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Resumo

Victor Holanda Rusu: Desenvolvimento de um campo de for¢a “coarse-grain” para
carboidratos. Doutorado em Quimica, orientador prof. Dr. Roberto Dias Lins Neto,
Departamento de Quimica Fundamental, Universidade Federal de Pernambuco,

Recife, Pernambuco, Brasil, 2014.

Na natureza, os carboidratos sdo geralmente encontrados na forma
polimérica e/ou complexados com outras biomoléculas, tais como proteinas,
lipideos, etc. A descrigao tedrica do comportamento destes sistemas biomoleculares
requer simulagdes relativamente longas e consequentemente, computacionalmente
custosas. Uma maneira de diminuir os requerimentos computacionais ¢ através do
uso de campos de forga “coarse-grain” (CG). Nesta abordagem, grupos de atomos
sao mapeados em esferas diminuindo o numero total de particulas no sistema, mas
com o custo da perda de detalhes quimicos. Neste trabalho desenvolvemos uma nova
maneira de expressar carboidratos de forma mais aproximada e combinando com o
modelo de agua SPC CG GROMOS. O novo campo de forg¢a, denominado
PITOMBA, corretamente mapeia as conformagdes barco e cadeira, bem como, os
anOmeros alfa e beta. A validagao dos parametros sao mostrados para as amilose V e
A e o-, B- and y-ciclodextrinas (CD). Nosso trabalho abre a possibilidade de simular
sistemas contendo carboidratos e a termodindmica de formagdao de complexos com
CDs com um ganho de tempo computacional de 1-2 ordens de grandeza em

comparagao aos campo de forca atomisticos.

Palavras-chaves: carboidratos, campo de forga, coarse-grain



Abstract

Victor Holanda Rusu: Development of a coarse-grained force field for
carbohydrates. Ph.D. thesis supervised by prof. Dr. Roberto Dias Lins Neto,
Departamento de Quimica Fundamental, Universidade Federal de Pernambuco,

Recife, Pernambuco, Brazil, 2014.

In nature, carbohydrates are typically found in polymeric forms and/or
complexed with other of biomolecules (e.g., proteins, lipids, components of external
cell wall membranes, etc). A theoretical description of the behavior of these large
biomolecular systems requires simulations of relatively long time scales and
consequently demanding computational resources. One way to decrease the
computational requirements is to use coarse-grained (CG) force fields. In this
approach, groups of atoms are mapped into beads decreasing the total number of
particles in a system at the expense of some chemical detail. In this work we have
developed a novel approach to depict carbohydrates at a coarser level in combination
with a SPC CG model for water. The new force field, denoted as PTIOMBA,
correctly predicts carbohydrate boat and chair conformations as well as beta and
alpha anomers. Validation of the parameters are showcased for amylose V, A and o-,
B- and y-cyclodextrins. Our work opens the possibility of simulating carbohydrate
molecular systems and host-guest binding thermodynamics with convenient
computational time savings of about 1-2 orders of magnitude compared to the

atomistic counterparts.

Keywords: carbohydrates, force field, coarse-grain



Agradecimentos

Muitos fatores contribuiram para a realizagdo deste trabalho, de modo que

gostaria de expressar meus sinceros agradecimentos:

A minha familia, especialmente a minha mde M?® Helena, esposa Débora,
irma Mariana, tia Julia e tio Marco pela compreensdo, apoio e crenga de que algum
dia eu terminaria o doutorado. Aos professores Roberto Dias Lins Neto, Riccardo
Baron, Thereza A. Soares, Ricardo Luiz Longo, Mozart Neves Ramos e Gustavo
Seabra pela amizade, investimento, dedicagdo, paciéncia, orientagdes, ensinamentos,
oportunidades de trabalho e inspiracdo. Ao professor Riccardo Baron gostaria de
agradecer também por ter me recebido no seu grupo na The University of Utah,
durante o sanduiche. Aos professores do Departamento de Quimica Fundamental

por contribuirem de maneira especial para a minha formag¢ao académica.

Gostaria de agradecer aos colegas de grupo no BIOMAT, LQTC e BARON
GROUP e especialmente a Gabriel da Hora, Frederico Pontes, Roberta Dias,
Janilson da Silva Jr., Laércio Pol Fachin, Denys Ewerton, Keila Cunha, Agrinaldo
Nascimento, Daniela Nadvorny, Carlos Henrique, Carol Pacheco, Renaldo Junior,
Eduardo Castro, Diego de Paula, Juilio Cosme, Albano Carneiro Neto, Miguel
Angelo, Cristiano Bastos, Karina Barros, Paulo McMiller, Erico Teixeira, James
Robertson, Nadeem Vellore, Joe Passman, Jibao Lu, Julie Kneller, Jordan
Meadows, Yumna Subhani, Vitor Horta, Sven Miller e Kyle Trettin por tornarem a
jornada mais facil e divertida. E a Sereina Riniker por comentarios importantes e por
fornecer os arquivos de entrada das simulagdes do modelo de agua SPC CG
GROMOS.

Gostaria de agradecer também a CAPES pela bolsa de doutorado através do
programa Nanobiotec-BR/CAPES e a oportunidade de realizar parte do doutorado
na The University of Utah. Ao CNPq, FACEPE, INCT/INAMI e LNCC pelo apoio
financeiro através de infraestrutura e/ou auxilio nas viagens para congresso € Cursos.

Agradeco pelos recursos computacionais ao Environmental Molecular Sciences



Laboratory (EMSL), ao Argonne National Laboratory, ao Extreme Science and
Engineering Discovery Environment (XSEDE), ao San Diego Supercomputer Center
(SDSC) e ao Center for High Performance Computing (CHPC) na The University of
Utah.



Sumario

RESUMIO .. e 3
ADSTIACE ..ttt eaaa 4
AGradeCImMeNTOS......cevniiieiiiee e S
Lista de Tabelas........ccoouuiieiiiiiieiee e 12
Lista de FIGUIas ......coovuiiiiiiiiie e 15
JA\[o] - Y o= 1o RS 20
Dimensoes € UnNIidades.........coouvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 20

N3 Fed TP UPPPPPPTRRR 20

| £ oTaq oY 10 Tt 1o JR 22
Introducao @ Carboidratos. .........oivvuniiiiiiiie e 23
Dindmica MOIECUIAT .......cceiiiiiiiiiiiiiiiiie e 28
Integracdo da Equagdo de MovImMento ..............ocuvvviieeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeiiiiinnn 29
ENSEMDIES .o 29
Calculos de ENergia LiVI€ .......coeeeeiiiiiiiiiieieeeeceeiee e 30
Métodos da Perturbagao e Integragdo Termodindmica ...............ceevvvvvennnnnnn... 31
Método da Razdo de Aceitacdo de Bennett ............coooeviiviiiiiiiiiiiiiiieeii 33
Modelos Atomisticos de Carboidratos .........ccoovvvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 34

Modelos “coarse-grain” para Carboidratos .............ceeeviiviiuiieeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeeaanns 37



MOodelos COM TTES ESTOTAS ...cnenee et 37

Outros modelos “Coarse-grain’ ...............ouuuuieeeeeeiiriiiiiiiiieeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeaanns 43
HIpOtese da TeSE......cceiviiiiiieeee e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaaaes 47
Constru¢do do Campo de For¢ca PITOMBA ..........cccooviiiiiiiiiiiiiiei, 48
Caracteristicas Gerais do MOdelo ...........oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 48
Mapeamento Atomistico para “Coarse-grain” .............ccccvveeeeeeeeerrvvrvennseeeennn. 48
Modelo de Ligacdo em “Pipa” ..........ceiiieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeiee e 50
Estratégia de Parametrizagao ............eeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiie e e e e e e e e e e e eaaaaes 50
Condigoes de Simulagdes e Sistemas SImulados...........coooovviiiiiiiiiiiiiineennnn.. 51
Parametrizagdo dos Termos Ligados ...........couuuuiieeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiee e 53
Contribuiges de LIZACA0 .....cevvvuuuieeeeiiiiiiiiiiee e e ee e e e e e e e e e e eeeeeeaanes 54
ContribuigOes ANGUIATES...........uuuuieeeeiiiiiiiiiie e e e e e et e e e e e eeeeeeeaaes 56
Contribuigdes de Angulos IMPIOPIIOS .........veoveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 57
Contribui¢des de Angulos Diédricos PIOPIIOS. ........c.ovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn 58
Parametrizagdo dos Termos NA0o-Ligados..........ceeeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeiiiiiicieeeeeeeeeeins 62
Interacoes EIEtrOStAtICAS ........ccvvuniiiieiii e 62
Interacoes de van der Waals ...........oooivuiiiiiiiiiiiiiiee e 64
Desempenho Computacional do Campo de Forca PITOMBA .......................... 66
Validag¢dao do Campo de Forga PITOMBA .........ccoooiiiiiiiiiiieiiee 68

Efeito do Passo de Integracao no Campo de Forca PITOMBA...............ccc........ 68



Hélices Simples e Duplas com Ligagdes 1-4 oo de GlicOoSe ............cvvvvviieeeeerrnnnnn. 70

0, B- € Y-CIClOdeXLIIINAS .....coooiiiiiiiiiiiiiiiiicceceeeeeeeeeeeeee e 72
Consideragies FINQAIS ........coouiiviiiiiiiiieiee e 76
PrSPECEIVAS ...t 77
Referéncias Bibliograficas ............ccooooeeiiiiiiiiiiiiiice e 78
APENAICE A oo 85
A.1. Programas Disponiveis para Download ..................cceeeeeeeeiieeeiiuiiiieaaeannnnnnnns 85
)N I = o -1 o U PPPURRPPPIN 85
A 1.2, g CgAIPOLEIEOT . uuuinn e e e eaaaaes 86
A.2. Programas Disponiveis por Interface Web.............ccccooeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeaiiniinn, 87
A.2.1. Rotational Profiler...........coooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 87
A2.2. MDWIZ ...ttt 88
APENdICE B ..o 89
Modelo de Agua SPC CG GROMOS........ccooiieoeeeeeeeeee e, 89
Validade do MOdElO ......cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 90
Propriedades do Modelo Implementado.................ceeeeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeiinnnn. 90
APENAICE C .o 92

C. 1. Potencial Quartico de Ligaga0 .......ceeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiie e 92

C. 2. For¢a gerada por um Potencial QUATtICO ........cceeeeiiiiiiiiiiieeeeeeieiiiiieee e, 92



C. 3. Potencial Quartico e Dependéncia COM A ..............evvvvvvvvvvevrvrueninennnnnnnnnnnns 93

C. 4. Implementacdao em C no GROMACS 4.5.X €4.6.X......ccoeeeeeeiiiiiiriiiaaannn, 94
C. 4. 1. Fungao DONAS(...) covueniiiiiiee e 94
C. 4. 2. Funga0 harmomniC (...) ....uuueeeiiiiie e 96

APENAICE D oo 98

D.1. Arquivos mdp das SIMUIACOES.........cccviiiiiriiieeeeeieiiiiiiiee e e e e eeeeiiee e e eeeeeeanes 98
D.1.1. SImulagOes AtOMUISTICAS. ... ...uuivuniiiieeiieeiiee e ee e e e e e e e 98
D.1.2. SImulagOes “coarse-grain’ ...........ccceeeeeeeiiieeuiiiieeeeeeeeiiiiiiee e e e 100

D.2. Arquivos de topologia do PITOMBA .........ccoooeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 104
D.2.1. 0D -GLCOSE ..ttt 104
D.2.2. MAltOSE ..coeeiiiiiiiiiiiiiiiiiic 105
D.2.3. CLODIOSE .....eeeiieieiiiiiiie e 107
D.2.4. 0-CICIOAEXEIINA ..ottt e e e e e 109
D.2.5. Agua SPC CG GROMOS ........oviieieee oo, 115

D.2. Arquivos de geometria do PITOMBA..........ccooeiiiiiiiiiiiiiee e 116
D.2.1. 0D -GLCOSE ..ttt 116
D.2.2. MAltOSE ..coeeiiiiiiiiiiiiiiiii 116
D.2.3. CLODIOSE .....eeiiiieeeiiiiiiee et 116

D.2.4. O-CICIOAEXIIINGA ... oo 116



Publica¢des Cientificas



Lista de Tabelas

Tabela 1. Populagdes relativas das trés conformagdes do grupo hidroximetil, obtidas
durante 20 ns de simulagdo da o- e -D-glicose, descrito pelo campo de forga
GROMOS 45A3. Tabela adaptada de Lins, R. D.; Hiinenberger, P. H. J.
Comput. Chem. 2005, 26, 1400-1412, Copyright (2012) com permissao da

American Chemical SOCIELY........cc.covvviiiiiiiiiee e 36

Tabela 2. Energias interna e livre de Gibbs relativas da o-D-glicose em relagdo a
conformacio “C,. Tabela adaptada de Pol-Fachin, L.; Rusu, V. H.; Verli, H ;
Lins, R. D. J. Chem. Theory Comput. 2012, 8, 4681-4690, Copyright (2012) com
permissao da American Chemical Society e adaptada de Lins, R. D
Hiinenberger, P. H. J. Comput. Chem. 2005, 26, 1400-1412, Copyright (2012)

com permissao da American Chemical Society............ccoeeveeiiiiiiiiiiiiieeeenieeiins 36

Tabela 3. Parametros de célula do cristal de celulose I nos modelo atomisticos
(CHARMM?22 e CSFF), CG celulose (Modelo de Bu et al) e experimental®.
Tabela adaptada de Bu, L.; Beckham, G. T.; Crowley, M. F.; Chang, C. H;
Matthews, J. F.; Bomble, Y. J.; Adney, W. S.; Himmel, M. E.; Nimlos, M. R. J.
Phys. Chem. B 2009, 113, 10994-11002, Copyright (2009) com permissao da

American Chemical SOCIELY. .......ccccovvuiiiiiiiiiee e 39

Tabela 4. Massa, em unidades de massa atdmicas, e atomos, na numeracao IUPAC,

que constituem cada tipo de superatomo no modelo PITOMBA. ................... 49

Tabela 5. Tempo de simulagdo, em nanosegundos, nimero de particulas na caixa de

simulag¢do e representacao molecular de cada um dos sistemas simulados ...... 52

Tabela 6. Tipo de ligacdo, constante de forga, distancia de equilibrio e distancia
meédias obtidas com o PITOMBA e mapeadas do modelo atomistico GROMOS
53A6GLYC para @ liCOSE. .....ccevvviiiiiiieeeeeeeieiiiiee e e e e e et e e e e e e e e e 55



Tabela 7. Tipo de angulo, constante de forga, angulo de equilibrio, angulos médios e

posigdes relativa dos angulos do PITOMBA e mapeadas do modelo atomistico
GROMOS 53A6GLYC para o residuo de maltose e celobiose. Os erros

representam O deSVIO PAATAO. .....uuuueeeiiiiiiiiiiiieeeeeee et e e e eeeeeeeeeaaes 56

Tabela 8. Tipo de angulo improprio, constante de for¢a, angulo de equilibrio,

angulos médios e posi¢oes relativa dos angulos do PITOMBA e mapeadas do
modelo atomistico GROMOS 53A6GLYC para o residuo de maltose e

CELODIOSE. ..o e e e e e e 58

Tabela 9. Tipo de angulo proprio, constante de forga, deslocamento de fase,

multiplicidade para ligagdo glicosidica em dissacarideos presentes no
PITOMBAL ... e 60

Tabela 10. Valores das cargas elétricas atribuidas a cada esfera CG no PITOMBA.62

Tabela 11. Energia de hidratagdo em agua SPC CG calculada e escalonada de cada

esfera CG do PITOMBA. Os valores experimentais estdo associado as

moléculas que compde cada esfera CG, com valéncia completa por hidrogénio.

Tabela 12. Parametros de Lennard-Jones (C6 e C12) para cada esfera CG no

PITOMBAL L., 65

Tabela 13. Energia média, de 1000 passo de simulag¢do, de cada termo do
PITOMBA em fun¢do do passo de integracdo para diferentes simulagdes da

MAltOSe €M SOIUCAOD. ....ovvniiiniiiiie e 69

Tabela 14. Numero médio de moléculas de agua dentro das cavidades das o-, 3- e y-

ciclodextrinas durante 100 ns de simulagao com os campos de forca GROMOS
53A6GLYC € PITOMBA . ..o e e 73

Tabela 15. Parametros requeridos pelo modelo de agua SPC CG GROMOS. ....... 90



Tabela 16. Densidade (p), energia potencial por esfera CG (Vpot) e coeficiente de
difusao (D), em 298 K, para modelo SPC CG GROMOS implementado nesta

tese, em comparagao com diferentes modelos de agua CG e com dados
experimentais. Tabela adaptada de Riniker, S.; van Gunsteren, W. F. J. Chem.

Phys. 2011, 134, 084110, Copyright (2011) com permissao da AIP Publishing



Lista de Figuras

Figura 1. Representagdo esquematica da D-glicose. .........ccceeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeiiiiiinnnnn. 23
Figura 2. Representagdo esquematica da a-D-glicose e B-D-glicose....................... 24
Figura 3. Representacdo esquematica da maltoSe. .........ccceeveveeiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeennnn. 25
Figura 4. Representagdo esquematica da celobiose..........cccceeevviviiiiiiieeeeeeeiiiiiinnnn. 25
Figura 5. Representagdo esquematica dos angulos ¢ e y da ligagao glicosidica...... 26

Figura 6. Representacdo esquematica dos tipos de ciclodextrinas em fungao do

numero de monOMEr0S dO ANEL. .....ouinie e, 27

Figura 7. Representacdao dos valores de ¢ e y para a maltise (a) e celobiose (b) com
os valores médios de cada diedro no centro de cada elipse. A magnitude dos
eixos das elipses representam os desvios padrao de cada modelo. Figura
adaptada de Carbohydrate Research, 344/16, Carlos A. Stortz, Glenn P.
Johnson, Alfred D. French, Gabor I. Csonka, 12, Copyright (2009), com
permissao da Elsevier. Adaptada de The Lancet, 16, Carlos A. Stortz, Glenn P.
Johnson, Alfred D. French, Gabor I. Csonka, Comparison of different force
fields for the study of disaccharides, 12, Copyright (2009), com permissdao da
ELSEVIET . ...t 35

Figura 8. Representagdes atomisticas € M3B sobrepostas da molécula de maltose. A
posicdo das esferas CG M3B (Bl, B4 e B6) coincidem com os atomos de
carbono (C1, C4 e C6) do modelo atomistico. As trés esferas do modelo M3B
estdo conectadas por ligagdes (linhas tracejadas) e uma unica ligacdo entre
residuos representa a ligacdo glicosidica. Figura adaptada de Molinero, V.;

Goddard, W. A. J. Phys. Chem. B 2004, 108, 1414-1427, Copyright (2004) com

permissao da American Chemical SOCIEtY. ...........uvuveieeeeiiiiiiiiiiiieee e 37



Figura 9. Determinagdo da temperatura de transi¢do vitrea para a o-D-glicose com
12,2 % de agua na representacdo M3B. Figura adaptada de Molinero, V.;
Goddard, W. A. J. Phys. Chem. B 2004, 108, 1414-1427, Copyright (2004) com

permissao da American Chemical SOCIEtY. ...........uvvveieeeeiiiiiiiiiiiieee e 38

Figura 10. Acgucares parametrizados no modelo MARTINI por Lopez et al.: o-
glicose(G); B-frutose (F); sucrose (SUC); trealose (T); maltose (M); celobiose
(O); nigeriose (N); laminarabiose (L); kojibiose (K) e soforose (S). Figura
adaptada de Lopez, C. A.; Rzepiela, A. J.; de Vries, A. H.; Dijkhuizen, L.;
Hiinenberger, P. H.; Marrink, S. J. J. Chem. Theory Comput. 2009, 5, 3195-3210,
Copyright (2009) com permissao da American Chemical Society................... 40

Figura 11. Mapeamento atomistico para CG de mono (A); di- (B) e oligossacarideos
(C) no modelo MARTINI. Figura adaptada de Lopez, C. A.; Rzepiela, A. J.; de
Vries, A. H.; Dijkhuizen, L.; Hiinenberger, P. H.; Marrink, S. J. J. Chem. Theory
Comput. 2009, 5, 3195-3210, Copyright (2009) com permissdao da American
ChemiCal SOCIELY . ....ccvvueiieiie et 41

Figura 12. Estruturas da amilose V com 26 mondmeros em nonano (A) e em agua
(B). Na parte superior representacao atomistica e na inferior CG MARTINI. (A)
Ambas as representagdes em nonano convergiram para um estrutura em V
estavel em 25 ns; (B) A transferéncia para agua promove um aumento de
flexibilidade e o desenovelamento das estruturas em hélice. Figura adaptada de
Lopez, C. A.; Rzepiela, A. J.; de Vries, A. H.; Dijkhuizen, L.; Hiinenberger, P.
H.; Marrink, S. J. J. Chem. Theory Comput. 2009, 5, 3195-3210, Copyright (2009)

com permissao da American Chemical Society............ccoeeeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeiniiins 42

Figura 13. Estrutura atomistica com as defini¢des das esfera CG para o modelo de
Hynnine et al. para a (a) glicose e agua; (b) celobiose e (c) celotrealose. A

representacdo CG da celotetraose estd indicada pela seta. Figura adaptada de
Hynninen, A.-P.; Matthews, J. F.; Beckham, G. T.; Crowley, M. F.; Nimlos,



M. R. J. Chem. Theory Comput. 2011, 7, 2137-2150, Copyright (2011) com

permissao da American Chemical SOCIEtY. ...........uvuveieeeeiiiiiiiiiiiieee e 42

Figura 14. Estruturas finais da simulagdo da transi¢do entre as fases cristalina (A =
1) e amorfa (A = 0) da celulose. Figura adaptada de Srinivas, G.; Cheng, X.;
Smith, J. C. J. Chem. Theory Comput. 2011, 7, 2539-2548, Copyright (2011) com

permissao da American Chemical SOCIEtY. ...........uvuveeeeeeiiiiiiiiiiiieee e 43

Figura 15. Representacdo esquematica da cadeia de celulose na representacdo
atomistica (topo) e na representagdo CG de Bellesia (meio). Na parte inferior a
comparagdo geométrica dos modelos CG de Bellesia e atomistico para a
molécula de glicose. Figura adaptada de Bellesia, G.; Chundawat, S. P. S
Langan, P.; Redondo, A.; Dale, B. E.; Gnanakaran, S. J. Phys. Chem. B 2012,

116, 8031-8037, Copyright (2012) com permissdao da American Chemical
N TeToi (o1 2T 44

Figura 16. Estruturas finais da simulagdo da transi¢ao entre as fases I (A = 0) e IIL;
(A =1) da celulose. Figura adaptada de Bellesia, G.; Chundawat, S. P. S,
Langan, P.; Redondo, A.; Dale, B. E.; Gnanakaran, S. J. Phys. Chem. B 2012,
116, 8031-8037, Copyright (2012) com permissdao da American Chemical
N TeToi (o1 2P U USRI 45

Figura 17. Mapeamento CG para o residuo de glicose nos quatro diferentes modelos

CG desenvolvidos por Markutsya. Figura adaptada de Markutsya, S.;
Devarajan, A.; Baluyut, J. Y.; Windus, T. L.; Gordon, M. S.; Lamm, M. H. J.
Chem. Phys. 2013, 138, 214108-214117, Copyright (2013) com permissdao da AIP

Publishing LLC. .....ouuiiiiii e e e e e e e e e e e e e e eeaaaes 46

Figura 18. Representag¢do do residuo de glicose no campo de forca PITOMBA e os

atomos que constituem cada esfera CG na representacao de atomos unidos do
GROMOSOO ...ttt e e e 49



Figura 19. Representagdo esquemadtica da maltose, no modelo PITOMBA,

enfatizando as ligagdes do modelo em forma de pipa..........cccooevvvieeiieeeeeennnnnns 50

Figura 20. Histogramas normalizados por area das distancias CV2-CV6 e CVM-

CV6 mapeadas de 100 ns uma simulagao atomistica da glicose com o campo de
for(;a 53A6GLYC- ............................................................................................ 55

Figura 21. Perfis rotacionais dos angulos ¢ (GROMOS 53A66ivc) € x (CG
PITOMBA) para a molécula de maltose (a) e celobiose (b). O perfil atomistico
foi calculado com o nivel de teoria HF/6-31G(d). Os angulos estdo definidos na

(e (enlsa 017 Yoz ol G € PR TUUTR 60

Figura 22. Valores do angulo diédrico da ligacdo glicosidica da a) maltose e b)
celobiose, no modelo PITOMBA, durante 100 ns de simulacaio CG PITOMBA
e atomisticas GROMOS 53A6¢ryc. As moléculas atomisticas foram mapeadas
oL 5 - 1 G € ST PPPPRSRPPIN 61

Figura 23. a) Momento de dipolo do residuo de glicose nos modelos PITOMBA e
GROMOS 53A661vc em fungdo do tempo ao longo de 100 ns de simulagao; b)
Histograma do dangulo que entre o momento de dipolo do residuo de glicose e o
seu valor médio nos modelos PITOMBA e GROMOS 53A6cryc ao longo de
100 NS de SIMUIACAO. .....iveniiie e 63

Figura 24. Momento de dipolo do residuo de glicose nos modelos GROMOS
53A6cryc (vermelho) e PITOMBA (azul). A posi¢ao do vetor atomistico foi

deslocado para melhor visualizagdo do vetor CG, mas ambos sao sobrepostos.

Figura 25. Ganho computacional do campo de forca PITOMBA comparado ao
campo de forca GROMOS 53A6¢Lyc, para as moléculas de glicose, Y-
ciclodextrina e amilose A, respectivamente. Os calculos foram realizado num

computador com arquitetura Intel 17, com quatro nucleos de processamento 2,9

GHz e 8 GB de memoria RAM e sistema operacional OS X 10.9.1................ 66



Figura 26. Valores do angulo diédrico da ligagdo glicosidica da maltose, no modelo

PITOMBA, durante 500 passos de simulagdo no CG PITOMBA. ................. 70

Figura 27. Representacao da amilose V em um passo de um trajetoria de 100 ns em

solucao no PITOMBA. A distancia entre dois residuos numa volta da amilose V

Figura 28. Raio de giro da amilose V ao longo de 100 ns de simulagao no campo de

forca PITOMBA em solucio. Valor médio de 11,9 A. ..oooovioviiiiieeen 71

Figura 29. Distancia entre residuos numa volta de amilose A ao longo de 100 ns de

simula¢ao no campo de forca PITOMBA em solugdo. Valor médio de 24,1 A.72

Figura 30. Representacdo esquemadtica da 7y-ciclodextrina no campo de forga

GROMOS 53A6¢ryc e visOes lateral (a) e de cima (b) do cilindtro (azul)

utilizado na contagem das moléculas de dgua...........c..ceeeevviiiiiiieeeeeeiiiiiiiinnnnn. 74

Figura 31. Histograma do numero de moléculas de 4agua dentro das cavidades
atomisticas no modelo GROMOS 53A66.vc da (a) a-, (c) B- e (e) v-CDs, e do
numero de moléculas de agua atomisticas dentro das cavidades CG PITOMBA
do (b) a-, (d) B- e (f) y-CDs. O numero de moléculas de agua atomisticas no
modelo CG foi obtido ao multiplicar por cinco o numero de esferas dentro das

CAVIAAACS. .o e e e e 75

Figura 32. Modelo de agua SPC CG GROMOS. Figura adaptada de Riniker, S.;
van Gunsteren, W. F. J. Chem. Phys. 2011, 134, 084110, Copyright (2011) com
permissao da AIP Publishing LLC. ........cccocooiiiiiiiiiiiiiee e 89



Notacao

Dimensoes e Unidades

Utilizou-se de diversas unidades para reportar os resultados. Tentou-se

manter as unidades o mais proximas possiveis das usuais.
Siglas

CG - do inglés coarse-grain

CD - Ciclodextrina

PITOMBA — Parameter Interface To Oligosaccharide Molecules Based on Atoms

BAR — Método da Razao de Aceitacao

1 -1 a— Ligagdo glicosidica da a-D-glicopiranosil-(1—1)-o-D-glicopiranose
1—1 B - Ligagdo glicosidica de B-D-glicopiranosil-(1—1)- B-D-glicopiranose
1—2 o — Ligagdo glicosidica da o-D-glicopiranosil-(1—2)-o-D-glicopiranose
1—2 B - Ligagdo glicosidica de B-D-glicopiranosil-(1—2)- -D-glicopiranose
1—3 o — Ligagdo glicosidica da a-D-glicopiranosil-(1—3)-o-D-glicopiranose
1—3 B - Ligagdo glicosidica de B-D-glicopiranosil-(1—3)- -D-glicopiranose
1—4 o — Ligagao glicosidica da o-D-glicopiranosil-(1—4)-o-D-glicopiranose
1—4 B — Ligagdo glicosidica de B-D-glicopiranosil-(1—4)- -D-glicopiranose
1—6 o — Ligagdo glicosidica da o-D-glicopiranosil-(1—6)-o-D-glicopiranose

1—6 B — Ligagdo glicosidica de B-D-glicopiranosil-(1—6)- -D-glicopiranose






Introducao

Carboidratos tém grande importadncia na natureza, principalmente na forma de
longas estruturas poliméricas tais como amilose, glicogénio (reserva energética de
animais), celulose, quitina (componentes estruturais de células e exoesqueletos) e
combinag¢des com outras biomoléculas tais como proteinas (na forma de glicoproteinas) e
lipidios (lipopolissacarideos).”” O tamanho e flexibilidade destes sistemas, em geral,
limitam a simulagdo computacional via modelos atomisticos. Uma alternativa ¢ o uso de
representagdes mais simplificadas, tais como as “coarse-grain” (CG). Nesta abordagem,
grupos de atomos sao mapeados em uma unica esfera, sendo estas responsaveis por
mimetizar o volume ocupado dos grupos de atomos que as compde e as energias de
interacao com as demais particulas do sistema. Ha duas grandes razdes, do ponto de
vista computacional, para o uso desta representacao, i. ha uma redu¢ao no nimero de
particulas no sistema e ii. os movimentos mais lentos devido as massas reduzidas
maiores, assim o0 uso de passos maiores na integra¢do das equagdes de movimento. No
entanto, o uso de modelos CG representa um compromisso entre tempo computacional e
perda de informagdo quimica, tais como, detalhes estruturais do sistema, interagdes

especificas entre sitios de ligagdo e superficies termodinamicas simplificadas.

Neste contexto, este capitulo tem como objetivos dar uma breve introdugdo aos
tipos de acgucares tratados nesta tese e a simulagdo computacional via dinamica
molecular de carboidratos tanto nas representagdes atomisticas, bem como nas
representagdes CG, a teoria do calculo de energias de livres de Gibbs em simulagdo
computacionais, utilizada para ajustar os potenciais de interagdo entre as esferas CG e,

por fim, apresentar a hipdtese geral desta tese.
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Introducado a Carboidratos

Carboidratos ¢ a classe de biomoléculas mais abundantes na natureza e podem ser
classificadas como: monossacarideos (unidades de polihidroxialdeidos ou
polihidroxicetonas), dissacarideos (dimeros de monossacarideos), oligossacarideos
(cadeias curtas contendo no maximo 20 monossacarideos) e polissacarideos (cadeias
curtas contendo mais de 20 monossacarideos). O monossacarideo mais abundante na

natureza ¢ a dextrose (Figura 1) que ¢ formada por um anel de seis membros e contém

cinco grupos hidroxila.

D-glicose

Figura 1. Representagcdo esquematica da D-glicose.

Os carboidratos com mais de cinco atomos de carbono geralmente aparecem na
forma de anéis ciclicos, parecidos com o furano (cinco membros) ou pirano (seis
membros). Desta forma os carboidratos com seis membros sio conhecidos como
piranoses. Carboidratos com grupo aldeidos sdo conhecidos como aldoses e os com
grupo cetona sdo conhecidos como cetoses. As aldoses com seis atomos de carbono
tendem a formar anéis de seis membros (a exemplo da glicose), em que um dos membros

do anel é um oxigénio (Figura 1).°

Cada atomo de carbono da cadeia de glicose apresenta uma numeragao
especifica, como pode ser vista na Figura 1. Exceto pelo oxigénio que pertence ao anel
(oxigénio cinco), os demais oxigénios se ligam a apenas um atomo de carbono e tém a
numeragao igual ao do carbono associado a ele. Por exemplo, o oxigénio ligado ao

carbono C1 tem numeragao O1. Esta mesma numeragao ¢ empregada para os atomos de
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hidrogénio ligados aos carbonos. Quando ha mais de dois hidrogénios ligados a0 mesmo
carbono um segundo indice ¢ adicionado para indicar cada hidrogénio separadamente.
Os atomos de hidrogénio ligados aos atomos de oxigénio sao denominados HOs, assim o

hidrogénio ligado ao O1 tem nomenclatura HO1.°

Na representacao esquematica da dextrose na Figura 1 observa-se a presencga de
um carbono anomérico (C1) que pode apresentar duas configuragdes do grupo OH, a
saber, o ou 3. As duas configuragdes distintas da D-glicose estao representadas na Figura
2. A glicose recebe o nome de o-glicose quando o grupo OH do carbono anomérico esta
em posi¢ao oposta ao grupo CH2OH e recebe o nome de -glicose quando o grupo OH

do carbono anomérico estd em posi¢do similar ao grupo CH,OH.°

CH,0OH CH,OH

H O H H O OH
H H
OH H OH H

OH OH OH H
H OH H OH
a-D-glicose B-D-glicose

Figura 2. Representagdo esquematica da o-D-glicose e 3-D-glicose

A ligacao quimica entre dois monossacarideos ¢ denominada ligagcdo glicosidica e
ocorre entre qualquer posi¢do que contenha o grupo OH no agtcar. Quando a ligagdo
envolve o carbono 1 de um monossacarideo e o carbono 4 de outro, e ainda, os
monossacarideos sdo o-glicose, forma-se um composto conhecido como o-D-

glicopiranosil-(1—4)-o-D-glicopiranose ou maltose (Figura 3).°
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CH,OH CH,OH

H o H H o H
H H
OH H OH H

OH O OH
H OH H OH

Maltose

Figura 3. Representacdo esquematica da maltose.

A escrita da nomenclatura IUPAC para carboidratos é muito extensa mesmo para
dissacarideos.® Portanto, nesta tese adotaremos uma nomenclatura simplificada. Os
compostos do tipo z-D-glicopiranosil-(X—Y)-z-D-glicopiranose serdo abrevidos como

X—Y z, em que z pode ser o ou .

A maltose é menor unidade que pode conter ligagdes 1—4 o, o que significa dizer
que ela ¢ um excelente ponto de partida para entender o comportamento de cadeias mais
longas contendo ligagdes 1—4 o.. Quando a ligagdo glicosidica acontece nas posi¢des 1 e
4 entre B-glicoses, o dissacarideo é denominado celobiose (Figura 4). A maltose é obtida
a partir da quebra enzimatica do amido e a celobiose da degradacdao enzimatica da
celulose. Estes compostos apresentam solubilidade em agua bastante distintas sendo 1,08

gmL"'e 0,12 gmL" para a maltose e celobiose, respectivamente.

CH,OH CH,OH
H 0o ©OH
H
OH H
OH
H OH

Celobiose

Figura 4. Representacdo esquematica da celobiose
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A ligagdo glicosidica nas posigdes 1 e 4 esta associada a dois novos diedros (¢ e )
que definem a disposi¢do espacial entre os mondmeros no dissacarideo. De acordo com a

ITUPAC? os angulos diedros ¢ e y (Figura 5) sdo definidos como:

d6=H1-Cl1—-04"—-C4
y=C1-04"—-C4"—-H4"

1)
Cada tipo de dissacarideo tem um perfil rotacional diferente e consequentemente
tem valores médios para cada angulo individualmente. A maltose, por exemplo,
apresenta valores de ¢ que variam entre -90° e 60° e valores de y entre -100° e 60°. Mas
os valores angulares da geometria de menor energia sdo em torno de -20° para ¢ e -20°
para y. Na celobiose, porém os valores mudam para uma faixa de -50° a 90° para ¢ e de -

80° até 40° para y. Com valores de minimo de energia em torno de 50° para ¢ e de 0°

para .

HO,

OH
o d v

HO
OH

OH
Figura 5. Representagdo esquematica dos angulos ¢ e y da ligagao glicosidica

A partir da maltose, pode-se construir cadeias maiores de carboidratos contendo
ligacdes 1—4 o. Exemplos tipicos sao amilose V e amiloses A e B. As amiloses A e B
formam hélices duplas, cada uma contém seis glicoses por volta, que diferem apenas no
arranjo das hélices e no nimero de aguas de coordenacdo.” Devido a flexibilidade
intrinseca dos polissacarideos e as atuais limitagdes nas técnicas experimentais de
deteccdo de estrutura, ainda existe controvérsia a respeito da direcdo de rotacao das
hélices, podendo ser rotacio de mao direita ou de mao esquerda.*” Similarmente as

amiloses A e B, a amilose V contém seis glicoses por volta, no entanto, esta ultima ¢
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formada por uma unica fita de polissacarideos. Outra caracteristica bem diferente entre
as amiloses citadas ¢ o grau de empacotamento das fitas. A distancia entre dois agucares
numa volta completa de hélice, nas amiloses A e B esta em torno de 20 A, enquanto que

para a amilose V a distincia ¢ em torno de 8 A.'*'°

Do ponto de vista da ocorréncia destes compostos a amilose A ¢, em geral,
encontrada em cereais, enquanto que a amilose B ¢ encontrada em tuberas, tais como
batatas e inhame. A amilose V, em geral, ¢ obtida a partir das amiloses A e B quando
diminui-se a polaridade do solvente, ou quando adiciona-se sais de cristalizacdo. Com a
celobiose € possivel construir polimeros de agucares 1—4 B com grande importancia
energética como por exemplo, a celulose. A celulose pode ser encontrada em diversas
formas, sendo as mais comuns a celulose I e II. A diferenca entre elas esta no arranjo das

ligacOes de hidrogénio entre as fitas.

As cadeias de o-D-glicose com ligagdes glicosidicas do tipo 1—4 o podem
também apresentar-se na forma de estruturas ciclicas chamadas de ciclodextrinas (CD).
As compostas por seis, sete e oito monOmeros sao denominadas o, B- e y-ciclodextrinas,

respectivamente (Figura 6)."

a (r=1l)
B (r=2)
Y (r=3) HO

Figura 6. Representacdo esquematica dos tipos de ciclodextrinas em fung¢do do nimero

de monémeros do anel.

As CDs sao bastante uteis para solubilizar compostos hidrofébicos e tém grandes

aplica¢des na industria farmacéutica na entrega de drogas e terapia génica.'®*
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Dinamica Molecular

Dindmica molecular é uma técnica de amostragem computacional em que a
evolugdo temporal de um grupo de particulas ¢ simulado através da integragdo das
equacdes de movimento destas particulas. Quando as equagdes de movimento sdo
governadas pelas leis de Newton e as interagdes interparticulas sao calculadas por um
potencial classico, denomina-se Dindmica Molecular Cléassica, ou simplesmente

Dinamica Molecular.*!

O potencial classico ¢ uma soma de varias contribuicdes, podendo ser
classificadas em dois grupos, 1. contribuicdes associadas a termos ligados e ii.
contribui¢des associadas a termos ndo ligados. A quantidade de termos e os parametros
de cada termo depende do campo de for¢a e do sistema em estudado. O campo de forga

GROMOS***, por exemplo, tem suas contribui¢cdes dividas como mostra a Equag¢io 2.

— Z llgac;ao _I_Z angulo _I_Zvlmpropnos _I_Zvdledros
_I_Z lennard —jones _I_Zvcoulomb (2)

ligacao

em que, [ representa o nimero de termos de ligagdo V] , a representa o numero de

angulo . p . . L, .
termos angulares Vaa 9 , L representa o0 numero de termos de diedros 1mMproprios

Vimpréprios

diédros
i %

, d representa o numero de termos de angulos diédricos , J representa

lennard—jones

o numero de termos de interacdo de Lennard-Jones V , C representa O

nimero de termos de interacio elétricas de Coulomb V. oulomb

As forgas sdo obtidas através do negativo do gradiente do potencial, como mostra

a Equacdo 3

F=-TV. (3)
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A partir das forcas o movimento dos atomos ¢ simulado numericamente ao

resolver-se a equac¢ao de movimento de Newton.

d?7;
dt?

_f (4)
m;

em que, 7 representa a posicdo, m a massa, F a for¢a sobre a i-ésima particula do sistema

e t representa o tempo.
Integracao da Equacao de Movimento

Existem diversos algoritmos para resolver numericamente a Equagao 4, tais
t24 ) 25 : :
como, verlet™ e velocity-verlet.”> Dentre os mais comumente implementados encontra-se o

algoritmo de salto do sapo, do inglés “leapfrog”. O algoritmo recebe este nome pois as
posicdes (7) sdo conhecidas no tempo £, mas as velocidades (¥) sdo conhecidas apenas

emt — 1/2 dt.”!

As posicoes e velocidades sao obtidas através das relagdes

_’<t+1t>— _’<t 1t>+ﬁ t dt
VIETR2H) TP T, ()m_

. (5)
7(t +dt) =7(t) + v(t + Edt)dt

Ensembles

Para resolver a Equacdao 4 ¢ necessario algumas condi¢des inicias, tais como,
posi¢cdes () e velocidades (V) iniciais. As posi¢des sdo definidas pelo usudrio e as
velocidades podem ser obtidas, por exemplo, a partir de uma distribuicao de Maxwell-
Boltzmann de velocidades, na temperatura da simulagdo. O numero de particulas e o
volume da caixa de simulagdo sdo definidos pelas condi¢des iniciais e a energia total é a
soma da energia potencial inicial e da energia cinética gerada pela distribuicdo de

velocidades. Caso, estas varidaveis sejam mantidas constantes ao longo da trajetoria diz-se
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que o conjunto (ensemble) de configuragdes pertencem a um ensemble micro-candnico ou
N,V,E. E quando controla-se a temperatura do sistema ao longo da simulagao,
denomina-se ensemble candnico ou N,V,T. Em quimica, em geral, as reagdes ocorrem a
pressao (p) e temperatura constantes, neste caso, quando ha o controle da temperatura e

pressao, denomina-se ensemble isotérmico-isobarico ou N,p,T.

A temperatura ¢ calculada como

n —
1 ﬁl ) ﬁl
T = E , 6
ngnk, La m; (6)
L

em que kg € a constante de Boltzmann, ny € a quantidade de graus de liberdade de cada

particula, n é o niumero de particulas, p; € o momento e m; é a massa da i-ésima particula
no sistema. O controle da temperatura do sistema pode, por exemplo, ser feito alterando

de forma apropriada o valor do momento das particulas durante a trajetoria.

De acordo com o teorema virial a pressdo sobre um sistema microscopico tem

forma?*
n n
pvzl p—"2+lZF--ﬁ, (7)
3Lm; 3L
L L

em que F é a forca gerada pela interagdo entre as particulas. Desta forma, para controlar

a pressao sobre o sistema basta calcular o lado direto da Equacgdo 7 e alterar o volume da

caixa de simulagdo para que alterar a pressao.

Calculos de Energia Livre

Diferentes propriedades moleculares podem ser expressas a partir de médias de
ensembles, tals como energia cinética e potencial. No entanto, algumas propriedades
termodindmicas dependem ndo apenas de um Unico ensemble. Exemplos destas

propriedades sao entropia e energia livre. O espago de fase acessivel ao um sistema

30



molecular com muitos graus de liberdade nao pode ser explorado completamente numa
simulacao. No entanto, as derivadas da energia livre em relagao ao volume, temperatura
ou ao potencial que descreve as interagdes das particulas podem ser expressos como
médias de emsembles, e consequentemente medidos a partir de simulagdes

computacionais.”'

Para um ensemble isotérmico-isobarico (N,p,T) a energia livre de Gibbs pode ser

expressa na forma
G= —kgTlIn Z, (8)

em que kp € a constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura e Z ¢ a fungdo de partigao,
determinada pela hamiltoniana (H (P, §)) que descreve a energia total do sistema; G e p
representam as coordenadas e os momentos generalizados das particulas no sistema.

Para um sistema descrito por N particulas Z pode ser escrita como

1 1 —}f(gﬁ)wv .
7 = NN V—offe BT dpdqdV, 9)

em que h ¢ a constante de Planck. A entropia pode ser obtida a partir da formula
G=H-TS, (10)

em que H ¢ a entalpia do sistema.
M¢étodos da Perturbacao e Integracao Termodinamica

Os métodos de integracao e perturbagdo termodinamicas calculam diferengas de
energia livre entre dois estados A e B ao criar um dependéncia da hamiltoniana com um
parametro A que liga os dois estados.”’ De maneira geral a hamiltoniana que liga os dois

estados pode ser escrito na forma
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H®GA = A =DH,BaGa V) + AHp (D5, s, 1) - (11)
Desta forma, para A = 0 o sistema ¢ descrito pelo hamiltoniana para #, e para

A =1, o sistema ¢ descrito pela hamiltoniana para Hz. Assim a energia livre de Gibbs

passa a ser uma fungao de 4, na forma

G) = —ksT In Z(A). (12)

As diferencas de energia entre os estados A e B passa a ser escrita na forma

Z(Ag)
Z(A)

AGpy = Gg(Ap) — G4(A4) = —kpT In (13)

Expressando-se a Equa¢dao 13 com uma média sobre um ensemble, tem-se que

Hp(B,4.28)~H AB.9.24)
AGg, = —kgT In(e kpT 1, (14)

em que (... ); representa a média sobre o ensemble no espaco de fase g e p para o valor de
A. A Equagdo 14 é conhecida como Equacdo de Perturba¢io Termodindmica,*' pois o
valor de AGg, s6 pode ser calculado quando os estados A e B sdo muito proximos. Caso
os estados sejam distantes, pode-se criar estados intermedidrios mais proximos que

conectem os estados A e B.

A derivada da Equacgao 12 em relagao a A gera

G| ksT 9Z(D) _ amﬁ,ﬁ,@)

il SAc) REN = . 15
A |p Z(d) 01 or A (15)

Integrando-se a Equagao 15 no intervalo de 1, até Az tem-se

32



B

OH (p,q, 1)
DGy = f L2 aa (16)
Aa

A Equagdo 16 é conhecida como Equacdo de Integracdo Termodindmica.”’ O

valor de AGg, pode ser calculado durante uma unica simulagdo entre estados A e B,

contanto que a mudanga em A seja reversivel.
Método da Razao de Aceitacao de Bennett

Outro método que utiliza-se da Equa¢ao 13 ¢ método da razdo de aceitagao de

Bennett, conhecido em inglés como “Bennett Acceptance Ratio” ou BAR.* Este se

baseia no fato que a Equagao 13 pode ser expressa na forma

_}[ (ﬁfl'AB )

Z(1p) W(q")e kT ),
AGBA = _kBTln—_ —kBTlTl f]‘[(ﬁ,?[,AA) ) (17)

2(44) Wge ko),

em que W (g") é uma funcdo de ponderacio que ainda sera definida. No caso em que as
amostragens dos estados 1, € Az sejam independentes e produzam n,;, e mny,

configuracdes, W (q") satisfaz a condi¢cio

Z(Ag) HBirD)  7(A,) HBir) T
W(g") = C{ “p) Rk N () 55 } ' (18)
n)LB n)LA
em que a constante C ainda serd determinada. Das Equagdes 17 e 18 tem-se
Z0s)  AFOEB.d,25) = H B, 20) + O, 19)

200 GG A) —HB, G Ag) + Oy
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) -1 ,
em que a constante f é a fungdo de Fermi f(x) = {1 +e(x)} , € a constante C é

definida como

¢ _ Z(A )y,
Z(AB)n/'lA ,

(20)
Escrevendo-se os valores esperados da Equacdao 19 na forma de média sobre

configuracdes e substituindo-se na Equac¢do 17 tem-se

an f(:}[(ﬁj C_l)) AB) - }[(ﬁl EI); ){A) + C) nAB
In—=2 — — —In—=2+Cy, (21
ZTIAA f(}[(p' q'AA) _}[(pl q’AB) + C) nlA

AGBA == kBT

Para simulagdes suficientemente grandes que satisfazem a condi¢ao de balango

detalhado, o primeiro termo dentro das chaves da Equagao 21 torna-se zero e, portanto,

a energia livre é dada por

n
AGg, = kBT{C - lnﬁ} , (22)
n/'lA

Na pratica a energia livre é calculada resolvendo-se as Equacdes 21 e 22 iterativamente
para um valor inicial de C, até que a convergéncia seja atingida. Este protocolo tem sido
adotado em programas de simula¢do de dinAmica molecular, tais como GROMACS.”” O
sucesso do BAR depende da sobreposi¢dao dos estados A e B. E novamente, caso os
estados sejam distantes, pode-se criar estados intermediarios mais proximos que

conectem os estados A e B.

Modelos Atomisticos de Carboidratos

Existem mais de vinte campos de for¢a atomisticos para carboidratos. Cada de
campo de forca tem suas vantagens e desvantagens. Stortz et al’® demonstrou que os

campos de forca GROMOS 45A4,” GLYCAMO06* e MM3’! sdao as melhores escolhas
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para descrever as conformagdes experimentais de 54 diferentes conférmeros com
diferentes orientagdes do grupos hidroximetil, hidroxila e das ligacdes glicosidicas
(Figura 7). Embora as orientagdes do grupo hidroximetil fornecidas pelo GROMOS
45A4 estejam de acordo com os dados experimentais (Tabela 1) a propor¢do entre os
arranjos do anel ndo apresentam concordancia com os valores experimentais (Tabela

2) ) 32-35

Figura 7. Representagdo dos valores de ¢ e y para a maltise (a) e celobiose (b) com os
valores médios de cada diedro no centro de cada elipse. A magnitude dos eixos das
elipses representam os desvios padrdo de cada modelo. Figura adaptada de Carbohydrate
Research, 344/16, Carlos A. Stortz, Glenn P. Johnson, Alfred D. French, Gabor I.
Csonka, 12, Copyright (2009), com permissao da Elsevier. Adaptada de The Lancet, 16,
Carlos A. Stortz, Glenn P. Johnson, Alfred D. French, Géabor I. Csonka, Comparison of
different force fields for the study of disaccharides, 12, Copyright (2009), com permissao
da Elsevier.

Para corrigir a populagdo entre dos diferentes arranjos de anel obtidas pelo campo
de forca GROMOS 45A4, os potencias torcionais dos atomos que compde os anéis de
agucares do campo de forca GROMOS 45A4 foram melhor ajustados aos seus
respectivos perfis calculados com o método HF/6-31G(d).***” Este novo conjunto de
parametros foi introduzido dentro do campo de forga GROMOS 53A6, sendo
denominado GROMOS 53A6¢.yc.”® Lembrando que o campo de forca GROMOS 53A6
para carboidratos é o mesmo do GROMOS 45A4.
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Tabela 1. Populagdes relativas das trés conformagdes do grupo hidroximetil, obtidas

durante 20 ns de simulagao da o- e B-D-glicose, descrito pelo campo de forca GROMOS
45A3. Tabela adaptada de Lins, R. D.; Hiinenberger, P. H. J. Comput. Chem. 2005, 26,
1400-1412, Copyright (2012) com permissao da American Chemical Society.

Conformacgio o-D-glicose B-D- glicose
60 (gt) 46 (44°, 54°, 53 45 (45%, 62°, 61°)
180 (tg) 0 (0% -1°, 79 0 (24 -7°, 89
300 (gg) 54 (56°, 47°, 40°) 55 (53¢, 45°, 319

As conformacgdes gt, tg e gg foram definidas nos intervalos 0 — 120, 120 — 240 e 240 — 360,
respectivamente do angulo diédrico do grupo hidroximetil (O5-C5-C6-06). Os valores entre
parénteses correspondem as populagdes relativas obtidas por espectros de RMN por *Nishida et
al.,**! ®Brochier-Salon e Molin,* e ‘Thibaudeau et al..*’

Tabela 2. Energias interna e livre de Gibbs relativas da o-D-glicose em relagdo a
conformacio *C,. Tabela adaptada de Pol-Fachin, L.; Rusu, V. H.; Verli, H.; Lins, R. D.
J. Chem. Theory Comput. 2012, 8, 4681-4690, Copyright (2012) com permissao da
American Chemical Society e adaptada de Lins, R. D.; Hiinenberger, P. H. J. Comput.
Chem. 2005, 26, 1400-1412, Copyright (2012) com permissao da American Chemical
Society.

GROMOS
GROMOS 45A4 53A601vc
Conformacao RMN / %
AE / AG / AG /
kJ mol’! kJ mol’! kJ mol!
‘C, 0.0 0.0 0.0 100
IC, +34.8 +18.0 +49.0 0

O novo campo de forca GROMOS 53A6cyc aumenta a diferenga de energia
entre os arranjos de anel (Tabela 2), apresentando uma melhor concordancia com dados
experimentais de RMN para as populagdes das conformagdes de anel de 16 diferentes
acucares (Tabela 4 da Referéncia **). As correcdes nos termos torcionais do campo de
forca GROMOS 53A6cryc ndo interferem significativamente nas orientagdes do grupo
hidroximetil (Tabela 5 da Referéncia **), mas apresenta a propor¢do correta (100%) de
conformacio ‘C; em 1 us de simulagio de o-D-glicose em solu¢do, o que nio é

observado com o campo de forca GLYCAMO06.*

36



Modelos “coarse-grain” para Carboidratos

Diversas estratégias de parametrizagdo de campos de forga CG foram

desenvolvidas ao longo dos ultimos anos,**

inclusive na quantidade de esferas CG
contidas nos modelos, especialmente em carboidratos.’”® Para facilitar a comparac¢do
dos modelos ja desenvolvidos para carboidratos, classificou-se os campos de forca pelo

numero de esferas utilizadas para representar a molécula de glicose.
Modelos com Trés Esferas

O M3B foi o primeiro campo de forca CG para carboidratos, sendo desenvolvido
por Molinero e Goddard III, em 2004.° O modelo mapeia a o-D-glicose com trés esferas
cujas posi¢des coincidem com os atomos C1, C4 e C6 (Figura 8). A molécula de agua ¢
representada por uma esfera CG.

a-D-glicosc B6=Cé

: < Bd=C4
Ry
f HO .. ..... ’. G‘Q . OH
L o ET

Ligacio ;,llcosidica B1-B4

Figura 8. Representacdes atomisticas e M3B sobrepostas da molécula de maltose. A
posi¢cdo das esferas CG M3B (B1, B4 e B6) coincidem com os atomos de carbono (Cl1,
C4 e C6) do modelo atomistico. As trés esferas do modelo M3B estdo conectadas por
ligagdes (linhas tracejadas) e uma unica ligagdo entre residuos representa a ligagdo
glicosidica. Figura adaptada de Molinero, V.; Goddard, W. A. J. Phys. Chem. B 2004,
108, 1414-1427, Copyright (2004) com permissdao da American Chemical Society.

Os parametros de interacdo para os termos ndo ligados foram ajustados
empiricamente para mimetizar o comportamento da o-D-glicose descrita pelo campo de
forca UFF DREIDING.®" O modelo utiliza potenciais harménicos de ligagdo e angulo,
associados a potenciais de diédricos com fungdes cosseno para expressar as interagdes
ligadas e o potencial de Morse para calcular as interagdes nao ligadas, ndo incluindo

cargas elétricas nas esferas CG.
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Figura 9. Determina¢ao da temperatura de transi¢do vitrea para a o-D-glicose com 12,2
% de agua na representagdo M3B. Figura adaptada de Molinero, V.; Goddard, W. A. J.
Phys. Chem. B 2004, 108, 1414-1427, Copyright (2004) com permissao da American
Chemical Society.

O M3B consegue reproduzir a temperatura de transi¢ao vitrea experimental
(Figura 9), as estruturas cristalinas da V-amilose, a energia de coesao entre a o-D-glicose
e a agua (comparados com o modelo UFF DREIDING). No entanto, a descricao das
interacdes nao ligadas por um potencial de Morse nao é a maneira mais
computacionalmente eficiente quando nao se pretende descrever quebra e formagdo de
ligagbes quimicas. De fato, Liu et al.’', em 2007, abordam este problema utilizando o
métodos de ajuste de forca por minimos quadrados, do inglés “Least-Square Force
Matching”, *% para criar uma tabela de intera¢des intermoleculares a partir do campo de
forca atomistico OPLS/AA® usando o modelo de 4gua SPC/E.** A representacio CG
da o-D-glicose ¢ a mesma do modelo M3B (Figura 8), o unico agucar estudado ¢ a o-D-
glicose. Os autores mostram que o modelo CG pode ser usado em diferentes

temperaturas e pressoes daquelas usadas na parametrizagdao do modelo.

O modelo proposto por Liu ef al. é ~3 ordens de grandeza mais rapido do que
atomistico, no entanto, os autores nao comentam sobre o passo de integracao das
equagoes de movimento, visto que o modelo M3B é ~4 ordens de grandeza mais rapido
do que o modelo atomistico ao utilizar um passo de integracdo uma ordem de grandeza
maior (10 fs) do que o comumente usado em simulagdes atomisticas sem restricdes nas

ligacoes (1-2 fs).

38



Usando a mesma representagdo CG para a glicose (Figura 8), Bu er al., em 2009,

construiram um modelo para descrever a celulose IB.”> No entanto, os autores utilizam o
modelo generalizado de Born com uma fungao “switch” para representar o solvente
(solvente implicito). Os termos ligados foram obtidos através do método de inversao de
Boltzmann a partir de simulagdes atomisticas com os modelos CHARMM22% e
CSFF* com 4gua TIP3P.® As interacdes ndo ligadas foram definidas a partir de
parametros de Lennard-Jones escalonados, sendo que os parametros € foram obtidos do
modelo M3B e os parametros G a partir de distdncia entre 0s a&tomos correspondentes no
modelo atomistico. Este modelo consegue descrever os parametros de célula

experimentais do cristal de celulose If (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros de célula do cristal de celulose I nos modelo atomisticos
(CHARMM?22 e CSFF), CG celulose (Modelo de Bu ef al) e experimental®. Tabela
adaptada de Bu, L.; Beckham, G. T.; Crowley, M. F.; Chang, C. H.; Matthews, J. F;
Bomble, Y. J.; Adney, W. S.; Himmel, M. E.; Nimlos, M. R. J. Phys. Chem. B 2009, 113,
10994-11002, Copyright (2009) com permissao da American Chemical Society.

Parametro Cristal® Modelo atomistico® Modelo CG
a/A 7,8 8,5 10,8
b/ A 8,2 8,1 8,1
c/ A 10,4 10,5 10,5
y/° 96,5 ~90 90,0
Torsao / ° 0 1,4-1,7 2,5

* Os parametros de célula b e ¢ definem o plano (100)

b Referéncias 7

¢ Referéncias !

Um modelo CG mais completo para carboidratos foi desenvolvido em 2009 por
Lépez et al. como uma extensdo ao campo de forca MARTINI.>>”? O modelo inclui os
mondémero de a-D-glicose e [-D-frutose, bem como diversos dissacarideos.
Posteriormente este modelo foi combinado com lipideos para formar o primeiro conjunto

de parametros CG para glicolipideos.”
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Figura 10. Acucares parametrizados no modelo MARTINI por Loépez et al: o-

glicose(G); B-frutose (F); sucrose (SUC); trealose (T); maltose (M); celobiose (C);
nigeriose (N); laminarabiose (L); kojibiose (K) e soforose (S). Figura adaptada de Lépez,
C. A.; Rzepiela, A. J.; de Vries, A. H.; Dijkhuizen, L.; Hiinenberger, P. H.; Marrink, S.
J. J. Chem. Theory Comput. 2009, 5, 3195-3210, Copyright (2009) com permissao da
American Chemical Society.

O mapeamento atomistico para CG ¢ feito através do centro de massa dos dtomos
que compde cada esfera CG. Uma caracteristica importante do modelo MARTINI ¢é que
o mapeamento de monossacarideos ¢ diferente de dissacarideos e oligossacarideos
(Figura 11).
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Figura 11. Mapeamento atomistico para CG de mono (A); di- (B) e oligossacarideos (C)
no modelo MARTINI. Figura adaptada de Lépez, C. A.; Rzepiela, A. J.; de Vries, A.
H.; Dijkhuizen, L.; Hinenberger, P. H.; Marrink, S. J. J. Chem. Theory Comput. 2009, 5,
3195-3210, Copyright (2009) com permissao da American Chemical Society.

Por ser uma extensdao do MARTINI, o campo de forca ¢ baseado na fungao
potencial do campo de forca GROMOS. Os tipos de esferas CG foram escolhidas da lista
de esferas CG MARTINI utilizando-se calculos de energia livre e as constantes de forga

dos termos ligados foram ajustadas manualmente para representar as distribuigdes

atomisticas mapeadas para CG.
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Figura 12. Estruturas da amilose V com 26 monOdmeros em nonano (A) e em agua (B).
Na parte superior representagdo atomistica e na inferior CG MARTINI. (A) Ambas as
representagdes em nonano convergiram para um estrutura em V estavel em 25 ns; (B) A
transferéncia para dgua promove um aumento de flexibilidade e o desenovelamento das
estruturas em hélice. Figura adaptada de Lopez, C. A.; Rzepiela, A. J.; de Vries, A. H;
Dijkhuizen, L.; Hiinenberger, P. H.; Marrink, S. J. J. Chem. Theory Comput. 2009, 5,
3195-3210, Copyright (2009) com permissao da American Chemical Society.

O modelo MARTINI ¢ capaz de prever a estrutura da amilose V em solventes de
baixa polaridade (Figura 12A), bem como descrever a alta flexibilidade da amilose V em

agua (Figura 12B).

Em 2011, uma nova extensio ao MARTINI foi desenvolvida que adiciona
parametros para diversos oligdmeros da B-D-glicose para simular celulose If.>* O modelo
foi testado em combinagdo com o modelo MARTINI para proteinas, ao simular o

dominio de ligagdo de agucar da celulase fungica (Cel7A) da Trichoderma reesei.

Seguindo a mesma estratégia utilizada por Liu ez al. (interagdes ligadas mapeadas
através do método de inversao de Boltzmann e interagdes nao ligadas através do método
de “force matching”), Hynninen, em 2011, desenvolveu um outro modelo CG para B-D-
glicose.” No entanto, as posicdes das esferas foram mapeadas através do centro de massa
do atomos que as compode (Figura 13). O modelo é capaz de descrever a fungdo de
distribui¢do radial das fibras de celulose semelhantemente ao campo de forca CHARMM

(conjunto de parAmetros nio reportados).”

Figura 13. Estrutura atomistica com as defini¢des das esfera CG para o modelo de
Hynnine ef al. para a (a) glicose e agua; (b) celobiose e (c) celotrealose. A representagdo

42



CG da celotetraose esta indicada pela seta. Figura adaptada de Hynninen, A.-P;
Matthews, J. F.; Beckham, G. T.; Crowley, M. F.; Nimlos, M. R. J. Chem. Theory
Comput. 2011, 7, 2137-2150, Copyright (2011) com permissao da American Chemical
Society.

Outros modelos “coarse-grain”

Modelos com diferentes numeros de esferas CG para representar monossacarideos
também foram desenvolvidos. Srinivas et al., em 2011, introduziu um modelo com uma
esfera e sem solvente para simular as transi¢des de fase entre as fases cristalina e amorfa

das fibras de celulose.*

Figura 14. Estruturas finais da simulagdo da transi¢cao entre as fases cristalina (1 = 1) e
amorfa (A = 0) da celulose. Figura adaptada de Srinivas, G.; Cheng, X.; Smith, J. C. J.
Chem. Theory Comput. 2011, 7, 25392548, Copyright (2011) com permissao da American
Chemical Society.

O modelo ¢ baseado no campo de forca CHARMM (conjunto de parametros nao
reportados) e a transicao de fase é obtida através da modificagdo do parametro A, que

conecta as hamiltonianas dos estados amorfo (1 = 0) e cristalino (1 = 1) (Figura 14).

Tentando reproduzir no modelo CG o movimento coletivo dos 4tomos de
simula¢Oes atomisticas, Glass et al. desenvolveu um modelo de esfera unica e sem
solvente, em 2012.°7 A parametrizacdo foi feita através do método REACH (Realistic

Extension Algorithm), no qual as constantes de forca entre as esferas CG sao obtidas
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diretamente da matriz de varidncia-covariancia calculada a partir das simulagdes
atomisticas.*”* O modelo REACH n#o usa qualquer dado experimental, apenas dados
de simulagdes atomisticas e foi aplicado para descrever propriedades mecanicas da
celulose 1B, tais como, velocidade do som transmitida ao longo das fibras e moédulo de

Young.

O primeiro modelo contendo cinco esferas foi proposto em 2012 por Bellesia et al.
para estudar as transicdes de fase entre celulose If e celulose III.°* O modelo mapeia o
centro de massa dos atomos C1, C2, C3, C4, C5 e O5 na esfera X, a esfera J o atomo O1,
as esferas Y e Z representam os atomos C6 e O6, respectivamente. A esfera W representa

o centro de massa dos oxigénio O2 e O3 (Figura 15).
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Figura 15. Representacdo esquematica da cadeia de celulose na representacao atomistica
(topo) e na representagdo CG de Bellesia (meio). Na parte inferior a comparagdo
geométrica dos modelos CG de Bellesia e atomistico para a molécula de glicose. Figura
adaptada de Bellesia, G.; Chundawat, S. P. S.; Langan, P.; Redondo, A.; Dale, B. E;
Gnanakaran, S. J. Phys. Chem. B 2012, 116, 8031-8037, Copyright (2012) com permissao
da American Chemical Society.

Similarmente a0 modelo desenvolvido por Srinivas, o modelo de Bellesia ndo
utiliza solvente e foi parametrizado usando-se dados cristalinos das diferentes fases da
celulose. Os termos nao ligados foram obtidos a partir de potenciais de Lennard-Jones

escalados. Novamente a transicdo entre os estados é obtida através da variacdo do

44



parametro A que conecta os estados celulose If (4 = 0) e celulose III; (4 = 1) (Figura

16).
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Figura 16. Estruturas finais da simulagdo da transi¢do entre as fases If (4 = 0) e III;
(A =1) da celulose. Figura adaptada de Bellesia, G.; Chundawat, S. P. S.; Langan, P.;
Redondo, A.; Dale, B. E.; Gnanakaran, S. J. Phys. Chem. B 2012, 116, 8031-8037,

Copyright (2012) com permissao da American Chemical Society.

O modelo prevé uma maior instabilidade da celulose III; comparada a celulose I3
devido ao termo de entalpia, e propde que a menor estabilidade térmica do cristal da

celulose I1I; é devido a sua maior entropia.

De maneira sistematica, em 2013, Markutsya et al. aplicaram o método de “force
matching” para diferentes esquemas de mapeamento da glicose, de uma a quatro esferas
(Figura 17).° Os autores sugerem que os modelos com uma e duas esferas sio os
melhores para simular propriedades associadas a cadeias, tais como transi¢des entre
estruturas amorfas e cristalinas. Eles também sugerem que o aumento no nimero de
esferas permite uma melhor descri¢cdo dos angulos diédricos da ligagdo glicosidica e que
os modelos com trés e quatro tém graus de liberdade suficiente para descrever mudangas
conformacionais associadas as unidades de agucar em polissacarideos. No entanto,
verificou-se que o modelo de quatro esferas assumiu orientagdes nao fisicas em

simulagdes de celulose Ic.
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Figura 17. Mapeamento CG para o residuo de glicose nos quatro diferentes modelos CG

desenvolvidos por Markutsya. Figura adaptada de Markutsya, S.; Devarajan, A.;
Baluyut, J. Y.; Windus, T. L.; Gordon, M. S.; Lamm, M. H. J. Chem. Phys. 2013, 136,
214108-214117, Copyright (2013) com permissao da AIP Publishing LLC.

O mesmo grupo de pesquisa também mapeou, em 2012, a molécula de B-D-
glicose contendo seis esferas e uma esfera para molécula de 4agua.” O modelo foi
parametrizado por “force matching” a partir de simulagdes com o campo de forgca

CHARMM com 4gua TIP3P.%

O modelo de seis esferas permitiu um mapeamento mais facil dos angulos
diédricos das ligacdes glicosidicas, bem como a possibilidade de calcular as populagdes
dos arranjos do anel da glicose. No entanto, os autores reportam populagdes de arranjo
de anel nao esperada, a saber, 20% de barco nas simulagdes atomisticas e 40% nas
simulagdes CG, lembrando que dados de RMN mostram que a [-D-glicose assume
apenas conformacdes “C; em 4gua. Estes resultados demonstram o cuidado que deve ser

tomado na escolha dos modelos atomisticos utilizados na parametrizagdo de modelos
CG.
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Hipotese da Tese

No contexto dos campos de for¢a e modelos ja desenvolvidos, propde que ¢é
possivel desenvolver um modelo CG universal para carboidratos, denominado

PITOMBA, baseado em quatro esferas capaz de:

e Permitir a diferenciagdo visual as ligagdes glicosidicas de agtcares o e [3;

e Contenha um dUnico conjunto de esferas CG para mapear
monossacarideos e oligossacarideos;

e Seja baseado em construgdo de blocos, 1. e., oligossacarideos sejam
construidos a partir da combinagdo de monossacarideos, e estes sejam
construidos a partir da combinagdo de esferas CG. Sendo permitido trocar
e/ou adicionar as esferas de acordo com o tipo de agucar;

e Incluir interagOes eletrostaticas explicitamente;

e Descrever o perfil dos angulos diédricos das ligagdo glicosidica, sem que o
modelo acesse regides nao fisicas;

e Descrever as geometrias das cadeias de agucares em solugao;

e Manter a compatibilidade com o modelo de parametrizagdo do
GROMOS;

e Ser facilmente implementado em programas de alto desempenho.
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Construcao do Campo de Forca PITOMBA

O desenvolvimento do campo de forca PITOMBAT inclui diversas etapas, i.
definicdo da filosofia do modelo; ii. definicdo das estratégias de parametrizagdo; iii.
parametrizacao e iv. validagdo do modelo. Neste contexto, este capitulo tem como
objetivos apresentar a filosofia do modelo PITOMBA, as suas caracteristicas gerais, a
estratégia de parametrizacao e os parametros do modelo. Além de descrever as condigdes
de simulagdo tanto na parametrizagdo bem como na validagdo do modelo. A lista de
programas desenvolvidos para auxiliar o mapeamento, parametrizacao e analise das

trajetorias CG PITOMBA pode ser vista no Apéndice A.

Caracteristicas Gerais do Modelo

O PITOMBA foi construido com o objetivo de reproduzir propriedades das
cadeias e motivos estruturais de acticares em soluc¢do. Para isso, ele foi concebido como
um modelo de quarto esferas, em que as interagdes eletrostaticas sao consideradas ao
atribuir cargas pontuais a cada esfera CG e o modelo de 4gua SPC CG GROMOS™
como solvente, mas podendo ser usado com o modelo de d4gua SPC.”” O PITOMBA
baseia-se no modelo atomistico GROMOS 53A6¢.yc,” em dados experimentais e na
forma funcional do campo de forca GROMOS.?** A filosofia de constru¢io do modelo
permite incluir, sem nenhuma extensdo, cadeias de agucares com diferentes ligacdes
glicosidicas. Além de multiplas cadeias na forma de ligagdes glicosidicas do tipo 1 -1 a,

140,160, 15153, 154 B e 156 B.
Mapeamento Atomistico para “Coarse-grain”

O campo de forca PITOMBA emprega quatro esferas CG (CV1, CV2, CVM e
CV6) para representar cada residuo de glicose, posicionadas no centro de massa de grupo

de 4&tomos que constituem cada esfera, como mostra a Figura 18 e Tabela 4.

" A PITOMBA ¢ uma fruta tipica de Pernambuco, arredondada, com casca
marrom e interior composto por uma semente envolvida por uma polpa, que dentre
outras coisas, contém agucar. E ainda ¢ uma sigla em inglés para Parameter Interface To
Oligosaccharides Molecules Based on Atoms.
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Figura 18. Representacdo do residuo de glicose no campo de forca PITOMBA e os

atomos que constituem cada esfera CG na representagdo de atomos unidos do
GROMOS96

Escolheu-se mapear o residuo ao invés da molécula de glicose porque as cadeias
de polissacarideos nao incluem os atomos O1, HO1 e HO4, visto que na reagdo de

condensag¢do ha a perda de uma molécula de agua.

Tabela 4. Massa, em unidades de massa atdmicas, e a&tomos, na numeracdao IUPAC, que
constituem cada tipo de superatomo no modelo PITOMBA.

Massa /

Tipo da Espera CG Atomos constituintes
u. m. a.
CVvl 29 O5-Cl1-H1
Ccv2 60 C2-H2-02-HO2-C3-H3-03-HO3
CVvM 29 C4-H4-04
CVé6 44 C5-H5-C6-H61-H62-06-HO6

O uso de quatro esferas na representagdo do residuo de glicose, permite o
desenvolvimento de um modelo com algumas propriedades, tais como, i. defini¢do
explicita de um angulo diédrico ao longo da ligacao glicosidica; ii. cargas elétricas

derivadas matematicamente das equagdes de dipolo e de conservagao de cargas; iii.
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correta representacao das orientagdes equatorial e axial das ligagdes glicosidicas 1—1,

1—4 e 16 e iv. mapeamento direto entre as representagdes atomisticas e CG.
Modelo de Ligacao em “Pipa”

Com o objetivo de diminuir o nimero de termos do modelo os quatro angulos
internos dos anéis de agucar foram substituidos por duas ligagdes cruzadas (CV2 — CV6 e
CV1 — CVM). Desta forma, as ligagOes intra e inter residuos de glicose se assemelha a

uma pipa (Figura 19).

Figura 19. Representacao esquematica da maltose, no modelo PITOMBA, enfatizando
as ligagcdes do modelo em forma de pipa.

Com o uso do modelo de ligagdes em pipa, é mais facil parametrizar o PITOMBA

seguindo a estratégia de parametrizacao adotada, discutida na proxima segado.

Estratégia de Parametrizacao

A parametrizacao do PITOMBA segue quatro passos:

1. Os estiramentos de ligacao, deformagdes angulares e deformacdes de
angulo improprio do PITOMBA foram definidos para ajustar os valores
médios de simulagdes de 100 ns com o campo de forca GROMOS
53A6cryc para as moléculas de glicose, maltose e celobiose em agua SPC;

2. As cargas pontuais das esferas CG foram definidos para ajustar o momento
de dipolo do residuo de glicose, em agua SPC, para cada 1000 passos da
trajetoria durante os 100 ns de simulagao;

3. Os parametros de van der Waals para cada esfera CG foram definidos para

reproduzir as energias de solvatacao experimental de suas moléculas de
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referéncia (Tabela 4). A molécula de referéncia é definida como sendo a
molécula, cuja valéncia foi preenchida com hidrogénio, associada a cada
esfera CG. As energias de solvatagdo foram obtidas no modelo de agua
SPC CG GROMOS.

4. Os termos diédricos da ligacao glicosidica foram ajustados para reproduzir
o perfil HF/-31G(d)***” da maltose e celobiose, da mesma forma que foram

parametrizados no campo de forca GROMOS 53A6c1yc.
Condicoes de Simulac¢des e Sistemas Simulados

Todas as simulagdes atomisticas foram realizadas usando-se o programa
GROMACS 4.6.1*" por 100 ns usando condi¢des periddicas de contorno nas direcdes x, y
e z no ensemble N,p,T e modelo de agua SPC. A quantidade de particulas em casa
simulacao pode ser vista na Tabela 5. A temperatura foi mantida constante em 298 K
com o auxilio do termostato “velocity rescale” com tempo de relaxacdo de 0,2 ps.”® A
pressdao foi mantida em 1 atm usando-se o barostato de Berendsen com tempo de
acoplamento de 0,5 ps e compressibilidade isotérmica (kr) de 4,51 - 10”° (kJ mol” nm?)".”’
O método LINCS foi utilizado para restringir as ligagdes O-H, permitindo assim o uso de
um passo de integracdo de 2 fs.”® Aplicou-se um raio de corte nas interacdes de van der
Waals de 14 A. As interacdes eletrostaticas de longo alcance foram tratadas com o

modelo de campo de reagao com constante dielétrica relativa (g,) de 61 e raio de corte de

14A7

As simulagdes do PITOMBA foram realizadas com uma versao modificada do
GROMACS 4.6.1, que inclui o termo quartico de interagdo do modelo de agua SPC CG
GROMOS. Os agucares foram embebidos em agua SPC CG GROMOS por 100 ns no
ensemble N,p,T. Exceto pelo kr de 7,51 - 10* (kJ mol' nm?)’, a temperatura e pressio
foram mantidas constante usando-se as condi¢cdes e algoritmos das simulagdes
atomisticas. Nenhuma restricao foi adicionada as simulagOes. As interacOes entre oOs
termos ndo ligados foram mantidas nas condigdes requeridas pelo modelo SPC CG
GROMOS, i. e., raio de corte de 20 A e correcdes de longo alcance com o método de

campo de reacdo com €, de 78,5 e £cs de 2,5.7
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As energias de hidratagdo das esferas CG em agua SPC CG GROMOS foram
estimadas usando o método de Razdo de Aceitacio de Bennett*® com o auxilio da
ferramenta g_bar do GROMACS. Primeiramente as eliminou-se as interagdes
eletrostaticas e depois as interagdes de van der Waals. Cada contribui¢do de energia foi
calculada usando 41 valores de A igualmente espagados e potenciais “soff-core”. Para cada
valor de A foi simulado por 1 ns sendo os 500 ps iniciais tomados como equilibragido. Os

parametros dos potenciais “soff-core” foram A’ =1,0,6 = 0,3 nm e o = 0,5 nm.*

Os calculos de perfil rotacional da maltose e celobiose foram realizados com o
programa GAUSSIAN09® utilizando-se 0o método HF/6-31G(d). ***” A superficie de
perfil rotacional foi obtida com 169 pontos espagados por 30° em cada dire¢do dos
angulos diédricos ¢ e y, da qual extraiu-se os valores para o calculo do perfil rotacional.
A lista dos sistemas simulados com o GROMACS, tanto para parametrizagdo do
PITOMBA, bem como para sua validagao pode ser visto na Tabela 5 e os arquivos de

entrada de alguns sistemas estao descritos no Apéndice D.

Tabela 5. Tempo de simulagdo, em nanosegundos, numero de particulas na caixa de
simulagao e representa¢cao molecular de cada um dos sistemas simulados

Tempo = Numero de
. simulado = particulas B
Sistema / na Representacao molecular

imulacao®
s simulag
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3197

Glicose 100 GROMOS 53A6GLYC e PITOMBA
(1478)
6520
Maltose 100 GROMOS 53A6GLYC e PITOMBA
(920)
Maltose 2 (920) PITOMBA
Maltose 3,5 (920) PITOMBA
) 6517
Celobiose 100 GROMOS 53A6G1vc e PITOMBA
(1476)
Agua GROMOS SPC 1482 PITOMBA
100
CG
Amilose V com 10 100 2 PITOMBA
monOmeros
Amilose V com 18 100 99531 PITOMBA
monOmeros (17270)
Amilose V com 36 100 810174 PITOMBA
monOmeros (184130)
monomeros em cada fita (17294)
21429
a-ciclodextrina 100 GROMOS 53A6GLYC e PITOMBA
(2892)
21425
B—Ciclodextrina 100 GROMOS 53A6GLYC e PITOMBA
(2896)
21418
Y—CiClOdeXtrina 100 (2896) GROMOS 53A6GLYC e PITOMBA

* Valores em paréntesis para o modelo PITOMBA
Parametrizacao dos Termos Ligados

Os termos ligados do PITOMBA foram obtidos a partir dos passos 1 e 4 da
estratégia de parametrizagao. Os termos associados a 1* etapa (estiramentos de ligacao,

deformagdes angulares e deformagodes de angulo imprdprio) serdo apresentados primeiro
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e por fim o termo de angulo diédrico, muito embora este termo sé foi definido apds os

passos 1, 2 e 3.
Contribuigdes de Ligacao

Seguindo a forma funcional do termo de ligagdo do GROMOS (Equagao 23)

mapeou-se a distancias de ligagdo das esferas do PITOMBA para os 100 ns de simulagao.

1 2
Vi= g Ki(bf = b3,)", (23)

em que K; é a constante de forca de ligacdo, b; e b, representam a distancia e distancia

de equilibrio do [-ésimo termo de ligacao, respectivamente.

Como esperado, as ligacdes CG mapeadas, a longo dos 100 ns de simulagdo, se
comportaram como distribuigdes normais, exceto pelas ligagdes CV2-CV6 e CVM-CV6
(Figura 20). Estas ligacdes estdo associadas a posi¢ao do angulo diédrico do hidroximetil
(O5-C5-C6-06), que pode apresentar as conformagdes gg (-60°), tg (180°) e gt (+60°),
sendo a primeira um pouco mais favoravel nos campos de forca GROMOS 45A4 e
53A6¢Lyc do que a ultima e a segunda praticamente ndo observada. ***® Desta forma, ao
invés de tirar uma média das distancias nas conformagdes gg e gt, 0 que representaria a
conformagdo tg, decidiu-se definir as distancias de ligacao entre as esferas CV2-CV6 e

CVM-CV6 usando apenas as conformagdes gg do grupo hidroximetil.

'IA' A
il
_—
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Figura 20. Histogramas normalizados por area das distancias CV2-CV6 e CVM-CV6

mapeadas de 100 ns uma simulagdo atomistica da glicose com o campo de forga
53A6GLYC.

E importante ressaltar que a distancia de ligacio CV1—+CVM (ligagio glicosidica)
na maltose apresenta-se como uma distribuicao normal ao longo de toda a simulagao. As
constantes de for¢a foram ajustadas empiricamente para permitir passos de integragdo de

até 7 ps, sem o uso de restrigdes nas simulagdes.

Tabela 6. Tipo de ligagdao, constante de forga, distancia de equilibrio e distancia médias
obtidas com o PITOMBA e mapeadas do modelo atomistico GROMOS 53A6GLYC
para a glicose.

Tipo de K by Distancia CG = Distancia GROMOS
Ligacao / kiﬂ‘??l-l /nm / nm 53A6G1yc / nm
CVl-CVv2 1,110 - 10° 0,280 0,278 £ 0,004 0,280 £ 0,005
CVl-CVM 5,850 - 10° 0,332 0,326 £ 0,003 0,332 £ 0,005
CV1-CVeé6 9,900 - 10° 0,279 0,266 £ 0,004 0,279 £ 0,008
CvV2-CVM 9,800 - 10° 0,298 0,292 £ 0,004 0,298 £ 0,006
CV2-CVeé6 5,730 - 10° 0,441 0,427 £ 0,003 0,441 £ 0,010
CVM -CVeé6 1,155 - 10° 0,258 0,249 £ 0,004 0,258 £ 0,012
CV1l - +CVM* 1,250 - 10° 0,227 0,227 £ 0,003 0,227 £ 0,007

* O sinal “+” representa o residuo seguinte na sequéncia de residuos. Distincia medida na
molécula de maltose.

A Tabela 6 mostra os valores das constantes de forca, distancia de equilibrio e os
valores medidos em simulagdes de 100 ns das moléculas de glicose e maltose nos
modelos PITOMBA e GROMOS 53A6cryc. Como esperado a média das distribuigdes
de distancias estdao dentro das distribuicbes de distancias obtidas com o modelo
GROMOS 53A66ryc, no entanto as distribuigdes do PITOMBA apresentam menores
desvios comparados com as distribuigdes atomisticas, promovendo assim um anel de

glicose menos flexivel do que no modelo atomistico de referéncia.
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Contribui¢des Angulares

De acordo com o campo de forca GROMOS, os termos angulares tém forma

1
v, = EKa(cosea - cost90,a)2 ) (24)

em que K, € a constante de forca de ligacdo, 6, e 6, , representam o angulo e angulo de

equilibrio do a-ésimo termo angular do campo de forga, respectivamente.

Os angulos de equilibrio entre esferas de diferentes residuos foram medidos entre
esferas mapeadas de 100 ns de simulagdes atomisticas de maltose e celobiose, cujo
campo de forgca foi descrito como GROMOS 53A6cryc. As constantes de forgca foram

ajustadas empiricamente para reproduzir os valores angulares médios (Tabela 7).

Tabela 7. Tipo de angulo, constante de forga, angulo de equilibrio, angulos médios e
posigdes relativa dos angulos do PITOMBA e mapeadas do modelo atomistico
GROMOS 53A6GLYC para o residuo de maltose e celobiose. Os erros representam o
desvio padrdo.

Tipo de Angulo* K ; %o Posicio Angulo G?{I(l)gltlfll(())S
/kJ mol /° CG/° 53A6c1yc / °
CVl-CV2-CVM 0 0 Anel 70,0 £ 0,4 69,9+ 1
CV1-CV2-CVeé 0 0 Anel 37,8 £ 0,4 37,72
CVl-CVM -CV2 0 0 Anel 52,4+0,3 52,51
CV1-CVM -CVé6 0 0 Anel 54,7+t 0,4 54,72
CV1-CV6-CV2 0 0 Anel 38,0x04 38,02
CVl-CV6-CVM 0 0 Anel 76,3 £ 0,5 76,2+ 3
CvV2-CVl-CVM 0 0 Anel 57,5+04 57,51
CV2-CV1-CVeé 0 0 Anel 104,2 £ 0,8 1042 + 3
CV2-CVM -CV6 0 0 Anel 104,8 £ 0,8 104,73
CV2-CV6-CVM 0 0 Anel 40,8 £ 0,4 40,8 £ 2
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CVM -CV1-CVé6 0 0 Anel 49,0+ 0,4 49,1+ 3

CVM -CV2-CVé6 0 0 Anel 344+ 0,4 34412
Cv2-CVl-+CVM 850 95,7 1-4 o 96,8 £ 2 95,7+ 4
CV6-CVl-+CVM 850 128,0 1-4 o 131,2+£3 128,0 £ 10

CV1l-+CVM - +CV1 850 147,4 1—-4 o 150,4 £ 4 1474+ 6
CVl-+CVM - +CV2 850 128,7 1-4 o 127,8 £3 128,7 £ 10
CV1l-+CVM - +CV6 850 106,7 1-4 o 107,1£2 106,7 £ 10
CVM -CV1 - +CVM 850 121,4 1-4 o 120,32 121,4£5
Cv2-CVl-+CVM 850 108,9 1—-4 B 110,6 £ 2 108,9 £ 4
CV6-CVl-+CVM 850 142,1 1—4 8 144,53 142,16
CV1l-+CVM - +CV1 850 150,4 1—4 8 152,05 150,4 £ 7
CVl-+CVM - +CV2 850 107,7 1—4 8 108,0 £ 3 107,76
CV1l-+CVM - +CVé6 850 130,8 1—4 8 132,34 130,8 £ 10
CVM -CV1 - +CVM 850 165,5 1—4 8 165,2+3 164,5+ 4

* O sinal “+” representa o residuo seguinte na sequéncia de residuos.

Devido ao uso de ligagdes em pipa, os angulos internos do anel da glicose foram

definidos como tendo constante de for¢a zero, sendo apenas listados na Tabela 7 por
causa do programa pdb2gmx do GROMACS.” No entanto, estes podem ser removidos

da topologia para execucao das simulagoes.
Contribui¢des de Angulos Improprios

De acordo com o campo de forca GROMOS os termos de diedro improprio tem

forma

Vi = %Ki(fi - fo,i)z; (25)
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em que K; ¢ a constante de forca de ligacdo, ¢; e &, ; representam o angulo e angulo de

equilibrio do i-ésimo termo de diedro improprio do campo de forga, respectivamente.

No modelo PITOMBA h4 dois tipos diferentes de diedros impréprios. O primeiro
tipo € usado para descrever conformagdes de anel e do grupo hidroximetil (O5-C5-C6-
06), enquanto que o segundo ¢ utilizado para descrever os anomeros da glicose. O
modelo de quatro esferas gera uma dependéncia entre os termos diédricos improprios e
as distancias de ligacao do modelo PITOMBA, desta forma, similarmente ao protocolo
adotado nos termos ligados, os angulos de equilibrio foram definidos a partir do ensemble
com o hidroximetil na conformagdo gg. As constantes de forga determinadas
empiricamente para que as flutuagdes do modelo PITOMBA fossem semelhantes as do

modelo atomistico (Tabela 8).

Tabela 8. Tipo de angulo improprio, constante de forga, angulo de equilibrio, angulos
meédios e posi¢oes relativa dos angulos do PITOMBA e mapeadas do modelo atomistico
GROMOS 53A6GLYC para o residuo de maltose e celobiose.

Tpodednguo K 00 poga, A crowos
o / CG/ 53A6c1yc / °
CVl-CVM-CV2-CVé6 600 16,4 Anel 16,4+ 3 16,45
CV2-CV6-+CVM - CV1 600 -47,2 14 o 47,9+ 2 472 +5
CV2-CV6-+CVM - CV1 600 7,0 1—4 8 72%2 7,0+ 12

* O sinal “+” representa o residuo seguinte na sequéncia de residuos.

O campo de forca GROMOS 53A6cLyc € uma re-parametrizacao que descreve a
distribuicdo (100%) de conformagdes cadeira *C, da glicose em 4gua a 298 K. Portanto,
os valores dos angulos impréprios descritos na Tabela 8 estao associados a conformagado

iCy.
Contribuicdes de Angulos Diédricos Proprios

Como descrito anteriormente, os termos diédricos foram os ultimos termos

definidos na parametriza¢ao. Isto ocorre ndo apenas porque o perfil de angulo diédrico
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depende da defini¢do prévia de todos os outros termos, mas também porque estes termos
tem a fungdo garantir que as energias preditas pelo campo de forca se ajustem as

barreiras rotacionais das moléculas.

De acordo com o campo de forca GROMOS, os termos de angulos proprios tém

forma

Vy =K;(1+cosb,;-cosngdy), (26)

em que K; é a constante de forca de ligagdo, §; ¢ o deslocamento de fase, n; é a
multiplicidade e ¢, é o angulo diédrico do d-ésimo termo de diedro préprio do campo de

forca.

Ha dois angulos diédricos (¢ e ) ao longo da ligagao glicosidica do tipo 1—4 o e
B (Figura 5). Este diedros sao definidos no campo de for¢a atomistico GROMOS, como
sendo O5-C1-04-C4 e C1-04-C4-C3, respectivamente. No entanto, no PITOMBA um
unico angulo diédrico (x) define o perfil rotacional entre monossacarideos adjacentes.
Independentemente das esferas CG que o definam, este angulo contém informagdes de
ambos os diedros atomisticos, bem como dos angulos ao longo da ligagdo glicosidica.
Aqui, y foi definido entre as esferas CV2 — CV1 — +CVM - +CV2, em que o sinal “+”

representa o residuo seguinte.
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Figura 21. Perfis rotacionais dos angulos ¢ (GROMOS 53A6¢1vc) € x (CG PITOMBA)
para a molécula de maltose (a) e celobiose (b). O perfil atomistico foi calculado com o
nivel de teoria HF/6-31G(d). Os angulos estdo definidos na representacao CG.

A parametrizacao do perfil diedral 7y seguiu o mesmo protocolo de
parametriza¢ao dos campos de forca GROMOS. Desta forma, os valores de energia do
perfil rotacional de x foram ajustados ao perfil gerado por quimica quantica (HF/6-
31G(d)) das moléculas de maltose e celobiose. Os valores dos angulos atomisticos foram

mapeados para CG em cada ponto (Figura 21).

Tabela 9. Tipo de angulo proprio, constante de forga, deslocamento de fase,
multiplicidade para ligagdo glicosidica em dissacarideos presentes no PITOMBA.

K

Tipo de Angulo Préprio* §/° n  Ligacido glicosidica
/kJ mol™

CV2-CV1 -+CVM - +CV2 32,4 80 1 1-4

CV2-CV1l -+CVM - +CV2 6,8 0 0 1—48

CV2-CV1l-+CVM - +CV2 9,8 0 2 1—48

CV2-CV1 -+CVM - +CV2 12,9 120 2 1—48

* O sinal “+” representa o residuo seguinte na sequéncia de residuos.

Quase todos os valores de menor energia para a superficie rotacional da maltose
apresentaram y proximo de 96°. Desta forma, o perfil de  foi ajustado fixando-se y em
96° (Figura 21a). Para a celobiose o perfil roaticional (Figura 21b) foi obtido com valor
de y fixado em 94°. Os valores dos parametros ajustados do perfil diedral de ¥ para a

maltose e celobiose estdo listado na Tabela 9.

O perfil ajustado para a maltose no PITOMBA (Figura 21a) nao ¢ capaz de
reproduzir exatamente o valor de energia de todos os pontos do perfil de quimica
quantica, principalmente na regido da barreira. No PITOMBA a barreira de rotagdo tem
energia de 103 kJ mol” e angulo de 140°, enquanto que no perfil de referéncia o valor é
de 85 kJ mol”, e angulo de 118°. No entanto, o formato da curva, no geral, ndo é muito

diferente e o minimo de energia estd devidamente ajustado. Apesar das diferencas nestes
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perfis e do uso de apenas um termo de corregao do angulo diédrico, o campo de forgca
CG PITOMBA apresenta uma flutuagao do angulo diédrico similar a maltose atomistica
no modelo GROMOS 53A6c.yc durante 100 ns de simulacao (Figura 22a).
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Figura 22. Valores do angulo diédrico da ligacao glicosidica da a) maltose e b) celobiose,
no modelo PITOMBA, durante 100 ns de simulacio CG PITOMBA e atomisticas
GROMOS 53A661yc. As moléculas atomisticas foram mapeadas para CG.

Similarmente a maltose, o perfil ajustado da celobiose (Figura 21b) também ndo é
capaz de reproduzir o valor de energia de todos os pontos do perfil de referéncia. Mas a
posi¢do dos pontos de maxima energia das duas barreiras rotacionais (-58° e 103°) e o
ponto de menor energia (-180°) sao os mesmos. O perfil HF/6-31G(d) apresenta barreira
de energia de 51 e 32 kJ mol”, enquanto que no PITOMBA as barreiras sdo 38 e 37 kJ
mol’, respectivamente. Desta forma o perfil rotacional do PITOMBA ¢é 13 kJ mol’
menor do que a barreira mais energética e 5 kJ mol’ maior do que a barreira menos
energética. Apesar da existéncia de dois minimos no perfil rotacional da celobiose em
ambas os niveis de calculo (HF/6-31G(d) e PITOMBA) (Figura 21), as simulagdes
atomistica, com o campo de forca GROMOS 53A661vc, € CG PITOMBA concentram a
amostragem na regido de -180° (Figura 22b).
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Parametrizacao dos Termos Nao-Ligados

Interacdes Eletrostaticas

O PITOMBA ¢ o unico modelo CG desenvolvido para carboidratos, até o
momento, que inclui explicitamente interacdes eletrostaticas. Esta adicao é feita através
da inclusdao de cargas pontuais as esferas CG de modo a ajustar o momento de dipolo
médio do residuo de D-glicose no campo de forca GROMOS 53A6cryc. As cargas
elétricas das esferas foram obtidas matematicamente das equagdes de momento de dipolo
e de conservacao de energia (Tabela 10). Devido a dependéncia do momento de dipolo
do residuo de glicose com as posi¢des das esferas, para manter a consisténcia do modelo,
apenas o ensemble com o grupo hidroximetil na conformagdo gg foi utilizado para ajustar

as cargas do residuo de glicose.

Tabela 10. Valores das cargas elétricas atribuidas a cada esfera CG no PITOMBA.

Esfera Carga /e
CVv1 -0,531
Ccv2 0,109
CvM 0,106
CVé6 0,316

Embora as cargas tenham sido ajustadas apenas para parte do conjunto de

configura¢des assumidas da glicose, a Figura 23 mostra o momento de dipolo do residuo

de glicose nas representagdes PITOMBA e GROMOS 53A66:yc ao longo de todos os

100 ns simulagdo (inclui as conformagdes gg, gt e tg).
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Figura 23. a) Momento de dipolo do residuo de glicose nos modelos PITOMBA e
GROMOS 53A661yc em fungdo do tempo ao longo de 100 ns de simulagdo; b)
Histograma do angulo que entre o momento de dipolo do residuo de glicose e o seu valor
médio nos modelos PITOMBA e GROMOS 53A6¢:yc ao longo de 100 ns de simulagao.

Da Figura 23a percebe-se que o modelo PITOMBA tem a mesma média para a
intensidade de dipolo do residuo de glicose do modelo GROMOS 53A661yc, mesmo
para o conjunto de estruturas que apresentam o hidroximetil nas conformagdes gt e tg.
Como esperado, as flutuagdes da magnitude do momento de dipolo do PITOMBA
(Figura 23a) e as flutuagdes da direcao do dipolo (Figura 23b) sio bem menores do que
as previstas pelo modelo GROMOS 53A6¢ryc, visto que a grande parte das flutuagdes
advém da rotacdo dos diversos grupos hidroxila da glicose (Figura 24). A diferenca
média entre as dire¢des do momento de dipolo do modelo PITOMBA e GROMOS
53A6cryc ¢ em torno de 21° (Figura 23b).
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Figura 24. Momento de dipolo do residuo de glicose nos modelos GROMOS 53A6c1yc
(vermelho) e PITOMBA (azul). A posi¢ao do vetor atomistico foi deslocado para melhor
visualiza¢do do vetor CG, mas ambos sao sobrepostos.

Interacdes de van der Waals

As interagdes de van der Waals no campo de forca GROMOS sdo calculadas

através da funcdao de Lennard-Jones na forma

C; 12 C; 6
y, =iz _ 26
J 7}'12 1,}6 (27)

em que Cj;,, Cj¢ €1; 530 as constantes de repulsdo, constantes de atracdo e a distancia

entre as particulas na j-ésima interagdo de Lennard-Jones do campo de forga.

Seguindo a filosofia GROMOS, os termos de van der Waals foram ajustados
através de calculos de energia livre de hidratracdo. Neste caso, para cada esfera CG
individualmente na 4gua SPC CG GROMOS, utilizando-se a metodologia BAR. Porque
cada esfera do modelo SPC CG GROMOS representa cinco mol éculas de dgua SPC, assumiu-
se uma relagao entre os termos de van der Waals de ambas as representagdes. Como o termo
de atracdo € basicamente dispersdo, e esta por sua vez, € basicamente aditiva, o termo C, foi
definido como sendo a somada das dispersdes dos atomos de compde cada esfera CG
multiplicado por 6,72. Isto acontece porque a soma dos termos C, de cinco aguas SPC ¢
6,72 menor do que o valor do mesmo termo na agua CG SPC GROMOS. Assim, o
termo C,, passa a ser 0 unico termo ajustavel, em cada esfera CG, para ajustar a energia
de hidratacao. Este termo foi ajustado para reproduzir a energia de hidratacdo da
molécula que compde cada esfera CG, com valéncia completada por hidrogénio. Por
exemplo, a energia de hidratacao da esfera CV2 foi ajustada para representar a energia de
hidratacao do 1,2—etanodiol e a esfera CV1, o metanol. A Tabela 11 mostra os valores
das energias de hidratacao experimental e calculadas para cada esfera CG e molécula de

referéncia (referéncia da parametrizagdo) e Tabela 12 mostra os valores dos termos de

Lennard-Jones.
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Tabela 11. Energia de hidratagdo em agua SPC CG calculada e escalonada de cada
esfera CG do PITOMBA. Os valores experimentais estdo associado as moléculas que
compoe cada esfera CG, com valéncia completa por hidrogénio.

AG’ AG® Valor
Esfera Moléculade Numero de Hidratacao Hidratacao Experimental®
CcG referéncia  Coordenag¢io Modelo CG/ escalonado })kJ mol”
kJ mol™ / kJ mol™
Cvl Metanol 2 -32,1 -20,6 -21,3
Ccv2 1,2—etanodiol 6 2,4 -36,4 -32,2
CVM Metanol 4 1,9 21,1 21,3
CV6 Etanol 2 -10,0 22,4 20,9

* Valores extraidos de 8%,

A diferenga entre as energias de hidratagdo de uma esfera SPC CG GROMOS
comparada a cinco moléculas de dgua SPC ¢é de 68,9 kJ mol’, desta forma uma
equivaléncia deve ser feita para comparar os valores de energia livre do modelo
PITOMBA em 4gua SPC CG GROMOS com os valores experimentais.’* Assumiu-se
que esta diferenca esta associada as doze ligagdes de hidrogénio ndo completas das cinco
aguas SPC que compde cada esfera SPC CG GROMOS. Desta forma, as energias de
hidratacdo de cada esfera CG foi escalonada pelo numero de ligagdes de hidrogénio ndo
completas por cada esfera. A contribui¢do de cada ligagdo de hidrogénio para a energia

de hidratacio foi tomada como sendo 68,9/12 = 5,74 kJ mol™.

O numero de ligagdes de hidrogénio em falta entre cada esfera CG e a agua foi
calculada usando-se o primeiro pico da fungdo de distribuigdao radial entre cada molécula
(numa simulagdo atomistica) e a agua e arredondada para o inteiro mais préximo

(Tabela 11).

O campo de forca CG apresenta um erro no calculo da energia de hidratagao
maior que o0 modelo GROMOS 53A6 (aproximadamente 6% vs. 0.8%, respectivamente).
22 No entanto, é esperado que esta perda de precisio tenha um impacto menor nos

modelos CG, pois a superficies termodinamicas dos modelos CG sdao mais suaves.

Tabela 12. Parametros de Lennard-Jones (Cy e C;,) para cada esfera CG no PITOMBA.
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Esfera CG Ce / kJ mol”' nm°® C12 / kJ mol"! nm"

CV1 5,59800434 - 10 0,98528029 - 10°
CV2 1,11960087 - 10! 0,19705606 - 10
CVM 5,59800434 - 10 0,98528029 - 10°
CVé6 1,06167802 - 10" 0,13249361 - 10?2

Desempenho Computacional do Campo de Forga
PITOMBA

Uma das grandes caracteristicas dos modelos CG é o ganho computacional
quando comparados aos modelos atomisticos. O desempenho das representagdes CG ¢
diretamente atrelado ao desempenho do modelo de dgua utilizado, pois a maior parte do
tempo de simulagdo ¢ gasto calculando-se as interagdes do solvente. O célculo das
interagdes do modelo de agua SPC CG GROMOS ¢ 1-2 ordens de grandeza mais rapido
do que a da agua SPC. O PITOMBA ¢ entre 1-2 ordens de grandeza mais rapido do que
campo de for¢ca atomistico GROMOS 53A6¢ryc (Figura 25). A Figura 25 sugere que

quanto maior o sistema, maior ¢ o ganho computacional do modelo PITOMBA.
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Figura 25. Ganho computacional do campo de forcza PITOMBA comparado ao campo
de forca GROMOS 53A6¢ryc, para as moléculas de glicose, y-ciclodextrina e amilose A,
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respectivamente. Os calculos foram realizado num computador com arquitetura Intel 17,
com quatro nucleos de processamento 2,9 GHz e 8 GB de memoria RAM e sistema
operacional OS X 10.9.1.
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Validacao do Campo de Forca PITOMBA

O PITOMBA foi construido para reproduzir propriedades de agucares em
solucdo, ndo sendo valida a comparagdao dos dados do modelo em outras condigoes.
Portanto, as propriedades estruturais e de solvatagdo do PITOMBA foram validadas para
oligossacarideos de glicose contendo ligagdes do tipo 1—4 o em solugdao. As andlises do
agucares com ligagdes 1—4 B em agua nao serdo apresentadas, pois os dados associados

a estes sistemas sao restritos a fase cristalina.

E importante ter em mente que os dados experimentais para carboidratos em
solugdo sao em geral escassos e impedem a comparagao direta entre dados experimentais
e simulados. Desta forma, alguns dados do PITOMBA foram comparados com

simulagdes atomisticas com o campo de forca GROMOS 53A6cryc.

Efeito do Passo de Integracdo no Campo de Forca
PITOMBA

As constantes de for¢a do PITOMBA para os termos de ligacao foram definidas
de modo a permitir passos de integracdo de até 7 fs, sem o uso de qualquer potencial de
restricdo. Para investigar a dependéncia das propriedades do modelo com o tamanho do
passo de integracao, realizou-se trés simulagdes da maltose com diferentes passos de
integracdo, 2, 4 e 7 fs. Devido a substitui¢do da fungdo harmonica da versao modificada
do GROMACS (Apéndice C), ndo ¢é possivel aplicar restricdes nas ligagdes e avaliar o
campo de forca PITOMBA com passos de integracdo maiores. E importante salientar
que mesmo que os modelos CG permitam valores para o passo de integracdo muito
acima dos permitidos pelos modelo atomisticos, o passo de integracao ndo deve ser
muito grande. Pois algumas propriedades, como por exemplo, tempo de relaxacao da
agua, influenciam na dindmica dos sistemas. Os modelos de 4agua atomisticas SPC e
SPC/E apresentam tempo de relaxacdo de 5 e 7 ps, respectivamente.® Tais valores ndo

foram medidos para a agua SPC CG GROMOS e podem ser menores.

Do ponto de vista energético, como esperado, os valores médio de energia de cada

termo do PITOMBA nos diferentes passos de integragdo nao apresentam diferencas
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significativas (Tabela 13). Os demais termos energéticos e propriedades do sistema, tais
como, energia de interagao de eletrostatica, de Lennard-Jones, energia do campo de
reagdo, pressdao, temperatura, densidade também ndo apresentam diferengas

significativas (dados ndo apresentados por concisao).

Tabela 13. Energia média, de 1000 passo de simula¢do, de cada termo do PITOMBA em
funcdo do passo de integracao para diferentes simulagdes da maltose em solucao.

Propriedade / Passo de integracao
kJ mol” 2 fs 4fs 7 fs
Energia de Ligacao 2,6 £0,1 24+0,1 3,0+0,1
Energia de Angulo 49 +0,1 4,89 + 0,03 4,99 + 0,03
Energla de Diedro 1,18 + 0,03 1,22 + 0,03 1,17 + 0,02
Proprio
Energia de Diedro 1,940,1 1,82 0,05 1,88 + 0,03
Improprio
Energia Potencial -12344 £ 10 -12351 £ 8 -12354 £ 4
Energia Total -8442 + 11 -8449 + 11 -8453 + 4

Do ponto de vista geométrico, os diferentes passos de integragdo nao promovem
diferengas na estrutura da maltose. A Figura 26 mostra o angulo diédrico da ligagdo
glicosidica da maltose para os primeiros 500 passos de simulagdo com diferentes passos
de integrag¢do. Tanto para os valores dos angulos diédrico, bem como para os demais
termos do campo de forg¢a para a maltose, nao ha diferencas significativas nos valores

meédios (dados ndo mostrados por concisao).
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Figura 26. Valores do angulo diédrico da ligacao glicosidica da maltose, no modelo
PITOMBA, durante 500 passos de simulagdao no CG PITOMBA.

Hélices Simples e Duplas com Ligac¢des 1-4 oo de Glicose

A fita inica composta por monomeros de glicose 1—4a é denominada amilose V,
sendo bastante flexivel em 4dgua.® Co-cristalizada com diferentes compostos, tais como
alcoois, DMSO e iodo revela-se como sendo uma hélice de mao esquerda contendo de
seis a oito residuos por volta.* No PITOMBA, o mesmo numero de residuos é observado
para trés diferentes comprimentos de amilose V (10, 18 e 36 mondmeros) em agua. A
distancia entre os residuos numa volta é de ~20 A, o que ndo é diretamente comparado
com os dados experimentais de ~8 A em cristais com hélices em simetria 65 de amilose
V, em solvente ndo polares. Esta diferenca demonstra que os dados obtidos em solugao

com 0 PITOMBA nao pode ser diretamente comparado com dados cristalinos
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Figura 27. Representagdo da amilose V em um passo de um trajetoria de 100 ns em

soolugio no PITOMBA. A distancia entre dois residuos numa volta da amilose V é ~20
A.

As cadeias simples em solugdo e em contato direto com outras cadeias de
polissacarideos exibem uma grande flexibilidade, apresentando-se no estado
desenovelado. Para verificar esta hipdtese, o raio de giro experimental em fase gel para
uma fita contendo 10 mondmeros de amilose V de 10,1 A e 10,5 A foi comparado com
os obtidos com o PITOMBA de 11,9 A (Figura 28).5%

nm

S

A

Figura 28. Raio de giro da amilose V ao longo de 100 ns de simulagdao no campo de
forca PITOMBA em solucdo. Valor médio de 11,9 A.

E importante perceber que os valores para o raio de giro obtidos, em solugdo, com
o PITOMBA se aproximam muito mais dos dados obtidos em fase gel do que os valores

de distancia de residuos numa volta comparados a dados cristalograficos. Esta melhora
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indica que dados previstos pelo PITOMBA tendem a ser mais parecidos com os dados

experimentais em fase liquida, do que cristalina.

As fitas duplas paralelas de glicose 1—4 o sdo chamadas de amilose A e as fitas
duplas anti-paralelas sdo chamadas de amilose B. Enquanto ambas apresentam-se como
hélices com seis residuos por volta, nao ha um consenso aparente na literatura a respeito

da quiralidade das hélices (mao direita ou esquerda).®"

Para a validacio simulou-se uma amilose A construida com hélice de mao
esquerda na qual o dado cristalografico (clama ser de mao esquerda) mostra uma
distancia entre residuos numa volta de 21,4 A."' Para este sistema o PITOMBA prediz
um uma distincia média de 24,1 A. A amilose A apresenta uma estimativa de distancia
muito melhor ao dado experimental do que a amilose V (fita tnica). Isto acontece porque
na amilose A, os contatos agucar-agucar mantém o oligossacarideo no estado enovelado

(Figura 29).

Figura 29. Distancia entre residuos numa volta de amilose A ao longo de 100 ns de
simula¢io no campo de forca PITOMBA em solugio. Valor médio de 24,1 A.

o-, B- e y-Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CD) sdo oligossacarideos homoquirais compostos de seis a

treze monOmeros de glicose ligados com ligagao glicosidica do tipo 1—4 o. Dados
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cristalograficos de raio-X mostram que cada monOmero apresenta um arranjo de anel do
tipo ‘C,.* As CDs mais comumentes utilizadas sio compostas por seis, sete e 0ito

mondmeros sio denominadas -, B- e y-ciclodextrinas, respectivamente (Figura 6)."

Uma grande quantidade de compostos podem ser inseridos parcialmente ou
completamente dentro de suas cavidades. Geralmente, o tamanho das ciclodetrinas
determinam os tipos de complexo formado, sendo moléculas hidrofébicas melhor
ligantes do que as hidrofilicas.'®*® Na auséncia de ligantes, as CDs s3o encontradas, em
raio-X de cristal, hidratadas. A quantidade de moléculas de dgua varia com o tamanho
da CD e com o experimento, por exemplo, a quantidade média de agua encontrada na
cavidade da B-ciclodextrina é de 6,5, mas até 12 moléculas podem ser encontradas na

cavidade.”®*!

Acredita-se que o processo de dessolvatagdo de ambos, ligante e CD, sdo os
efeitos dominantes para a formacdo de complexos com as B- e 7-CDs.””* No entanto, foi-
se proposto que as interagdes polares entre a o-CD e seu ligante sejam as forga
dominantes da complexacgao, visto que devido ao tamanho do ligante e da cavidade da o-

CD ambos sdo fracamente solvatados.®?

Tabela 14. Numero médio de moléculas de agua dentro das cavidades das o-, B- e y-

ciclodextrinas durante 100 ns de simulagdo com os campos de forca GROMOS 53A66:.vc
e PITOMBA.

Numero de moléculas de agua

Sistema
GROMOS 53A66.vc PITOMBA'
a-ciclodextrina 5 0
B- ciclodextrina 8 1,8 (9)
v- ciclodextrina 11 2,2 (11)

* Agua SPC
" Agua SPC CG GROMOS. Em parénteses o niimero correspondente de molécula de 4gua SPC

Para avaliar o balango das interagdes CD-agua, o numero de moléculas de agua

dentro das cavidades da o-, B- e y-CDs foram monitorados durante 100 ns de simulagdo
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nos modelos GROMOS 53A6vc (referéncia) e CG PITOMBA. A Tabela 14 e Figura
31 mostram o numero médio de moléculas de agua SPC dentro das cavidades de cada

ciclodextrina. O numero equivalente de moléculas de agua SPC dentro das cavidades no
PITOMBA a razdo de 5:1 de moléculas de 4gua SPC CG GROMOS por cinco.

O numero de moléculas de 4agua dentro de cada CD foi medido da mesma
maneira em todos os casos. Contou-se o numero de moléculas de 4gua que continham
pelo menos um atomo dentro de um cilindro com 4 A de altura e com raio dependente
da CD. O raio do cilindro da o-, B- e 7-CD foram baseados no tamanho da cavidade na

representagao atomistica como sendo 4,47; 5,00 e 5,47 A, respectivamente. A Figura 30

mostra o cilindro utilizando na contagem das aguas para a y-CD.

Figura 30. Representacdo esquematica da y-ciclodextrina no campo de forca GROMOS
53A6¢cryc e visOes lateral (a) e de cima (b) do cilindtro (azul) utilizado na contagem das
moléculas de adgua.

A falta de moléculas de agua SPC CG GROMOS dentro da o-CD pode ser
explicado pelo fato de que o raio da esfera que representa as cinco moléculas de agua na
representacdao CG (formato esférico) é maior do que o raio do cilindrico adotado pelas

cinco moléculas de agua SPC dentro da cavidade das CDs (Figura 30). No entanto, o

numero de moléculas de agua dentro da cavidade das B- e y-CDs concorda em ambas as

representagoes (Tabela 14 e Figura 31). O nimero de moléculas de agua dentro das

cavidades atomisticas da B- e y-CDs é 8 e 11, respectivamente. Na representagdo
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PITOMBA o nimero médio de moléculas de agua SPC CG GROMOS dentro das
mesmas cavidades sdo 1,8 e 2,2, o que corresponde a 8 e 11 moléculas de agua

atomisticas, respectivamente.
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Figura 31. Histograma do numero de moléculas de 4gua dentro das cavidades
atomisticas no modelo GROMOS 53A6¢.vc da (a) a-, (c) B- e (e) 7-CDs, e do niimero de
moléculas de agua atomisticas dentro das cavidades CG PITOMBA do (b) a-, (d) B- e ()

v-CDs. O nuamero de moléculas de agua atomisticas no modelo CG foi obtido ao
multiplicar por cinco o numero de esferas dentro das cavidades.
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Consideracoes Finais

O novo campo de forca CG para carboidratos, denominado PITOMBA foi
desenvolvido para simulagdes em fase condensada e é compativel com o modelo de dgua
SCP CG GROMOS. O residuo de glicose ¢é representado por quatro esferas e um unico
angulo diédrico é empregado ao longo da ligacao glicosidica 1—4 o e . A estratégia de
parametriza¢ao deste angulo diédrico seguiu o mesmo protocolo adotado nos campos de
forca GROMOS 45A4 e GROMOS 53A66.yc. Este ultimo foi utilizado nas simulagcoes
atomistica das molécula glicose, maltose e celobiose, utilizadas para definir os demais
termos do PITOMBA. As interagOes eletrostaticas sdo calculadas explicitamente ao
adicionar cargas pontuais as esferas CG e foram determinadas a partir do momento de
dipolo médio do residuo de glicose. Os termos de Lennard-Jones foram definidos a partir
dos parametros atomisticos e escalonados para ajustar-se as energias livres de hidratagdo

experimentais.

No modelo PITOMBA todos os anéis dos acucares sao assumidos nas
conformacdes “C;, visto que esta é a conformacdo adotada pela glicose em solugdo
experimental e no modelo GROMOS 53A6cryc. O modelo foi capaz de descrever
propriedades estruturais de polissacarideos como, amilose V e A e das o-, B- e -
ciclodextrinas em solugdo. O numero de moléculas de agua dentro das cavidades das [3- e
v-ciclodextrinas mostra concordancia quando comparados com simulagdes atomisticas
utilizando o modelo GROMOS 53A6cLyc, solvatado em agua SPC, demonstrando a
compatibilidade do PITOMBA com o modelo SPC CG GROMOS.

Apenas os sistemas contendo ligagdes 1—4 o e f foram parametrizados, sendo os
primeiros os unicos validados em solugao, na forma de maltose, amilose V, A e B e -, 3-
e y-ciclodextrinas. O PITOMBA foi construido para ser facil de expandir e incluir outros

tipos de ligacdo glicosidica, taiscomo -1 ae P, 16 aeP, 152 aePfel—>3 aeP.
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Perspectivas

O campo de forca PITOMBA foi desenvolvido para simulagdes em fase
condensada com a agua SPC CG GROMOS e foi testado para alguns sistemas com
ligagdo glicosidica do tipo 1—4 a e . O modelo de parametrizagao torna facil expandir e
incluir outros tipos de ligacao glicosidica, tais como 1->1 aef, 1-6 e, 1>2aefPe
1-3 a e B. No entanto, o PITOMBA pode avangar em outras dire¢des, tais como
incluir outras esferas associadas a derivados de agucares, tais como quitina e quitosana;
incluir outros tipos de biomoléculas, tais como lipideos. E estudar a termodindmica do
PITOMBA em agua SPC. Pode-se ainda verificar a viabilidade do modelo em sistemas
hibridos, pois é possivel numa mesma simulacao ter molécula de dgua expressas como

no modelo SPC e no modelo SPC CG GROMOS.

Do ponto de vista das ferramentas associadas ao PITOMBA ¢é necessario
expandir o programa g_map para fazer o particionamento dos grupos do arquivo de
indices do GROMACS (index file) em fungao de ligagbes e moléculas e expandir o
mapeamento para CG para, virtualmente, qualquer tipo de sistema. Além de

implementar o mapeamento inverso, ou seja, CG para atomistico.
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Apéndice A

Um conjunto de ferramentas foi desenvolvida ao longo do processo de criagao do
campo de forca PITOMBA. As ferramentas sdo gerais o suficiente para que possam ser
utilizadas para expandir o campo de for¢a ou ser aplicada em outros campos de forgca
CG. Estas ferramentas foram escritas em linguagem C como ferramentas de contribuig¢do
do GROMACS, ou seja, elas fazem uso das bibliotecas do GROMACS e podem ser
utilizadas em conjunto com os arquivos compativel do referido programa. Instalagao,
uso e ajuda seguem o padrdo de ferramentas GROMACS. Todos os programas estao
disponiveis gratuitamente em: http://dqfnet.ufpe.br/biomat/. Algumas ferramentas sdao
disponibilizadas para download e serem utilizadas localmente e outras sao de uso remoto

acessiveis apenas por interfaces web.

A.1. Programas Disponiveis para Download

Dentre as ferramentas desenvolvidas disponiveis para download, destaca-se
g_map, que faz o mapeamento, por centro de massa, de trajetdrias na representagao
atomistica para CG e o g_cgdi pol efi tter que ajusta analiticamente as cargas das

esferas CG para reproduzir o modelo de dipolo de referéncia.
A.1.1. g_map

O g_map mapeia por centro de massa de grupos de atomos em esferas CG. E
necessario fornecer alguns arquivos e definir alguns parametros para o mapeamento. Os

arquivos e opgOes de entrada do programa estdo listados abaixo, no modelo
GROMACS.

Option Fil ename Type Descri ption
-f traj.xtc |nput Trajectory: xtc trr trj gro g96 pdb cpt
-n i ndex. ndx | nput Index file
-s topol .tpr [Input Run input file: tpr tpb tpa
-0 traj.xtc OQutput Trajectory: xtc trr trj gro g96 pdb cpt
Option Type Val ue Descri ption



-[no]lh bool no Print help info and quit

-[ no] versi on bool no Print version info and quit

-ni ce i nt 0 Set the niceleve

-b time 0 First frame (ps) to read fromtrajectory

-e time 0 Last frame (ps) to read fromtrajectory

- dt time 0 Only use frane when t MOD dt = first time (ps)
-[ no] pbc bool yes Takes into account the pbc in calcul ations

- box vector -1 -1 -1 fixes the box size to specific val ues

O programa ¢ flexivel o suficiente para utilizar ou desprezar condigdes periddicas
de contorno (-[no]pbc), filtar alguns passos da trajetoria (-dt), modificar o tamanho da
caixa de simulagao (-box), escolher o intervalo temporal do mapeamento (-b € -e) e

determinar a prioridade no uso dos recursos do sistema entdo este estiver rodando (-nice).

A quantidade de grupos a serem mapeados e o nome de cada esfera CG sao
definidos no arquivo de indices. O programa mapeia todos os grupos do arquivo de
indice em esfera CG e nomeia a esfera CG de acordo com o nome do grupo de origem

(quatro primeiras letras se existirem).

A.1.2. g_cgdipolefitter

O g_cqgdi pol ef i tter ajustam analiticamente as cargas das esferas CG para
reproduzir o modelo de dipolo de referéncia. E necessario fornecer alguns arquivos e
definir alguns parametros para o mapeamento. Os arquivos e opg¢des de entrada do

programa estdo listados abaixo, no modelo GROMACS.

Option Fil ename Type Descri ption
-f traj.xtc |nput Trajectory: xtc trr trj gro g96 pdb cpt
-s topol .tpr [Input Run input file: tpr tpb tpa
-d di pol e. dat I nput Generic data file
-n i ndex. ndx Input, Opt. Index file
-0 charge. xvg Qut put xvgr/ xmgr file
Option Type Val ue Descri ption
-[no]lh bool yes Print help info and quit
-[ no] versi on bool no Print version info and quit
-ni ce i nt 0 Set the niceleve
-b time 0 First frame (ps) to read fromtrajectory
-e time 0 Last frame (ps) to read fromtrajectory
- dt time 0 Only use frane when t MOD dt = first time (ps)
- Xvg enum xngrace xvg plot formatting: xngrace, xngr or none
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-[ no] pbc bool yes Takes into account the pbc in calcul ations
- box vector -1 -1 -1 fixes the box size to specific val ues

O programa ¢ flexivel o suficiente para utilizar ou desprezar condigdes periddicas
de contorno (-[no]pbc), filtar alguns passos da trajetoria (-dt), modificar o tamanho da
caixa de simulagdo (-box), escolher o intervalo temporal do mapeamento (-b e -e),
determinar a prioridade no uso dos recursos do sistema entdo este estiver rodando (-nice)

e escolher o formato do arquivo de saida contendo as cargas das esferas CG (- xvg).

Devido a limitagdao imposta pela solugdo das equagdes de dipolo e conservagao de
carga, o g_cgdi pol efi tt er requer como entrada quatro grupos no arquivo de indices
que representem o mapeamento CG. O arquivo dipole.dat, (Op¢do —d) contém a lista de
dipolos a serem ajustados pelo programa e o arquivo de topologia (opgdo -s) contém a

topologia CG.
A.2. Programas Disponiveis por Interface Web

Dentre as ferramentas desenvolvidas como aplicagdes web, destaca-se o Rotational
Profiler, que ajusta perfis de torsdao de mecanica molecular a perfis de quimica quantica e

o MDWiZ que converte arquivos de entrada de programas de simulagdo.

A.2.1. Rotational Profiler

O Rotational Profiler (http://dqfnet.ufpe.br/biomat/rotprof), foi desenvolvido e
usado para determinar as constantes de forca dos perfis de mecanica molecular
atomisticos e CG que melhor ajustam aos perfis de quimica quantica. Esta ferramenta foi
utilizada tanto na parametriza¢do do modelo PITOMBA bem como do campo de forga
atomistico GROMOS 53A6g.yc.”® Os termos torcionais sdo definidos pelas equacgdes de
torsdo do campo de forca GROMOS, mas o ajuste pode ser aplicado a qualquer perfil de
torsao que seja caso particular do GROMOS, como nos campos de forca AMBER e
OPLS.”

O Rotational Profiler requer dois arquivos de entrada contendo os angulos, em

graus, e energias (relativas) de cada perfil. O primeiro arquivo descreve o perfil de torsdo
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de referéncia (por exemplo, quimica quantica) e o segundo o perfil a ser ajustado (por
exemplo, mecanica molecular). O usuario é responsavel por determinar a quantidade e
valores dos parametros ajustaveis dos cossenos (Equagao 26). A interface permite ajustar
até sete cossenos simultaneamente e alterar os parametros de multiplicidade e
deslocamento de fase, além de contar com uma ferramenta grafica que plota os perfis de

referéncia, a ser ajustado e os ajustados.

A.2.2. MDW1Z

O MDWiZ (http://barongroup.medchem.utah.edu/tools/mdwiz/) visa auxiliar a

7 Atualmente o

transposicdo de arquivos de entrada entre programas de simulacio.’
requer um arquivo de parametro do GROMACS (tpr) para fazer a conversdo. Sendo,
atualmente, capaz de converter o arquivo tpr de entrada do GROMACS para o
LAMMPS, nos campos de forca AMBER, GROMOS e OPLS e modelos de 4gua SPC,
SPC/E, TIP3P e TIP4P. A adi¢ao de outros campos de for¢a e programas estd sendo

realizada para expandir as suas capacidades.
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Apéndice B

Este apéndice tem como objetivo apresentar o modelo de agua SPC CG
GROMOS utilizado no modelo PITOMBA, apresentar as condi¢des de simulagdo deste
modelo, comprar algumas propriedades da agua para este modelo com alguns modelos
de agua CG e com dados experimentais. Além de avaliar estas mesmas propriedades na
implementa¢do no GROMACS 4.6.x.”

Modelo de Agua SPC CG GROMOS

O modelo de agua SPC CG GROMOS foi desenvolvido pela Sereina Riniker no
grupo de Wilfred van Gusteren e apresenta grande concordancia com resultados
experimentais para algumas propriedades macroscopicas da agua em fase liquida a 298 K
e 1 atm Tabela III da Referéncia *. O modelo de dgua é composto de uma esfera CG de
massa de 90,077 com dois sitios de interagdo representando cinco moléculas de agua

(Figura 32) e ¢ baseado no modelo de agua SPC.
X

Figura 32. Modelo de agua SPC CG GROMOS. Figura adaptada de Riniker, S.; van
Gunsteren, W. F. J. Chem. Phys. 2011, 134, 084110, Copyright (2011) com permissdo da
AITP Publishing LLC.

Os dois sitios de interagao elétrica sao denominados CW (“Center of van der
Waals”) e DP (“Dummy Particle”) e sao ligados por uma fung¢ao quartica (Equacao 23)
com constante de forca de 2,0 - 10° kJ mol” nm™ e distancia de equilibrio de 2 A. O sitio
CW tem carga -0,575 e, massa de 60,077 u.m.a. e parametros de van der Waals Cs =
0,088 kJ mol' nm® e C;, = 1,298 - 10” kJ mol' nm'?, enquanto que o sitio DP apresenta

massa de 30,0 u.m.a e carga de +0,575 e. Devido a presenca dos dois sitios carregados o

89



modelo pode reagir a campos elétricos rotacionando ao redor do sitio CW e ajustando a

distancia da ligagao CW-DP.
Validade do Modelo

Todo modelo apresenta um dominio de aplicagdao, neste caso o modelo foi testado
para diferentes temperaturas na fixa de 258 K a 338 K sob condi¢des N,p,T. Em 258 K

(-15 °C) o modelo apresenta sinais de congelamento. A Tabela 15 mostra as condi¢des de

simula¢do do modelo de 4gua SPC CG GROMOS.™

Tabela 15. Parametros requeridos pelo modelo de agua SPC CG GROMOS.

Parametro Valor

Modelo de correcao de longa distancia para .
. > Raio de corte
as interacOes de van der Waals
Raio de corte para interagdes de longa
DORE 20 A
distancia e van der Waals

Modelo de correcao de longa distancia para

. ~ 2 Campo de reagdo
as interacgOes elétricas

Permissividade relativa do campo de reagdo

78,5
(&)
Permissividade relativa dentro do raio de 25
corte do campo de reagdo (ecs) ’
Constante de compressibilidade de 4gua 7,51 -10* / (kJ mol’ nm?)*

Propriedades do Modelo Implementado

Devido a necessidade de implementagdo do termo quartico de ligagdo requerido
pelo modelo de agua SPC CG GROMOS no programa GROMACS 4.6.x, as
propriedades do modelo de agua foram revalidadas. E para tal, as propriedades de
densidade, energia potencial por esfera CG e difusao das particulas foram escolhidas. A

Tabela 16 mostra os resultados destas propriedades apresentados por Riniker et. al. além

dos obtidos apds 100 ns de uma trajetéria contendo 2500 moléculas de agua CG.
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Tabela 16. Densidade (p), energia potencial por esfera CG (V,,,,) € coeficiente de difusdo

(D), em 298 K, para modelo SPC CG GROMOS implementado nesta tese, em
comparagdo com diferentes modelos de dgua CG e com dados experimentais. Tabela
adaptada de Riniker, S.; van Gunsteren, W. F. J Chem. Phys. 2011, 134, 084110,
Copyright (2011) com permissao da AIP Publishing LLC.

P Vpot D
/g cm? / kJ mol”! /10° cm® 5!
Experlm?ntgl [citar 0.997 415 23
referéncias]
SPC [citar referéncias] 0.972 -41.3 4.2
SPC/E [citar referéncias] 0.994 - 2.4
Modelo de agua
polarizavel do MARTINI 1.043 i 0.625
Modelo BMW 1.047 -

SPC CG GROMOS 0.995 -23.3 6.9
Modelo SPC CG 0.997 235 6.7

GROMOS*

* Modelo SPC CG GROMOS implementado no GROMACS 4.6.x

As diferengas entre os valores reportados por Riniker e van Gunsteren e
implementados no GROMACS 4.6.x sdo muito pequenos e podem estar associados a
amostragem, visto que na Ref ™ apenas 1 ns de simulagdo foram utilizados na analise,
enquanto que a implementagio no GROMACS foi avaliada durante 100 ns de

simulacao.
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Apéndice C

Este apéndice tem como objetivo demonstrar a matematica e implementa¢ao do
potencial quartico de ligacio do modelo de 4agua SPC CG do GROMOS™ no
GROMACS.”

C. 1. Potencial Quartico de Ligacao

O modelo de 4gua SPC CG GROMOS tem como fung¢ao de energia de ligagdo o

termo quartico na forma:
, 1 R N
Vis(I7s]) = 5K (17| = 1Foil) (28)

em que K;; é a constante de forca da ligagdo, 7; e7,;; representam a distancia e a
distancia de equilibrio entre os atomos i e j, respectivamente. De acordo com Riniker e
van Gunsteren,” o uso desta fun¢do permite que a polarizacdo da esfera CG aconteca de
forma ndo linear e ainda evita a superpolarizagdo quando duas moléculas distintas se

aproximam.

C. 2. For¢a gerada por um Potencial Quartico

De acordo com a mecanica geral para sistemas conservativos, a forga é o negativo

do gradiente do potencial:

—dV (#)

dr (29

F(#®) =

Para o potencial quartico, portanto a for¢a tem forma:
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- - 4
R 1 d(l#:] =17
Fi(Fy) = = 5Ky < ldﬁJrO'Ul) ' (30)

Pela regra da cadeia tem-se:

av@® _ av(® dl7|

i d|f| dF’ (B1)
Como
av(?]) .. L3
d|Fij| - 4(|rij| - |r0,ij|) . (32)
E ainda como
dif| 7
ar |7 (33)
Tem-se portanto que a for¢a ¢ dada por:
By (7)) = —20 (|7 = 7o) o y
L\l lj lj 0,ij |ﬁj| . ( )

C. 3. Potencial Quartico e Dependéncia com A

Esta secdo descreve a dependéncia do potencial quartico com o parametro A
usado em calculos de energia livre. Nestes tipos de calculo o potencial é interpolado entre
dois estados A (A = 0) e B (A=1) e vice-versa. Para o potencial quartico esta dependéncia

pode ser escrita na forma:
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, 1 , N
vy (751 4) = 51 - DK + Ak [175] = (= DIy | = 21751 (35)

Desta forma a derivada potencial em relagao a A é:

vy (|7;],2) =
oA
1 -
= __(Kil; - Ki?') ' [|rij| - A)' To,ij |T'0 l]l]
+ 2|78, = |72,0) - [(1 — VKA + AKE] (36)
(7] = (= DI7g;] - |%J]-

Note que a derivada do potencial em relagao a A é uma grandeza escalar.

C. 4. Implementagao em C no GROMACS 4.5.x € 4.6.x

Ao invés de adicionar o potencial quartico ao coédigo, alterou-se o potencial
harmoénico para o potencial quartico. A implementagdo depende da modificagao da
fungdo har noni c(. . .), que é chamada pela fungdo bonds( . .. ). Ambas as fungdes
se encontram, dentro da pasta de instalagio do GROMACS, no arquivo

src/ gnxli b/ bondfree.c.

E importante destacar que na fungdo bonds(...) acontece a chamada para a
fung¢do harnoni c(...), mas o denominador da forca (Equag¢ao 29) ¢ calculada na
primeira. Portanto, mesmo que a fung¢do har noni c(...) calcule a energia, derivada
em relagdo a A e a forga a associada ao potencial quartico, este tltimo termo ndo contera

seu denominador.

C.4. 1. Func¢ao bonds(...)

real bonds(int nbonds,
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const t_iatomforceatons[],

const t_iparanms forceparans|],

const rvec x[], rvec f[], rvec fshift[],
const t_pbc *pbc, const t_graph *g,

real | anbda, real *dvdl anbda,

const t_ndatonms *nd, t_fcdata *fcd,

I nt *gl obal _at om i ndex)

int i, m ki, ai, a, type;

real dr, dr2, fbond, vbond, fij, vtot;

rvec dx;

ivec dt;

vtot = 0.0;

for (i = 0; (I < nbonds); )

{
type = forceatons[i ++];
ai = forceatons[i ++];
aj = forceatons[i ++];
ki = pbc_rvec_sub(pbc, x[ai], x[aj], dx); /* 3 */
dr2 = iprod(dx, dx); /[* 5 */
dr = dr2*gnx_i nvsqrt (dr2); [* 10 */

*dvdl anbda += har noni c(f orceparans[type]. harnonic. kr A,
f orceparans[type]. harnonic. kr B,
f orceparans[type]. harnonic.rA,
forceparans[type]. harnonic.rB
dr, | anbda, &vbond, &fbond);

if (dr2 == 0.0)

{
conti nue;
}
vtot += vbond; [* 1 */

fbond *= gnx_invsqrt(dr2); /* 6 */

't (9)
{
ivec_sub(SH FT_I VEC(g, ai),
SHI FT_I VEC(g, aj), dt);
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ki = I VEC2I S(dt);

}

for (m=0; (mMm< DM; m+) [* 15 */
fij = fbond*dx[ ni;
flai][n += fij;
flaj][m -=fij;
fshift[ki][n] += fij;
fshift[ CENTRAL][m -= fij;

}

}

return vtot;

C. 4. 2. Fun¢ao harmonic (...)

real harnonic(real KA,
real kB,
real XA,
real xB,
real x,
real | anbda,
real *V,
real *F)

const real hal f=0.5, two=2.0;
r eal L1, kk, x0, dx, dx2, dx3, dx4;
real v, f,dvdl anbda;

L1 = 1. 0-1 anbda;

kk = L1*kA+l anbda*kB
x0 = L1*xA+l anbda* xB;
dx = x-XO:;

dx2 = dx*dx;

dx3 = dx2*dx;

dx4 = dx2*dx2;

f = -two*kk*dx3;

Vv = hal f *kk*dx4;
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dvdl anbda = hal f*(kB- kA) *dx4 + two*(XxA-xB) *kk*dx3;

*F =f;
*\ =V

return dvdl anbda;
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Apéndice D

Este apéndice tem como objetivo listar os arquivos utilizados nas simulagdes desta
tese. E importante notar que o PITOMBA devido a modificagio do codigo para alterar
na funcdo harmonica para quartica a aplicagdo dos arquivos abaixo é apenas util na
versao modificada do programa, exceto pelos arquivos de parametros das dindmicas. Os

arquivos estdo no formato do GROMACS 4.6.x.”

D.1. Arquivos mdp das simulagdes

D.1.1. Simulacoes Atomisticas

As etapas de minimizagdo foram realizadas com as opgdes

i nt egrator = steep
tinit = 0.0

dt = 0.002

nst eps = 500000
nst conm =1

comm gr ps = O her SOL
nst xout = 1000

nst vout = 1000

nst f out =0

nstl og = 1000

nst ener gy = 1000

nst xt cout = 1000

Xt c_precision = 1000

Xt c-grps =

ener gygr ps = O her SOL
nstlist =1

ns_type =grid

pbc = Xyz

rlist =1.4

coul onbt ype = reaction-field
rcoul onb =1.4
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epsilon_rf

vdw_type
rvdw
Di spCorr

t coupl
tc-grps
tau t
ref t

Pcoupl
Pcoupl type
tau_p

conpressibility

ref_p

constraints

61

cut - of f

=1.4

No

v-rescal e

= O her SOL

0.2 0.2
298 298

ber endsen
i sotropic
0.5

= 4.5e-5

1. 013

none

As dinamicas foram realizadas com as opgoes

i ntegrator
tinit

dt

nst eps

nst conm
conmm gr ps

nst xout

nst vout
nst f out

nstl og

nst ener gy
nst xt cout

Xt c_precision
Xt c-grps

ener gygr ps

nstli st
ns_type
pbc
riist

nd
0.0
0. 002

= 50000000
=1

O her SOL

0
0
0

= 1000
= 1000

1000
1000

O her SOL

grid
Xyz
1.4
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coul onbt ype = reaction-field

rcoul onb =1.4
epsilon_rf = 61
vdw_type = cut-off
rvdw = 1.4

Di spCorr = No

t coupl = v-rescal e
tc-grps = O her SOL
tau_t =0.20.2
ref t = 298 298
Pcoupl = berendsen
Pcoupl t ype = isotropic
tau_p = 0.5
conpressibility = 4. 5e-5
ref p = 1.013
constraints = h-bonds

D.1.2. Simulag¢des “coarse-grain”

As etapas de minimizagdo foram realizadas com as opg¢des

i nt egrator = steep
tinit = 0.0

dt = 0.002
nst eps = 50000
nst conm =1

comm gr ps = Sugar SCL
nst cal cener gy =1

nst xout =0

nst vout =0

nst f out =0

nstl og = 1000
nst ener gy = 1000
nst xt cout = 1000
Xt c_precision = 1000
Xt c-grps =

ener gygr ps = System
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nstlist =1

ns_type =grid

pr = Xyz

rlist =20

coul onbt ype = reaction-field
rcoul onb = 2.0
epsilon_rf = 78.5
epsilon_r = 2.5
vdw_type = cut-off
rvdw = 2.0

Di spCorr = No

t coupl = v-rescal e
tc-grps = System
tau_t =0.2

ref t = 298
Pcoupl = berendsen
Pcoupl t ype = isotropic
tau_p = 0.5
conpressibility = 7.51e-4
ref p = 1.013
constraints = none

As dinamicas foram realizadas com as opgoes

i ntegrator = md

tinit = 0.0

dt = 0.002
nst eps = 50000000
nst conm =1

comm gr ps = Sugar SCL
nst cal cener gy =1

nst xout =0

nst vout =0

nst f out =0

nstl og = 1000

nst ener gy = 1000
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nst xt cout

Xt c_precision
Xt c-grps

ener gygr ps

nstli st
ns_type
pbc
riist

coul onbt ype
rcoul onb
epsilon_rf
epsilon_r

vdw type
rvdw
Di spCorr

t coupl
tc-grps
tau t
ref t

Pcoupl
Pcoupl type
tau_p

conpressibility

ref_p

constraints

1000
1000

System

1
grid

= Xyz

2.0

reaction-field

= 2.0

78.5
2.5

cut - of f
2.0
No

v-rescal e
System

=0.2

298

ber endsen
i sotropic
0.5
7.51le-4
1.013

none

As energias livres foram obtidas com as opgdes

i ntegrator
tinit

dt

nst eps

nst conm
conmm gr ps

nst xout
nst vout

sd

= 0.0

0. 002
500000

1

Sugar SOL

0
0
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nst f out

nstl og

nst ener gy
nst xt cout

Xt c_precision
Xt c-grps

ener gygr ps

nstli st
ns_type
pbc
rlist

coul onbt ype
rcoul onb
epsilon_rf
epsilon_r

vdw type
rvdw
Di spCorr

t coupl
tc-grps
tau_t
ref t

Pcoupl
Pcoupl type
tau_p

conpressibility

ref_p
constraints

free-energy
coupl e- nol type
i nit-lanbda

sSc- power
sc-sigm
sc- al pha

0
1000
1000

=0
= 1000

Sugar SOL

1
grid

= Xyz

2.0

reaction-field

= 2.0

78.5
2.5

cut - of f
2.0
No

v-rescal e
System

=0.2

298

ber endsen

= isotropic

0.5
7.51e-4
1. 013

none
yes

Sugar
$LAVBDAS

cor
Ul W
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coupl e-i ntranol = no
coupl e- | anbdaO = vdwg/ vdw
coupl e-l anbdal = vdw none

f orei gn- | anbda $ALL_LAMBDASS

D.2. Arquivos de topologia do PITOMBA

Por motivos de tamanho dos arquivos apenas alguns sistemas terdo seus arquivos
de topologia adicionados, sendo estes a o-D-Glicose, maltose, celobiose € o0 modelo de

agua SPC CG GROMOS.

D.2.1. a-D-Glicose

; Include forcefield paraneters
#include "pitonba.ff/forcefield.itp"

[ rol ecul etype ]

; Nane nrexcl
Sugar 3
[ atons ]
; nr type resnr residue atom cgnr char ge mass typeB
char geB massB
; residue 1 dCrtp &C g 0.0
1 Ccvi 1 G.C Ccvi 1 -0.531 29 ; qtot -0.531
2 cv2 1 G.C Ccv2 1 0. 109 60 ; qtot -0.422
3 CW 1 G.C CWM 1 0. 106 29 ; qtot -0.316
4 Cv6 1 G.C Cvé 1 0. 316 44 ; qtot O
[ bonds ]
;ai aj funct cs
1 2 2 gb_1
1 3 2 gb_2
1 4 2 gb_3
2 3 2 gb_4
2 4 2 gb_5
3 4 2 gb_6
[ angles ]
;ai aj ak funct cs
2 1 3 2 ga_7
2 1 4 2 ga_8
3 1 4 2 ga_11
1 2 3 2 ga_1
1 2 4 2 ga_2
3 2 4 2 ga_12
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1 3 2
1 3 4
2 3 4
1 4 2
1 4 3
2 4 3
[ dihedrals ]
;ai aj ak
4 1 2
2 1 3
2 1 4
1 2 3
1 2 4
2 3 4
[ dihedrals ]
;ai aj ak
1 3 2

; I'nclude water topol ogy

NNNMNNDDNDDN

a

P Wwdbhwdsrow

al
4

ga_3
ga_4
ga_9
ga_5
ga_6
ga_10

funct

PR R R RPR

funct
2

#i ncl ude "pitonba.ff/spc-cg.itp"

[ system]
;. Nanme
al pha- D- d ucose

[ rol ecul es ]
; Conpound
Sugar

D.2.2. Maltose

#nmol s

; Include forcefield paraneters
#include "pitonba.ff/forcefield.itp"

[ rol ecul etype ]

;. Nanme

Sugar

[ atons ]

; nr type

char geB massB

;. residue
1 Ccvi
2 Ccv2
3 CWM
4 Cv6

;. residue 2 A rtp
5 Ccvi
6 Ccv2
7 CWM
8 Cv6

[ bonds ]

;ai aj funct

nrexcl

resnr

CSs

I\)I\)I\)I\)QHHHH

resi due

1 GArtp GGA g 0.0

GLA
GLA
GLA
GLA
A g O
GLA
GLA
GLA
GLA

cs
gd_4
gd_5
gd_3
gd_1
gd_6
gd_2

cs
gi_1

atom

cgnr

L

NN NN
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char ge

ecooe

ecooe

531
109
106
316

531
109
106
316

mass

29
60
29
44

29
60
29
44

typeB
; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot O
; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot O

531
422
316

531
422
316



gb_1
gb_2
gb_3
gb_7
gb_4

NN AN NN

N T N~NM

- N

gb_5

<

N

<

©

[Te]

0 N~ 00

n O© O ~

[ pairs ]

aj funct

ai

L B I I I I B |

— 0 © oW © LW © ©

NANNOMOOMOIT I

[ angles ]

CS

ak funct

—_—

@

‘®

N~ M < O W0 ©

ga_14
ga_1
ga_2
ga_12
ga_3
ga_4
ga_9
ga_5
ga_6
ga_10
ga_7
ga_8
ga_11
ga_1
ga_2
ga_12
ga_15
ga_16
ga_17

C © © © ©
oD 0D D

ga:13
ga_11
ga_18

© ©
oo

N AN AN NN NN ANANAN NN NN NN NN NN NN NNNNNNN

OIS ITNNNOTTANTTNOMDNSOOOOMNS WO O©K0 O WO~

A A A A A NNNOONOTTETITOWOO O O© ON~NMNIDNSIDNSIDNSOW
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[ dihedrals ]
o ai j

2
o
=

O U1 U1 OOOOONEFEFRFEPNDNDNLSA
~NO OO O WNNRERRP P
0O ~NO~NOBRRPWNPRPWDN

[ dihedrals ]

;ai aj ak
1 7 4
1 3 2
5 7 6

2 ga_10

al funct cs

gd_4
gd_5
gd_3
gd_7
gd_1
gd_6
gd_2
gd_4
gd_5
gd_3
gd_1
gd_6

gd_2

U1 N0 NONR, WhOWHAOW
PR RRPRRPRRPRRPRRRRPREPR

al funct cs

2 gi _2
gi_1
2 gi_1

o AN
N

; I'nclude water topol ogy
#i ncl ude "pitonba.ff/spc-cg.itp"

[ system]
;. Nanme
Mal t ose

[ rol ecul es ]
; Conpound
Sugar

#nmol s

D.2.3. Celobiose

; Include forcefield paraneters

#

[ rol ecul etype ]

resnr

nclude "pitonmba.ff/forcefield.itp"

nrexcl

3

resi due atom

1 G&Brtp GB gq 0.0

1 GLB Cvl
1 GLB Cv2
1 GLB
1 GLB

; residue 2 dBrtp GB g 0.0

;. Nanme

Sugar

[ atons ]

; nr type

char geB massB

;. residue
1 cvi
2 cv2
3 CW
4 Cv6
5 cvi
6 cv2
7 CW

2 GLB Cvl
2 GLB Cv2
2 GLB

cgnr

I =

N N

107

char ge

o

©coooe

531
109
106
316

.531
. 109
. 106

mass

29
60
29
44

29
60
29

typeB

; gtot
; qgtot
; qgtot
; qgtot

; gtot
; qgtot
; gtot

- 0.
- 0.
- 0.

- 0.
- 0.
- 0.

531
422
316

531
422
316



[ bonds ]

) al

NO OO OO WNNRE R PP

[ pairs ]

) al

ARADNWWWNNN

aj

OO ~NO~NOBRRPMWNPRPWDN

a

0 o Ul oo Ul oo o

[ angles ]

;ai

N

OOFRPPPNOOOOONOONPEFPRPNRPRPWOWREPRPRAWWDNNDN

a

NNN~NOOOOOUUUODADRNMDNWWWNNNRERERERRR

Cv6

funct

NDNNNNNNMNNNNDNDNDDNDDN

funct

PR R RPRRPRRRRPR

x

a

D 00O UTWOW~NWWONWWNEAEEAENERMNONNDNPA®

cs
gb_1
gb_2
gb_3
gb_7
gb_4
gb_5
gb_6
gb_1
gb_2
gb_3
gb_4
gb_5

gb_6

funct

N NDNNNNNNDNNNDNNDNNDNNDNNDNDNNNNDNNDNNDNNDNNDNNDNDNDDNDDN

cs
ga_7
ga_8
ga_19
ga_11
ga_24
ga_20
ga_1
ga_2
ga_12
ga_3
ga_4
ga_9
ga_5
ga_6
ga_10
ga_7
ga_8
ga_11
ga_1
ga_2
ga_12
ga_21
ga_22
ga_23
ga_3

108
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5 7 8 2 ga_4
6 7 8 2 ga_9
5 8 6 2 ga_5
5 8 7 2 ga_6
6 8 7 2 ga_10

[ dihedrals ]

;ai aj ak al funct cs
4 1 2 3 1 gd_4
2 1 3 4 1 gd_5
2 1 4 3 1 gd_3
2 1 7 6 1 gd_11
2 1 7 6 1 gd_8
2 1 7 6 1 gd_9
2 1 7 6 1 gd_10
2 1 7 6 1 gd_12
1 2 3 4 1 gd_1
1 2 4 3 1 gd_6
2 3 4 1 1 gd_2
8 5 6 7 1 gd_4
6 5 7 8 1 gd_5
6 5 8 7 1 gd_3
5 6 7 8 1 gd_1
5 6 8 7 1 gd_6
6 7 8 5 1 gd_2

[ dihedrals ]

;ai aj ak al funct cs
1 7 4 2 2 gi _3
1 3 2 4 2 gi_1
5 7 6 8 2 gi_1

; I'nclude water topol ogy
#i ncl ude "pitonba.ff/spc-cg.itp"

[ system]

;. Nanme

Cel obi ose

[ rol ecul es ]

; Conpound #nol s
Sugar 1

D.2.4. a-ciclodextrina

; Include forcefield paraneters
#include "pitonba.ff/forcefield.itp"

[ rol ecul etype ]

; Nane nrexcl
Sugar 3
[ atons ]
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; nr type resnr residue atom

char geB massB
; residue 1 dArtp QLA g 0.0
1 Ccvi 1 GLA cvi
2 Ccv2 1 GLA Cv2
3 CWM 1 GLA CVM
4 CV6 1 GLA Cvé
; residue 2 GAArtp GA g 0.0
5 Ccvi 2 GLA Ccvi
6 Ccv2 2 GLA Cv2
7 CWM 2 GLA CVM
8 CV6 2 GLA Cvé
; residue 3 dArtp GA g 0.0
9 Ccvi 3 GLA Ccvi
10 Ccv2 3 GLA Ccv2
11 CWM 3 GLA CVM
12 CV6 3 GLA Cvé
; residue 4 GGArtp GLA q 0.0
13 Ccvi 4 GLA cvi
14 Ccv2 4 GLA Cv2
15 CWM 4 GLA CVM
16 CV6 4 GLA Cvé
; residue 5 AdArtp GA g 0.0
17 Ccvi 5 GLA Ccvi
18 Ccv2 5 GLA Cv2
19 CWM 5 GLA CVM
20 CV6 5 GLA Cvée
; residue 6 LA rtp GGA g 0.0
21 Ccvi 6 GLA cvi
22 Ccv2 6 GLA Cv2
23 CWM 6 GLA CVM
24 CV6 6 GLA Cvé
[ bonds ]
;ai aj funct cs
1 2 2 gh_1
1 3 2 gh_2
1 4 2 gb_3
1 7 2 gh_7
2 3 2 gh_4
2 4 2 gh_5
3 4 2 gh_6
5 6 2 gh_1
5 7 2 gh_2
5 8 2 gh_3
5 11 2 gb_7
6 7 2 gh_4
6 8 2 gh_5
7 8 2 gh_6
9 10 2 gh_1
9 11 2 gh_2
9 12 2 gb_3
9 15 2 gb_7
10 11 2 gh_4
10 12 2 gh_5
11 12 2 gh_6
13 14 2 gh_1

cgnr

o o1 o1 O B W www NDNDNDDN |l e S ]

(23N> BN o) BN e)]

110

char ge

COLOL 0000 0000 0000 0000

cooo

531
109
106
316

531
109
106
316

531
109
106
316

531
109
106
316

531
109
106
316

531
109
106

. 316

mass

29
60
29
44

29
60
29
44

29
60
29
44

29
60
29
44

29
60
29
44

29
60
29
44

typeB

; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot O

; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot O

; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot O

; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot O

; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot O

; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot -0.
; qtot O

531
422
316

531
422
316

531
422
316

531
422
316

531
422
316

531
422
316



13 15 2
13 16 2
13 19 2
14 15 2
14 16 2
15 16 2
17 18 2
17 19 2
17 20 2
17 23 2
18 19 2
18 20 2
19 20 2
21 22 2
21 23 2
21 24 2
22 23 2
22 24 2
23 24 2
; periodic bonds
21 3 2

[ pairs ]

;ai aj funct
1 11 1
2 5 1
2 6 1
2 8 1
3 5 1
3 6 1
3 8 1
4 5 1
4 6 1
4 8 1
5 15 1
6 9 1
6 10 1
6 12 1
7 9 1
7 10 1
7 12 1
8 9 1
8 10 1
8 12 1
9 19 1

10 13 1
10 14 1
10 16 1
11 13 1
11 14 1
11 16 1
12 13 1
12 14 1
12 16 1
13 23 1
14 17 1
14 18 1

gb_2
gb_3
gb_7
gb_4
gb_5
gb_6
gb_1
gb_2
gb_3
gb_7
gb_4
gb_5
gb_6
gb_1
gb_2
gb_3
gb_4
gb_5
gb_6

gb_7
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20
17
18
20
17
18
20
21

14
15
15
15
16
16
16
18
18
18
19
19
19
20
20
20

22
24
21

22
24
21

22
24

periodic pairs

1

3

17
21

22

22
22
23
23
23

24
24
24

[ angles ]

CS

ak funct

aj

ai

ga_7

2

ga_13
ga_11
ga_18
ga_14

ga_1
ga_10

ga_8
ga_2
ga_12
ga_3
ga_4
ga_9
ga_5
ga_6
ga_7
ga_8
ga_13
ga_11
ga_18
ga_14
ga_1
ga_2
ga_12
ga_15
ga_16

N AN AN NN NN NNNNNN NN NN NNNNNNNN

IMNTITNMNNMNOOSTTANTTNOONO A0 A ADNOWOWL O

— —

A A A A N ANNOONOTTITOLLOLWLWLWLW0 OO ON~IDN

NANOMNMOTAAN AANAANO O ON~NMNMNOULWONSAA
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o 01 o1o 01O

S
N Rk OOO

© © 01010k OO

PR R RPRRPRRPRPRRLPRNRPRRPREPRPRPRPRLRRERERERPR PR RREPRRRLRRERREE =
NNWWWONNOO©O©O 000 DWWEWWEOOOUWwWwoOUoMANMNO®©O®©ORO

© ©O© O© O O O© 0000 00 ~N~N~NN

PP PP RPPRPRPRPRPRPRRPRPRPRPRPRRRPRLPRRPRRPRPRLRRPRPRRPRPRRRRPRRPRPRRERERRRRRERLPR
©WO©©OW©O©OWWOWONNNNNNOODODUT TR UOOARNDRMDMNWWWWWWWRNNNRREPRRREROOO

P NN O 00 00 O 0

N NN NNNNNDNNDNNDNNDNNDNNRNODRNDNNDNNDNNDPNODPNDNNDNDNNDNNDNNDNNDNDNDNDDNDDNDNDNDNDNDNNDNDNDNNNONNNONNDNNDNNDNDNNDNNDNNNNDNNDNNDNNDNNDDNDNDNDDNDDN

ga_17
ga_3
ga_4
ga_9
ga_5
ga_6
ga_10
ga_7
ga_8
ga_13
ga_11
ga_18
ga_14
ga_1
ga_2
ga_12
ga_15
ga_16
ga_17
ga_3
ga_4
ga_9
ga_5
ga_6
ga_10
ga_7
ga_8
ga_13
ga_11
ga_18
ga_14
ga_1
ga_2
ga_12
ga_15
ga_16
ga_17
ga_3
ga_4
ga_9
ga_5
ga_6
ga_10
ga_7
ga_8
ga_13
ga_11
ga_18
ga_14
ga_1
ga_2
ga_12
ga_15
ga_16
ga_17
ga_3
ga_4
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18 19 20
17 20 18
17 20 19
18 20 19
22 21 23
22 21 24
23 21 24
21 22 23
21 22 24
23 22 24
17 23 21
17 23 22
17 23 24
21 23 22
21 23 24
22 23 24
21 24 22
21 24 23
22 24 23
; periodic angles
22 21 3
23 21 3
24 21 3
21 3 1
21 3 2
21 3 4
[ dihedrals
o ai aj ak
4 1 2
2 1 3
2 1 4
2 1 7
1 2 3
1 2 4
2 3 4
8 5 6
6 5 7
6 5 8
6 5 11
5 6 7
5 6 8
6 7 8
12 9 10
10 9 11
10 9 12
10 9 15
9 10 11
9 10 12
10 11 12
16 13 14
14 13 15
14 13 16
14 13 19
13 14 15
13 14 16
14 15 16

NNDNDNNNDNDNNDNNNNNDNNDNNDNNDNNDDNDDN

NINNMNNDDNDDN

a

~NoO~NPFE WAOWSAOW

PR R R R R R PR R R R PR =
WU O WUOUORNIMRNERLUNOO

ga_9
ga_5
ga_6
ga_10
ga_7
ga_8
ga_11
ga_1
ga_2
ga_12
ga_15
ga_16
ga_17
ga_3
ga_4
ga_9
ga_5
ga_6
ga_10

ga_13
ga_18
ga_14
ga_15
ga_16
ga_17

funct

PR RPRRPRRPRRPRRPRRPRRPRPRRPRPRPRPRRPRPRPRPREPRPREPREPREPRERRERESR

cs
gd_4
gd_5
gd_3
gd_7
gd_1
gd_6
gd_2
gd_4
gd_5
gd_3
gd_7
gd_1
gd_6
gd_2
gd_4
gd_5
gd_3
gd_7
gd_1
gd_6
gd_2
gd_4

gd_5
gd_3
gd_7
gd_1

gd_6
gd_2
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20 17 18 19 1 gd_4
18 17 19 20 1 gd_5
18 17 20 19 1 gd_3
18 17 23 22 1 gd_7
17 18 19 20 1 gd_1
17 18 20 19 1 gd_6
18 19 20 17 1 gd_2
24 21 22 23 1 gd_4
22 21 23 24 1 gd_5
22 21 24 23 1 gd_3
21 22 23 24 1 gd_1
21 22 24 23 1 gd_6
22 23 24 21 1 gd_2
; periodic dihedrals
22 21 3 2 1 gd_7
[ dihedrals ]
;ai aj ak al funct cs
1 7 4 2 2 gi_2
1 3 2 4 2 gi_1
5 11 8 6 2 gi_2
5 7 6 8 2 gi_1
9 15 12 10 2 gi_2
9 11 10 12 2 gi_1
13 19 16 14 2 gi_2
13 15 14 16 2 gi_1
17 23 20 18 2 gi_2
17 19 18 20 2 gi_1
21 23 22 24 2 gi_1
; periodic inproper
21 3 24 22 2 gi_2

; I'nclude water topol ogy
#i nclude "pitonba.ff/spc-cg.itp

[ system]

;. Nanme

al pha cycl odextrin
[ rol ecul es ]

; Conpound #nol s
Sugar 1

D.2.5. Agua SPC CG GROMOS

[ rol ecul etype ]

;. ol nane nrexc

SOL 1

[ atons ]

;id type resnr residu atom cgnr char ge
1 CcwW 1 SOL cw 1 -0.575
2 DP 1 SOL DP 1 0.575

[ bonds]

;o j funct | ength force const.

60. 077
30. 000
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1 2 1 0. 20 2. 0eb6

[ excl usi ons]
1 2

D.2. Arquivos de geometria do PITOMBA

D.2.1. a-D-Glicose

Al pha- D- d ucose

4
1G.C CV1i 1 2.494 2.599 2. 605
1G.C CV2 2 2.736 2.697 2.518
1G.C CVM 3 2.773 2.525 2.752
1G.C CV6 4 2.544 2.507 2.850

5. 00000 5. 00000 5. 00000

D.2.2. Maltose

Mal t ose
8
1GLA CV1i 1 2.494 2.599 2. 605
1GLA CV2 2 2.736 2.697 2.518
1GLA CVM 3 2.773 2.525 2.752
1GLA CV6 4 2.544 2.507 2.850
2GLA CV1i 5 2.292 2.296 2.236
2GLA CV2 6 2.327 2.555 2. 146
2GLA CVM 7 2.466 2.517 2.402
2GLA CV6 8 2. 366 2.304 2.491

5. 00000 5. 00000 5. 00000

D.2.3. Celobiose

Cel obi ose
8
1G.B CV1i 1 2.601 2.470 2.513
1G.B CV2 2 2.746 2.700 2.510
1G.B CVM 3 2.919 2. 469 2.498
1G.B CV6 4 2.816 2.263 2.484
2GLB CV1i 5 2.079 2.526 2. 489
2GLB CV2 6 2.231 2.302 2.518
2GLB CVM 7 2.330 2.518 2.486
2GLB CV6 8 2.276 2.750 2.501

5. 00000 5. 00000 5. 00000

D.2.4. a-ciclodextrina

Al pha cycl odextrin
24
1GLA Ccvi 1 3.481 2.968 3.396
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1GLA
1GLA
1GLA
2GLA
2GLA
2GLA
2GLA
3GLA
3GLA
3GLA
3GLA
4GLA
4GLA
4GLA
4GLA
5GLA
5GLA
5GLA
5GLA
6GLA
6GLA
6GLA
6GLA

7.00000

Cv2 2
CvM 3
CVv6 4
Cvl 5
Cv2 6
CvM 7
CVv6 8
Cvl 9
Cv2 10
cvm 11
CVv6 12
Cvl 13
Cv2 14
Cv™m 15
CVv6 16
Cvl 17
Cv2 18
Cv™M 19
CVv6 20
Cvl 21
Cv2 22
Cv™m 23
CVv6 24

7.00000

NWWWWWwnWwwwwwwnwwwoonoowwonoonow

644
374
216
704
886
612
434
745
955
768
647
474
744
674
463
202
465
414
154
220
431
263
039

. 00000

WWwwwwwwowonwwoohonowowoownwoow

075
188
066
147
111
069
114
682
582
370
448
014
975
805
913
833
918
927
936
303
456
622
474

WWNWW®RWwORWOWwEOWOLWOW®WW

194
178
390
860
648
553
779
959
800
864
084
620
550
778
885
181
128
416
441
049
936
107
214
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