimizado se as estruturas
de partida escolhidas forem constituidas por fragmentos previamente otimizados. Neste
caso, considerando os dimeros com nove atomos de carbono, por exemplo, sdo duas as
possibilidades: partir dos respectivos monémeros otimizados ou do dimero otimizado
contendo oito atomos de carbono. Em ambos 0s casos, as principais coordenadas de
otimizacdo sdo aquelas relacionadas a distancia entre 0os mondmeros, pois as
possibilidades conformacionais de cada uma dessas unidades sdo limitadas. 1sso se deve
a natureza dos mondémeros, que sao compostos por duas cadeias carbdnicas aciclicas,
saturadas e totalmente estendidas unidas a um fragmento contendo dois atomos de
carbono.

Diante do que acaba de ser exposto, acredita-se que 0s dimeros obtidos através
do crescimento sistematico e sequencial das cadeias carbénicas de dimeros mais simples

sdo equivalentes aqueles que seriam obtidos pela aproximacdo dos respectivos
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mondémeros, de modo que o célculo da energia de interacdo conforme a equagdo 22,
mesmo quando ndo se parte dos respectivos mondmeros, continua sendo valido. No
entanto, em termos de custo computacional, fica claro que a otimizacdo de um dimero
cujas distancias entre os mondmeros ja tenham sido previamente otimizadas € menos
custosa do que aquela na qual se parte dos monémeros correspondentes, mesmo que ja
otimizados. Dessa forma, para o referido estudo, escolheu-se “crescer os dimeros”, ¢

ndo “aproximar os mondmeros”.

Etapa 3) Obtencéo dos sistemas monoméricos

No presente trabalho, a terminologia ‘“sistema monomérico” se refere as
conformacg6es mais estaveis para uma molécula isolada de DOcPC. Com o objetivo de
obter essas conformacGes, foram construidas diferentes estruturas de partida para a
DOcPC, cujas geometrias foram totalmente otimizadas segundo o método
computacional B97-D/cc-pDZV. Nessa etapa, também se utilizou o conjunto de funcdes
de base de Dunning, cc-pDZV, a fim de refinar a descri¢do energética dos conférmeros
analisados, conforme sugerido por Peverati e Baldridge.” A construcdo das estruturas
de partida se deu através da ligacdo de uma molécula de MePC e uma molécula de
DOCEt, em trés orientacdes distintas, definidas pelo valor do angulo diedro 61
(011-C1-C2-C3), que pode ser 60°, 180° e -60°, conforme a Figura 4.

Nesse processo, foram consideradas as conformacdes mais estaveis, a 25°C e
1 atm, para a MePC e a conformacao estavel obtida para o sistema mono-8C (DOCEt),
descrito na Etapa 1. A obtencdo das conformacdes mais estaveis para a MePC se deu
através de calculos de otimizacdo de geometria seguidos por calculos para a
determinacdo das frequéncias vibracionais, em nivel B97-D/cc-pDZV, utilizando o
programa GAMESS 2011 e tomando como estruturas de partida as conformacdes cujas
populagBes de Boltzmann sdo maiores que 1%, segundo Soares e da Silva.”

Além disso, foram tomadas as 14 conformacbes mais estaveis para a
2R,3-ditetradecanoil-glicero-1-fosforilcolina,  apresentadas no  trabalho  de
Krishnamurthy e colaboradores.”® A fim de comparar o conjunto de conformagdes
estaveis obtido para a DOCPC, utilizando o procedimento supracitado, € o conjunto de
conformacgOes apresentado no referido trabalho, as conformagdes reportadas pelos

autores foram totalmente otimizadas utilizando a metodologia B97-D/cc-pDZV e o
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programa GAMESS 2011. Cabe esclarecer que, a fim de tornar possivel a comparacéo,
as geometrias de partida em questéo (apresentadas por Krishnamurthy e colaboradores)
tiveram suas cadeias carbbnicas reduzidas em seis &tomos de carbono, gerando sistemas
com oito atomos de carbono correspondentes aos sistemas monoméricos tratados na

tese.

Etapa 4) Obtencéo do sistema dimérico

Os sistemas diméricos foram construidos a partir das conformagdes mais
estaveis de DOcCPC (sistemas monoméricos). Na verdade, foram consideradas a
conformacdo mais estavel e todas as outras cujas energias apresentaram-se menores ou
iguais a 2,0 kcal/mol, em relacdo a conformacao de mais baixa energia.

A construcdo dos sistemas diméricos se deu por meio da aproximacdo de dois
sistemas monomeéricos iguais, sendo que os valores dos parametros geomeétricos da
cadeia o de uma das moléculas do sistema dimérico inicialmente gerado foram
invertidos, a fim de obter uma célula unitaria formada por duas moléculas cujas
conformac6es das cabecas fosfolipidicas fossem imagens especulares uma da outra. A
“inversdo” dos valores de a se deu da seguinte maneira: para a < 0°, SOmou-se ao valor
do respectivo angulo diedro o valor de 20, enquanto que para a > 0°, subtraiu-se o valor
de 2a.

A aproximacdo dos sistemas monomericos foi feita de modo que ambas as
unidades monoméricas pudessem interagir entre si por meio de interacoes eletrostaticas
e dispersivas. Segundo esse critério, foram considerados dois tipos de sistemas
diméricos: um no qual os sistemas monoméricos foram dispostos de forma a aproximar
paralelamente os planos das cadeias carbdnicas e outro no qual os sistemas foram
dispostos de forma a aproximar lateralmente esses planos.

Nessa etapa, diferentemente da situacdo descrita na Etapa 2, os sistemas
diméricos construidos dispondo-se as cadeias carbdnicas perpendicularmente entre si
ndo foram considerados, uma vez que tal orientacdo nao favorece o estabelecimento de
interacdes eletrostaticas entre as cabecas fosfolipidicas. Além disso, independentemente
da forma de aproximacdo dos planos das cadeias carbOnicas, destaca-se que havia
possibilidade de interacdo efetiva apenas entre duas das quatro cadeias carbonicas, de

modo que os sistemas diméricos diferiam entre si apenas pelo nimero de interacdes
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eletrostéticas possiveis de serem estabelecidas, conforme pode ser visto na Figura 7. Por
conta disso, os sistemas diméricos foram identificados em fungdo do ndmero de
interagdes eletrostaticas: sistemas diméricos ‘2 eletro” ou “I eletro”, ou seja, nos quais
se identificavam duas interagcGes ou uma interacdo eletrostatica, respectivamente.

Posto isso, € importante mencionar que, nessa etapa, identificou-se a
necessidade de se ter pardmetros geométricos de referéncia para construcdo dos
sistemas diméricos. Considerando a menor distancia possivel entre o0s sistemas
monomeéricos, sem que houvesse sobreposicdo de atomos, as distancias entre 0s atomos
de P e N (drn) foram ajustadas para aproximadamente 7,0 A e a distancia entre as
cadeias carbonicas efetivamente interagentes (dcc) foi ajustada para aproximadamente
8,0 A. Dessa forma, tais distancias foram selecionadas como pardmetros geométricos de
referéncia para a construcdo das geometrias de partida dos sistemas diméricos
considerados.

Apb6s a construgdo dos sistemas diméricos, 0S mesmos tiveram suas
geometrias otimizadas, utilizando o método semi-empirico denominado PM6* e o
programa Gaussian 2009. Entdo, muito embora a metodologia DFT B97-D/cc-pDZV
tenha sido selecionada para o estudo do sistema de interesse (sistema dimérico
composto por duas moléculas de DOcPC), o tratamento desse sistema utilizando a
referida metodologia mostrou-se totalmente impraticavel, considerando 0s recursos
computacionais disponiveis. Diante disso, mesmo sabendo das possiveis implicacdes
decorrentes dessa consideravel mudanca de método, o entendimento de que a avaliacao
da metodologia proposta para abordagem do problema de interesse (interacéo
dissacarideo-PMF) poderia ocorrer mesmo com uma descricdo tedrica do sistema menos
precisa, permitiu que o estudo continuasse a ser desenvolvido. Tudo com a consciéncia
de que, muito provavelmente, os resultados obtidos com o novo método precisariam,

num segundo momento, ser refinados.
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Figura 7. Representago dos tipos de sistemas diméricos considerados. A fim de facilitar a visualizacdo, os valores dos pardmetros geométricos das cadeias a de ambas as
moléculas foram mantidos iguais e os &tomos de hidrogénio foram omitidos. As distancias representadas correspondem as distancias de partida médias para os sistemas e, as
setas cortadas, aos vetores momento de dipolo.
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Etapa 5) Estudo da interagdo dissacarideo-PMF

Conforme mencionado no inicio da se¢ao “Metodologia”, o estudo da referida
interacdo envolveu a analise de sistemas complexos formados por uma molécula de
dissacarideo e por um sistema dimérico formado por duas moléculas de DOcPC. As
moléculas de dissacarideo que foram consideradas correspondem as conformacées mais
estaveis para uma molécula de trealose, para uma molécula de maltose e para uma
molécula de celobiose, quando isoladas, a 25°C e sob pressdo de 1 atm.%” Tais
dissacarideos foram considerados por serem 0s mais representativos em se tratando da
classe dos dissacarideos formados por duas unidades de D-glicose, excluindo-se a
isomaltose.

Dada a assimetria das moléculas que compdem os sistemas complexos em
questdo, seria possivel obter as mais variadas geometrias para o estudo da interagédo
dissacarideo-membrana, de modo que foi necessario estabelecer um protocolo para a
criacdo das estruturas de partida a serem consideradas, que sera descrito a seguir.

Uma vez selecionado o sistema dimérico a ser considerado no estudo da
interacdo dissacarideo-prototipo de membrana fosfolipidica (Etapa 4), tomou-se um
ponto proximo as cabecas fosfolipidicas, que foi usado como ponto de referéncia para o
posicionamento das moléculas de dissacarideo. O ponto de referéncia escolhido foi o
ponto médio entre os &tomos de nitrogénio “N1” e “N2” dos sistemas monoméricos que
constituem o sistema dimérico. Para marcacdo desse ponto utilizou-se um “atomo
fantasma”, denominado “X”, e 0s sistemas monoméricos foram denominados “sistema
monomérico 17 e “sistema monomérico 2”, sendo o sistema monomérico 1 aquele cujos
pardmetros geométricos da cadeia o ndo foram modificados para a construgdo do
sistema dimérico.

Para a construcdo dos sistemas complexos, inicialmente, as moléculas de
dissacarideo foram posicionadas a 18 A de distancia do atomo X, com o0s anéis
glicosidicos voltados para baixo, tomando-se como referéncia o atomo de oxigénio da
ligagdo glicosidica, denominado “O”. Tal forma de aproximagdo foi denominada
“baixo”. A distancia O—X foi escolhida como pardmetro para definir a distancia de
aproximacao entre o dissacarideo e o protétipo de membrana fosfolipidica. A seguir, 0
eixo da ligacdo entre os carbonos da ligacdo glicosidica (C1—C1°, no caso da trealose e

C1-C4’, para maltose e celobiose) foi alinhado ao eixo da ligacdo N1-N2, de forma que
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cada um dos anéis glicosidicos interagisse com apenas uma das cabecas fosfolipidicas
do sistema dimérico. Para a trealose, C1 refere-se ao anel glicosidico no qual os
grupamentos hidroxila encontram-se todos no sentido anti-horério e C1’ ao anel cujos
grupamentos hidroxila encontram-se no sentido horario.®’

Na sequéncia, o angulo plano N1-X-01 foi ajustado em 90° e 0 angulo diedro
C12-N1-X-O em aproximadamente 180°, de modo que o eixo da “ligagdo” O-X
ficasse alinhado ao eixo das cadeias carbdnicas do sistema dimérico. Por fim, o d&tomo
X foi reposicionado a 2 A de distancia em relacdo a posicdo inicial, a fim de que o
mesmo nao permanecesse no dominio relativo as cabecas fosfolipidicas. Dessa forma, a
distaincia de 16 A foi tomada como distancia de aproximagdo inicial entre o0s
dissacarideos e o prototipo de membrana fosfolipidica. A Figura 8 mostra as geometrias
iniciais de um dos sistemas complexos considerados, obtidas através das formas de
aproximacdo denominadas ‘“baixo” e ‘“cima”, sendo que nessa Ultima o0s anéis
glicosidicos encontram-se voltados para cima, em relacdo as cabecas fosfolipidicas do
sistema dimérico.

A fim de avaliar como varia a energia de interacdo dos sistemas complexos em
funcdo da distancia de aproximacéo entre os dissacarideos e o prototipo de membrana
fosfolipidica, tais energias foram calculadas para diferentes distancias de aproximacao
0-X, que variaram de 16 A até 2 A, em intervalos de 2 A, utilizando-se a metodologia
PM6 e o programa Gaussian 2009. Os valores obtidos foram utilizados para a
construcdo de curvas de energia de interacdo, que tiveram como objetivo indicar as
distancias de aproximacdo Otimas entre os dissacarideos e o prototipo de membrana
fosfolipidica. Nos casos em que o intervalo mencionado ndo possibilitou a identificacdo
de pelo menos um ponto de energia minima, ampliou-se 0 mesmo para valores menores
que 2 A.

A manutencdo das distancias de aproximacdo foi garantida por meio da fixacéo
das coordenadas de atomos selecionados, o que foi feito de trés maneiras distintas e na
sequéncia a seguir: primeiramente, mantendo as coordenadas dos atomos de oxigénio da
ligacdo glicosidica e X fixadas, depois, mantendo as coordenadas dos atomos de
carbono da ligacdo glicosidica e X fixadas e, por ultimo, mantendo as coordenadas dos
atomos de carbono opostos aos carbonos da ligacdo glicosidica e X fixadas. Dessa
forma, foram construidas trés curvas de energia de interacdo para cada sistema

complexo, que foram denominadas “Oglico”, “Cglico” e “Copt”, respectivamente,

69



sendo que a principal diferenca entre elas sdo os graus de liberdade conformacional e
translacional conferidos ao dissacarideo, que foram diminuidos quando se considera a

sequéncia apresentada.

Figura 8. Geometrias de partida de um dos sistemas complexos com trealose considerados. Sistema
complexo obtido através da forma de aproximacdo “baixo” (a) e da forma de aproximagdo “cima” (b).
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A construcdo de trés curvas de energia de interacdo distintas para cada sistema
complexo teve como objetivo obter um conjunto maior de estruturas de partida a serem
analisadas, de modo que uma amostragem conformacional mais representativa pudesse
ser realizada. Finalmente, considerando cada uma das curvas de energia de interagdo, 0s

sistemas complexos de mais baixa energia foram totalmente otimizados.
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Na sequéncia, considerou-se a segunda forma de aproximacdo denominada
“cima”, cujos sistemas complexos foram obtidos a partir dos respectivos sistemas
“baixo” mediante uma rotacdo de 180° ao longo do eixo que liga os atomos de carbono
da ligagdo glicosidica dos dissacarideos, seguida de um ajuste para as distancias O—X, a
fim de obter os valores considerados para a constru¢do das curvas de energia de
interacdo. Da mesma forma que para os sistemas “baixo”, foram construidas trés curvas
de energia de interacdo para cada sistema “cima” e, a partir delas, foram obtidas as
conformacGes mais estaveis para 0s respectivos sistemas complexos.

Por fim, cabe mencionar que os calculos de energia de interacdo foram feitos
paralelamente, ou seja, partindo-se sempre da mesma geometria, e que as coordenadas
dos atomos que constituem as porgdes hidrofobicas dos fosfolipidios (“fragmentos”
DOcEt, Figura 5) foram mantidas fixadas, de forma que somente a molécula de
dissacarideo e as porcoes hidrofilicas dos fosfolipidios (“fragmentos” MePC, Figura 5)
tiveram suas geometrias otimizadas.

Os célculos da energia de interacdo dissacarideo-prototipo de membrana
fosfolipidica (AEiner®™™) para cada distancia de aproximagdo foram feitos a partir da
seguinte expressdo, que leva em consideracdo a energia do sistema complexo e as
energias dos sistemas interagentes isolados, ou seja, afastados por uma distancia

infinita.
AEiclftr:IP = Ecomplexo - (Edissacarideo + Eprotétipo) (equa(;éo 23)

e Ecomplexo € @ energia do sistema complexo
o Edissacarideo € @ energia do dissacarideo

e Eprotstipo € @ energia do sistema dimerico tomado como PMF
Etapa 6) Comparacdo com resultados experimentais

Tendo em vista que sdo muitas as possibilidades de metodologias teoricas a
serem empregadas para a descricdo de um dado sistema fisico, se faz necessario
determinar qual delas é a mais adequada ou, pelo menos, fornece resultados
minimamente satisfatorios. Assim, em trabalhos tedricos, a etapa de comparacdo com

dados experimentais é fundamental e consiste na comparacdo entre valores e/ou
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tendéncias observadas para propriedades caracteristicas do sistema, obtidas
teoricamente e experimentalmente. Tal comparagdo permite concluir se a metodologia
empregada é satisfatoria para a descri¢do do sistema.

No presente trabalho, a etapa de comparacdo com dados experimentais consistiu
em verificar a existéncia de alguma correspondéncia entre os resultados tedricos obtidos
e os resultados experimentais disponiveis na literatura para a frequéncia de estiramento
assimétrico (PO2") do grupo fosfato de fosfolipidios e para a constante de acoplamento
de spin heteronuclear ((Jcini)) ao longo da ligagdo glicosidica da trealose, isso
considerando sistemas interagentes, ou seja, nos quais a interacdo dissacarideo-
fosfolipidio estava presente. Cabe destacar que tais propriedades podem fornecer
informacdes a respeito da especificidade da interacdo dissacarideo-fosfolipidio, bem
como da geometria assumida pelo dissacarideo na interacao e por isso se prestam a essa
etapa de comparacdo com dados experimentais.

Conforme apresentado na se¢do Revisdo da Literatura, o sinal correspondente a
frequéncia de estiramento assimétrico PO, dos grupos fosfato é notadamente
modificado quando se comparam fosfolipidios secos puros e fosfolipidios secos
misturados com carboidratos. 1sso permite concluir que, considerando a interacao
carboidrato-fosfolipidio, existem interacGes especificas envolvendo os grupos fosfato
dos fosfolipidios. Dessa forma, acredita-se que uma comparacao entre valores teoricos e
experimentais pode ser Util para a analise do tipo de interacdo dissacarideo-fosfolipidio
presente nos sistemas obtidos.

Além disso, a literatura apresenta valores experimentais para a constante de
acoplamento de spin®Jci11- a0 longo da ligacdo glicosidica da trealose, considerando o
dissacarideo em agua contendo aglomerados fosfolipidicos. Tendo em vista que tais
valores sdo fortemente dependentes da geometria do dissacarideo, acredita-se que a
comparacdo entre resultados tedricos e experimentais possa ser importante para verificar
uma possivel concordancia no que diz respeito aos parametros geométricos assumidos
pelo dissacarideo quando na interacdo com fosfolipidios.

Para obtencdo das frequéncias e absortividades molares caracteristicas do
estiramento assimétrico do grupo fosfato, foram calculadas as frequéncias vibracionais
no infravermelho do PMF isolado e de todos os sistemas interagentes compostos pelos
dissacarideos trealose, celobiose e maltose e 0 PMF. Tudo considerando o método semi-

empirico PM6 e utilizando-se o programa Gaussian 2009. Para obtencéo da constante de
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acoplamento de spin heteronuclear entre os &tomos de carbono C1 e hidrogénio H1’ da
ligagdo glicosidica da trealose, utilizou-se a correlagdo de Karplus apresentada no
trabalho de Tvaroska e colaboradores, conforme a equacéo 24 abaixo.%

3cLuy = 5,7cos*®@y — 0,6cosPy + 0,5 (equacio 24),

na qual ®y é o valor do angulo diedro formado ao longo das ligacGes glicosidicas da

trealose, definido pela sequéncia de atomos ®n = C1-O-C1’-H1".
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

Etapa 1) Selecdo do método computacional

A seguir, sdo apresentadas as distancias entre atomos de carbono adjacentes para

0s mondmeros provenientes do DOCEt, nos quatro niveis de calculo considerados.

Figura 9. Distancias entre os atomos de carbono adjacentes dos sistemas mono-8C, mono-9C, mono-10C
... emono-16C utilizando diferentes métodos.
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Conforme pode ser visto na Figura 9, as distancias entre aomos de carbono
adjacentes nos mondmeros variam entre 3,0 e 50 A, dependendo da metodologia
computacional utilizada, sendo as menores distancias obtidas com o nivel de calculo
B97-D/6-31G(d,p). Adotando um critério de escolha geométrico, mas que obviamente
se relaciona com a intensidade com que a metodologia descreve as interacOes
dispersivas, a metodologia DFT que emprega o funcional gradiente-corrigido contendo
a correcgdo dispersiva de Grimme (B97-D) foi selecionado para a descri¢do dos sistemas

em estudo.

Etapa 2) Avaliacdo das interacdes dispersivas

A Figura 10 a seguir apresenta o perfil da energia de interagdo entre os dimeros
considerados, em funcdo do numero de d&tomos de carbono nas cadeias carbdnicas e do

tipo de aproximacdo entre 0s mondmeros.

Figura 10. Energias de interacdo, em kcal/mol, para os dimeros com orientacdo paralela, perpendicular e

lateral.
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Conforme mencionado na Etapa 2 da secdo Metodologia, a avaliacdo de
diferentes formas de aproximacao entre 0s mondmeros teve como objetivo verificar se o
método escolhido seria capaz de descrever o comportamento ja conhecido das forgas
dispersivas. Uma vez que os sistemas analisados (dimeros paralelos, dimeros

perpendiculares e dimeros laterais) correspondem a interacdo entre quatro, trés e duas
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cadeias carbonicas, respectivamente, conforme pode ser visto na Figura 10, o nivel de
calculo B97-D/cc-pDZ descreve de maneira satisfatoria o comportamento das forcas
dispersivas. De fato, as energias de interacdo calculadas para os dimeros paralelos sdo
maiores que as calculadas para os dimeros perpendiculares, que sdo maiores que as

calculadas para os dimeros laterais.

Etapa 3) Obtencéo dos sistemas monomeéricos

A fim de analisar se a descricdo obtida por Soares e da Silva em nivel
B3LYP/6-31G(d,p) para a porcdo hidrofilica MePC™® se mantém quando na utilizagdo
da metodologia B97-D/cc-pDZV, as seis conformagdes mais estaveis para esse sistema
foram tomadas como estruturas de partida em célculos de otimizacdo de geometria
seguidos por célculos para a determinacdo das frequéncias vibracionais, utilizando o
funcional B97-D. As conformagdes estaveis obtidas e suas respectivas abundancias

relativas sdo apresentada sa seguir.

Tabela 5. Conformacdes estaveis para aMePC, a 25°C e 1 atm, segundo os niveis de calculo
B3LYP/6-31G(d,p)" e B97-D/cc-pDZV. Angulos diedros em graus.

B3LYP/6-31G(d,p) B97-D/cc-pDzZV
Conformero

a2 ol ad  ad a2 a3 ad  ad
1A 60 73 -125 -108 66 70 -125 -108 65
1B_60 -77 -112 -111 64 -70  -108 -111 65
2A_300 76 113 111 -64 72 107 111 -65
2B_60 -73 155 49 65 -71 153 46 63
2B _300 -73 125 108 -66 -70 125 108 -64
3A_60 76 -167 -122 65 75 -165 -120 65

Analisando as descricdes geométricas obtidas quando na utilizacdo de ambas
as metodologias B3LYP/6-31G(d,p) e B97-D/cc-pDZV, pode-se concluir que ndo
existem variacdes significativas, sendo a maior variacdo observada de +7°, para o
angulo diedro a2, do conférmero 1B_60.

J& quando se comparam as descrigdes energeticas, pode-se concluir que os

efeitos responsaveis pela estabilidade conformacional da por¢édo hidrofilica MePC néo
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sdo contabilizados da mesma maneira, 0 que se reflete nos diferentes valores de
populacdo de Boltzmann obtidos a partir de ambos os métodos, conforme pode ser visto
na Figura 11. No entanto, cabe destacar que, muito embora os valores absolutos para as
populacdes de Boltzmann ndo se mantenham, a abundancia relativa entre os
conférmeros se mantém, de modo que os conférmeros mais abundantes em nivel
B3LYP/6-31G(d,p) continuam sendo mais abundantes em nivel B97-D/cc-pDZV.

Figura 11. PopulacGes de Boltzmann para as conformagdes da MePC nos niveis B3LYP/6-31G(d,p) e
B97-D/cc-pDZzV.
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A partir dos resultados de abundéancia relativa obtidos para a porcao hidrofilica
MePC, em nivel B97-D/cc-pDZV, foram consideradas as conformaces com populacao
de Boltzmann maior que 1% e, a partir dessas, 0s sistemas monoméricos foram gerados,
conforme descrito na Etapa 3 da secdo Metodologia.

A nomenclatura utilizada para designar os diferentes sistemas monoméricos é
composta por trés partes: a primeira leva em consideragdo a conformagdo da porcéo
hidrofilica MePC, a segunda o valor de partida do angulo diedro 01 e, a terceira, é
composta pela abreviagdo DOcEt. A Tabela 6 a seguir apresenta 0s parametros

geométricos dos sistemas monoméricos otimizados, bem como as energias relativas.
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Comparando os resultados das tabelas 5 e 6, podemos concluir que a ligacao
entre MePC e DOcEt para a formacdo dos sistemas monoméricos ndo afeta
consideravelmente os parametros geométricos da porcdo hidrofilica MePC. Os
parametros geométricos que apresentam maiores variacdes sdo os angulos diedros
préximos a ligacdo MePC-DOcEt, ou seja, os angulos diedros a2 e a3. No entanto, tais
variagdes sdo bem discretas; para a2: +9° para 0s conformeros 2B_300-180-DOcEt e
1B _60-300-DOcEt e para a3: +5° para o conférmero 1B_60-180-DOcEt e -5° para o
conformero 2B_300-180-DOcEt. Ja os parametros geométricos o4 e a5 sdo
praticamente idénticos quando se comparam a MePC e 0s sistemas monoméricos
correspondentes aos fosfolipidios completos, apresentando variaces maximas de +2°.

Além disso, pode-se perceber que a conformacdo da porcéo hidrofilica MePC
praticamente se mantém inalterada, independente do angulo diedro 01. Isso pode ser
facilmente percebido comparando-se as linhas de mesma cor, na Tabela 6. No entanto,
tais mudancgas conformacionais provenientes dos diferentes valores de 01 sdo suficientes
para causar variacdes de energia. Pode-se demonstrar que a ordem de estabilidade,
considerando uma mesma conformacéo para a porcao hidrofilica e diferentes valores de
01, é: = 60° > = -60° > = 180°, ou seja, as conformagdes cujos angulos diedros 681 = 60°
sdo mais estaveis que aquelas que apresentam 01 =~ -60°, que sdo mais estaveis que as
que apresentam 01 = 180°.

Por fim, pode-se concluir que a conformacdo da porcdo hidrofébica DOCEt
também ¢é praticamente inalterada quando ligada a porcéo hidrofilica MePC, o que
sugere que ambas as porc¢oes se comportam com certo grau de independéncia, por conta
de suas naturezas distintas. Com base nos resultados apresentados na Tabela 6, pode-se
concluir que os valores Otimos para os angulos diedros 01/62 — que definem a
orientacdo relativa entre as porcbes polar e apolar dos prototipos de fosfolipidios
estudados — sdo: = 60°/180°, = -60°/60° ¢ =~ 180°/-60°.
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Tabela 6. Conformagdes estaveis para uma molécula isolada de DOcPC, segundo 0 método B97-D/cc-pDZV. Angulos diedros em graus e energia relativa em kcal/mol.

Conférmero ol o2 o3 a4 o5 O1 02 03 04 ¢ Pl P2 P3 P4 yl 2 3 y4 AUy
1A_60-60-DOCEt* 180 72 -124 -108 66 64 -178 180 63 180 141 164 -171 171 -95 162 -175 173 0
1B_60-60-DOCEt  -160 -72 -115 -109 66 61 178 178 62 180 143 164 -170 171 -96 164 -175 174 0,03
2A_300-60-DOCEt 169 72 113 111 -64 61 -179 178 61 179 143 165 -168 -176 -97 166 -169 175 0,02
2B_300-60-DOCEt -158 -69 121 109 -65 62 180 179 62 180 143 165 -171 172 -96 164 -173 173 0,17
1A 60-180-DOcEt 177 69 -125 -107 67 171 -71 180 61 179 141 168 -169 173 -96 164 -169 174 2,01
1B_60-180-DOCEt -170 -65 -107 -113 63 173 -69 176 58 177 143 170 -165 174 95 165 -170 176 1,21
2A_300-180-DOcEt 170 77 109 112 -63 174 -68 178 60 177 139 180 -166 -177 -96 162 -168 -176 1,66
2B_300-180-DOCEt -174 -64 120 110 -65 173 -69 175 57 175 141 171 -165 174 -96 164 -168 176 1,62
1A 60-300-DOcEt 170 65 -125 -108 65 -53 66 179 60 176 139 168 -162 177 -98 167 -168 177 143
1B_60-300-DOCEt -179 -68 -110 -112 63 -50 69 -177 63 178 141 164 -169 174 -100 164 -169 174 1,04
2A_300-300-DOcEt 167 76 113 111 -64 -51 67 -177 63 174 140 165 -169 174 -97 165 -171 174 0,54
2B_300-300-DOCEt -173 -77 127 109 -64 -54 64 -177 64 ~-179 141 165 -170 173 -98 164 -172 174 145

*Q valor de referéncia para a energia total é -1940,526045 u.a.
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Tendo em vista que, em um estudo conformacional, o objetivo é obter todas as
conformacges estaveis para um determinado sistema molecular e a estabilidade relativa
entre elas, por mais trabalhoso e desafiador que seja, € importante considerar o maior
nimero de estruturas de partida possivel. Diante disso, as conformacdes de menor
energia obtidas por Krishnamurthy e colaboradores (cujas geometrias de partida foram
obtidas de dados experimentais), em 20087°, foram tomadas como estruturas de partida
e totalmente otimizadas, tal como descrito na Etapa 3 da secdo Metodologia. A Tabela 7
apresenta os dados referentes as geometrias otimizadas.

Comparando o conjunto de conformacbes apresentado na Tabela 6
(B97-D/cc-pDZV) com o conjunto de quatorze conformacgdes apresentado na referéncia
79 (obtido em nivel revPBELYP-D/pDZV, Tabela 7) pode-se perceber que existem
discrepancias tanto geométricas como energeticas, dependendo da metodologia utilizada
para o tratamento do referido sistema. Tais discrepancias geométricas referem-se
exclusivamente a porgdo hidrofobica dos fosfolipidios, mais especificamente a trés
pardmetros geométricos relativos a conformacdo do fragmento denominado “body”
(angulos diedros ¢, B3 e vyl1). Segundo a nomenclatura de Krishnamurthy e
colaboradores, a por¢do hidrofilica dos fosfolipidios ¢ denominada fragmento “head”,
enquanto a porcao hidrofobica ¢ caracterizada pelos fragmentos “neck” e “body”,
correspondentes ao glicerol e as cadeias carbbnicas que compdem os fosfolipidios,
respectivamente.

Dentre as trés possibilidades conformacionais para a por¢ao “body” (Bai, Ba2
e Bg1), encontradas pelos autores, somente a possibilidade Bai foi encontrada como de
menor energia em nivel B97-D/cc-pDZV. Nesse nivel, as possibilidades Ba2 e Bg1 ddo
lugar a possibilidades conformacionais similares, porém que diferem nos valores de
pelo menos um dos angulos diedros ¢, B3 e y1, conforme mencionado anteriormente.
Dessa forma, o conjunto de quatorze conformacdes de menor energia em nivel
revPBELYP-D/pDZV ndo corresponde ao conjunto de conformacgdes de menor energia
em nivel B97-D/cc-pDZV, pois oito conformacdes diferem significativamente em pelo
menos um de seus parametros geométricos 6timos. A Tabela 8 a seguir apresenta 0s

valores 6timos dos referidos parametros geométricos, em funcdo de método utilizado.
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Tabela 7. Conformages de menor energia para a DOcPC, partindo-se das geometrias otimizadas apresentadas por Krishnamurthy e colaboradores’, segundo a metodologia
B97-D/cc-pDZV. Angulos diedros em graus e energia relativa em kcal/mol. O sufixo “8C” foi adicionado a nomenclatura original a fim de salientar a reducio das cadeias
carbdnicas, de quatorze para oito atomos de carbono.

Conférmero al 02 o3 o4 a5 61 02 03 04 ) p1 B2 B3 B4 vl v2 v3 v4 AU
H1IN1Ba1(T1)-8C -91 78 66 121 -69 169 -73 173 56 59 143 175 -128 63 77 -176  -63  -177 2,19
HIN1BA2(T1)-8C 94 81 62 120 -71 170 -72 174 57 177 142 168 -166 176 -97 166 -168 176 2,72
H1N1Bg1(T1)-8C -83 83 62 121 -69 168 -73 64 -55 -59 151 164 21 -176 92 -163 170 -168 3,16
HIN2Ba2(T1)-8C  -109 90 49 123 -70 -53 65 176 57 176 137 172 -168 173 -99 163 -163 176 1,47

% RN AR A A AR A AR A AR AR AR R R R R AR R AN AR AR A A A A AR N A AR AR AR A AR m A AR R R R R AR AR R R R RN A A AR AR AR AR A AR AR AR AR R AR AR A AR R R R R R R R R R R AR AR AR R R R R RN AR AR AR R R R R R R R R R R e A AR AR AR AR AR R AR AR AR R R R R Em R R R R R R RN AR AR A A A A N A AR A A A A A A AR A AR AAAAAAA AR MARARRRRRRRR "
.

HIN3Ba1(T1)-8C* -94 99 51 122 -70 77 -166 176 59 64 143 175 -133 69 77 -174 67  -177 0,00
-H2NZBA2(T1)-8C ....... T ; ,86‘
H2N3BAa1(T1)-8C 91 -170 49 47 69 69 -173 175 58 67 146 180 -135 69 81 -170 63 -176 0,49
HIN1Ba1(T2)-8C -93 78 66 119 -71 169 -73 172 55 60 141 177 -146 70 80 -168 -161 -173 3,42
HIN1Ba2(T2)-8C -93 80 64 119 -72 171 -71  -177 65 -175 138 171 172 166 -100 173 -112 -172 431
H1N2Bg1(T2)-8C -90 82 59 120 -71 169 -71 57 61 -58 149 177 -45  -180 99 -163  -173 -168 4,35
HIN1BA2(T2)-8C  -108 92 44 121 -71 55 62 173 54 147 80 -169 -156 175 -104 160 -85  -173 1,72
HIN3BAa1(T2)-8C =91 97 51 124 -69 79 -163 173 56 59 141 176 -147 70 82 -171 -157 -179 1,08
H2N2Ba2(T2)-8C 113 170 43 47 69 -65 54 174 56 175 128 179 -179 168 -100 174 95 -174 3,45

H2N3Ba1(T2)-8C 9 -166 43 45 69 77 -164 174 54 59 144 179 -150 70 83 -168 -160 178 1,48

*Q valor de referéncia para a energia total é -1940,536137u.a.
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Tabela 8.Parametros geométricos discrepantes para as conformacdes da DOcPC.

Conformero revPBELYP-D/pDZV B97-D/cc-pDZV
HIN1Ba2(T1) 3 =145t5 y1=11045 B3 =-166 y1=-97
H2N2Ba2(T1) 3 =145+5 y1=11045 B3=-160 y1=-95

HIN2BA2(T1) vyl = 11045 v1=-99
HIN2BA2(T2) vl = 11045 v1=-104
HIN1BA(T2) vl =11045 v1=-100
H2N2Ba2(T?2) vyl = 11045 v1=-100
HIN1Bg:1(T1) ¢ =60 ¢ =-59
HIN1Bg1(T2) ¢ =60 ¢ =-58

No que se refere as energias relativas dos conférmeros, podemos notar que as
quatorze conformagdes estaveis em nivel B97-D/cc-pDZVdiferem entre si por um valor
médio de 2 kcal/mol, sendo que as conformacGes T1 sdo mais estaveis que as
conformac6es T2. Segundo a terminologia utilizada por Krishnamurthy e colaboradores,
os conformeros T1 (“tail 1”) apresentam cadeias carbonicas dispostas em planos
paralelos, enquanto que os conformeros T2 (“tail 2”) apresentam suas cadeias
carbénicas em planos perpendiculares. Ja em nivel revPBELYP-D/pDZV, o0s
conformeros diferem entre si por menos de 1 kcal/mol.”

Tomando o conjunto de 26 conformacdes estaveis para a DOcPC obtido no
presente trabalho (Tabela 9), podemos concluir que as conformacdes HIN3BAL(T1)-8C
e H2N3BA1(T1)-8C séo as mais estaveis, diferindo entre si por menos de 0,5 kcal/mol,
isso quando se considera somente a energia total do sistema, sem a correcdo de energia
de ponto zero. Tais conformacBes sdo geometricamente anadlogas, exceto no que se
refere aos parametros geométricos das cabecas fosfolipidicas.

De fato, ao considerar o conjunto de conformacdes obtido por Krishnamurthy
e colaboradores, em 2008, ou seja, pouco tempo antes do inicio do presente trabalho, foi
possivel ampliar o conjunto de estruturas a serem analisadas. 1sso no que diz respeito ao
que denominamos sistema monomérico. Nesse processo, as conformacfes mais estaveis
foram obtidas a partir do conjunto apresentado pelos referidos autores e estéo
destacadas em cinza, na Tabela 7 e na Tabela 9. No entanto, comparando as
conformagbes dos sistemas em questdo com as conformagBes mais estaveis obtidas e

validadas para a MePC, em 20098, pode-se concluir que nenhuma das conformacdes

82



mais estdveis apresenta parametros geométricos similares aqueles que foram

encontrados para a MePC, que corresponde estruturalmente as cabecas fosfolipidicas de

colina.

Tabela 9. Energias relativas (AUeq), em kcal/mol, dos conférmeros que compdem o conjunto de
conformagcdes estaveis obtido para o sistema monomérico DOcPC.

Conférmero AUegq

1A _60_60-DOcEt 6,33
1B_60_60-DOcEt 6,36
2A _300_60-DOCcEt 6,35
2B_300_60-DOcEt 6,50
1A _60_180-DOcEt 8,34
1B_60 180-DOcEt 7,55
2A 300 180-DOcEt 7,99
2B_300 180-DOcCEt 7,95
1A 60_300-DOcEt 1,77
1B_60_300-DOcEt 7,37
2A_300_300-DOcEt 6,87
2B_300_300-DOcEt 7,78
HIN1Bai(T1)_8C 2,19
HIN1Bax(T1)-8C 2,72
H1N1Bg:(T1)_8C 3,16
HIN2Bax(T1)_8C 1,47
HIN3Bai(T1)_8C* 0,00
H2N2Bax(T1)_8C 1,86
H2N3Ba1(T1)_8C 0,49
HIN1Ba1(T2)_8C 3,42
HIN1Bax(T2)_8C 4,31
H1N2Bg1(T2)_8C 4,35
HIN1Ba2(T2)_8C 1,72
HIN3Ba1(T2)_8C 1,08
H2N2Bax(T2)_8C 3,45
H2N3Ba1(T2)_8C 1,48

*Q valor de referéncia para a energia total é -1940,536137 u.a.
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Desde a década de 80, sabe-se que as conformagdes das cabecas fosfolipidicas
apresentam-se como imagens especulares umas das outras e que sdo praticamente
independentes das porcGes hidrofobicas dos fosfolipidios.®® Sendo assim, considerando
um dado conjunto de conformagdes para uma determinada cabeca fosfolipidica, seria
possivel, teoricamente, obter sistemas monoméricos com as mesmas cabegas
fosfolipidicas, porém com diferentes valores de energia, dependendo da conformacéo da
porcdo hidrofébica. Diante disso, parece que o procedimento adotado para a construcao
dos sistemas monoméricos no presente trabalho (juncdo das cabecas fosfolipidicas de
colina mais estaveis com uma porcdo hidrofébica de DOcCEt na qual as interacdes
dispersivas estdo maximizadas, ou seja, na qual as cadeias carbbnicas estdo totalmente
estendidas, mono-8C) gerou sistemas moleculares estaveis, porém de mais alta energia.
Isso pode ter acarretado a ndo obtencdo das conformacOGes mais estaveis para 0s
sistemas monomeéricos, 0 que mais uma vez destaca o desafio de um estudo
conformacional, principalmente para um sistema anfipatico como esse, no qual o
resultado final depende fortemente das estruturas de partida consideradas.

No entanto, mesmo diante da fragilidade dos resultados obtidos, decidiu-se
continuar com as sete conformag6es mais estaveis que foram encontradas para o sistema
monomérico. Tal decisdo foi tomada com base na hipdtese da presente tese, na qual se
busca investigar se os dissacarideos interagem de maneira diferenciada com as cabecas
fosfolipidicas. Dessa forma, mesmo tomando sistemas diméricos construidos a partir de
sistemas monomeéricos nos quais as conformacdes mais estaveis para a cabeca
fosfolipidica de colina ndo estariam sendo consideradas, seria possivel comparar a
mesma interacdo dissacarideo-protétipo de membrana fosfolipidica e, com isso, avaliar
a metodologia proposta.

Sendo assim, considerando o critério ‘“‘energia relativa menor ou igual a
2,00 kcal/mol, em relag@o ao conformero de mais baixa energia”, foram selecionadas as
seguintes  conformacGes para o0 sistema monomérico: HIN2Bax(T1) 8C,
HIN3Ba1(T1) 8C, H2N2Ba2(T1) 8C, H2N3Ba:1(T1)_8C, HIN1Ba2(T2)_8C,
HIN3BAa1(T2)_8C e H2N3BAL(T2)_8C, que foram utilizadas para a constru¢do dos

respectivos sistemas diméricos.
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Etapa 4) Obtencéo dos sistemas diméricos

A Tabela 10 a seguir apresenta os resultados obtidos em nivel PM6 para cada
um dos quatorze sistemas diméricos que foram construidos a partir dos sistemas
monoméricos selecionados. A notacdo utilizada para identificar os sistemas diméricos é
a mesma utilizada para os sistemas monoméricos, exceto pelo fato de que, para esses
altimos, utiliza-se o nimero “2” como prefixo, a fim de indicar a presenca de duas
moléculas de DOcPC. Além disso, utiliza-se a terminologia ‘“2eletro” ou “leletro”, entre
parénteses, para indicar o tipo de sistema dimérico correspondente, conforme definido
na Etapa 3 da secdo Metodologia.

Considerando o parametro geométrico de referéncia para a construcdo dos
sistemas diméricos dp.n, observaram-se desvios (Ade.n) negativos em torno de 3 A, para
ambos os tipos de sistemas dimericos, que indicam que as cabecas fosfolipidicas se
aproximam quando na formacgéo dos sistemas diméricos. Ja quando se consideram as
distancias médias entre atomos de carbono de cadeias adjacentes, <dc.c>, observaram-
se desvios (Adc-c) positivos e mais pronunciados, sendo que trés sistemas diméricos
apresentaram desvios maiores que 10 A. Tais resultados sugerem a predominancia de
forcas repulsivas entre as cadeias carbdnicas para os sistemas em questdo e revelam que
a metodologia PM6 descreve como estaveis conformacdes nas quais sdo observados
grandes distanciamentos entre as cadeias carbonicas.

Em se tratando da descricdo energética dos quatorze sistemas dimeéricos
obtidos e tomando como critério de estabilidade apenas a energia total para o sistema
em equilibrio e sem correcbes vibracionais, segundo a metodologia PM6, o sistema
dimérico 2HIN3BAL(T1)-8C(2eletro) é o mais estavel, conforme pode ser visto na
Tabela 10, sendo todos o0s outros conformeros muito menos estaveis do que ele, exceto
o conférmero 2HIN3BAL(T2)-8C(2eletro). Dessa forma, considerando o mesmo
critério que foi estabelecido para a selecdo dos sistemas monoméricos estaveis e que
seriam considerados para a etapa seguinte do trabalho (energia relativa menor ou igual a
2,00 kcal/mol, em relacdo ao conférmero de mais baixa energia), apenas dois dos
sistemas diméricos apresentados na Tabela 10 seriam considerados para a proxima etapa
do trabalho, os conférmeros 2HIN3BAL(T1)-8C(2eletro) e 2HIN3BAL(T2)-
8C(2eletro).
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Tabela 10. Energia total relativa, em kcal/mol, para os quatorze sistemas diméricos considerados,
utilizando a metodologia PM6.

Conformero <dpn> Adepn <dcc> Adcc AU
2HIN2BA2(T1)-8C(2eletro) 5 -3 11 3 7,97
2HIN3BAL(T1)-8C(2eletro)* 5 = 4 -4 0,00
2H2N2BA2(T1)-8C(2eletro) 6 -2 6 -2 17,04
2H2N3BA1(T1)-8C(2eletro) 5 -2 5 -3 6,09
2HIN1BA2(T2)-8C(2eletro) 5 -3 15 7 11,52
2HIN3BA1(T2)-8C(2eletro) 5 -2 5 -3 0,88
2H2N3BA1(T2)-8C(2eletro) 5 -2 5 -3 4,87
2H1IN2BA2(T1)-8C(leletro) 4 -3 5 -3 29,55
2HIN3BA1(T1)-8C(leletro) 4 -3 7 -2 5,47
2H2N2BA2(T1)-8C(leletro) 5 -2 5 3 24,82
2H2N3BA1(T1)-8C(1eletro) 4 -3 8 0 17,43
2HIN1BA2(T2)-8C(leletro) 4 -3 6 2 28,92
2HIN3BAL(T2)-8C(1eletro) 5 -2 16 8 10,45
2H2N3BA1(T2)-8C(1eletro) 4 -3 7 -1 2411

*Q valor de referéncia para a energia total é -1,602971 u.a.<dp-n> € <dc.c> 580 as distancias médias, em
Angstron, entre os &tomos de P e N e entre os &tomos de carbono de cadeias carbdnicas adjacentes. Adp-n
e Adc.c sdo as variagBes das distancias médias, considerando os sistemas dimericos e os sistemas
monomeéricos correspondentes, definidas como: Adi = <di>sist.dim. - <di>sist.mono-

Comparando apenas as variacdes dos parametros geometricos escolhidos
como referéncia para a construcdo dos sistemas diméricos (Aden € Adc-c), temos que 0
conformero 2H1N3BAL(T1)-8C(2eletro) apresenta mondmeros mais proximos entre si
do que o conformero 2HIN3BAL(T2)-8C(2eletro), tal como pode ser visto nas linhas
destacadas em cinza na Tabela 10. Ou seja, apesar de terem energias proximas, 0S
conférmeros ndo convergiram para 0 mesmo minimo de energia, logo, sdo sistemas
moleculares distintos. No entanto, visando reduzir o nimero de sistemas a serem
avaliados, decidiu-se prosseguir apenas com o sistema dimérico mais estavel,
2HIN3BAL(T1)-8C(2eletro), que foi tomando como protétipo de membrana
fosfolipidica para o estudo da interacéo dissacarideo-membrana.

Conforme mencionado na se¢cdo Metodologia, a todo momento estava-se
ciente das possiveis implicagcBes decorrentes da necessidade de mudanca do método

originalmente escolhido para tratamento do sistema. Diante do fato de que o método
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PM6 descreve como estaveis sistemas diméricos nos quais as cadeias carbOnicas
apresentam-se demasiadamente afastadas, foi realizada uma avaliacdo das interacGes
dispersivas descritas pela metodologia PM6, tal como realizado na Etapa 2. A Figura 12
mostra os resultados dessa avaliacdo.

Figura 12. Distancias entre os &tomos de carbono adjacentes nos sistemas mono-8C, mono-9C,
mono-10C ... e mono-16C utilizando o método PM®6.
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Conforme pode ser visto na Figura 12, as distancias entre atomos de carbono
adjacentes variam entre 3,5 e 50 A. Comparando esses resultados aos resultados
obtidos utilizando-se a metodologia B97-D (Figura 9), ndo se observam diferencas
significativas, sendo, inclusive, o perfil para tais distancias exatamente o mesmo quando
se comparam ambas as metodologias. Dessa forma, parece que, para sistemas diméricos
nos quais as interacdes dispersivas sdo dominantes, tais como os que foram gerados
pelo crescimento do sistema mono-8C, as descricdes das interacdes dispersivas obtidas
utilizando-se os métodos B97-D e PM6 sdo correspondentes. No entanto, para sistemas
diméricos nos quais hajam outras interacGes intermoleculares além das dispersivas — tais
como os sistemas diméricos de interesse, formados por duas moléculas anfipaticas de
DOCcPC, ndo ¢ possivel dizer se a correspondéncia se verifica.

A fim de ter algum elemento que forneca ao menos uma possibilidade de
resposta para 0 questionamento levantado anteriormente (se existe alguma
correspondéncia entre os sistemas diméricos PM6 e aqueles que seriam obtidos em
nivel B97-D), foi feito um estudo avaliando o efeito da mudanca de método sobre os

sistemas monoméricos B97-D. Nesse estudo, as conformacgBes dos sistemas
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monoméricos B97-D foram reotimizadas, utilizando a metodologia PM6. Os resultados
obtidos séo apresentados na Tabela 11, a seguir.

A partir da comparagdo entre as Tabelas 7 e 11, podemos concluir que os
parametros geométricos da cadeia o sdo os que menos se alteram quando se comparam
as descrigdes dos sistemas monoméricos obtidas com as metodologias B97-D e PMS,
seguidos dos pardmetros geométricos da cadeia 6. No entanto, ¢ possivel perceber
significativa discrepancia entre os parametros geométricos das cadeias carbonicas e v.
Esses resultados indicam que as descricdes das interacBes eletrostaticas obtidas com
ambas as metodologias sdo correspondentes — e isso é extremamente importante devido
a hipétese da presente tese, mas que a descri¢do das interac6es dispersivas nao.

Além disso, pode-se concluir que a descri¢do energética obtida com ambos 0s
métodos ndo é correspondente, tendo em vista que, considerando o critério de selecao
estabelecido para a escolha dos sistemas monoméricos importantes, nem todos os sete
conformeros importantes em nivel B97-D apresentaram-se como tal em nivel PM®6, pois
dois dos sete apresentaram energia superior a 2,00 kcal/mol em relacdo ao conférmero
de mais baixa energia. No entanto, dada a infima diferenca de energia entre o
conformero mais estavel e o segundo mais estavel, em nivel PM6 (destacados em cinza,
na Tabela 11), ambos os métodos apresentaram o conformero HIN3BAa1(T1)-8C como
sistema monomérico mais estavel. Os parametros geométricos 6timos para o referido
conférmero sdo praticamente os mesmos considerando ambos os métodos, conforme

pode ser visto comparando as linhas pontilhadas nas Tabelas 7 e 11.
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Tabela 11. Conformacdes estaveis para a DOcPC (PM6). Angulos diedros em graus e energia relativa (AUeq) em kcal/mol.

Conformero al o2 a3 o4 o5 61 62 03 04 ) p1 P2 B3 p4 v1 v2 Y3 v4 AU
HIN2Ba2(T1)-8C  -127 83 32 114 -78 -32 82 171 56 159 108 -174 -118 -176 -110 175 -132 -177 2,31

: HIN3BA1(T1)-8C  -102 91 53 117 -81 90 -154 173 60 68 147 173 -110 64 78 -168 -57 -179 0,02

H2N2Ba2(T1)-8C 101 -178 30 62 66 -49 66 -176 67 162 107 178 -123 -176 -118 174 -129 -177 1,89
H2N3Ba1(T1)-8C 90 -166 41 58 67 69 -175 175 63 79 150 -176 -148 72 80 -166 -59 175 1,72

HIN1BA2(T2)-8C -110 91 34 117 -5 43 71 179 62 153 71 -163 -168 ~-176 -108 176 -130 -177 4,70
HIN3BA1(T2)-8C* -120 90 53 116 -81 92 -153 173 60 60 140 173 -126 66 80 -171  -150 -174 0,00
H2N3Ba1(T2)-8C 91 -156 35 55 67 98 -144 175 59 59 138 179 -125 63 72 -168 -144 -171 0,44

*Q valor de referéncia para a energia total é -0,772490 u.a.
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Dessa forma, admitindo que uma correspondéncia entre sistemas
monomeéricos possa resultar em uma correspondéncia entre sistemas diméricos e que o
sistema monomérico mais estavel fornega o sistema dimérico mais estavel, tal como
ocorrido em nivel PM6 (vide Tabelas 10 e 11), acredita-se que o sistema dimérico mais
estavel (2H1IN3Ba1(T1)-8C(2eletro)), obtido em nivel PM6, seja correspondente ao
sistema dimérico que seria obtido, em nivel B97-D. No entanto, tal afirmacéo ndo deve
ser vista como fundamental, tendo em vista que, com a necessidade de mudanca de
método, os resultados provenientes do estudo com PM6 acabam sendo, de anteméo,
muito mais importantes para avaliar a viabilidade e a coeréncia da metodologia proposta
(Etapas 1 a 6, descritas no inicio da secdo Metodologia) do que para trazer informacdes

quantitativas a respeito da interacdo que se deseja estudar.

Etapa 5) Estudo da interacao dissacarideo-PMF

Diante do critério estabelecido para a escolha das conformagbes dos
dissacarideos trealose, maltose e celobiose a serem consideradas para a construcao dos
sistemas complexos em questdo (populacdo de Boltzmann maior que 1%), segundo da
Silva e colaboradores, s@o nove as possibilidades, conforme apresentado na Tabela 12.
Os angulos diedros apresentados na Tabela 12 a seguir sdo definidos da seguinte forma:
® = 05-C1-O-Cl’e¥ = C1-0O-CI1’-05’ (para a trealose), ® = 0O5-C1-0O-C4’ e
¥ = Cl1-O-C4-C5” (para a maltose e celobiose), wy = 0O5-C5-C6-06 e
wy = 05’-C5’-C6°-06’ (para todos os dissacarideos).

Inicialmente, é importante mencionar que, para o célculo das energias de
interagdo dos sistemas complexos (AEin™™), foi necessario obter as conformacoes
estaveis para os dissacarideos em questdo, segundo a metodologia PM6. Isso porque as
conformac6es dos dissacarideos utilizadas para a construcéo dos sistemas foram obtidas
através de metodologias distintas daquela utilizada para o estudo dos sistemas
complexos. Dessa forma, as nove conformag6es dos dissacarideos selecionadas foram
tomadas como geometrias de partida e otimizadas utilizando-se a metodologia PM6. A
Tabela 13 a seguir apresenta 0s parametros geométricos 6timos e as energias relativas

para cada uma das conformacdes.
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Tabela 12.Conformagfes mais estaveis para uma molécula de trealose, uma molécula de maltose e uma
molécula de celobiose, isoladas, a 25°C e sob pressdo de 1 atm.” Angulos diedros em graus, energias
relativas sem corregdo de energia de ponto zero (AUeq) em kcal/mol e populagdes de Boltzmann (pi) em
porcentagem. Conformacdes da trealose e da celobiose: HF/6-31G(d,p), maltose: B3LYP/6-31+G(d,p).

Conformacoes da trealose

() b (oY) oy AUegq pi
A_gggt 92 73 -57 71 0 19
Aggtg 75 81 -65 -178 0,51 45
A gtgg 74 77 59 -78 1,32 19
Agttg 67 76 68 -178 1,32 14

Conformacoes da maltose

() b d O oy AUegq pi
A_tggg 108 -139 -178 -58 0,10 36
A_tggt 108 -139 -178 61 0 43
G_gtgg 104 -135 65 -65 4,15 11

Conformacoes da celobiose
C_gggg -69 -128 60 -60 0,38 20

Cotgg -95 -167 g0 -60 0 62

Comparando as tabelas 12 e 13, pode-se concluir que as descricdes
geométricas obtidas para todos os dissacarideos sdo correspondentes, no que se refere
aos parametros geométricos da ligacao glicosidica (angulos diedros @ e V). No entanto,
observam-se discrepancias significativas para os angulos diedros ® dos grupos
hidroximetilénicos, exceto para as conformacdes A gggt, G_gtgg e C_gtgg. Em relacdo
ao ordenamento energético das conformacdes, tém-se resultados bem discrepantes para
0 dissacarideo trealose, uma vez que a conformacdo mais estavel segundo a
metodologia HF (A _gggt) é a menos estavel segundo a metodologia PM6. Ja para a
maltose, observam-se resultados correspondentes para as metodologias B3LYP e PM6,
sendo a conformacdo G _gtgg a de mais alta energia em ambas as metodologias
(= 4 kcal/mol em relacdo a conformacdo de mais baixa energia). Por fim, para o

dissacarideo celobiose, diferentemente da trealose, se observa manutencdo do
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ordenamento energético, porém a diferenca de energia entre as conformacbes é bem

maior segundo a descri¢do HF do que segundo a descri¢cdo PM6.

Tabela 13. Conformagdes estaveis para trealose, maltose e celobiose, no vacuo, sem corregéo de energia
de ponto zero (PM6).

Conformacoes da trealose

(] b 4 Wy ®y  AUeq

A_gggt 96 70 -61 73 3,67
A_ggtg* 59 90  -130 177 0

A_gtgg 65 98 104 -83 1,18

A_gttg 54 89 102 177 191

Conformacotes da maltose
(0] b 4 Wy ®y  AUeq
A_tggg* 97 -115 174  -55 0
Atggt 95 -119 146 114 0,34
G gtgg 107 -111 64  -65 4,36

Conformacoes da celobiose
()] b 4 W Oy AUgq
Cgggg -8 -125 84 150 3,08
C gtgg* -80 -154 77 -59 0

*As energias dos conférmeros de referéncia sdo: -0,797250 u.a. para a trealose, -0,795909 u.a. para a
maltose e -0,792756u.a. para a celobiose.

Etapa 5.1) Sistemas complexos com trealose

Conforme descrito no item 5 da se¢do ‘“Metodologia”, foram construidos oito
sistemas complexos com trealose, divididos em dois conjuntos de quatro conformacdes
cada, que consideraram diferentes formas de aproximacdo entre o dissacarideo e o
sistema dimérico: uma aproximacdo com os anéis glicosidicos voltados para baixo e
outra com 0s anéis voltados para cima, em relacdo as cabecas fosfolipidicas do sistema
dimérico. Tais formas de aproximagdo foram denominadas “baixo” e “cima”,
respectivamente. Dessa forma, a nomenclatura utilizada para a identificacdo dos
sistemas complexos tem a seguinte sintaxe: trea(conformacdo)-SD-forma de

aproximagdo, sendo SD uma abreviacdo para “sistema dimérico”. A seguir Sao
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apresentadas as trés curvas de energia de interacdo construidas (“Oglico”, “Cglico” e
“Copt”), considerando a forma de aproximagdo “baixo” (Figura 13) e a forma de
aproximacao “cima” (Figura 14).

Analisando os resultados apresentados nas Figuras 13 e 14, é possivel
organizar a tabela a seguir (Tabela 14), que reporta as distancias de aproximagdo O—X
6timas entre trealose e o prot6tipo de membrana fosfolipidica, em funcéo das formas de
aproximacao entre o dissacarideo e o protétipo considerados. Cabe destacar que nos trés
tipos de curvas de energia de interacdo que foram construidas somente parte das
geometrias dos sistemas complexos foi otimizada, conforme descrito na secao
“Metodologia”. Dessa forma, o termo “distdncia 6tima”, em se tratando das curvas de
energia de interacdo em questdo, refere-se a distancia de partida a ser tomada para a
andlise dos sistemas complexos considerados que, a principio, poderia ser qualquer.

Conforme apresentado na Tabela 14, de uma maneira geral, as distancias O—X
Otimas entre trealose e o prototipo de membrana fosfolipidica encontram-se no intervalo
de 2,0 A a 4,0 A, independente da forma de aproximacdo considerada. As energias
relativas dos respectivos sistemas complexos totalmente otimizados sdo apresentadas na
Tabela 15. E importante mencionar que, para um sistema de grandes dimensdes como o
que esta sendo considerado, lidar com um namero significativo de geometrias de partida
(trés para cada sistema complexo) é uma tarefa desafiadora. No entanto, conforme
mencionado no item 2 da se¢do “Metodologia”, a densidade de minimos na superficie
de energia potencial de um determinado sistema molecular cresce exponencialmente
com o numero de graus de liberdade conformacionais, de modo que a obtencdo de um
determinado ponto estacionario depende fortemente da escolha da estrutura de partida.
Dessa forma, considerar um numero significativo de geometrias de partida é

fundamental para a qualidade da analise conformacional que esta sendo realizada.
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Figura 13. Curvas de energia de interagéo “baixo” para os sistemas complexos com trealose.
AEine®®™ em kcal/mol. Distancias em Angstrons.
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Figura 14. Curvas de energia de interagéo “cima” para os sistemas complexos com trealose.
AEine®®™ em kcal/mol. Distancias em Angstrons.
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Tabela 14. Distancias O—X étimas entre trealose e o prot6tipo de membrana fosfolipidica, em Angstrons, considerando os oito sistemas complexos estudados, em funcédo da
forma de aproximacéo dissacarideo-protdtipo de membrana fosfolipidica e do tipo de curva de energia de interacéo.

Curva de Forma de aproximagcao dissacarideo-prototipo de membrana fosfolipidica
energia de Baixo Cima
interacao A _gggt A _ggtg A _gtgg A_gtig A _gggt A ggtg A_gtgg A _gttg
Oglico 4,0 4,0 4,0 4,0 2,0 4,0 2,0e6,0 2,0
Cglico 4,0 2,0 2,0 2,0 4,0 6,0 4,0 4,0
Copt 2,0 2,0 4,0 4,0 2,0 2,0 4,0 4,0
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Tabela 15. Energias relativas dos sistemas complexos da Tabela 14, totalmente otimizados, em kcal/mol.

Curva de Forma de aproximagcao dissacarideo-prototipo de membrana fosfolipidica
energia de Baixo Cima
interacao A _gggt A ggtg A _gtgg A_gtig A_gggt A _ggtg A_gtgg A_gttg
Oglico 4,98 5,24 0 7,22 0 0 8,02e1,94 0,94
Cglico 6,30 8,02 4,16 0 0,42 0 0 0,94
Copt 0 0 1,31 29,70 1,02 6,05 10,21 0

*As energias dos conférmeros de referéncia sdo: -2,450085 u.a. e -2,428619 u.a. (trea-(A_gggt)-SD-baixo e trea-(A_gggt)-SD-cima), -2,458950 u.a. e -2,431206 u.a.
(trea(A_ggtg)-SD-baixo e trea(A_ggtg)-SD-cima), -2,444663 u.a. e -2,439423 u.a. (trea-(A_gtgg)-baixo e trea-(A_gtgg)-cima) e -2,451650 u.a. e -2,438813 u.a.
(trea-(A_gttg)-baixo e trea-(A_gttg)-cima).
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Considerando as trés estruturas de partida que foram tomadas para cada

sistema complexo, pode-se concluir, inicialmente, que existe somente uma conformagéo

mais estavel para cada sistema complexo considerado, segundo a metodologia

empregada na presente tese. Dai, foi gerado um conjunto de oito conformagdes estaveis.

Isso pode ser visto pelos altos valores de energia relativa em cada uma das colunas da

Tabela 15, exceto para os sistemas complexos trea(A_gggt)-SD-cima. Dessa forma, a

fim de comparar a estabilidade relativa dos sistemas complexos em fungéo das formas

de aproximagdo, bem como suas respectivas energias de interacdo, organizou-se a

Tabela 16, na qual estdo presentes somente 0s sistemas complexos mais estaveis.

Tabela 16. Conformacdes estaveis para os oito sistemas complexos com trealose, considerando ambas as
formas de aproximagdo “baixo” e “cima”. Os valores de energia relativa (AU¢q) € de energia de interacdo

(AEiner*®™) estdo em kcal/mol.

Conformacao AUeq  AEinter®™
trea(A_gggt)-SD-baixo 0 -34,96
trea(A_gggt)-SD-cima 1347 -21,49
trea(A_ggtg)-SD-baixo 0 -36,85
trea(A_ggtg)-SD-cima 17,41 -19,44
trea(A_gtgg)-SD-baixo 0 -29,07
trea(A_gtgg)- SD-cima 329 -25,78
trea(A_gttg)- SD-baixo 0 -34,18

8,05 -26,13

Trea(A_gttg)-SD-cima

Analisando os resultados da Tabela 16, pode-se concluir que os sistemas

complexos “baixo” sdo mais estaveis que os sistemas complexos “cima”, de modo que,

considerando o conjunto analisado, existem quatro conformacdes representativas para o

sistema complexo trealose-protétipo de membrana fosfolipidica, cujas energias relativas

e de interacdo sdo apresentadas na Tabela 17 a seguir.
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Tabela 17. Conformages mais estaveis para os sistemas complexos com trealose. Valores de energia
relativa (AUeq) e de energia de interagdo (AEine®™) em kcal/mol.

Conformacéo AUeq  AEin®™™P

trea(A_gggt)-SD-baixo 556  -34,96
trea(A_ggtg)-SD-baixo 0 -36,85
trea(A_gtgg)-SD-baixo 8,96  -29,07

trea(A_gttg)-SD-baixo 498  -34,18

A Figura 15 mostra as conformacdes representativas para o sistema complexo
trealose-prot6tipo de membrana fosfolipidica (Tabela 17), nas quais se identificam duas
formas de interacdo entre o dissacarideo e as cabecas fosfolipidicas do prototipo de
membrana fosfolipidica, ambas classificadas como ligagdes-hidrogénio, levando-se em
consideracdo apenas critérios geométricos. Séo elas: ligacGes-hidrogénio entre atomos
de hidrogénio das hidroxilas dos dissacarideos e atomos de oxigénio ndo esterificados
do grupo fosfato (~OPO20~)~ que compdem as cabegas fosfolipidicas e ligacOes-
hidrogénio entre atomos de oxigénio das hidroxilas dos dissacarideos e atomos de
hidrogénio do grupo trimetil aménio (~N(CH3)3)* que compdem as cabecas
fosfolipidicas. Segundo a literatura, a segunda forma de interacdo ja foi observada para
uma variedade de sais contendo o fon trimetil am6nio®82, A Tabela 18 apresenta as
formas de interacdo identificadas em cada um dos sistemas complexos em questao.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 18, pode-se dizer que
todas as ligacBes-hidrogénio estabelecidas entre a trealosee o prototipo de membrana
fosfolipidica sdo equivalentes, uma vez que apresentam distancias medias iguais a
2,0A.

Considerando os sistemas complexos mais representativos, foram comparadas
as conformacdes estaveis para o dissacarideo isolado e nos respectivos sistemas
complexos. Tal comparacdo permite verificar o quanto a geometria do dissacarideo foi
alterada devido a presenca do proto6tipo de membrana fosfolipidica, tal como em estudos
anteriores®’, nos quais se comparou a influéncia da solvatagdo sobre a geometria de tais
sistemas. A Figura 16 a seguir mostra 0s principais parametros geométricos que

definem a conformacéo de dissacarideos.
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Figura 15. Sistemas complexos com trealose mais representativos: trea(A_gggt)-SD-baixo (a),
trea(A_ggtg)-SD-baixo (b), trea(A_gtgg)-SD-baixo (c) e trea(A_gttg)-SD-baixo (d).

P
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Tabela 18. Formas de interacdo e respectivas distancias das ligagdes-hidrogénio estabelecidas entre
trealose e o prot6tipo de membrana fosfolipidica, considerando os sistemas complexos mais
representativos. Distancias de ligagdo em Angstrons.

Sistema complexo trea(A_gggt)-SD-baixo

Anel ® Anel ¥
Forma de interagdo  Distancia Forma de interagdo  Distancia
~OH(c2)...01¢~0r0,0~); 2,1 ~OH(c2’)...O1(~0p0,0~); 1,9
~OH(c3)...02(~0r0,0~); 1,8 ~OH(c3)...H1(~N(cns)3 2,6
~OH(c3)...H1(~neeny)st 2,0 ~OH(c3)...H2(-N(eny), 3 2,2
~OHcas)...O1¢~0r0,0~); 1,7 ~OHc#)...O1l~o0r0,0~); 2,0
"'OH(c4)...H2(~N(CH3)3)i' 2,1 “'OH(c4’)...H3(~N(CH3)3)§r 2,3
Sistema complexo trea(A_ggtg)-SD-baixo
Anel @ Anel ¥
Forma de interacdo  Distancia Forma de interagdo  Distancia
~OH(c3)...02(~0r0,0~); 1,9 ~OHc2)...02(~0r0,0~); 1,7
~OH(c3a)...H1~neeny) st 2,0 ~OHc3)...Hl~Neeny),3 2,2
~OHcas)...O1~0r0,0~); 2,0 ~OH(c3)...H2(~NcH3))3 2,1
~OHca)...H2(~n(eny) 51 2,0 ~OHc#)...O1l~o0r0,0~); 1,9
~OHcs)...O1~0p0,0~); 1,8 ~OHc#)...H3(~NcH:)3 2,3
Sistema complexo trea(A_gtgg)-SD-baixo
Anel @ Anel ¥
Forma de interacdo  Distancia Forma de interacdo  Distancia
~OH(ca)...H1-neeny)s: 2,5 ~OHc2)...H2(~N(cH3))3 2,2
~OHcas)...01¢~0p0,0~); 1,7 ~OHc3)...0O1l~o0r0,0~); 1,9
~OHca)...H1-neeny) 53 2,1 ~OHc3)...H3~NcHy)3 2,0
~OH(c#)...0O1l~0r0,0~); 1,8
Sistema complexo trea(A_gttg)-SD-baixo
Anel @ Anel ¥
Forma de interacdo  Distancia Forma de interacdo  Distancia
~OH(c2)...02(~0r0,0~); 1,8 ~OHc2)...H1~Neny): 2,2
~OH(c3)...H1-ncc)t 1,1 ~OHc3)...H2(~NcH;)): 2,3
~OH(c3)...H2(-n(cus))t 2,3 ~OHc#)...O1l~0r0,0~); 1,8
~OHca)...O1~0r0,0~); 1,7
~OH(c4)...H3nic)t 2,2

Os subscritos “1” e “2” utilizados nos grupos fosfato e trimetil aménio tém como objetivo diferencia-los,
uma vez que o protétipo de membrana fosfolipidica consiste em um sistema dimérico composto por duas
moléculas de DOcPC. Dessa forma, (~OPO,0~)7 e (~N(CHs)s)*i correspondem aos grupos fosfato e
trimetil aménio que compdem o sistema monomérico i.
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Figura 16. Angulos diedros, em graus, que definem a orientagéo relativa dos anéis monossacaridicos
(® e P) e dos grupos hidroximetilénicos (w, € ) para as conformagdes mais estaveis do dissacarideo

trealose, considerando o sistema isolado e os sistemas complexos “aneis p/baixo”.
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Analisando a Figura 16, podemos perceber que, de uma maneira geral, 0s
angulos glicosidicos da trealose sdo pouco alterados pela presenca do protétipo de
membrana fosfolipidica, tal como foi observado em estudos anteriores, quando na
comparagdo do sistema isolado e do sistema solvatado.®” Isso indica que efeitos
intramoleculares parecem ser determinantes para a estabilidade conformacional desse
dissacarideo, 0 que faz com que 0 mesmo se comporte como um sistema extremamente
rigido, no sentido de que o ambiente externo parece ter pouca influéncia sobre o valor
assumido por seus angulos glicosidicos, que sdo 0s parametros geométricos mais

importantes e que definem a orientag&o relativa entre os anéis de glicose.

Etapa 5.2) Sistemas complexos com maltose

Foram construidos seis sistemas complexos com maltose, trés para cada forma
de aproximacao (“baixo” e “cima”). A nomenclatura utilizada para a identificagdo dos
sistemas complexos tem a seguinte sintaxe: malto(conformacdo)-SD-forma de
aproximacao. A seguir sdo apresentadas as curvas de energia de interagdo para 0S
sistemas complexos formados a partir da interacdo do dissacarideo maltose com o
prototipo de membrana fosfolipidica (Figuras 17 e 18).

Analisando os resultados apresentados nas figuras 17 e 18, € possivel
organizar a seguinte tabela (Tabela 19), que reporta as distancias de aproximacdo O—X
Otimas entre o dissacarideo e o prototipo de membrana fosfolipidica.

Conforme apresentado na Tabela 19, de uma maneira geral, as distancias O—X
6timas entre maltose e o prot6tipo de membrana encontram-se no intervalo de 2,0 A a
4,0 A. As energias relativas dos respectivos sistemas complexos totalmente otimizados
sdo apresentadas na Tabela 20.

Considerando as trés estruturas de partida que foram tomadas para cada
sistema complexo, pode-se concluir, inicialmente, que existe somente uma conformacéo
mais estdvel para cada sistema complexo, segundo a metodologia empregada na
presente tese, gerando um conjunto de seis conformaces estaveis. 1sso pode ser visto
pelos altos valores de energia relativa em cada uma das colunas da Tabela 20. A fim de
comparar a estabilidade relativa dos sistemas complexos em funcdo das formas de
aproximacdo, bem como suas respectivas energias de interagdo, organizou-se a
Tabela 21, na qual estdo presentes somente 0s sistemas complexos mais estaveis

considerando cada uma das formas de aproximacgao propostas.
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Analisando os resultados da Tabela 21, pode-se concluir que os sistemas
complexos “baixo” sdo mais estaveis que os sistemas complexos “cima”. AsSim,
considerando o conjunto de conformagOes analisado, existem trés conformacgdes
representativas para o sistema complexo maltose-prot6tipo de membrana fosfolipidica.
As energias relativas e de interagdo sdo apresentadas na Tabela 22 a seguir.

A Figura 19 mostra as conformacdes representativas para o sistema complexo
maltose-protétipo de membrana fosfolipidica (Tabela 22), nas quais se também
identificam duas formas de interacdo entre o dissacarideo e as cabecas fosfolipidicas do
protdtipo de membrana fosfolipidica, ambas classificadas como liga¢fes-hidrogénio.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 23, pode-se dizer que
todas as ligacBes-hidrogénio estabelecidas entre a maltose e o protétipo de membrana
fosfolipidica sdo equivalentes, uma vez que apresentam distancias medias iguais a
2,0A.

Além disso, considerando os sistemas complexos mais representativos, foram
comparadas as conformacdes estaveis para o dissacarideo isolado e nos respectivos
sistemas complexos. Tal comparacdo permite verificar 0 quanto a geometria do
dissacarideo se altera devido a presenca do protétipo de membrana fosfolipidica, tal
como realizado em estudos anteriores, quando se analisou a influéncia da solvatacao
sobre a geometria de dissacarideos isolados.®’A Figura 20 a seguir mostra os principais
parametros geométricos que definem a conformacéo de dissacarideos.

Nesse momento, cabe mencionar que uma comparacdo muito interessante a
ser feita é a da influéncia dos dissacarideos sobre a geometria do PMF, principalmente
no que diz respeito as distancias entre as porcoes apolares dos fosfolipidios. 1sso porque
se acredita que a ancoragem do dissacarideo trealose garante aos fosfolipidios a
manutencdo do distanciamento caracteristico do estado liquido-cristalino, mesmo na
auséncia de agua e, dessa forma, a viabilidade desses agregados em processos de
criopreservacdo e liofilizacdo. Logo, tal comparacdo nos permitiria verificar se
metodologia que foi proposta é capaz de simular a influéncia dos dissacarideos sobre a
manutencdo da estrutura do PMF.

No entanto, tal comparacdo nao foi feita no presente estudo. Primeiramente,
porque esse ndao era um dos objetivos, nesse primeiro momento, mas sim o estudo das
interacbes especificas dissacarideo-fosfolipideo. E, posteriormente, devido a
necessidade de mudancga de metodologia, a fim de dar andamento ao trabalho, conforme

mencionado anteriormente.
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Figura 17. Curvas de energia de interagéo “baixo” para os sistemas complexos com maltose.
AEine®®™ em kcal/mol. Distancias em Angstrons.
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Figura 18. Curvas de energia de interagéo “cima” para os sistemas complexos com maltose.
AEine®®™ em kcal/mol. Distancias em Angstrons.
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Tabela 19. Distancias O—X 6timas entre maltose e o prot6tipo de membrana fosfolipidica, em Angstrons,
considerando os seis sistemas complexos estudados.

Curva de Forma de aproximagcao dissacarideo-prototipo de membrana

energia de Baixo Cima

interacdo A tggg A tggt G_gtgg A tggg A _tggt G_otgg

Oglico 2,0 2,0 2,0 4,0 4,0 4,0
Cqlico 2,0 2,0 2,0 4,0 4,0 1,5
Copt 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Tabela 20. Energias relativas dos sistemas complexos da Tabela 19, totalmente otimizados, em kcal/mol.

Curva de Forma de aproximacéao dissacarideo-protédtipo de membrana
energia de Baixo Cima
interacao Atggg Atggt G_gtgg  A_tggg A_tggt G_gtgg
Oglico 0 4,50 8,62 0 3,21 0
Cglico 0 3,42 0 6,02 7,70 9,37
Copt 43,08 0 2,50 3,50 0 7,21

Energias de referéncia:-2,449644 u.a. e -2,438111 u.a. (malto(A_tggg)-baixo e malto(A_tggg)-cima),
-2,451084 u.a. e -2,434668 u.a. (malto(A_tggt)-baixo e malto(A_tggt)-cima) e -2,453812u.a. e
-2,446936u.a. (malto(G_gtgg)-baixo e malto(G_gtgg)-cima).

Tabela 21. Conformacdes estaveis para os seis sistemas complexos com maltose, considerando ambas as
formas de aproximagdo “baixo” e “cima”. Os valores de energia relativa (AU¢q) € de energia de interacéo
(AEiner®™) estdo em kcal/mol.

Conférmero AUeq  AEinter®™™

malto(A_tggg)-SD-baixo 0 -31,86

malto(A_tggg)-SD-cima 7,24 -24,62

malto(A_tggt)-SD-baixo 0 -33,10

malto(A_tggt)-SD-cima 10,30 -22,80

malto(G_gtgg)-SD-baixo 0 -38,83
malto(G_gtgg)-SD-cima 4,31 -34,51
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Tabela 22. Conformagdes mais estaveis para os sistemas complexos com maltose. Valores de energia
relativa (AUeq) e de energia de interagdo (AEine ™) em kcal/mol.

Conférmero AUeq  AEin®™™P
malto(A_tggg)-SD-baixo 2,61  -31,86
malto(A_tggt)-SD-baixo 1,71  -33,10
malto(G_gtgg)-SD-baixo 0 -38,83

Figura 19. Sistemas complexos com maltose mais representativos: malto(A_tggg)-SD-baixo (a),
malto(A_tggt)-SD-baixo (b) e malto(G_gtgg)-SD-baixo (c).
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Tabela 23. Formas de interacdo e respectivas distancias das ligagdes-hidrogénio estabelecidas entre
maltose e o prot6tipo de membrana fosfolipidica, considerando os sistemas complexos mais
representativos. Distancias de ligagdo em Angstrons.

Sistema complexo malto(A_tggg)-SD-baixo

Anel @ Anel¥
Forma de interagdo  Distancia Forma de interagdo  Distancia
~OHca)...H1~neeny) st 2,2 ~OHc2)...O1l~0r0,0~); 1,8
~OHcs)...O1(~0p0,0~); 1,7 ~OH(c27)...HL et 2,1

Sistema complexo malto(A_tggt)-SD-baixo

Anel @ Anel¥
Forma de interagdo  Distancia Forma de interagdo  Distancia
~OH(c2)...02(~0p0,0~); 1,7 ~OHc2)...01(~0p0,0~); 1,9
~OH(c3)...H1~Neeny)p1 2,4 ~OH(c2)...H1-N(eny),)3 2,2

~OHcas)...O1¢~0r0,0~); 1,7
~OHca)...H2(~n(eny) 51 2,4

Sistema complexo malto(G_gtgg)-SD-baixo

Anel @ Anel ¥
Forma de interacdo  Distancia Forma de interacdo  Distancia
~OH(c2)...02(~0p0,0~); 1,7 ~OHc2’)...01~0r0,0~); 1,9
~OH(ca)...H1-neeny) st 2,4 ~OHc2)...H1~Nens)3 2,2

~OH(c4)...01¢~0po,0~); 1,7
~OH(c4)...H2(~N(cny),)1 2,4

Os subscritos “1” e “2” utilizados nos grupos fosfato e trimetil aménio tém como objetivo diferencia-los,
uma vez que o prot6tipo de membrana fosfolipidica consiste em um sistema dimérico composto por duas
moléculas de DOcPC. Dessa forma, (~OPO,0~)"i e (~N(CHs)3)*i correspondem aos grupos fosfato e
trimetil aménio que compdem o sistema monomeérico i.
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Figura 20. Angulos diedros, em graus, que definem a orientago relativa dos anéis monossacaridicos
(® e P) e dos grupos hidroximetilénicos (w, € ) para as conformagdes mais estaveis do dissacarideo
maltose, considerando o sistema isolado e 0s sistemas complexos “aneis p/baixo”.
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Analisando a Figura 20, podemos perceber que, segundo a metodologia PM6,
os angulos glicosidicos da maltose também ndo sdo bruscamente modificados quando
na presenca do prot6tipo de membrana fosfolipidica. No entanto, os angulos diedros dos
grupos metilénicos séo bastante modificados. Tal resultado ndo se desvia totalmente do
que foi encontrado em estudos anteriores, quando se avaliou o efeito da solvatacdo
sobre a geometria da maltose.®” Comparando os resultados obtidos para a maltose
(Figura 20) com os resultados obtidos para a trealose (Figura 16), novamente, parece
que a estabilidade conformacional do dissacarideo trealose é em grande parte
dependente de efeitos intramoleculares, o que o torna um sistema rigido e isso talvez

possa ser associado as suas propriedades diferenciadas.

Etapa 5.3) Sistemas complexos com celobiose

Foram construidos dois sistemas complexos com celobiose do tipo “baixo”. A
nomenclatura utilizada para a identificacdo dos sistemas complexos tem a seguinte
sintaxe: celo(conformacdo)-SD,baixo. Cabe salientar que, para esse dissacarideo,
avaliou-se somente a forma de aproximacgdo “baixo”, tendo em vista que a forma de
aproximagdo “cima” mostrou-Se menos estavel nos estudos realizados anteriormente
(trealose e isomaltose). A seguir sdo apresentadas as curvas de energia de interacdo para
os sistemas complexos formados a partir da interacdo do dissacarideo celobiose com o
prototipo de membrana fosfolipidica (Figura 21).

Analisando os resultados apresentados na Figura 21, é possivel organizar a
seguinte tabela (Tabela 24), que reporta as distancias de aproximacao O—X Otimas entre
o dissacarideo e o protétipo de membrana fosfolipidica, em funcdo dos tipos de curvas
de energia de interacdo considerados.

Conforme apresentado na Tabela 24, as distancias O—X 6timas entre celobiose
e 0 prototipo de membrana encontram-se no intervalo de 2,0 A a 4,0 A. As energias
relativas dos respectivos sistemas complexos totalmente otimizados sdo apresentadas na
Tabela 25.

Considerando as trés estruturas de partida que foram tomadas para cada
sistema complexo, pode-se concluir, inicialmente, que existe somente uma conformacéo
mais estavel para cada sistema complexo considerado. A fim de comparar as respectivas
energias de interagcdo, organizou-se a Tabela 26, na qual estdo presentes somente 0s

sistemas complexos mais estaveis.
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Figura 21. Curvas de energia de interagéo para os sistemas complexos com celobiose (“baixo”).

AEine®®™ em kcal/mol. Distancias em Angstrons.
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Tabela 24. Distancias O—X 6timas entre celobiose e o prot6tipo de membrana fosfolipidica, em
Angstrons, considerando os dois sistemas complexos estudados, em funcdo do tipo de curva de energia de
interacao.

Curva de energia de interagdo C_gggg C_gtgg

Oglico 4,0 4,0
Cglico 4,0 2,0
Copt 4,0 2,0

Tabela 25. Energias relativas dos sistemas complexos reportados na Tabela 24, totalmente otimizados,
em kcal/mol.

Curva de energia de interacdo C_gggg C_gtgg

Oglico 13,06 0,40
Cglico 6,19 0
Copt 0 0

As energias dos sistemas de referéncia sdo -2,433962u.a. (C_gggg) e -2,435813u.a. (C_gtgg).

Tabela 26. Conformac®es estaveis para os dois sistemas complexos comcelobiose. Valores de energia
relativa (AUeq) € de energia de interagdo (AEiner®™) em kcal/mol.

Conformagao AUeq  AEinter™™P
celo(C_gggg)-SD-baixo 1,16 -27,08
celo(C_gtgg)-SD-baixo 0 -25,15

Analisando os resultados da Tabela 26, pode-se concluir que ambas as
conformagbes sdo representativas para o sistema complexo celobiose-protétipo de
membrana fosfolipidica. A Figura 22 mostra tais conformacGes, nas quais também se
identificam duas formas de interacdo entre o dissacarideo e as cabecas fosfolipidicas do
prototipo de membrana fosfolipidica, ambas classificadas como ligacdes-hidrogénio.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 27, pode-se dizer que
todas as ligacGes-hidrogénio estabelecidas entre a celobiose e o0 protétipo de membrana

fosfolipidica sdo equivalentes, uma vez que apresentam distancias médias iguais a

20A.
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Figura 22. Sistemas complexos com celobiose: celo(C_gggg)-SD-baixo (a) e celo(C_gtgg)-SD-baixo (b).
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& é . f
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Além disso, considerando os sistemas complexos mais representativos, foram
comparadas as conformacdes estaveis para o dissacarideo isolado e nos respectivos
sistemas complexos. Tal comparacdo permite verificar o quanto a geometria do
dissacarideo se alterada devido a presenca do protdtipo de membrana fosfolipidica e
também foi feita em estudos anteriores, porém comparando o efeito da solvatacéo sobre
a geometria do dissacarideo.®’

A Figura 23 a seguir mostra os principais parametros geométricos que definem
a conformacdo de dissacarideos. Nela, constatamos que as variagdes nos angulos
glicosidicos, bem como nos angulos diedros correspondentes aos Qrupos
hidroximetilénicos, sdo muito mais pronunciadas para a celobiose do que para 0s
dissacarideos trealose e maltose. 1sso concorda com os estudos anteriormente realizados
e, dessa forma, também segundo a metodologia PM6, a geometria da trealose parece ser

mais rigida do que a da maltose, que parece ser mais rigida do que a da celobiose.
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Tabela 27. Formas de interacdo e respectivas distancias das ligagdes-hidrogénio estabelecidas entre
celobiose e o protétipo de membrana fosfolipidica, considerando os sistemas complexos mais
representativos. Distancias de ligagdo em Angstrons.

Sistema complexo celo(C_gggg)-SD-baixo

Anel @ Anel¥
Forma de interagdo  Distancia Forma de interagdo  Distancia
~OH(c2)...H1nNecHt 2,2 ~OH(c1)...HlNeenys; 2,1
~OHcs)...O1(~0p0,0~); 1,9 ~OH(c1...H2¢Neng)s 2,4
~OH(c3)...02(~0p0,0~); 1,7

Sistema complexo celo(C_gtgg)-SD-baixo

Anel @ Anel¥
Forma de interacdo  Distancia Forma de interagdo  Distancia
~OH(c)...H1~Neeny)p1 2,1 ~OHcr)...H3-Neeny s 2,1
~OHcas)...O1¢~0r0,0~); 1,7 ~OH(cr...HAnNeeny) s 2,1
~OH(cs)...HL~Neeny): 2,0 ~OHc¢?... Ol~oro,0~); 1,7
~OH(cs)... H2(-nchy )0 2,2 ~OHce)...H5-N(cHy)p)3 2,2

Os subscritos “1” e “2” utilizados nos grupos fosfato e trimetil aménio tém como objetivo diferencia-los,
uma vez que o prot6tipo de membrana fosfolipidica consiste em um sistema dimérico composto por duas
moléculas de DOcPC. Dessa forma, (~OPO,0~)"i e (~N(CHs)3)*i correspondem aos grupos fosfato e
trimetil aménio que comp&em o sistema monomeérico i.
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Figura 23. Angulos diedros, em graus, que definem a orientaco relativa dos anéis glicosidicos (® e V) e
dos grupos hidroximetilénicos (o ¢ ) para as conformacdes mais estaveis do dissacarideo celobiose,
considerando o sistema isolado e os sistemas complexos “aneis p/baixo”.

Parametros geométricos para o
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® " o0 oy
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Diante do conjunto de resultados obtidos, organizamos os dados relativos as
energias de interacdo dissacarideo-PMF na Tabela 28 a seguir. Na verdade, buscamos
relacionar a variacdo dos angulos glicosidicos (figuras 16, 20 e 23) & intensidade da
interacdo dissacarideo-PMF (tabelas 17, 22 e 26), isso considerando os sistemas mais
estaveis em cada caso. Nesse momento, fizemos uma mudancga de nomenclatura, a fim
de facilitar a identificacdo dos sistemas tomados como modelo para a interacdo em

questdo. Tal mudanca envolveu a alteracdo da nomenclatura dos conférmeros dos
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dissacarideos, seguindo a ordem numérica na qual os mesmos foram apresentados nas
tabelas 17, 22 e 26, e a mudanca do sufixo referente ao protétipo de membrana

fosfolipidica, que foi alterado de “SD-baixo” para PMF.

Tabela 28. Energias de interagdo e variacdo dos angulos diedros glicosidicos para os sistemas mais
estaveis quando se considera o dissacarideo isolado e o dissacarideo ancorado ao prototipo de membrana
fosfolipidica (dissacarideo-PMF). niigs € 0 nimero de ligacGes hidrogénio identificadas nos sistemas.

Sistema complexo  AEinteraczo AD AY
mais estavel (kcal/mol)  (graus) (graus) it
Trealose(2)-PMF -36,85 -15 -2 10
Maltose(3)-PMF -38,83 2 -31 6
Celobiose(2)-PMF -25,15 -3 183 8

Conforme pode ser constatado por meio dos dados da Tabela 28, a energia de
interacdo entre trealose e 0 PMF apresenta um valor intermediario aqueles apresentados
pela maltose e pela celobiose. Tais resultados para as energias de interacdo sugerem que
a interacdo estabelecida entre trealose e o PMF ¢ favoravel, porém reversivel,
diferentemente da interacdo estabelecida entre maltose e o prototipo, que, por ser mais
intensa, demandaria uma maior energia para ser desfeita. Na contramao do dissacarideo
maltose, estd o dissacarideo celobiose que, devido a baixa energia de interacdo, parece
estabelecer com o PMF interacbes favoraveis, porém facilmente reversiveis. Tais
resultados talvez possam ser associados com a capacidade da trealose “ligar-se ou
desligar-se” das bicamadas fosfolipidicas quando as mesmas sdo desidratas e
reidratadas, o que poderia favorecer a manutencao da estrutura de tais agregados.

Além disso, podemos perceber que a trealose é o dissacarideo que apresenta a
menor variacdo nos valores de seus angulos glicosidicos quando na formacdo do
sistema interagente, o que pode ser compreendido como uma caracteristica muitissimo
particular desse sistema e que permitiria o estabelecimento de interacGes bastante
especificas e direcionadas pela conformacdo do dissacarideo. Tais interacdes talvez
sejam fundamentais para a manutencdo do espacamento entre os fosfolipidios e, com
isso, da estrutura de bicamadas fosfolipidicas, o que, de fato, tornaria esse dissacarideo
bastante particular, como parece ser o0 mesmo.

Outra observacdo que pode ser feita é que o valor da energia de interacdo ndo

estd diretamente relacionado ao nimero de ligagBes hidrogénio estabelecidas entre os
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dissacarideos e as cabegas polares dos fosfolipidios. Muito embora o numero de
ligagGes hidrogénio estabelecidas entre maltose e o0 PMF seja o0 menor de todos, o valor
da energia de interacdo maltose-PMF é o maior de todos. Isso nos leva a suspeitar que a
energia de interacdo dissacarideo-fosfolipidio pode ser decomposta em dois termos: um
associado as ligacBes hidrogénio dissacarideo-cabecas polares e outro associado as
interacdes dispersivas entre as cadeias carbonicas das porcoes apolares.

Etapa 6) Comparacdo com dados experimentais

Nesse momento, cabe destacar o que foi mencionado por Grdadolnik e Hadzi,
em 1998. Segundo os autores, a interacdo de carboidratos com vesiculas fosfolipidicas
ocorreria através da ligacdo de um anel piranosidico a duas moléculas de fosfolipidio, o
que foi concluido através de estudos de espectroscopia no infravermelho.® A afirmacao
dos autores parece ser confirmada pelos resultados da presente tese, inclusive pelo fato
de que, além de interagfes com os grupos fosfato, ha de se considerar a possibilidade de
interacdes com o grupo trimetil aménio, sendo que, segundo 0s autores, tais interacdes
sdo dependentes da natureza do anel glicosidico (ndo-redutor versus redutor). De fato,
0s autores até mencionaram a possibilidade de tais interagdes, porém concluiram o
trabalho afirmando que as interacdes especificas estabelecidas entre os carboidratos e 0s
fosfolipidios seriam todas equivalentes entre si, uma vez que as variagdes observadas
para os diferentes espectros de absorcdo foram muito proximas entre si.

Dados experimentais resultam de um conjunto de dados relativos as
contribuicdes individuais de cada conformacdo estavel para uma determinada
substancia. Entdo, claramente, a conclusdo dos autores reforca a importancia de estudos
tedricos para a interpretacdo de determinados dados experimentais. Particularmente, os
dados que sdo extremamente sensiveis as possiveis interacdes especificas entre
substancias, como € o caso de dados espectroscdpicos.

Na tentativa de estudar a hipotese de “substituicdo de agua”, conforme ja
mencionado na secdo Metodologia, buscamos obter, teoricamente, valores para a
frequéncia de estiramento assimetrico (PO2’) do grupo fosfato dos fosfolipidios do PMF
e valores para a constante de acoplamento de spin heteronuclear (3Jc111) ao longo da
ligagdo glicosidica da trealose, isso considerando os sistemas interagentes, ou seja, nos

quais a interacao dissacarideo-fosfolipidio estava presente.

118



Os célculos das frequéncias vibracionais para o0 PMF e para os sistemas
interagentes formados pelos dissacarideos e o PMF permitiram a identificacdo de
bandas correspondentes ao estiramento assimétrico (PO2") dos grupos fosfato do PMF.
Considerando o PMF e os respectivos sistemas interagentes mais estaveis, foram
identificadas as seguintes bandas: 1229,66 - 1351,83 cm?® (para o PMF),
1158,25 - 133865 cm?® (para o sistema interagente Trealose(2)-PMF),
1154,81 — 1382,37 cm?! (para o sistema interagente Maltose(3)-PMF) e
1141,18 —1383,80 cm-1 (para o sistema interagente Celobiose(2)-PMF).

Os resultados obtidos para os intervalos de nimero de onda correspondentes a
banda de estiramento assimétrico (PO2) mostram que, em todos os casos, ha
deslocamento para menores nimeros de onda quando se compara o PMF isolado e os
correspondentes sistemas interagentes (vide Tabela 29). Tais resultados sdo compativeis
com o estudo realizado na década de 80 por Crowe e colaboradores. Nesse trabalho, os
autores relacionaram a capacidade de interagir dos carboidratos com tais deslocamentos.

No entanto, segundo o trabalho de Crowe e colaboradores, a capacidade de
interagir efetivamente garantindo a manutencdo de agregados fosfolipidicos em
processos de criopreservacdo e liofilizagdo so é verificada quando o deslocamento da
banda de estiramento assimétrico dos grupos fosfato ocorre simultaneamente com a
reducdo da intensidade da banda em questdo. Isso porque o estabelecimento de
interacdes especificas entre carboidratos e grupos fosfato acarreta na reducdo da
absorbéancia correspondente ao estiramento assimétrico das ligagcdes (PO2).

Além da identificacdo do intervalo correspondente a banda de deslocamento
assimetrico, os calculos realizados permitiram visualizar cada um dos modos
vibracionais contidos nas bandas e, dessa forma, foi possivel identificar as vibracGes de
maiores absortividades molares € em cada caso, que foram utilizadas para avaliar a
influéncia do dissacarideo sobre a intensidade do estiramento assimétrico (PO2). A
Tabela 29 apresenta 0os numeros de onda v correspondentes as vibracdes de maiores
absortividades molares ¢ e a relagdo entre as respectivas absortividades e a

absortividade molar do PMF g. A razdo fo foi tomada como sendo correspondente a

razdo entre as intensidades do estiramento assimétrico no sistema interagente e no PMF

isolado.
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Tabela 29. NUumeros de onda, absortividades molares e absortividades molares relativas, considerando a
absortividade molar da vibragdo do PMF como valor de referéncia.

Sistema vemd) e (km2mol?) 5

PMF 1249 340 1
Trealose(2)-PMF 1232 198 0,58
Maltose(3)-PMF 1228 270 0,79
Celobiose(2)-PMF 1220 266 0,78

Os resultados apresentados na Tabela 29 mostram que a trealose é o
dissacarideo que provoca maior reducdo na intensidade do estiramento assimétrico
(PO2), tendo em vista que a absortividade molar no sistema interagente corresponde a
apenas 58% da absortividade molar no PMF isolado. No trabalho de Crowe e
colaboradores, utilizado como referéncia na presente tese, 0s autores demonstraram que
a trealose foi o carboidrato que provocou maior reducdo na intensidade e associaram
iIss0 @ maior capacidade protetora do dissacarideo em processos de criopreservacdo e
liofilizagdo. Entdo, segundo a associacdo feita pelos autores, os resultados apresentados
na Tabela 29 sugerem que a trealose interage com fosfolipideos de maneira mais efetiva
que a maltose e a celobiose e que esses ultimos interagem de modo similar entre si.

Os resultados observados para a maltose e para a celobiose apresentados na
Tabela 29 mostram que ambos os dissacarideos interagem de maneira similar com o
PMF, contrariando o que foi observado para as energias de interacdo (Tabela 28). Tal
resultado sugere que ndo sO as interacfes com grupos fosfato devem ser consideradas
para avaliar as possiveis interacdes dissacarideo-fosfolipideo, mas também as interacGes
com grupos trimetil-aménio, tal como apresentado nas tabelas 18, 23 e 27. Porém, como
ndo foram encontrados dados que se prestassem a comparacdo com os resultados de
espectroscopia no infravermelho obtidos teoricamente na presente tese, nossa avaliacdo
restringiu-se a comparacdo dos sinais relativos ao estiramento assimétrico no grupo
fosfato.

Tendo em vista que se dispGe da constante de acoplamento de spin
heteronuclear a trés ligacbes para os atomos de carbono e hidrogénio das ligacGes
glicosidicas da trealose 3Jcimi em sistemas compostos por trealose e agregados
fosfolipidios de colina, com o objetivo de confirmar minimamente a geometria do

modelo que foi obtido para o sistema trealose-PMF, foram comparadas as constantes de
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acoplamento obtidas teoricamente para a trealose com o valor obtido experimentalmente
e apresentado no trabalho de Kapla e colaboradores, em 2015 (3Jciurr = 3,18 Hz). A
Tabela 30 apresenta os valores obtidos teoricamente para as constantes, bem como os
respectivos valores de populagdo de Boltzmann para cada um dos sistemas interagentes.
As constantes de acoplamento tedricas foram obtidas a partir da correlagdo de Karplus
apresentada na equacéo 24.

Tabela 30. Angulos diedros da ligacéo glicosidica, valores das respectivas constantes de acoplamento
3)c1.m1 e populagBes de Boltzmann para os sistemas interagentes trealose-PMF.

Sistemas (O] Wy Jepr(®h)  3Jour(Ph)  <Jeipr>
interagentes (graus)  (graus) (Hz2) (Hz2) (Hz2)
Trealose(1)-PMF
(2%) -47,10  -34,40 6,80 6,65 6,72
Trealose(2)-PMF
(96%) -23,1 -38,20 1,90 4,36 3,13
Trealose(3)-PMF
) -49,70  -27,20 4,06 2,08 3,07
Trealose(4)-PMF
(29%) -34,70  -24,10 6,68 1,69 4,18

No caso da trealose, temos dois valores possiveis para @y em cada um dos sistemas interagentes,
correspondentes aos angulos diedros definidos por: @y = H1I-C1-O-C1’ ¢ ¥4 = C1-O-C1’-H1".

Com os valores obtidos paras as populagdes de Boltzmann dos sistemas
trealose-PMF, podemos fazer a média ponderada pelos valores de populacdo das
constantes de acoplamento encontradas, o que nos permite uma melhor comparacao
com o resultado experimental apresentado no trabalho de Kapla e colaboradores. A
média ponderada fornece o valor de 3,22 Hz para a constante de acoplamento de spin
C1,H1’, que muito bem se compara com o valor de 3,18 Hz obtido experimentalmente.
Sendo assim, mesmo diante de toda a limitacdo apresentada no estudo realizado, parece
que a metodologia utilizada fornece sistemas trealose-PMF minimamente comparaveis,
em termos geomeétricos, aos sistemas reais formados pela interacdo da trealose com

agregados fosfolipidicos, pelo menos no que se refere a conformacao do dissacarideo.
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7. CONCLUSOES

1) Foram identificados dois tipos de interagcbes principais entre todos os
dissacarideos e o PMF: interacfes com grupos fosfato e interagcbes com grupos trimetil-
amonio das cabecas fosfolipidicas. Assim, uma comparacédo entre os efeitos da presenca
de dissacarideos sobre ambos os sinais, e ndo somente sobre o sinal relativo ao
estiramento assimétrico da ligacdo ~OPO™~ dos grupos fosfato, faz-se necessaria para
confirmar um possivel padrdo de interacdes especificas diferenciado para a trealose.

2%) O protocolo criado para a obtencdo dos sistemas complexos tomados como modelo
da interacdo dissacarideo-membrana fosfolipidica gerou sistemas para os quais o valor
da energia de interacdo ndo esta diretamente relacionado ao numero de ligaches
hidrogénio estabelecidas entre os dissacarideos e as cabecas polares dos fosfolipidios.
Assim, apesar da interagdo dissacarideo-PMF ocorrer especificamente com as porgdes
polares dos fosfolipidios, existe forte indicio de que a energia de interacdo pode ser
decomposta em um termo correspondente as ligacfes hidrogénio que se estabelecem
com as porcdes polares dos fosfolipidios e um termo correspondente as interacoes

dispersivas que se estabelecem entre as por¢des apolares dos fosfolipidios.

3%) O presente estudo apresenta indicios de que o método semi-empirico PM6 pode ser
adequado para descrever as interac@es intramoleculares que definem a conformacéo da
trealose nos sistemas trealose-membrana fosfolipidica. I1sso porque o metodo semi-
empirico PM6 foi capaz de reproduzir teoricamente o valor obtido experimentalmente
para a constante de acoplamento de spin 3Jcin1 para a trealose em aglomerados
fosfolipidicos. Tal concordancia confirma a geometria obtida teoricamente para a
trealose nos sistemas complexos, tendo em vista que a constante de acoplamento 3Jc1 11
estd diretamente relacionada aos valores dos angulos diedros glicosidicos, que sdo 0s

parametros geométricos mais importantes para a conformacao de dissacarideos.

4% Da mesma forma, had indicios de que o método semi-empirico PM6 pode ser
adequado para descrever as interacfes intermoleculares presentes nos sistemas trealose-
membrana fosfolipidica. O método sem-empirico PM6 foi capaz de reproduzir
teoricamente o comportamento observado experimentalmente para o sinal

correspondente ao estiramento assimétrico da ligagdo ~OPO™~ dos grupos fosfato em
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um sistema dimérico formado por duas moléculas de DOcPC isoladas e em um sistema
complexo formado pelo sistema dimérico e uma molécula do dissacarideo trealose, que

foi tomado como prototipo da interacdo dissacarideo-membrana fosfolipidica.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Em face do que acaba de ser exposto, € importante mencionar a capacidade
singular dos estudos de modelagem molecular no que diz respeito a identificacdo de
possiveis interacGes especificas entre sistemas moleculares. Tais estudos constituem
importantes ferramentas potencialmente capazes de contribuir para o entendimento do
mecanismo de interacdo entre sistemas moleculares, permitindo uma melhor e mais
completa interpretacdo de resultados experimentais e, até mesmo, a correcao de algumas
interpretagdes. Dessa forma, com o objetivo de ampliar e refinar os resultados tedricos

obtidos a partir do presente estudo, tem-se as seguintes perspectivas futuras:

1) Incluir o estudo da interacdo iso-maltose-PMF (al—6).

2) Considerar o erro de superposicdo de conjunto de base (Basis Set Superposition

Error, BSSE) nos célculos da energia de interacdo dissacarideo-PMF.

3) Realizar a analise dos orbitais de ligacao naturais (Natural Bond Analysis, NBO) nos

sistemas complexos obtidos.

4) Analisar o efeito da interacdo dissacarideo-PMF sobre a conformacdo das porcgdes

apolares dos fosfolipidios.

5) Obter os espectros experimentais de absor¢do no infra-vermelho para agregados

fosfolipidicos de colina desidratados e desidratados na presenca de dissacarideos.

6) Obter experimentalmente as constantes de acoplamento de spin a trés ligacdes 2Jci 1

para todos os dissacarideos considerados.
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