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RESUMO

Materiais bionspirados em peptideos e proteinas possuem ampla diversidade de
aplicacdes cientificas e tecnoldgicas. Este trabalho se concentrou na descrigdo de
propriedades dinamicas e conformacionais de dois biomiméticos: peptoides e
catecois. Peptoides sédo oligbmeros de glicinas N-substituidas de interesse bioldgico
devido a resisténcia a proteases, maior estabilidade térmica, ambiental e facilidade
de sintese, em comparacdo a peptideos. Todavia, os desafios a aplicagdo de
peptoides sdo devidos a flexibilidade ocasionada pela perda das ligagées de
hidrogénio intra-cadeia principal e interconverséo cis/trans a temperatura ambiente.
A simulagcdo molecular classica de peptdides tem sido limitada pelos campos de
forgca existentes que ndo permitem a rotagao interna da ligacdo amida sem o uso de
técnicas para melhorar a amostragem. Neste trabalho foi desenvolvido um conjunto
de parametros para a simulagao de peptoides que permitiu descrever corretamente
as populagdes conformacionais cis/trans de unidades monoméricas, em comparagao
a dados de RMN. As simulagbes de oligbmeros mostraram estruturas bastantes
flexiveis, ndo condizentes com conclusdes propostas a partir de espectros de
dicroismo circular, que tem atribuido estruturas helicoidais a estes oligbmeros. Os
resultados sugerem que as transi¢des eletrbnicas favorecidas pelas conformagdes
cis sao as principais responsaveis pelos espectros obtidos. Adicionalmente,
simulag¢des por dindmica molecular foram utilizadas para caracterizar a adsorgéao de
moléculas catecdis em superficies minerais. Proteinas de pés de mexilhdes
inspiraram nossos colaboradores na sintese de dois tipos de moléculas: iniciadores
acrilatos para aplicagdo em resinas odontologicas e surfactantes zwiteridnicos para
transistores organicos de efeito de campo (OFETs). Dentre as moléculas
sintetizadas, os catecois apresentaram melhores resultados nas aplicacbes
propostas e forte adesdo a superficies minerais. A modelagem molecular permitiu
elucidar como mudangas na estrutura molecular de catecadis acrilatos e da superficie
mineral afetaram a adsorcdo. Os nossos resultados mostraram ainda que a
automontagem de monocamadas de catecoOis zwiteribnicos é governada pelo
balangco entre ligagdes de hidrogénio, interagbes entre anéis aromaticos e

dessolvatagao da superficie mineral.

Palavras-chave: Peptdides. Catecois. Campo de for¢a. Dindmica molecular.



ABSTRACT

Peptides and proteins bioinspired materials have wide range of scientific and
technological applications. This work has focused on the description of dynamic and
conformational properties of two biomimetics: peptoids and catechols. Peptoids are
N-substituted glycine oligomers of biological interest due proteases resistance,
higher thermal and environmental stability and easier synthesis, when compared to
peptides. However, the flexibility caused by the lack of intra-backbone hydrogen
bonds and cis/trans interconversion at room temperature represents the main
challenge for applications based on structure-function relationship. Classical
molecular simulation of peptoids has been limited by the existing force fields, which
do not allow amide bond internal rotation without the use of enhanced sampling
techniques. In this work, the development of a set of parameters for peptoids
simulation allowed the correctly description of cis/trans conformational populations in
monomeric units, when compared to NMR data. The oligomers simulations showed
flexible structures and that are not consistent with the withdrawn conclusions from
circular dichroism spectra that has attributed helical structures to these oligomers.
The results suggested that electronic transitions favored by cis conformations are
mainly responsible by the obtained spectra. In addition, molecular dynamics
simulations were used to characterize the adsorption of catechol molecules on
mineral surfaces. Mussel foot proteins inspired our coworkers to synthesize two
types of molecules: acrylic primers for dental resins and zwitterionic surfactants for
organic field effect transistors (OFETs). Among the synthesized molecules, catechols
showed best results for the proposed applications and strongest adhesion on mineral
surfaces. Molecular modeling allowed elucidating how changes in molecular structure
of acrylic catechols and on mineral surface affected adsorption. Our results also
showed that the self-assembling of zwiterionic catechol monolayers is governed by
the balance between hydrogen bonds, interactions between aromatic rings and

desolvation of the mineral surface.

Keywords: Peptoid. Catechol. Force field. Molecular dynamics.
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1 INTRODUCAO

O termo biomimético refere-se ao estudo e imitacdo dos métodos,
mecanismos e processos a partir de analogos bioldgicos[1]. A natureza oferece bons
modelos para inspirar o desenvolvimento de novos materiais [2, 3]; dispositivos
tecnoldgicos[1]; reagbes quimicas; algoritmos computacionais e outros. Imitar
modelos da natureza auxilia na compressédo de diversos fenbmenos e oferece um
enorme potencial para a otimizagdo de metodologias e desempenho de diversos
dispositivos. Além disso, os métodos biomiméticos s&do frequentemente mais
sustentaveis que métodos tradicionais[4-6]. A eficiéncia dos modelos oferecidos pela
natureza deve-se a bilhdes de anos de evolucdo. Todavia, apesar dos avancgos
obtidos pela biomimese, as tecnologias e materiais bioinspirados geralmente estéo
muito aquém dos equivalentes naturais[7].

Dentre os inumeros tipos de miméticos inspirados na natureza, podemos
citar o crescimento de minerais em matrizes que imitam sistemas biolégicos[8]; nano
fabricagdo de polimeros ativos inspirada pela morfogénese de organismos[9];
reacOes cataliticas inspiradas em reagdes metabdlicas de seres vivos[5]; vacinas
baseadas em epitopos inseridos em uma matriz proteica que mimetizam a estrutura
de epitopos virias[10]; os miméticos estruturais de peptideos[11, 12] e adesivos
subaquaticos inspirados em proteinas de pés de mexilhdes[13].

Em especial os miméticos de proteinas e peptideos despertam interesse em
diversas areas, uma vez que estes biopolimeros sao fundamentais no desempenho
da maioria das fungbdes bioldgicas. Tais fungbes sdo afetadas por fatores que
frequentemente envolvem a estrutura secundaria proteica[14]. A estabilidade
estrutural de peptideos e proteinas depende de fatores como o0 ambiente quimico e
temperatura. Além disso, a aplicagdo destes biopolimeros como agentes
terapéuticos € limitada devido a suscetibilidade a protease enzimatica[15]. Neste
contexto, biomiméticos estruturais com maior estabilidade, tais como peptdides, sao
potenciais alternativas as aplicacdes clinicas de proteinas.

Os peptdides constituem uma promissora classe de biomiméticos por
apresentarem maior resisténcia a proteases, estabilidade térmica e ambiental.
Peptbides tem alcangado bons resultados em diversas aplicagcbes terapéuticas,
como em anticancer[16], antimelanogénico[17] e antibidticos de baixa citotoxidade e
alta eficiéncia, até mesmo contra bactérias multirresistentes[18, 19]. Foi também
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demonstrado que a incorporacdo de unidades peptdides em sequéncias peptidicas
pode aumentar a eficacia de agentes terapéuticos[20]. Outra aplicagcédo de peptoides,
favorecida pela sua maior resisténcia a proteases, € a de carreador celular[21, 22].
Estes oligbmeros também sao utilizados para diagnosticar doengas através da
interacdo com anticorpos[23] ou mesmo como mimeéticos de anticorpos[24], como
catalisadores[25], sensores[26] e diversas outras aplicacoes.

Outros biomiméticos de crescente demanda sdo moléculas adesivas
catecois inspiradas em proteinas de pés de mexilhdes. Adesivos subaquaticos
possuem grande diversidade de aplicagbes, tais como: biomédicas[27];
eletrbnicas[28] e litograficas[29]. Apesar do avango na sintese de adesivos para
ambientes aquaticos, a aplicacdo destes € limitada ou inexistente para diversas
areas[13] e o desempenho de adesivos sintéticos ainda € muito inferior ao de
proteinas de mexilhées[30].

Os desafios para o desenvolvimento e aplicacdo de biomiméticos sao varios
e o presente trabalho de tese se concentrou no estudo de dois tipos de materiais
bioinspirados: peptdides e catecdis adesivos, os quais serdo descritos em maiores
detalhes nas sec¢bes a seguir.

1.1 Peptdides

Peptoides constituem uma classe sintética de oligbmeros cujas unidades
monomericas s&o glicinas N-substituidas. Deste modo, peptoides sédo isdbmeros
posicionais de peptideos, divergindo pela posi¢do da cadeia lateral, a qual encontra-
se ligada ao atomo de nitrogénio em peptdides e ao carbono-a da cadeia principal

em peptideos[31] (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Esquema estrutural de a) a-peptideo e b) a-peptoide.

A mudanga de posigdo da cadeia lateral para o nitrogénio faz com que o

carbono-a deixe de ser um centro estereogénico. A perda de quiralidade na cadeia
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principal de peptoides diminui a complexidade de sua sintese e viabiliza a
incorporagao de uma grande variedade de cadeias laterais. Além disso, as ligagbes
de hidrogénio intra-cadeia principal, que sdo uma das principais responsaveis pela
estabilizagcdo de estrutura secundaria em peptideos, estdo ausentes em peptdides
(Figura 1.2). Tal auséncia confere aos mesmos maior resisténcia a proteases e
estabilidade térmica, caracteristicas responsaveis pelo bom desempenho de
peptoides em varios fins terapéuticos[32]. Em contrapartida, a perda das liga¢des de
hidrogénio aumenta a flexibilidade de estruturas de peptdides e também os desafios
a sua aplicagao.
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Figura 1.2 Representagcdo esquematica de uma a-hélice de a) peptideo e b)
peptoide. Em vermelho estdo circuladas as ligagées de hidrogénio que mantém a
hélice peptidica.

Outro fator que aumenta a flexibilidade de peptdides € a capacidade de
rotacdo interna da ligagdo amida a temperatura ambiente. Em outras palavras,
peptdides podem se interconverter nas conformacdes cis e trans através da torséo
do angulo diedro o (Figura 1.3a). Por razdes estéricas, a cinética de interconverséo
cisltrans nao ¢é favoravel em aminoacidos, o0s quais s&o encontrados
majoritariamente na conformagéo trans e apresentam elevada barreira energética,
em torno de 84 kJ.mol'[33, 34]. Apenas a prolina, devido ao menor impedimento
estérico, pode ser encontrada na conformagao cis, em propor¢des que dependem da
sequéncia peptidica. O isomerismo conformacional da prolina apresenta barreira
energética mais baixa, cerca de 54 kJ/mol e, tipicamente, ndo é favorecido a

temperatura ambiente[35]. Em contraste, as conformacdes cis e trans em peptodides
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podem ser significantemente populosas[36] (Figura 1.3), logo, espera-se que as
respectivas barreiras energéticas de interconversdo sejam menores que a

apresentada pela prolina.
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Figura 1.3 Isomerismo conformacional de a) peptideos e b) peptdides. O diedro w,

cuja rotacdo origina os diferentes conférmeros, esta indicado na primeira figura.

A molécula de N,N-dimetilacetamida, DMA (Figura 1.4), apresenta barreira
energética rotacional para o diedro o de aproximadamente 75 kJ mol™, valor
préximo aos obtidos para aminoacidos[37]. A rotagdo interna em torno da ligagao
amida é desfavorecida pelo carater de ligagdo dupla parcial da ligacdo entre os
atomos de nitrogénio e carbono, devido a conjugac¢do dos elétrons do atomo de
nitrogénio sp? com o sistema T-plano da carbonila (Figura 1.4). Na presenca de
substituintes, a rotagdo em torno da ligagdo amida é governada por efeitos estéricos
e eletrbnicos[38]. Estudos evidenciaram que interagées n—x* entre grupos carbonil
ou carbonil-aromatico sdo fatores importantes na estabilizacdo conformacional[39]
(Figura 1.5). Devido a auséncia destas interacoes em DMA é esperado que sua
barreira energética de rotagao interna seja diferente da apresentada por peptoides.
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Figura 1.4 Representacdo da molécula de N,N-dimetilacetamida (DMA).
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Figura 1.5 a) Representacéo da interagdo n—x*am entre grupos carbonilas capaz de

estabilizar a trans-amida e b) interagcdo n—at*ar entre grupos carbonila e aromatico

que pode estabilizar a cis-amida. Retirado de [39].

Sabe-se que a conformagao exerce um papel fundamental no processo de
enovelamento de proteinas[40]. No caso de peptdides esta influéncia é ainda mais
acentuada, visto que as conformacgdes cis/trans sdo abundantes. A estabilizacdo de
estruturas bem definidas requer menor flexibilidade e maior estabilidade dos
monémeros em determinadas conformacgdes. Estruturas secundarias de peptoides
apresentam uma propor¢ao cis/trans caracteristica [41-43].

Estudos propdem que peptdides podem adotar estruturas secundarias em
hélices e voltas similares a peptideos. Estas estruturas foram atribuidas a
oligbmeros compostos, principalmente, por cadeias laterais a-quirais[43-45].
Estruturas de peptoides em volta assemelharam-se a folhas betas e foram
alcangadas por peptoides ciclicos ou com incorporagado de unidades heterociclicas
indutoras. Os mondmeros que se encontravam na regido de volta apresentaram-se
na conformacéo cis[46]. Estruturas helicoidais de peptoides foram atribuidas através
de espectros de dicroismo circular e interpretadas como sendo similares a hélices de

poliprolina tipo I, também com predominancia conformacional cis[47].
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Em peptoides, estruturas secundarias ndo podem ser estabilizadas por
ligagdes de hidrogénio da mesma maneira como em peptideos. Outros mecanismos
contribuem para estabilizagcdo destas estruturas, tais como: repulsdes estéricas,
interacoes hidrofébicas e eletrostaticas, provenientes do empacotamento das
cadeias laterais, e as interacbes n—x* responsaveis por estabilizar os conférmeros
cis ou trans[14]. Contudo, estudos por espectroscopia de RMN caracterizaram uma
estrutura denominada threaded loop que € mantida principalmente por ligagbes de
hidrogénio entre amidas secundarias terminais e carbonilas da cadeia principal.
Estas ligagbes ndo se estendem periodicamente como em aminoacidos e a estrutura
é instavel em solventes capazes de fazer ligagdes de hidrogénio[41].

Entender as conformacbes adotadas por biomoléculas é de fundamental
importancia, ja que a estrutura adotada por uma determinada sequéncia peptidica
esta fortemente correlacionada com sua fungéo. Diversos estudos ja mostraram a
dependéncia entre estrutura e atividade bioldgica, sendo que, para que a proteina
seja biologicamente ativa ela precisa estar numa determinada estrutura
tridimensional bem definida ou até mesmo estar desenovelada[14].

As principais técnicas experimentais de caracterizagdo estrutural para
biomoléculas sao ressonancia magnética nuclear (RMN)[48] e cristalografia de raios-
X[49]. A diferenga basica entre estas duas técnicas € a natureza da amostra,
enquanto na cristalografia a amostra deve ser um monocristal, em RMN a amostra
geralmente encontra-se em solugdo. O resultado de um refinamento cristalografico &
normalmente apresentado como uma uUnica estrutura espacial, em RMN ¢é
apresentado como um conjunto de estruturas compativeis com os dados obtidos.
Um dos desafios para a utilizagdo da cristalografia de raios-X é a obtengao de
cristais adequados, o processo de cristalizagdo pode ser muito complexo ou mesmo
inviavel, e também pode gerar artificios. Em contraste, RMN dispensa esta etapa,
mas os efeitos de mobilidade em dados de RMN sao mais diversificados, visto que,
proteinas tem maior mobilidade em solucdo do que em cristais, resultando na
representacdo da estrutura de um conjunto de conformagdes dentro de limites[48,
50]. Além destes, outros desafios para utilizacgo de RMN é a necessidade de
marcacao isotopica, coleta e atribuicdo de dados espectrais lenta. Ao contrario, na
cristalografia de raios-X o alto grau de automagdo permite maior eficacia na
obtengao e tratamento dos dados[49]. Algumas vantagens da RMN incluem, a sua

capacidade para estimar as escalas de tempo de movimentos intra-moleculares e a
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caracterizacdo da estrutura de ligantes. E possivel haver divergéncia nas estruturas
caracterizadas para uma mesma proteina por essas duas técnicas, geralmente, a
diferenca ocorre em residuos de superficie devido as interagdes intermoleculares,
contudo, esta diferenca pode ser biologicamente relevante[48].

Devido a alta flexibilidade da cadeia principal de peptdides, torna-se
frequentemente inviavel a caracterizagcao estrutural destes biomiméticos tanto por
cristalografia quanto por RMN. Por este motivo, a técnica mais utilizada para
caracterizagcao de estrutura secundaria de peptdides é o dicroismo circular (CD).
Esta técnica consiste na absor¢cdo da luz plano-polarizada circular devido a
transicbes eletrbnicas de excitagdo. Estruturas secundarias conhecidas em
proteinas, como hélice-a, folha-p e volta, originam bandas de CD caracteristicas,
com diferentes magnitudes e em regides especificas do espectro[51]. Apesar do
dicroismo circular permitir resultados mais rapidos que as técnicas mencionadas
anteriormente, ndo se trata de uma técnica eficaz para caracterizar uma estrutura
desconhecida, ja que interpretacdo dos dados obtidos depende do conhecimento
prévio acerca da estrutura da proteina. A caracterizacdo estrutural € obtida
indiretamente através de atribuigbes de bandas que, geralmente, sdo justificadas
com base em dados de RMN ou cristalografia de raios-X. Outras técnicas que
também podem ser utilizadas para o estudo de estruturas de proteinas sao:
espalhamento de raios-X em angulos pequenos (SAXS)[52] ou de néutrons
(SANS)[53] e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)[54].

Existe um banco de dados de estruturas de peptoides caracterizadas
experimentalmente (peptoid data bank) que conta com 35 estruturas. Dentre estas,
18 sdo estruturas ciclicas que possuem entre 4 a 9 unidades monoméricas, a
maioria constituida de hexdmeros. Das 19 estruturas lineares, 8 sdo dimeros, 6 sao
trimeros, 2 tetrdmeros e as maiores estruturas sado: um pentamero, um hexamero e
um nonamero. Estas estruturas foram caracterizadas por técnicas de difragdo de
raios-x, RMN e, muitas vezes, espectros de CD auxiliaram na interpretagcao dos
resultados obtidos. O limitado numero e tamanho dos compostos caracterizados no
banco de dados revela-nos a dificuldade das técnicas experimentais em desvendar
tais estruturas. Contudo, a caracterizagdo estrutural de peptdides com maior
numero de residuos tem sido feita através de espectros de CD.
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Uma alternativa para entender o comportamento estrutural de biomoléculas,
incluindo conformagdes intrinsicamente desordenadas, sdao as técnicas
computacionais de simulacdo molecular. O desafio para a simulagdo do
enovelamento de proteinas, por abordagens baseadas em termodinédmica
estatistica, € devido ao grande numero de conformagdes possiveis. Este desafio é
ainda maior para peptoides, que apresentam um grau de liberdade a mais
relacionado a rotagdo interna da ligagdo amida. Contudo, o numero de estruturas
relevantes é reduzido e estudos revelam que a superficie de energia livre do
enovelamento de proteinas apresenta-se em forma de um funil frustrado, com
muitos pontos de energia elevada. Baseado no fato de que peptdides também
apresentam um numero limitado de conformagdes de baixa energia[55], € possivel
usar de simulacdes computacionais para caracterizacao estrutural destes. Dentre as
técnicas de modelagem molecular, a dindmica molecular[56] tem se destacado para
o estudo do enovelamento de proteinas. Em alguns casos, simulagdes por tal
metodologia ja obtiveram o enovelamento preciso de peptideos e pequenas
proteinas[57].

A qualidade de uma simulagdo molecular classica esta relacionada, dentre
outros fatores, ao modelo de solvente, bem como a interacdo soluto-solvente, a
eficacia de amostragem e a qualidade do campo de forga utilizado[58]. O campo de
forca descreve as interacbes entre as particulas do sistema. Ele consiste num
conjunto de parametros fisico-quimicos associados a uma fungdo de energia
potencial. Diversos campos de forga tém sido desenvolvidos para a simulacéo de
biomoléculas, tais como: CHARMM[59], AMBER[60], OPLS[61] e GROMOS|[62].
Existe ainda varias versdes destes campos de forga resultantes de modificagdes que
visam melhorar a simulacdo de uma determinada classe de compostos. Dentre os
principais campos de forga utilizados para a simulagao de peptideos, destacamos:
GROMOS 53A6[63] e GROMOS 54A7[64], este ultimo € o resultado de algumas
modificagdes do primeiro em potenciais torcionais e de van der Waals. Tais
modificagdes foram desenvolvidas para aumentar a estabilidade de estruturas
hélice-a. em proteinas e tem demonstrado estabilizar estruturas helicoidais em §-
peptideos [65].

Em relacdo a simulagcdo de peptoides, é possivel encontrar na literatura
estudos através de dindmica molecular empregando os campos de forga: OPLS[66],
YASARAZ2[67] e AMBER[68]. Nestes estudos utilizou-se basicamente os parametros
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existentes para aminoacidos com algumas adaptagbes. Como consequéncia,
nenhum deles foi capaz de descrever a rotagdo interna da ligagdo amida a
temperatura ambiente e, técnicas de amostragem melhorada, como simulated
annealing[69] e temperature replica exchange[70], foram necessarias. Existe apenas
um campo de for¢a cujos parametros foram desenvolvidos para simular peptoéides, o
CHARMM][71]. Este foi baseado no CHARMM22[72] para peptideos. O esquema de
parametrizacao consistiu em identificar as principais diferengas entre peptideos e
peptoides, e entdo incluir pardmetros que descrevessem o nucleo amida. Os novos
parametros incluidos foram: carga parcial dos atomos de nitrogénio da cadeia
principal (qn) € carbono da cadeia lateral (q;), parametros de Lennard-Jones do
atomo de carbono da carbonila (g; € Rminc) € pardmetros associados ao diedro w, e
ao diedro p, representados na Figura 1.6. Este campo de forga foi capaz de
reproduzir, com precisdo razoavel, dados experimentais e mecanicos quanticos para
pequenos peptoides e a estrutura de um cristal tripepdide. Entretanto, a barreira
energética para a rotagao do diedro w foi ajustada para a molécula de DMA, logo, as
conformacgdes de peptoides ndo foram amostradas eficientemente. A principal
limitacdo dos campos de forga mencionados € decorrente dos parametros de diedro
utilizados, os quais s&do imprescindiveis na descricdo adequada de estruturas
moleculares. Somado a isso, a necessidade de utilizar dinamica molecular acoplada
a técnicas que demandam maior poder computacional diminuem a aplicabilidade dos

campos de forga.
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Figura 1.6 Representacdo dos parametros incluidos no campo de forca CHARMM

para peptoides. Retirada de [71].

Atualmente, a caracterizagao estrutural de peptdides por dindmica molecular
€ ainda muito limitada pelos campos de forga existentes. Entender o comportamento
destes oligbmeros requer um campo de forga robusto e eficiente. Simulagbes de
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peptoides em que seja possivel acessar as conformagdes relevantes, exigem um
ajuste adequado dos parémetros, especialmente, o que se refere ao diedro da
ligacdo amida. Com este proposito, o presente trabalho de tese consiste na
implementacgao e validagdo de parametros no campo de forga GROMOS. O objetivo
principal foi prever adequadamente as conformacgdes cis/trans de moléculas modelo
(amidas terciarias com diferentes tipos de cadeias laterais) e analisar as estruturas

adotadas por oligbmeros que se tém assumido formar estruturas helicoidais.

1.2 Catecodis adesivos

Outros materiais biomiméticos abordados neste trabalho foram inspirados
em proteinas de pés de mexilhdes. Mexilhdes sdo capazes de aderirem-se muito
fortemente a superficies rochosas gragas a proteinas presentes nas extremidades
do bisso, um feixe de filamentos secretado por uma glandula situada na base de
seus pes[27] (Figura 1.7). Colageno pré-polimerizado e cerca de mais 7 a 8
proteinas estdo presentes nas placas adesivas de mexilhdes. A principal proteina da
cuticula bissal foi classificada como mfp-1 (mfp — mussel foot protein) e apenas
cinco proteinas sdo exclusivas da placa, mfp-2 a mfp-6 (Figura 1.7b), as quais
contém o aminoacido modificado pos-translacionalmente 3,4-dihidroxifenil-L-alanina
(Dopa, Y*), representado na Figura 1.8. A sequéncia de aminoacidos das proteinas
mfp-1 a mfp-6, bem como a porcentagem de Dopa estdo apresentadas na Tabela
1.1[27].

Figura 1.7 a) Mexilhdo aderido a uma superficie rochosa através do bisso. b)
Representagdo esquematica de uma placa bissal (base adesiva situada na
extremidade de um filamento do bisso) e localizagdo das proteinas mfp-1 a mfp-6.
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Figura 1.8 Representagcdo do aminoacido 3,4-dihidroxifenil-L-alanina (Dopa, Y*).

Tabela 1.1 Sequéncias de aminoacidos das proteinas do bisso de mexilhdes do
género Mytilus[27].

Proteina | Espécie® Sequéncia® Dopa (% mol)
Me [AKPSY*O* OTY*K]n
Mfp-1 15
Mc [PKISY*O* OTY*K]n
Mfo-2 M [TDKAY*KPNPCVVSKPCKNRGKCI 5
p- 9 WNGKAY*RCKCAY*GY*GGRHC]n
ADY*Y*GPNY*GPPRRY*GGGN
Mfp-3 Me Y*NRY*NRY*GRRY*GGY*KGW 20
NNGWNRGRRGKY*W
) [HVHTHRVLHK]n
Mtp-4 Mc 2
[DDHVNDIAQTA]n
SSEEY*KGGY*Y*PGNAY*HY*SGGS
Mfp-5 Me Y*HGSGY*HGGY*KGKY*Y*G 28

KAKKY*Y*Y*KY*KNSGKY*KY*L
KKARKY*HRKGY*KY* Y*GGSS
GGGNYRGYCSNKGCRSGYIFYDN
GFCKYGSSSYKYDCGNYACLPRN
Mfp-6 Mc PYGRVKYYCTKKYSCPDDFYYYN 3
NKGYYYYNDKDYGCFNCGSYNG
CCLRSGY

2Espécies: Mytilus edulis (Me), Mytilis galloprovincialis (Mg) e Mytilis californianus
(Mc).
®Simbolos para aminoacidos modificados pos-translacionalmente:  trans-4-

hidroxiprolina (O), trans-2,3-cis-3,4-dihidroxiprolina (O*), Dopa (Y*), 4-hidroxiarginina
(R), and O-fosfoserina (S).

Conforme mostrado na Figura 1.7b, apenas duas proteinas, mfp 3 e 5, estéo
localizadas na interface da placa bissal. Tais proteinas sdo usadas como iniciadores
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de superficie por criarem uma fina camada que melhora o desempenho das ligagdes
adesivas[13, 27]. As mfps interfaciais contém elevada abundancia de residuos
aromaticos, cerca de 28 a 34% molar, incluindo tirosina (Y), Dopa (Y*) e triptofano
(W). Em particular, o aminoacido Dopa nas mfps interfaciais &€ tido como um dos
grupos funcionais fundamentais para adesdo mineral subaquatica devido a sua
ligac&o bidentada em superficies de éxido mineral[27].

A crescente demanda por adesivos sintéticos para superficies polares
molhadas e a escassez de materiais eficientes para esta finalidade direcionam as
pesquisas atuais a concentrarem seus esforcos na busca por miméticos inspirados
na adesao de mexilhdes[27]. O aminoacido Dopa inspira a tradugao de bioadesao a
numerosos sistemas sintéticos através da funcionalizagdo com catecol (1,2-
dihidroxibenzeno), originando os chamados catecois[73-75]. Embora estudos
anteriores utilizando polimeros funcionalizados com catecol demonstrarem melhorias
na adesaol[27, 75, 76], o desempenho de adesivos sintéticos[76] e proteinas
engenhadas[77] ainda € muito inferior ao de placas naturais de mexilhdes, em
termos de energia total necessaria para desalojar a placa de uma superficie[30].
Estas diferengas surgiram, provavelmente, devido a tal abordagem n&o levar em
consideragao a heterogeneidade das estruturas presentes em placas bissais[78], e
seu impacto sobre a transferéncia de carga no interior do material. Por exempilo,
embora proteinas interfaciais sejam altamente enriquecidas com residuos catecéis
(cerca de 20 a 28 mol%), as mpfs internas sdo pouco abundantes em Dopa, em
torno de 2 a 5 mol%. No entanto, a maioria dos esforgcos a criagdo de colas
bioinspiradas, tem-se centrado na aplicagao de funcionalizagido com catecol e pouco
se tem feito para correlacionar estrutura e propriedade a fim de compreender as
caracteristicas quimicas que poderiam originar os melhores adesivos. O
desenvolvimento de adesivos biomiméticos requer uma abordagem que inclua o
balanco entre interagdes coesivas e adesivas[79].

No intuito de criar materiais adesivos subaquaticos com bom desempenho,
um conjunto de colaborados da Universidade da Califérnia Santa Barbara (UCSB)
tem desenvolvido metodologias de sintese de catecdis para diferentes aplicagdes,
como materiais odontologicos e dispositivos eletrénicos, estratégias que seréo
descritas nas sec¢des a seguir.
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1.2.1 Iniciadores para resinas odontolégicas

Mexilhdes constroem seus filamentos e placas bissais em etapas,
primeiramente os iniciadores de superficie e em seguida os componentes do bulk da
placa e finalmente a solidificacdo (por exemplo, através de ligagbes cruzadas). Este
tratamento da superficie por iniciadores aplicados previamente a resinas ja € bem
conhecido no campo de tecnologias adesivas e, a forca da ligagdo catecol em
superficie metalica tem sido demonstrada[80, 81] e utilizada[82]. Entretanto,
adesivos sintéticos para superficies minerais hidratadas ainda sdo um grande
desafio. Iniciadores hidrofilicos para superficies molhadas podem criar uma espécie
de esponja interfacial com a agua e assim absorver cada vez mais agua e
enfraquecer as ligacbes ao longo do tempo[83, 84]. Agentes de acoplamento
baseados em silanos sdo amplamente empregados no tratamento de superficies
minerais, mas a substituicdo destes materiais faz-se necessaria, uma vez que
envolvem processos téxicos e dificeis de serem utilizados[85].

Baseados na estratégia de iniciadores inspirados em mfp, o professor Kollbe
Ahn e colaboradores sintetizaram um conjunto moléculas catecois iniciadoras
capazes de formar uma monocamada de aproximadamente 1 nm de espessura para
adesao de resina polimetacrilato (PMA) sobre superficies minerais. A resina PMA é
um copolimero comumente usado em varias aplicagdes, em particular, em materiais
adesivos e restauradores dentarios [86, 87] e aplicacbes médicas de cementagao
0sseal[88]. Os iniciadores mais utilizados com resina PMA s&o fosfato (10-
metacriloiloxidecil-dihidrogenofosfato, chamado 'MDP') e silano (3-
trimetoxisililpropilacrilato, chamado 'Silano') (Figura 1.9). Silano € usado como
padrao na industria para adesao de resinas PMA em superficies de silicatos, apesar
da sua baixa cobertura de superficie, alto consumo de energia e uso de produtos
quimicos toxicos em sua preparacado[85, 89]. Além disso, resinas PMA sao
tipicamente tratadas com insergéo de silano para aumentar a rigidez e a dureza dos
compositos de PMA. Tais compoésitos sdo geralmente usados em sistemas médicos
e odontologicos para resistir a tensdo de compressao. Outro iniciador usado como
padrao na industria dentaria, para adesao da resina PMA sobre o esmalte dentario,
€ o MDP, apesar da dependéncia de ligagao do fosfato de calcio e pH[90, 91].

Os iniciadores desenvolvidos por K. Ahn e colaboradores consistiam de

pequenas moléculas bifuncionais contendo, respectivamente, grupos aromaticos e
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acrilatos em pontas opostas (Figura 1.9). Os grupos funcionais foram escolhidos
afim de mimetizar tanto as interagdes interfaciais de catecdis, quanto as interacdes
coesivas de ligagdo cruzada com o bulk da resina PMA. Os iniciadores acrilatos
sintetizados foram funcionalizados com benzeno (P1), fenol (P2), e catecol (P3 e P4),
analogos de W, Y e Y* respectivamente. P, difere de P3 pela maior cadeia

hidrocarbénica, oito hidrocarbonetos a mais entre os grupos catecol e acrilato.
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Figura 1.9 Estrutura quimica dos iniciadores de superficie sintetizados (P4, P2, P3 e
P.) e iniciadores convencionais (MDP e Silano).

Os resultados experimentais mostraram que somente os catecéis, P; e P4 se
aderiram densamente sobre as superficies minerais testadas, mica e vidro. Também
foi avaliado o desempenho dos iniciadores na adesao de uma resina PMA de ligagao
cruzada. Cada iniciador foi aplicado sobre varios substratos minerais (mica, vidro,
placa de silicio e esmalte dental) previamente a aplicagado da resina. Os resultados
foram comparados com os obtidos através de iniciadores convencionais MDP e
silano. Os iniciadores P3; e P4 apresentaram resisténcia ao cisalhamento, em todas
as superficies, comparaveis aos iniciadores convencionais, que sado otimizados para
uma superficie quimica especifica. Além disso, a resisténcia ao cisalhamento de P3
e P4 foi cerca de duas vezes maior que P4, P> ou sem iniciador. Em relagcdo a
adesdo, P3; e P4, apresentaram um aumento de cerca de 10 e 4 vezes,
respectivamente, comparando-se a superficie tratada com P, e P, ou n&o tratada.
Quando comparados a MDP e silano, P3; apresentou o melhor desempenho, um
aumento na adesdo de 8 e 2 vezes comparado aos respectivos iniciadores
convencionais. A adesao medida para P; foi comparavel com a tensao interfacial
obtido por placas reais de mexilhdes[30].

Em testes com resinas PMA enxertadas, P; aumentou significativamente,
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em torno de 50%, a resisténcia a compressao das resinas PMA em relacdo a
enxertos de silano. Além disso, foi observada uma melhora também nas
propriedades de dispersdo de energia da resina tratada com Ps.
Complementarmente, foi confirmada a n&o-toxicidade da superficie mineral tratada
com Ps;, sugerindo elevado potencial da molécula para aplicagbes biomédicas e

odontologicas.

1.2.2 Monocamadas auto-montaveis

O termo monocamadas auto-montaveis (SAMs - Self-assembled
monolayers) refere-se a formagdo espontdnea de assemblies organicos em
superficies por adsorcdo de moléculas da fase liquida ou vapor através de
interacdes intermoleculares sinérgicas. SAMs fornecem uma plataforma conveniente
e flexivel para modelar propriedades fisico-quimicas de substratos, e tem ganhado
atengado significativa nas ultimas décadas nas areas de litografia[92], materiais
eletrénicos[93], reconhecimento molecular[94], superficies ndo molhantes[95] e
sistemas biomiméticos[96]. Todavia, as técnicas atuais de fabricagao de SAMs estao
longe de serem viaveis devido (a) SAMs baseadas em organossulfurados requerem
superficies livres de oxidos[97]; (b) SAMs baseada em organossilados n&o séo lisas,
finas e uniformes porque silanos polimerizam internamente em siloxanos e apenas
10-20% das ligagcbes da cadeia expbem-se a superficie[85, 98]; e (c) enxerto de
catecdis sobre Oxido de titanio[99], enxerto fosfonico sobre didéxido de silicio[100] ou
oxido de aluminio[101] e enxerto carboxilico sobre 6xido de zinco[102] sdo SAMs
conhecidas, mas ainda precisam ser bem definidas para formarem monocamadas
uniformes e reprodutiveis.

A uniformidade de SAMs ¢é um fator critico para a nanofabricagao
eletrénica[97, 103]. Defeitos em SAMs, gerados a partir da adsorgdo nao uniforme,
podem causar falhas em dispositivos eletronicos através da mudanca nas
propriedades de transferéncia de carga do substrato devido a penetragdo de
impurezas[97] ou danos de uma bicamada através da penetragcao de polimeros[104],
tornando-os n&o confiaveis para as aplicagbes desejadas.

Ahn e colaboradores, através de tecnologias bioinspiradas na
automontagem de mfps, mostraram a formagdo de SAMs uniformes e finas sobre
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varios substratos Oxidos por meio de uma metodologia que envolveu processos
ambientalmente viaveis. As monocamadas foram inspirados em mfp-5 e formadas
por surfactantes zwiteribnicos. A modificagdo de um grupo de cauda alquil, de um
surfactante zwiteriénico catecol conhecido[13], por um anel de benzeno (Z-Cat-Ben,
Figura 1.10) transformou uma "bicamada" adesiva[13] em uma "monocamada" para
atender a demanda atual por SAMs em superficies dielétricas[105, 106]. Também foi
realizada uma investigacéo sobre a relagédo entre estrutura e fungdo das moléculas,
a fim de entender os efeitos de residuos eletronegativos no grupo benzeno por
adicdo de grupos —CF3; nas posicbes 3 e 5 do substituinte benzil (Z-Cat-Ben-F,
Figura 1.10).

vo
OH
Figura 1.10 Surfactante zwiteribnico com grupos funcionais catecol e benzeno (Z-
cat-ben) ou benzeno-(CF3), (Z-cat-ben-F).

As moléculas zwiteribnicas bioinspirados se auto-organizaram rapidamente,
em menos de 1 minuto, sobre varias superficies dielétricas, tais como mica e silica,
formando camadas monomoleculares lisas e uniformemente finas. A adsorg¢éao forte,
rapida e ambientalmente viavel de SAMs representa um avango promissor para a
préxima geragdo de nanodispositivos em comparagdo a SAMs baseadas em
organossilanos[85, 92], que envolvem produtos quimicos toxicos, longo tempo de
processamento (superior a 10 h), e/ou temperaturas geralmente acima de 80°C [103,
105], o que é considerado impraticavel para aplicagdes em eletrénica organica.

O processo de revestimento por imersao € essencial para a eletrdnica
organica se tornar realidade. SAMs lisas e molecularmente finas na superficie
dielétrica sdo componentes essenciais para dispositivos como transistores organicos

de efeito de campo (OFETs - Organic Field Effect Transistor). Dispositivos contendo



32

as monocamadas sintetizadas apresentaram bons desempenhos, sendo que Z-Cat-
Ben-F apresentou resultado ligeiramente melhor. Em uma avaliagdo de dispositivos
OFETs com fonte de Ni, a monocamada Z-Cat-Ben-F levou ao melhor desempenho
ja reportado até hoje[103, 107, 108].

O potencial de moléculas zwiteribnicas para o uso em nanodispositivos
eletrbnicos[109-112] é atribuido a capacidade de fixarem-se a eletrodos através de
ligacdes intermoleculares fortes e permitirem facil transporte de elétrons através de
superficies[113]. Além disso, as moléculas catecois zwiteribnicas sao mais
biocompativel e facilmente soluveis em agua[109], tornando-as candidatas
adequadas para aplicacbes em quimica verde[114]. Desta forma, as SAMs
desenvolvidas viabilizam o desenvolvimento de tecnologias de baixo custo de
impressao e alto rendimento.

Os estudos realizados por Ahn e colaboradoes sugerem o enorme potencial
da préxima geragdo de materiais bioinspirados em mexilhdes, os quais poderéo
substituir materiais que demandam grande consumo de energia e produtos téxicos
em sua preparacao. Entretanto, as técnicas experimentais utilizadas se limitaram a
avaliar o desempenho da aplicacdo destes materiais e, apesar do sucesso dos
resultados obtidos, pouco se sabe sobre os mecanismos de interacdo e adsorgao
destas moléculas. O entendimento destes mecanismos pode fornecer pistas para
otimizacdo de desempenho e favorecer o desenvolvimento de outros compostos
para as mais variadas aplicacoes.

Aliada as técnicas experimentais, dinamica molecular foi utilizada com o
objetivo de entender os mecanismos envolvidos na adsor¢gdo e avaliar como a
mudanca estrutural dos compostos e/ou a influéncia de diferentes superficies podem

afetar a adesao destas moléculas em superficies minerais.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

Os modelos tedricos para simulagcdo computacional de sistemas moleculares
sdo frequentemente baseados em métodos de mecanica quantica ou de mecanica
classica. Tais meétodos tém sido utilizados em varios estudos moleculares
apresentando boa concordancia com dados experimentais. Dependendo das
propriedades de interesse opta-se por um dos métodos ou mesmo por métodos que
combinam mecanica quantica e mecanica molecular (QM/MM).

Modelos baseados em mecanica quantica obtém propriedades eletronicas
de sistemas a partir da resolugdo da equacédo de Schrddinger com algumas
aproximacdes. A maioria dos métodos quanticos para sistemas moleculares sao
baseados na aproximagao de Born-Oppenheimer, além dessa, outras aproximagdes
podem ser utilizadas, tais como Hartree-Fock, métodos baseados nos funcionais da
densidade e diversas aproximagdes semiempiricas, em que parte significativa das
integrais sao substituidas por parametros ajustados a dados experimentais. O erro
apresentado em tais abordagens esta associado ao conjunto de bases selecionado
e ao nivel de tratamento da correlagao eletrénica nos resultados. Os métodos de
mecanica quantica permitem acesso a funcdo de onda eletrénica. Todavia, isto leva
a um maior tempo computacional e necessita de maior capacidade de memaoria[115].

Métodos baseados em mecanica molecular requerem menor nivel de calculo
para sistemas complexos. As principais técnicas classicas de simulagao
computacional sdo Monte Carlo e dinamica molecular. Estas técnicas permitem
obter propriedades termodinamicas de sistemas e sao boas aliadas ao entendimento
das interagcbes intermoleculares e do comportamento de diversas moléculas e

macromoléculas em solugao.
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2.1 Mecanica molecular

O método da mecanica molecular baseia-se na visédo classica de estrutura
molecular como um conjunto de esferas unidas por molas com constantes de forga
caracteristicas. Os movimentos eletrénicos s&o ignorados e a energia do sistema é
calculada somente em funcéo das posi¢des nucleares. Toda a dindmica dos atomos
é tratada através da mecanica newtoniana[115]. Este modelo € adequado para a
descricdo de sistemas com elevado numero de atomos, cuja caracterizagao por
mecanica quantica seria muito dispendiosa computacionalmente.

As técnicas que se utilizam de mecénica molecular necessitam de um
conjunto de parametros que descrevam a energia potencial do sistema. A este
conjunto de parametros, associado a uma fungdo empirica da energia potencial, é

dado o nome de campo de forga.

2.2 Campo de forga

Os parametros de um campo de for¢ca sdo associados a potenciais para
descrever o estiramento e deformagdo angular em uma molécula e as interagdes
intra e intermoleculares. Os termos que normalmente constituem um campo de forga
sdo: potenciais de ligagéo (Vy); angular (Vs); torcional (V,), de Lennard-Jones, ou de
van der Waals (V.,), e o potencial de Coulomb (V¢). A forma do potencial total (Viotar)

inclui termos para tratar as interagdes entre atomos ligados ou nao:

Viotat = Vg + Vo + Vo + Vi, + Ve (2.1)

As expressdes que representam cada termo do campo de forcga GROMOS,
utilizado neste trabalho, estdo apresentadas a seguir.



35

2.2.1 Potencial de ligagao

O estiramento entre dois atomos covalentemente ligados € descrito pelo
potencial, V*°" que descreve a energia associada ao desvio da distancia de
equilibrio by:

Ny

VP (rKybo) = Y ik, [b2-b) (2.2)

n=1

sendo b a variavel comprimento de ligagéo entre dois atomos; b, a distancia de
equilibrio e K, a constante de forca[58]. Estas duas constantes compdem os

parametros do campo de forga.
2.2.2 Potencial Harménico Angular

O desvio angular a um valor de referéncia, 6y, formado entre trés atomos

covalentemente ligados, é descrito pelo potencial angular, V"9, dado por:

VA (1K g,00) = Z 2K, [cos(6,)—cos(6,,)]? (2:9)

sendo 6, a variavel angular entre as ligagdes, 6o o angulo de equilibrio e K, a

constante elastica da forga[58].
2.2.3 Potencial Torcional

O potencial torcional representa a torcdo propria do angulo diedro, ¢,
formado por um conjunto de atomos ligados:

N‘p
Vue(mK_0,m) = K, [1 4 cos(8,) cos(m, @,)] (2.4)
@ Pn

sendo ch a constante que define a altura da barreira de rotacdo, m o numero de

minimos para a tor¢c&o, ¢ o angulo diedro para a ligagdo central em uma sequéncia
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de quatro atomos e 6 a diferenga de fase do angulo diedro @, que pode ser 0° ou
180°, dependendo se este valor € um ponto maximo ou minimo[116].

Para manter a planaridade de um grupo de atomos ligados ou para impedir
gue moléculas deformem em seus enantiobmeros, o campo de forca GROMOS conta

com um potencial harménico para diedros improéprio:

Ne

VR(rKeg) = ) oKe 65, ) (9

n=1

sendo Kgg a constante que define a altura da barreira de rotagdo e, & o angulo

equilibrio para o diedro[58], no caso de ligagdes planares este angulo sera 0°.
2.2.4 Potencial de Lennard-Jones
A interacdo de van der Waals para atomos nao ligados covalentemente é

descrita pelo potencial de Lennard-Jones. Este potencial para dois atomos i e j ndo

ligados é dado por:

Colin Ol
VE(rCo.Co) = Y { 1,24(;’])— 65;’])] (2.6)

pairs i,j ij ij

sendo r; a distancia entre os atomos i e j. Os termos Cs e Cq2 correspondem a

atracdo e repulsdo entre os atomos, respectivamente[58]. Os parametros de
Lennard-Jones podem ser obtidos como média geométrica (equagdes 2.7 e 2.8),
onde regras de combinagdo podem ser aplicadas para os determinados pares

atbmicos.

Co (i) =/Cs(i,D.Co () (2.7)
C12(i,) = /C12(,D.C12G.)) (2.8)

Vale ressaltar que este potencial € geralmente utilizado para descrever a
interacdo de atomos separados por trés ou mais ligagées covalentes, bem como

para interacdes intermoleculares.
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2.2.5 Potencial de Coulomb

A interacdo eletrostatica entre dois atomos i e j é representada pelo potencial
de Coulomb, dado por:

VC(rq) = 49 1 (2.9)
, pairs i,j &€, rij

sendo r; a distancia entre os atomos i e j, q; e g, S840 suas cargas parciais, € a

permissividade dielétrica no vacuo e €1 a constante dielétrica do meio[58].

Usualmente, os parametros empregados na definigdo de cada termo do
potencial sdo determinados a partir de resultados de calculos de mecanica quantica
e/ou por ajustes empiricos a dados de cristalografia de raios-X, espectroscopia de
infravermelho, ressonancia magnética nuclear, etc.

Os métodos de simulagdo computacional sdo capazes de estudar os
sistemas e prever suas propriedades através do uso de técnicas que considerem
pequenas reéplicas do sistema macroscopico, que possuem uma quantidade
manuseavel de atomos e moléculas. Um grande numero de réplicas do sistema que
sdo consideradas simultaneamente € chamado de ensemble. Assim, a simulagao
pode gerar configuragdes representativas a partir de pequenas réplicas, de tal forma
que valores precisos de propriedades estruturais e termodinamicas podem ser
obtidos com menor quantidade de calculos computacionais[56]. A correlagao entre
as propriedades microscopicas e as macroscopicas destes ensembles é feita pela
termodinamica estatistica, desenvolvida por Boltzmann e Gibbs.

Os métodos de Monte Carlo e de dindmica molecular sdo as principais
técnicas de simulagdo computacional utilizadas para obter médias termodinamicas a
partir de modelos moleculares. A dinamica molecular fornece o comportamento
dependente do tempo de sistemas atdmicos e moleculares, fornecendo detalhes

visuais de como o sistema muda de uma configurag&o para outra.
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2.3 Dinamica Molecular

Em dindmica molecular s&o geradas configuragdes sucessivas do sistema a

partir da resolu¢cdo da equacao diferencial da segunda lei de Newton (F = m a):

d’x, F,
i (2.10)

1

A equacédo 2.10 descreve o movimento de uma particula de massa m; ao
longo da coordenada x;, sendo F,; a forga da particula nesta direcdo. Em um sistema
contendo varias particulas, a interacdo entre elas € descrita pelo potencial obtido
através do campo de forga (Vitar). Assim, a forga F,; depende da posigéao de todos os
atomos do sistema e é obtida através do gradiente de potencial.

dVv dVv (2.11)

A integracdo numérica da equagao de Newton em pequenos intervalos de
tempo, geralmente na ordem de femtossegundos (fs = 107"° segundos), permite
obter um conjunto de trajetérias que especifica como as posigdes e as velocidades
das particulas do sistema variam com o tempo[56]. As propriedades macroscopicas
do sistema s&o extraidas do conjunto de trajetorias em equilibrio.

Durante as simulacgdes, a variacdo de posicdo de um dos atomos modifica a
forca exercida sobre ele, essa forca também € alterada pela posicdo dos demais
atomos do sistema. Este acoplamento de coordenadas atbmicas faz com que as
equacdes de movimento ndo possam ser resolvidas analiticamente e sao, portanto,
integradas numericamente.

Os principais algoritmos de integracdo numérica das equacgdes de
movimento sdo Velocity Verletf[117] e o leap-frog[118]. Este ultimo foi o algoritmo de
integracdo utilizado nas simulagdes por dinamica molecular realizadas neste

trabalho e esta descrito na seg¢ao 2.3.1.
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2.3.1 Algoritmo de integragao leap-frog

No algoritmo conhecido como leap-frog as atualizagdes de velocidade e

posicdo ndo sao feitas simultaneamente. A velocidade (v) € atualizada no tempo
(t + gAt) através da forga F(f) obtida no tempo t. A partir dessa velocidade as novas

posi¢des sdo atualizadas. As equacdes utilizadas sio:
1 1 At

v(t+5At)= v(t—;At)+ 2 E(t) (2.12)

r(t + At) = 7(t) + Atv (t + %At) (2.13)

A obtengdo da trajetéria é dada pela seguinte relagdo de atualizagdo de
posigao:

r(t 4+ At) = 2r(t) + r(t — At) + iF(t)AtZ + 0(AtY) (2.14)

As equacbes de movimento finais utilizadas nas simulagdes também sao

modificadas por acoplamento de temperatura e pressao.
2.3.2 Acoplamento de temperatura e pressao

O acoplamento de temperatura é feito para a utilizacdo de ensembles
candnicos, tais como sistemas NVT, onde mantém-se constante o numero de
particulas, volume e temperatura; ou sistemas NPT em que o numero de particulas,
pressao e temperatura sdo mantidos constantes.

Neste trabalho utilizou-se o termostato de velocity-rescaling[119] para o
acoplamento de temperatura. O algoritmo produz um conjunto candnico preciso
através da equacéao:

KKy dw

dt
dK = (Ko~ K) —+ 2 =

(2.15)

onde, K é a energia cinética, Ny o numero de graus de liberdade e dW um processo
de Wiener. O parametro t, tem valor proximo a constante de tempo t para o

acoplamento de temperatura:
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T =2vir (2.16)
Ndfk

em que C, é a capacidade de calor total do sistema, k é a constante de Boltzmann, e
Nq4r € 0 numero total de graus de liberdade. A raz&o para a diferenga entre t, e 7 é a
mudanga de energia cinética causada pelo escalonamento das velocidades que é
parcialmente redistribuida entre a energia cinética e potencial.

O acoplamento de pressao nos sistemas apresentados neste trabalho foi
feito pelo barostato de Berendsen[120]. Este algoritmo redimensionada as
coordenadas das particulas e os vetores da caixa, a cada passo, pela multiplicagao

ao fator (assumindo uma caixa cubica e sistema isotropico):

BAt
31tp

u=1- (P— Py (2.17)
onde, B é a compressibilidade isotérmica do sistema, P, € a pressao de referéncia,
Tp € 0 tempo de relaxagao dado e At é o passo de integragao da simulagéo.

A presséo do sistema é dada por:

2

1
p=2 (K— ~SiaiTy .Fij) (2.18)

3V

em que V é o volume da caixa, K € a energia cinética do sistema, r; a distancia entre
as particulas i e j e Fj a forga aplicada na particula i devido a particula j.

Em dindmica molecular sdo adotadas condigdes periddicas de contorno
através da replicagédo da caixa central de simulagdo em um arranjo periodico infinito.
Esta estratégia € adotada para eliminar efeitos de superficie e obter resultados
relativos a um numero maior de particulas.

As interacdes que demandam maior tempo computacional sdo as interagcoes
ndo ligadas. O tratamento das intera¢cdes de Lennard-Jones é realizada delimitando-
se uma regidao esférica do espago e truncando o potencial em um raio de corte
esférico. Assim, cada particula interage somente com as particulas que estao dentro
do raio de corte, evitando a interagdo dos atomos com suas respectivas imagens. A
simplificacdo obtida por tal técnica ndo compromete muito o resultado,
principalmente devido as interagées do potencial de Lennard-Jones serem de curto
alcance, ou seja, decaem na ordem de r® ou r'?, com o aumento da distancia entre

as particulas.
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Em contraste, as interagbes eletrostaticas de longo alcance apresentam
potencial que decaem na ordem de r'. O truncamento do potencial eletrostatico
podera induzir a erros significativos em simulagdes que apresentem espécies
carregadas[56]. Dentre os métodos desenvolvidos para descrever as interagbes de
longo alcance estdo a soma de Ewald e métodos derivados deste, como PME[121] e
smooth PME[122], e o campo de reagao[123]. Estes métodos utilizam um raio de
corte e as corregcdes sao realizadas para levar em consideragao a contribuigdo das
particulas carregadas fora do raio de corte.

2.3.3 Campo de reagao
No campo de reagao o ambiente fora do raio de corte € modelado como um

continuo dielétrico. Tal corregdo gera os seguintes termos adicionais a fungcédo de

energia potencial do sistema:

RF, (... q:4; (%Crf_l)
VR (rg) = Z dnee; R, (2.19)
pairs i,j 7
1 2
q:q9; (—3Cyry)
VE(rg) = ) J LA (2.20)
dmeye, R}

pairs i,j
em que R . é a distancia do raio de corte, g, e q; as cargas parciais de dois atomos i e

J, €0 @ permissividade dielétrica no vacuo e ¢; a constante dielétrica do continuo

dielétrico, que esta relacionada ao solvente utilizado. O termo C,r € dado por:

Crp = (281~ 282) (2.21)

T (g1t 2g9)

sendo ¢, a constante dielétrica relativa, geralmente definida como 1.

O potencial eletrostatico total do sistema consiste no somatério das
equagdes 2.9, 2.19 e 2.20. As equacgao 2.9 e 2.19 tratam as forgas de curto e longo
alcance, respectivamente, ja a equagao 2.20 € uma constante que é adicionada para
anular a interagdo quando a distancia entre os atomos i e j (rj) for igual a distancia
do raio de corte, R;[58, 124, 125].
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2.4 Metadinamica

Apesar de sucesso obtidos em simulagdes por dindmica molecular, sua
aplicacao muitas vezes € limitada pela escala de tempo para explorar eficientemente
a superficie de energia. A amostragem eficiente do espago conformacional € um
desafio, especialmente, para sistemas com muitos graus de liberdade. Estes
sistemas, geralmente, possuem superficie de energia com muitos minimos locais
separados por barreiras energéticas elevadas. Uma das possibilidades para
melhorar a amostragem é pela incorporacédo de informagdes sobre a superficie de
energia durante a pesquisa, de modo a favorecer que o sistema molecular visite
novas areas de espaco conformacional. Este conceito de memodria € a base de
alguns métodos, tais como método de deflagdo[126] o método local elevation[127],
recentemente chamado metadinamica[128], e o método de inundacao
conformacional[129].

Em metadinamica, ou local elevation, utiliza-se de duas estratégias para
acelerar a amostragem em dindmica molecular. A primeira consistem em diminuir os
graus de liberdade concentrando sua amostragem em variaveis coletivas escolhidas.
A outra, consiste em modificacbes peridodicas na energia com um potencial
Gaussiano repulsivo para desencorajar o sistema a visitar o mesmo local e escapar
de minimos locais.

Neste método, apenas um pequeno numero (n) de coordenadas coletivas (s,
onde i = 1,n) sdo consideradas relevantes na variagdo da energia livre. A exploragéo

da energia livre (G(s)) é guiada pela forga:

Ft= -2% (2.22)

t asf

Um conjunto de P réplicas do sistema obedecendo a mesma restricdo do

numero de coordenadas coletivas, s; = s/, e evoluindo independentemente a mesma

temperatura T, permitem estimativas mais eficientes de propriedades
termodinamicas. Além disso, a for¢ca sobre as restricbes € melhorada em relacédo a
avaliacdo de uma unica réplica. As restricdes sdo impostas em cada réplica através
de:
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Ziz1n i (5i = s7) (2.23)

onde Aj € um multiplicador de Lagrange.
A dindmica da evolugdo para a exploragdo da superficie de energia é

definida pela equacéo:

t
of*l = gt + &;'Z—;l (2.24)

Nesta equagdo, as varidveis of e as forgas ¢! sdo definidas como:
of =st/As; e ¢pf = FfAs;, em que As; € o tamanho estimado da superficie de energia
livre na diregao s;. O termo |¢f| € o modulo do enésimo vetor dimensional ¢! e 65 é
o tamanho do parametro de passo. O index t é usado para rotular os estados. A
Equacéo 2.24 n&o implica na evolugao da dinamica real do sistema, € usada apenas
para avaliar a superficie de energia livre.

ApOs a atualizagédo das coordenadas coletivas no estado ¢, um novo conjunto

1. & preparado e novas forgas Ff*' sdo

de réplicas do sistema, com valores af*
calculadas para o préximo estado. Ao mesmo tempo, as for¢as aplicadas as demais
coordenadas s&o dirigidas como da forma padrédo em dinamica molecular. Uma vez
que nao ha continuidade dindmica entre as réplicas pode-se utilizar valores grandes
de d0 e mover-se mais rapidamente no espaco das coordenadas coletivas.

Para a exploragao eficiente da superficie de energia, a cada determinado
numero de passos, as forcas na equacao 2.24, sio substituidas por outras com

termo historico dependente:

2
t
—|o‘i—di|

96
¢ = b — W Yusellje 2602 (2.25)

W e §o séo, respectivamente, a altura e largura da Gaussiana. Estes valores
sdo escolhidos de forma a garantir precisédo e eficiéncia na exploragao da superficie
de energia.

As forgas corrigidas pela Gaussiana irdo desencorajar o sistema a revisitar o
mesmo local e permitirdo explorar outras regides no espago conformacional. A
medida que a simulagdo avanga, os potenciais Gaussianos se acumulam e

preenchem um pogo de energia minima, o que permite ao sistema migrar para outro
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minimo e assim acontece o preenchimento gradativo dos minimos de energia.

A energia potencial resultante € descrita por:

2
t
—|G'i—0'i|

— Yo We z8a% > V(s) (2.26)

Para um numero suficientemente grande de estados, a energia livre também

pode ser estimada pela equagao 2.26[128].
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3 SIMULAGAO DE PEPTOIDES
3.1 Modelos de solventes

Simulagdes por dindmica molecular s&o majoritariamente realizadas em
solvente aquoso e existem diversos modelos para moléculas de agua solvente, tais
como, SPC[130] ,SPC/E[131], TIP3P, TIP4P[132] e TIP5P[133]. Estes modelos
estdo bem consolidados e disponiveis para serem utilizados na maioria dos campos
de forca. O modelo de solvente aquoso utilizado neste trabalho foi o de carga
pontual (SPC)[130]. No entanto, uma grande variedade de dados experimentais para
peptdides, especialmente a caracterizagdo de estruturas secundarias, foi realizada
em solucdo de acetonitrila[41, 42, 47], o que sugere a necessidade de outro modelo
de solvente.

Existem alguns modelos de solvente acetonitrila compostos de trés sitios de
interagcdo, um para o grupo metil e outros dois para os atomos de carbono e
nitrogénio. Estes modelos formados por trés particulas ligadas colinearmente exigem
uma constante angular elevada para manter a linearidade das particulas, como por
exemplo, a constante angular no modelo ANL[134] & de 401243.9 kJ mol™, valor mil
vezes maior que a maioria das constantes angulares do campo de forca GROMOS.
Para realizar as simulagdes por dindmica molecular pelo sofftware GROMACS 4[135]
a partir desses parametros seria necessario um intervalo de integragdo muito abaixo
de 1 fs, o que torna inviavel o uso desses modelos. Portanto, a simulagdo de uma
molécula linear requer alguns artificios, como utilizar sitios atémicos virtuais. Neste
caso, o procedimento para criar uma molécula linear consiste na criagdo de dois
tipos de particulas: os chamados sitios virtuais, que ndo possuem massa, mas
possuem carga e interagdes por van der Waals; e as particulas que possuem
massa, mas nao possuem interagdes nao ligadas. As posi¢cdes das particulas com
massa devem ser definidas levando em consideracdo o centro de massa e o
momento de inércia da molécula. Desta forma, mantem-se adequadamente a
descrigcdo da massa do sistema e as regides de interacéo.

A descricdo do modelo desenvolvido para acetonitrila com sitios virtuais
encontra-se na segao 3.1.1.
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3.1.1 Implementacao e validagdao de modelo para acetonitrila

Foram implementados e avaliados trés modelos para a molécula de
acetonitrila. Os parametros para cada modelo foram baseados em modelos de trés
sitios: ANL[136]; Edwards[137] e Guardia[138]. Cada modelo implementado é
composto por duas particulas de massa e trés sitios virtuais (Figura 3.1). Duas
particulas com massas iguais foram utilizadas para descrever a massa total da
molécula. A massa de cada particula foi de 20.52635 u (unidades de massa
atdbmica) para representar a massa total da acetonitrila, 41.0527 u de acordo com as
massas atébmicas estabelecidas no campo de forca GROMOS.

A distribuicdo de massa na molécula manteve o centro de massa e o
momento de inércia em relagdo aos modelos referenciais de trés sitios. A distancia
(R) entre as particulas de massa foi obtida pela equagdo 3.1, em que se levou em
consideragao o centro de massa dos modelos referéncia para que o momento de
inércia no modelo criado, com duas particulas de massa, fosse 0 mesmo que no

modelo referéncia, com trés sitios:

=L (3.1)
2M

Na equacao 3.1, R representa a distancia entre as particulas com massa M
(20.52635 u) nos modelos desenvolvidos. Os valores m; e r; provém dos modelos de
trés sitios usados como referéncia, onde m; representa a massa de cada particula
com distancia r; ao centro de massa.

As duas particulas de massa foram posicionadas de forma que o centro de
massa coincidisse com o respectivo modelo referéncia, como as particulas tinham
massas iguais, logo, estavam equidistantes ao centro de massa. A posi¢ao de cada
sitio virtual correspondia as posi¢cdes atdmicas dos modelos referéncia. Um exemplo
de modelo desenvolvido e seu respectivo referencial estdo esquematizados na

Figura 3.1.
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Figura 3.1 Representacdo esquematica da implementagcdo de um modelo para
acetonitrila baseado nos parametros desenvolvidos por Guardia e
colaboradores[138]. Os circulos azuis representam as particulas com massa e os
circulos brancos os sitios virtuais. CM indica o centro de massa. Os valores descritos
em azul representam as massas (em unidades de massa atébmica); os valores em

preto representam as distancias (em nanémetros).

A posigao das particulas e os potenciais nao ligados (eletrostatico e van der
Waals) foram derivados de modelos referenciais de trés sitios, cujos paréametros
estdo apresentados na Tabela 3.1. Vale lembrar que apenas os sitios virtuais

apresentavam parametros de carga e van der Waals.
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Tabela 3.1 Parametros de campo de forca para modelos de acetonitrila com trés

sitios.
Parametros | Atomos | ANL[136] | Edwards[137] | Guardia[138] Unidade
envolvidos
Distancia
bo CHs-C 0.146 0.146 0.1458 nm
bo C-N 0.117 0.117 0.1157 nm
Cargas parciais
dchs CHs 0.2870 0.269 0.206 e
dc C 0.1376 0.129 0.247 e
an N -0.4246 -0.398 -0.453 e
van der Waals
Cs - 9.491654 13.84 9.057 10°kJ mol" nm®
Ci2 1.68584 3.012 2.621 10°kJ mol nm'™
Cs 1.765738 2.571 5.145 10°kJ mol”" nm®
Ci2 ¢ 0.222702 0.3971 1.217 10°kJ mol nm'™
Cs 1.475272 2.149 2.696 10°kJ mol”" nm®
Ci2 N 0.155459 0.2775 0.2894 10°kJ mol nm'™

A fim de avaliar os parametros de cada modelo, foram realizadas simulagbes

por 25 ns de dindmica molecular de caixas contendo 512 moléculas de acetonitrila.

Para garantir a integridade dos modelos criados foi necessario restringir o

comprimento das ligagdes e 0 movimento de estiramento linear através do algoritmo

LINCS[139]. A descrigao completa das condi¢gdes empregadas durante a simulagéo

foram detalhadas na secao 3.2.

Com o objetivo de validar as implementagées dos modelos, as seguintes

propriedades foram calculadas: energia interna do sistema (U), entalpia de

vaporizagdo (AH.sp), densidade (p), capacidade calorifica isobaria (C,), coeficiente

de difusdo (D) e viscosidade (n). Os resultados obtidos e a comparagdo com dados

experimentais, estdo apresentados na Tabela 3.2.




Tabela 3.2. Propriedades da acetonitrila liquida obtidas experimentalmente e por

dinAmica molecular de modelos com sitios virtuais.

Propriedade Unidade ANL[136] | Edwards[137] | Guardia[138] Exp
Ensemble

N - 512 512 512 -

T K 298 298 298 -
Termodinamica

-U 10*J mol” 1.82 1.78 1.56 -

AH,ap kJ mol” 37.5 36.8 32.4 33.5[140]

p kg m® 880.9 817.4 746.7 777[141]

C, 10?kJ mol" K™ 6.65 6.77 6.47 8.16[142]
Transporte

D 10" m?s™ 2.39 2.38 3.29 4.04[143]

n cP 0.43 0.50 0.36 0.34[144]

O modelo desenvolvido com sitios virtuais a partir dos parametros de
Guardia e colaboradores[138] apresentaram resultados mais proximos aos dados
experimentais e, portanto, foram utilizados nas simulagdes de peptoides.

3.2 Simulagoées por dinamica molecular

Todas as simulagdes por dinamica molecular analisadas neste capitulo
foram realizadas utilizando o software GROMACS 4.6.7[135]. Previamente a
simulacdo, cada sistema teve sua energia minimizada através de 10.000 passos,
utilizando o algoritmo steepest descent.

Para simulagdes por dinamica molecular foi utilizado o algoritmo leap-
frog[145] com o passo de integracdo de 2 fs e o tempo total de simulagdo variou
entre 20 a 400 ns, dependendo do sistema. Todas as simula¢gdes foram realizadas
em um ensemble isotérmico-isobarico (NPT). As coordenadas de todos os atomos
do sistema foram coletadas a cada 5 ps para a realizacdo das analises. A

temperatura foi mantida em 298 K acoplando os solutos e os solventes
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separadamente a termostatos velocity rescale[119] com um tempo de relaxacéo de
0,2 ps. A pressao foi mantida em 1 bar pelo acoplamento do barostato de
Berendsen[120] com um tratamento isotrépico e tempo de relaxacdo de 0,5 ps. A
compressibilidade e permissividade dielétrica dependiam do solvente. Sistemas em
acetonitrila utilizaram compressibilidade de 9,6 . 10° bar” e constate dielétrica de
35.84. Simulagbes em agua foram feitas a partir do modelo de solvente SPC[130],
com compressibilidade de 4,5 . 10° bar' e constate dielétrica de 66.

Durante a simulagdo, a cada novo passo de integragdo as velocidades
referentes a translacdo e rotagdo do centro de massa foram removidas. O
comprimento de ligagdo, bem como o movimento de estiramento foram restringidos
utilizando o algoritmo LINCS[139]. Na descricdo das interagdes eletrostaticas e de
van der Waals de curto alcance, foi utilizado um raio de corte de 1,4 nm, e as
contribuigdes eletrostaticas de longo alcance foram tratadas pelo método do campo

de reacao[123].

3.3 Parametros adicionados ao campo de forga

Para realizar as simulagbes de peptoides por dinamica molecular foi
necessario a inclusdo de parametros no campo de forga. O campo de forga utilizado
foi uma adaptacdo do GROMOS 53A6[146, 147]. Os parametros utilizados foram,
em sua maioria, 0S mesmo para aminoacidos, mas alguns parametros precisaram
ser modificados ou adicionados. Os parametros relativos aos potenciais de ligagao e
angular foram todos derivados de parametros existentes.

As cargas parciais atbmicas foram derivadas de grupos atémicos similares
ou ajustadas empiricamente a partir de calculos quantico, Hartree-Fock com fungdes
de base 6-31G*, seguido de ajuste RESP com o programa NWChem 6.1[148] e um
segundo ajuste manual para manter a filosofia de grupos de carga utilizados no
campo de forca GROMOS. Os primeiros parametros adicionados ao campo de forca
de peptdides foram as cargas parciais para os atomos envolvidos no nucleo amida
(Figura 3.2a e Tabela 3.3).
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Figura 3.2 Representacdo de a) nucleo amida em estruturas de peptoides b) atomos
em cadeia lateral aromatica de peptdides.

Tabela 3.3. Parametros eletrostaticos para o nucleo amida adicionados ao campo de
forca GROMOS 53A6.

Tipo de Atomos )
_ _ Parametro Valor Unidade
potencial envolvidos
N qn -0.310 e
cargas
L CA gca 0.155 e
parciais
CB qcs 0.155 e

Inicialmente, foram utilizados os parametros de Lennard Jones padroes

existentes no GROMOS 53A6. Adicionalmente, alguns testes foram realizados, na
tentativa de reproduzir melhor os dados experimentais, com modificagbes em cargas
e interacbes de van der Waals para compostos com cadeia laterais aromaticas
(Figura 3.2b) (secao 3.7).

O diedro da ligacdo amida também recebeu novos parametros que serao
apresentados na secdo subsequente. Para os demais diedros foram utilizados os
parametros existentes no GROMOS 53A6.
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3.4 Rotagao interna da ligagao amida

Conforme mencionado anteriormente, a rotagao interna da ligagdo amida
exerce um papel fundamental em estruturas de peptdides. Ademais, sua descricao €
a grande limitacdo dos campos de forga existentes. Por este motivo, iniciamos a
investigacdo sobre o perfil rotacional da ligagdo amida na molécula de N,N-
dimetilacetamida, DMA. O diedro w, que caracteriza tal isomerizagcao, foi definido
entre os atomos Cpn-1) — C — N — Ca (Figura 3.2a).

Inicialmente foram realizados calculos quanticos ab initio para a molécula de
DMA, utilizando o pacote computacional SPARTAN[149]. As estruturas para o
diedro w foram otimizadas em intervalos de 30° através do método de Pulay DIIS por
60 ciclos e tiveram suas energias calculadas ao nivel MP2/6-31G* (teoria
perturbacional de segunda ordem Mgller Plesset). Também foram realizados
calculos classicos de energia em intervalos de 30° no diedro w utilizando o algoritmo
steepest descent por 10.000 passos. Os valores de energia relacionados ao perfil
rotacional do diedro o obtidos por calculos classicos e quanticos e estado

representados na Figura 3.3.

150 IR SV s o— A

— MP2/6-31G* - restri¢do
— MP2/6-31G* ]
— MD - Novo potencial

= 100 — GROMOS 53A6/54A7

2 i i
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2 501 ]
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7 ! | | T L Y
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W

Figura 3.3 Perfil rotacional do diedro o para a molécula de DMA em vacuo, obtido

por calculos classicos e quanticos.

E possivel perceber dois perfis diferentes em calculos MP2, em um deles
(MP2/6-31G* - restricdo) as ligagbes envolvendo o atomo de nitrogénio foram
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mantidas em geometria trigonal planar e no outro ndo houve restricdo. Os calculos
ab initio para obtencdo dos perfis rotacionais, apresentados na Figura 3.3, foram
obtidos a partir de estruturas variando-se o diedro w a cada 30° e mantendo-o no
valor desejado, seguido de otimizag&do previamente ao calculo MP2. A distorgdo da
planaridade do nitrogénio desloca os maximos de energia para valores de 120° e
60°. Este efeito € decorrente do mecanismo de rotagdo interna da molécula de DMA,
onde dois estados de transigdo sao possiveis, TS1 e TS2 (Figura 3.4). No estado
TS1 o par de elétrons livres do nitrogénio aponta na dire¢cdo anti ao oxigénio da
carbonila e em TS2 na diregdo syn. O diedro w ¢ aproximadamente 120° em TS1 e
60° em TS2. O estado de transicdo TS2, em consequéncia da maior repulsdo
eletrbnica, possui maior energia e nao foi amostrado devido a otimizagdo de
estrutura previamente ao calculo MP2, que permitiu ao par de elétrons se rearranjar
para diminuir a repulsdo. Por este motivo, nos calculos MP2 sem restricdo os
maximos de energia estdo deslocados para 120°, correspondente ao estado de
transicdo TS1. Em calculos ab initio restringindo-se a planaridade das ligagdes o
maximo corresponde ao diedro w em 90° e, devido as repulsdes estereoeletronicas,
a barreira energética (100 kJ mol'1) foi maior que a barreira para a rotagao livre de
restricdo (aproximadamente 60 kJ mol™) [150-152)].

@) O
s
II/ N H/ N
R R
TS1 TS2

Figura 3.4 Estados de transigdo decorrentes da rotagdo interna da ligagdo amida.
Retirada de [37].

Para obter o perfil do diedro w pelo campo de forcga GROMOS 53A6 foram
realizadas minimizagcbes de energia e a barreira energética de interconverséo foi
similar a obtida ao nivel MP2 sem restrigbes. Isto sugere que a descrigdo do
GROMOS 53A6 para este diedro na molécula de DMA é adequada. Em calculos

classicos a planaridade do N € mantida, por este motivo observou-se um perfil
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simétrico. Esta restricdo € caracteristica do método classico, onde nao € possivel
mudar o potencial torcional durante a rotacédo a fim de mudar a geometria de trigonal
plana a piramidal. Entretanto, em se tratando de dindmica molecular o interesse é a
amostragem dos estados de menor energia, que sdo as estruturas relevantes ao
ensemble conformacional a ser analisado.

A rotacdo interna da ligagdo amida obtida através do campo de forga
GROMOS 53A6 apresentou uma barreira energética elevada para permitir a
interconversdo do DMA durante uma simulagdo em agua a 298K (Figura 3.5). Cada
ponto na Figura 3.5 representa o valor medido do diedro w para a conformagao da
molécula num dado instante de simulagdo. Desta forma, € possivel perceber que a
populagdo conformacional da molécula de DMA ficou restrita ao diedro w em 180°.
Este resultado era esperado, pois os parametros para o diedro w neste campo de
forca foram desenvolvidos para simular aminoacidos, os quais nao apresentam

rotagdo interna da ligagdo amida a baixas temperaturas.

i s et e e S B i e e VR ies % [ R U A e
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Figura 3.5 Evolugdo temporal do diedro o para a molécula de DMA, utilizando os
parédmetros GROMOS 53A6/54A7. Solvente: agua a 298K.

Ainda na Figura 3.3 podemos observar um perfil rotacional da ligagao amida
com menor barreira energética (22 kJ mol”). Este perfil foi obtido através de
minimizacgdes utilizando uma adaptagao do campo de forca GROMOS 53A6, onde o

potencial torcional do diedro o foi empiricamente modificado a fim de diminuir a
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barreira energética de rotagao e permitir a interconversao cis/trans a temperatura de
298K. Uma comparagdo entre os novos e antigos parametros associados ao
potencial torcional do diedro w pode ser vista na Tabela 3.4. A diminuicdo da barreira
energética de rotagdo objetivou amostrar eficientemente as conformagdes em

peptdides, que sdo capazes de interconverterem-se a temperatura ambiente.

Tabela 3.4 Parametros associados ao potencial torcional do diedro w.

Ko (kJ mol”) d (°) m
GROMOS 53A6/54A7 33.5 180 2
Novo 17 180 2

A interconversdo cis/trans ocorre devido a efeitos esteroeletrénicos locais
em amidas substituidas. O atomo de oxigénio em amidas polariza a ligagéo C-O, de
modo que é possivel uma interagdo entre a carbonila e o nitrogénio, quanto maior for
esta interagdo maior sera a estabilidade dos estados padrées frente aos
intermediarios. Esta interagao é relativamente elevada no DMA e repercute em uma
elevada barreira rotacional. Em amidas terciarias maiores que o DMA, outras
interagdes podem ocorrer e diminuir a interacdo entre a carbonila e o par de elétrons
do nitrogénio. A diminuigao desta interagdo diminui a energia da rotagao interna[150-
152]. No caso dos peptdides foi observado que interagdes do tipo n—x* estado
ocorrendo[39]. Estas interagcdes ndo s6 diminuem a barreira de rotagdo como podem
favorecer o conférmero cis ou trans. Nao existem dados experimentais a respeito da
barreira energética de rotagdo em peptoide, além do mais, a energia envolvida na
rotacao da ligagdo amida depende de um conjunto de fatores e pode variar muito de
uma estrutura para outra.

Simulagdes por dindmica molecular da molécula de DMA em agua e
temperatura de 298K demonstraram a maior eficiéncia dos novos parametros
torcionais de w na amostragem conformacional (Figura 3.6). As Figuras 3.5 e 3.6,
foram obtidas a partir de simulagdes nas mesmas condi¢des fisico-quimicas e pelo
mesmo campo de forca GROMOS 53A6, porém na Figura 3.6 foi utilizado uma
adaptacdo do campo de forga com os novos parametros de potencial torcional para
o diedro o (apresentados na Tabela 3.4). As populagdes conformacionais da

molécula foram proximas de 50:50 para o diedro w em 0 e 180°.
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Figura 3.6 Evolugdo temporal do diedro w para o DMA, utilizando-se os novos

parametros torcionais para w. Solvente: agua a 298K.

Nas simulagdes descritas anteriormente o diedro da ligagdo amida foi definido
para os atomos da cadeia principal Cqn-1) — C — N — G4, da mesma forma como
definido nos campos de forca GROMOS. Além dessa, existe ainda mais trés
definigbes possiveis para este diedro: Cqn.1y)—C-N-Cg;O-C-N-Cge O-C -

N — C,, como descrito na Figura 3.7.
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Figura 3.7 Descrigdo dos atomos envolvidos na rotagéo da ligagdo amida.

Em uma analise mais cautelosa sobre a repercussdo das diferentes
definicbes do diedro w na molécula de DMA, foram obtidos perfis de distribuigao

conformacional para a simulacéo a partir do novo potencial torcional w definido para
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Cqin-1) — C — N — Cq4 (Figura 3.8a). A molécula de DMA, devido a sua simetria em
relagéo a rotagcéo da ligagado amida, deve apresentar um perfil rotacional semelhante
para as diferentes definicbes de diedro. Entretanto, a atribuicdo dos parametros
torcionais através de uma unica definicdo de diedro o permitiu maior restrigao
conformacional para o diedro definido no campo de forga (Cqn-1y — C — N — Cq),
enquanto que para as demais definicbes os valores obtidos apresentaram-se mais
dispersos (Figura 3.8a). Este fendbmeno foi consequéncia dos maiores desvios a
planaridade apresentados pelos atomos Cg € O em relagéo a C,.

Na tentativa de minimizar os efeitos de distor¢des causados na molécula de
DMA, e consequentemente em outras moléculas, o diedro w foi definido no campo
de forca para dois conjuntos de atomos (Cqpn1)—C—-N-Coe O -C - N —-Cg). A
constante de for¢a, Kw, do potencial torcional foi alterada para metade do valor, ou
seja para 8.5, e os demais parametros (8 e m) foram mantidos como constam na
Tabela 3.4. Desta maneira, a barreira energética para a rotagao da ligagdo amida na
molécula de DMA foi a mesma obtida no ajuste anterior, aproximadamente 22 kJ
mol™ (linha verde na Figura 3.3).

O novo conjunto de parametros (Kw = 8.5 kJ mol”, 8§ = 180° e m = 2)
atribuido a duas diferentes definicbes de diedro, permitiu uma distribuicdo
conformacional de w mais uniforme (Figura 3.8b). Além disso, a dupla definicdo do
potencial torcional de w manteve maior restricdo dos diedros improprios definidos
para N-C - Cq—-Cge C—-Cq— O — N (Figura 3.9), responsaveis por manter a
planaridade da amida e carbonila, respectivamente. Por este motivo os resultados
descritos a seguir foram obtidos a partir deste conjunto de parametros.
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Figura 3.8 Distribuicdo do diedro w na molécula de DMA para as possiveis
definicbes de diedro w. O conjunto de parametros torcionais foram a) Ko = 17 kJ
mol™, 8 = 180° e m = 2 definidos para um Gnico conjunto de atomos (Cy.1)— C — N
— Cq) € b) Kw = 8.5 kJ, mol™" & = 180° e m = 2 definidos para dois conjuntos de
atomos (Coqpn-1y —C — N - Cq e O — C — N — Cg). Simulagdo em agua a 298K por
200ns.
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Figura 3.9 Distribuicdo dos diedros improprios N-C - Cq-Cge C—-Cy— O —-Nna
molécula de DMA. Em vermelho: resultado a partir do conjunto de parametros
torcionais Ko = 17 kJ mol™, = 180° e m = 2 definido para Cyn.1)— C — N — Cq. Em
preto: resultado a partir novo conjunto de parametros (Ko = 8.5 kJ, mol™ & = 180° e
m = 2 definido para Cypn-1) — C — N —-Cq e O — C — N — Cg). Simulagcdes em agua a
298K por 200ns.

3.5 Rotacao interna da ligagdo amida em monémeros de peptoides

Dentre os campos de forca mais utilizados para simular peptideos estdo o
GROMOS 53A6 e o GROMOS 54A7. Este ultimo, uma versdo mais recente do
GROMOS 53A6, foi obtido a partir de algumas modificagbes, das quais as unicas
relevantes no estudo em questdo sao: paradmetros referentes aos angulos diedros ¢
e ¢ (Figura 3.10); e o termo de Lennard-Jones repulsivo, para interacdes diferentes
de 1-4, entre atomos de oxigénio de carbonilas e nitrogénio de amidas ou aminas
primarias (Tabela 3.5). O campo de forga GROMOS atribui parametros Lennard-
Jones para todas as possiveis combinagdes de pares atdmicos e distingue os
parametros de interagées 1-4 dos demais parametros n&o ligados. Os parametros
Lennard-Jones para as interagcdes 1-4 nos campos de forca GROMOS 53A6 e 54A7
sdo iguais. As alteragdes que originaram o GROMOS 54A7 foram realizadas no
intuito de melhor a amostragem de estruturas helicoidais[65].
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Figura 3.10 Definicdo dos angulos diedros ¢ e 1 para a) peptideo b) peptodide.
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Tabela 3.5 Parametros que diferenciam os campos de forca GROMOS 53A6 e

GROMOS 54A7.

Tipo de Atomos A GROMOS | GROMOS
potencial | envolvidos Parametro 53A6 54A7
KI=00=159% (ki) mol™") 1 0.7
¢ | Cpia-N-Co-C
K== (kJ mol™) - 2.8
diedro
K== (kJ mol™") 1 0.4
1.‘) N-CG'C'Nn+1 R
K== (kJ mol™) - 3.5
Lfg::;‘f' N..O Cr» (10%kJmol'nm™) | 2.19559 | 1.94300

* para interacbes diferentes de 1-4

As moléculas de peptoides utilizadas neste estudo estdo apresentadas na
Figura 3.11. Dentre essas, Nsch-me, Nspe-me e Npm-me ndo apresentam angulos

diedros ¢ e v, e interagdo de van der Waals entre nitrogénio e oxigénio. Logo, os

resultados para estas trés moléculas independem do campo de forga utilizado.

Simulagdes por 200 ns de dindmica molecular foram realizadas para os

monémeros em acetonitrila. A analise conformacional de Nsch-me, Nspe-me e

Npm-me esta apresentada na Tabela 3.6 e Figura 3.12. Os dados na Tabela

populacional foram obtidos a partir da contagem, durante cada instante da trajetodria,

dos valores de diedro w no intervalos: {-90° < o < 90°} para cis e {90° >w ou w<-90°}

para trans. As trajetorias foram gerados a cada 500 passos de simulagéo, ou seja, a

cada picossegundo.
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Figura 3.11 Representagdo das moléculas de peptdides estudadas.

Tabela 3.6 Percentual de populagdes conformacionais de unidades monomeéricas de

peptodides.
Sistema Cis (%) Trans (%)
Peptoide | Solvente | MD? | RMN[39, 153] | MD? | RMN[39, 153]
Nsch-me ACN® 77 56.5 23 43.5
Nspe-me ACN 57 67.9 43 32.1
Npm-me ACN 63 62.7 37 37.3

2 GROMOS 53A6 + novo potencial torcional para o

b Acentonitrila
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Figura 3.12 Distribuicdo do angulo diedro w ao longo da simulagao para as unidades

monomeéricas a) Nsch-me, b) Nspe-me e ¢) Npm-me.

Os calculos computacionais realizados para os mondmeros Nsch-me, Npm-
me e Nspe-me foram capazes de prever a preferéncia conformacional em cis obtida
por RMN.

Para as demais moléculas presentes na Figura 3.11, os campos de forga
GROMOS 53A6 e GROMOS 54A7 influenciavam nos resultados. Portanto, foram
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realizadas varias simulagdes teste com cada conjunto de parametro. Tais resultados
nao séo relevantes ao entendimento do texto e ndo foram incluidos. Os dados
obtidos para uma mesma molécula através de cada campo de forgca apresentaram
diferencgas significativas nas populagbes conformacionais, contudo, ambos previam
sempre a mesma preferéncia conformacional, ndo necessariamente a correta. A
escolha do campo de forca a ser utilizado foi feita com base nos parametros de
diedro. Perfis para o angulo ¢ na molécula N,N-dimetilpropilamida (Figura 3.13a), em
vacuo, foram calculados através de otimizagdes em intervalos de 30° por métodos
classico e quéntico. Os calculos ab initio foram obtidos pelo método de Pulay DIIS
por 60 ciclos e tiveram suas energias calculadas ao nivel HF/6-31G*. O resultado
quantico foi comparado aos calculos classicos a partir de diferentes campos de forca
através do algoritmo steepest descent a 10000 passos. A comparagdo dos
resultados esta apresentada na Figura 3.13b.

0
b) 40 : ‘ ‘ : ;
— HF/631G*
— 53A6
¥ .00 — 54A7

Energia ( kJ.mol :
)
S

—_
)

0 90 180 270 360

Figura 3.13 a) molécula de N,N-dimetilpropilamida b) perfil rotacional quéntico e

classico do angulo diedro .
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O perfil rotacional obtido a partir do GROMOS 53A6 descreveu melhor os
minimos se comparado aos calculos ab initio e foi escolhido para as simulagdes,
cujos os resultados sao apresentados a seguir. O mesmo procedimento nao foi
realizado para o diedro gy devido as complicagdes em modela-lo quanticamente. A
menor estrutura para a descricdo adequada de tal diedro apresentava muitos graus
de liberdade.

Apos definido o conjunto de parédmetros, conforme descrito anteriormente, as
estruturas Nsch-dma, Nspe-dma foram simuladas em acetonitrila. Nbut-am e Npm-
am tiveram agua como solvente. Os resultados sobre a analise conformacional

destas estruturas estdo apresentados na Tabela 3.7 e Figura 3.14.

Tabela 3.7 Percentual de populagdes conformacionais de moléculas peptoides

Sistema Cis (%) Trans (%)
Peptoide | Solvente | MD® | RMN[36,39] | MD® | RMN[36, 39]
Nsch-dma | ACN® 22 36.7 78 63.3
Nspe-dma ACN 29 62.8 71 37.2
Nbut-am Agua 44 28.6 56 71.4
Npm-am Agua 47 37.7 53 62.3

2 GROMOS 53A6 + novo potencial torcinal para w.

b Acentonitrila
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Figura 3.14 Distribuicdo temporal do éangulo diedro o para as moléculas Nsch-dma,

Nspe-dma, Nbut-am e Npm-am, representadas a esquerda de cada grafico.
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E possivel perceber que a molécula Nspe-dma (de cadeia lateral aromatica
quiral) ndo apresentou resultado satisfatério e para as demais estruturas a
conformacao preferencial foi prevista corretamente. Além disso, as simula¢des das
outras moléculas aromaticas, Nspe-me e moléculas aquirais, Npm-am e Npm-me,
apresentaram boa concordancia com os resultados de RMN. A dificuldade em se
reproduzir adequadamente a preferéncia conformacional de Nspe-dma é entendida
em termos da limitagdo do campo de forca em descrever corretamente o balango
das interagdes n—x* entre grupos carbonila ou entre carbonila e carbono aromatico
(Figura 1.5). As interacbes estereoeletrbnicas tém um papel importante na
estabilizacao de conformacgdes cis/trans em peptoides e, no caso de Nspe-dma, a
interacdo n—xt* entre o oxigénio da carbonila e o carbono aromatico € considerada a
principal responsavel por estabilizar o conféormero cis[39]. Vale ressaltar que o
solvente também possui grande efeito sobre as populagbes conformacionais,
principalmente solventes proéticos que podem fazer ligagbes de hidrogénio com
grupos terminais, como é o caso de Npm-am. Porém, os resultados para a molécula
Nspe-dma foram obtidos em acetonitrila e a auséncia de ligagdes de hidrogénio com

o solvente refor¢a-nos a atribuir a discrepancia do resultado a interagdes eletrénicas.

3.6 Analise de convergéncia

A avalicdo de convergéncia foi feita a partir de simulagdées por 20 ns de
metadinamica, realizada pelo plugin PLUMED 2[154]. As simulagdes foram
realizadas nas mesmas condi¢cdes descritas na secido 3.2 e as variaveis coletivas de
interesse, nesse caso, foram associadas a torsdo do diedro w. O potencial corrigido
pela Gaussiana foi adicionado a cada 500 passos de simulagdo. A altura da
Gaussiana foi de 1.2 radianos e a largura de 0.35 kJ/mol. A frequéncia de
armazenamento de dados para analise foi de 25 passos.

A variagédo de energia livre para interconverséo cis/trans das moléculas foi
monitorada a cada instante de simulagdo e os sistemas foram considerados
convergidos quando a variagdo de energia livre n&o divergiu significativamente. O
tempo de convergéncia de cada sistema foi diferente e 20 ns foram suficientes para
que todos os sistemas convergissem. A partir da variagao de energia livre média dos
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sistemas convergidos foram obtidos os percentuais conformacionais através da

equacgao:

AG = 'R TIn(chs/trans) 51

Onde AG é a energia livre de Gibbs; T a temperatura em Kelvins; R a
constante de Boltzman e K.swans € @ constante de equilibrio cis/trans, dada pela
razao entre o numero de conférmeros cis/trans.

Os percentuais cis dos sistemas avaliados por metadindmica foram
comparados aos obtidos por 200ns de dindmica molecular (sem melhoramento de
amostragem) (Tabela 3.8). As simulag¢des apresentadas na secgéo 3.5 apresentaram
boa concordancia com as simulagdes por metadinamica, pois ambas descreveram a
mesma conformacéo preferencial em cis ou trans. Desta forma, os sistemas foram
considerados convergidos em 200ns de dinamica molecular. Este resultado
demonstra a eficiéncia de amostragem em simulagbes com a técnica de

metadinamica, que foi utilizada nos testes feitos na segéo 3.7.

Tabela 3.8 Percentual conformacional cis obtido por 20 ns de metadindmica (DMy)
e 200 ns de dindmica molecular (DM).

Peptoide Solvente DMt (%) DM (%) RMN (%)
nsch-dma ACN 20 22 37
nspe-dma ACN 42 29 63
npm-me ACN 61 63 63
nsch-me ACN 71 77 57
nspe-me ACN 56 57 68
nbut-am Agua 43 44 29
npm-am Agua 48 47 38
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3.7 Avaliagcao de novos parametros

Como visto na secdo 3.5, o residuo de Nspe-dma n&o apresentou resultado
satisfatorio devido a limitacdo do campo de forca em descrever a interacdo n—x*
entre o oxigénio da carbonila e o carbono aromatico, considerada neste caso a
principal responsavel por estabilizar o conférmero cis. Por este motivo, parametros
eletrostaticos e de van der Waals foram ajustados empiricamente a fim de favorecer
esta interagao.

As modificagées a partir do campo de forca GROMOS 53A6 ocorreram,
basicamente, com um aumento de carga no carbono deficiente em elétrons do anel
aromatico (CG, Figura 3.2b) e/ou aumento no termo atrativo de Lennard-Jones
apenas para o par atébmico: carbono CG e oxigénio de carbonila (Cs(cc..0)), como
representado pelos campos de forgca FF2 a FF6 na Tabela 3.9. Resumidamente, no
campo de forgca FF2 houve um aumento na carga do atomo de carbono CG para
0.06 e; em FF3, além da mudanca eletrostatica mencionada, houve também um
aumento no termo Cgcs..0); em FF4 a carga de CG foi alterada para 0.1 e; em FF5,
além da mudanca de carga realizada em FF4, houve também um aumento no termo
Cs(cc..0) € em FF6 somente o termo Cgcs..0) foi modificado. O termo de Lennard-
Jones Cg(ca..0) escolhido ja existia no campo de forga GROMOS 53A6/54A7 para a
interacdo entre carbono de compostos aromaticos heterociclicos e oxigénio de
carbonila. Também foi avaliado o campo de forca GROMOS 53A6 com os termos de
van der Waals do GROMOS 54A7 (FF7), cuja diferenga esta no parametro repulsivo
(C12) de Lennard-Jones entre atomos de oxigénio de carbonilas e nitrogénio de
amidas ou aminas primarias. Todas as alteracbes nos termos de Lennard-Jones
foram feitas para interagdes que nao fossem do tipo 1-4. Os parédmetros existentes
no campo de forca GROMOS 53A6 e as modificagbes realizadas estao
apresentadas na Tabela 3.9. Vale lembrar que em todos os campos de forga
descritos, FF1 a FF7, foi utilizado o novo potencial torcional para o diedro w (Kw =
8.5 kJ, mol™ & = 180° e m = 2 definido para dois conjuntos de &tomos: Cyn.1) — C — N
—Cqe O-C-N-Cp).
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Tabela 3.9 Conjunto de parédmetros presentes no GROMOS 53A6 e modificagdes
que originaram diferentes campo de forga

Campo de Tipo de Atomos
Parametro Valor Unidade
forga potencial envolvidos
CGan qcaGar) 0 e
cargas
. . C(ar) qC(ar) -0.14 e
GROMOS 53A6 parciais
FE1 H(ar) QH(ar) 0.14 e
van der CGep... O Cs 2.3009528 10 | kJmol'nm®
Waals N..O Cs 2,19559.10" | kdJmol'nm™
CG(ar) qcaGar) 0.06 e
cargas
FF2 - Clar) qc(an -0.140 e
parciais
FF3 Hear QH(ar) 0.128 e
van der 3 1 e
CGqn... O Cs 3.53133 10 kdJmol 'nm
Waals
CG(ar) qcaGar) 0.10 e
cargas
FF4 .. C(ar) qC(ar) -0.14 e
parciais
FF5 Hen QH(an) 0.12 e
van der 3 1 e
FF6 CGan..- O Cs 3.53133 10° kdmol'nm
Waals
van der 6 1 12
FF7 N..O Cio 1.943 10 kdmol'nm
Waals

A avaliacdo dos parametros descritos na Tabela 3.9 foi feita a partir de
simulag¢des por metadinamica, da mesma forma como descrito na segéo 3.6, para as
moléculas monoméricas de peptoides (Figura 3.11) em agua e acetonitrila. Os

resultados obtidos constam na Tabela 3.10.
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Tabela 3.10 Percentual da populagdo conformacional cis a partir dos diferentes

campos de forga.

Peptoide | Solvente | FF1 FF2 FF3 FF4 FF5 FF6 FF7 | RMN
nsch-dma ACN 0.2 0.19 0.2 0.23 | 0.19 - 0.22 | 0.37
nsch-dma Agua 0.19 | 0.19 - 0.22 | 0.26 0.2 0.13 -
nspe-dma ACN 0.42 04 0.45 | 0.63 04 0.43 | 0.19 | 0.63
nspe-dma| Agua | 033 | 0.38 | 042 | 05 | 0.32 | 0.27 | 0.48 -
npm-me ACN 0.61 0.67 | 0.69 | 0.71 0.77 | 069 | 0.62 | 0.63
npm-me Agua 0.69 | 0.71 0.72 | 0.72 | 0.81 0.7 0.61 -
nsch-me ACN 0.71 0.7 0.65 | 0.64 0.6 0.67 | 0.71 0.57
nsch-me Agua 0.7 | 069 | 0.73 | 0.68 | 0.69 | 0.67 | 0.73 -
nspe-me ACN 0.56 | 0.62 | 0.66 | 0.71 0.71 0.64 | 0.57 | 0.68
nspe-me Agua 0.78 | 0.59 | 0.82 | 0.67 | 0.83 0.7 0.6 -
nbut-am ACN 049 | 049 | 048 | 052 | 043 | 0.51 | 0.48 -
nbut-am Agua 043 | 048 | 043 | 0.39 | 049 | 048 | 048 | 0.29
npm-am ACN 052 | 061 | 0.56 | 0.6 | 0.56 | 0.55 | 0.48 -
npm-am Agua 0.48 | 0.51 0.6 0.59 | 0.53 | 0.56 | 0.57 | 0.38

A analise conformacional das simulagdes, a partir dos novos conjuntos de

parametros, mostraram que apenas um aumento na carga do atomo CG para 0.1 e

(FF4) foi capaz de aumentar consideravelmente a populagdo cis em nspe-dma.

Porém, este aumento na conformacg&o cis também foi observado para npm-am,

ocasionando numa preferéncia conformacional diferente da predita por dados de

RMN. Para as estruturas ndo aromaticas nao havia diferengca entre os campos de

forca FF2 a FF6, logo, as diferengas observadas nos percentuais foram devidas ao

erro associado ao método. O conjunto de parametros que apresentou menores

desvios dos valores experimentais foram FF1 e FF4 (Figura 3.15). FF4 apresentou

menor valor médio para o erro relativo em relagdo aos dados experimentais, no

entanto, esse conjunto de pardmetros também apresentou um dos maiores desvios
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padrao do erro relativo obtido. O campo de forga FF1 apresentou o segundo menor
valor médio ao erro relativo e menor desvio padréao. Uma combinada dos campos de
forca FF1 e FF4, onde a carga 0.1 e foi aplicada aos atomos CG de compostos
aromaticos quirais (Nspe), melhorou consideravelmente os resultados calculados em
relagdo aos experimentais. O erro relativo médio a partir dessa combinagao foi de
0.167 e desvio padrdo de 0.158. Em virtude da melhor reproducdo dos dados
conformacionais de RMN, a recém mencionada combinacdo de parametros foi

utilizada na simulagao de oligbmeros (sec¢éo 3.9)

0.8
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O
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Figura 3.15 Erro médio relativo ao percentual cis calculado através de cada campo

de forca, em relagao aos valores obtidos por RMN.
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3.8 Influéncia das cadeias laterais nas distribuicées de diedros @ e

O grafico de Ramachandran é a distribuicdo dos diedros da cadeia principal
(p, w) e foi estabelecido para interpretar a estrutura de proteinas, uma vez que
essas torgbes sdo os graus de liberdade dominantes nas cadeias principais de
peptideos. Em peptoides, ha um grau de liberdade a mais, o diedro w, que exerce
grande influéncia para a formagdo de estruturas, além disso, entender como as
cadeias laterais influenciam na distribuicdo dos diedros ¢ e y fornece importantes
pistas sobre as possiveis estruturas secundarias.

Para entender melhor as preferéncias dos diedros na cadeia principal de
peptoides, foram analisados os graficos de Ramachandran das moléculas Nsch-
dma, Nspe-dma, Nbut-am e Npm-am (Figura 3.16). As regides acessiveis nas
distribuicdes dos diedros ¢ e y foram similares em todos os casos, indicando que o
perfil Ramachandran de peptdides é relativamente consistente para uma variedade
de cadeias laterais, o que concorda com estudos preévios[55, 68, 155]. Sobretudo,
dependendo da cadeia lateral, as regides do grafico podem ser mais ou menos
populosas e dispersas. O perfil do grafico de Ramachandran para Nspe-dma foi
similar ao obtido pelo método B3LYP/6-311+G(2d,p)//HF/6-31G*[55], onde as
regides de minima energia calculadas foram compativeis com as regides mais
acessadas na Figura 3.16b.

A alteragao induzida pela cadeia lateral, mesmo que com variagdes sutis nos
perfis Ramachandran, sdo potencialmente significativas nas propensées de
possiveis estruturas secundarias. Devido ao menor volume das cadeias laterais de
moléculas Nbut-am, Npm-am, comparadas a Nspe-dma e Nsch-dma, as
distribuicbes dos angulos diedros foram muito mais dispersas. Isto concorda com as
observagbes de que o volume de cadeias laterais o-quirais restringem o espaco
conformacional. Além disso, comparando-se as duas moléculas aromaticas, as
regides mais acessadas s&o diferentes, em torno de (100°, 140°) para Npm-am e
(-140°, 90°) para Nspe-dma.
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Figura 3.16 Graficos de Ramachandran para as moléculas de peptoide, obtidos por

simulacdes de 200ns a partir do campo de forca FF1.
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3.9 Simulagao de oligbmeros

Acredita-se que peptdides podem assumir estruturas secundarias helicoidais
similares a hélice de poliprolina tipo | (PPl), com 3 residuos por volta e
predominéncia conformacional cis, assim como em poliprolinas PPI, cujas ligagbes
amida estdo completamente em conformacgao cis. Estas estruturas em hélice foram
atribuidas a peptdides constituidos de monédmeros com cadeias laterais quirais, tais
como N-(S)-(1-feniletil)glicina (Nspe)[44], N-(S)-(sec-butil)glicina (Nssb)[47], N-(S)-(1-
ciclohexiletil)glicina (Nsch)[47], N-(S)-1-(naftiletil)glicina (Ns1npe)[45] e seus
respectivos enantiomeros.

Inicialmente, estruturas oligoméricas com cadeia lateral aromatica a-quiral
de N-(S)-(1-feniletil)glicina (Nspe) foram consideradas hélices a devido ao seu
espectro de CD similar a peptideos em hélice a, com pico maximo em 192 nm e
minimos em 202 e 218 nm [156, 157]. No inicio dos anos 2000, Wu e colaboradores
instituiram um conjunto de regras preditivas para a estabilizagcdo de hélices em
oligbmeros de peptoides, em que estabelecia a propor¢gdo minima de unidades a-
quirais, posigao favoravel de residuos aromaticos e comprimento do oligbmeros
capazes de gerar espectros de CD com picos mais intensos[43, 158]. A partir de
2003, as estruturas de oligbmeros de Nspe foram interpretadas como sendo hélices
de poliprolina tipo |, pois estudos realizados pelo mesmo grupo indicaram a
existéncia de estruturas de peptdides em hélice PPI[47].

O reconhecimento de hélice PPl em peptoides foi realizada para um
pentamero de N-(R)-(1-ciclohexiletil)glicina (Nrch) por cristalografia de raios-X, em
que a cadeia principal do oligbmero apresentou diedros similares a hélice PPI.
Baseado neste estudo e em espectros de CD bem definidos com maximo em 210
nm e minimo em 225 nm, relativamente similar a poliprolina (Tabela 3.11),
oligbmeros de Nsch e Nssb em acetonitrila também foram considerados hélices.
Apesar do espectro de CD diferente de Nsch, as estruturas formadas por Nspe
também foram consideradas hélices PPl e a diferenga entre os espectros foi
atribuida as diferentes cadeias laterais. De acordo com estudos de Wu, acredita-se
que Nspe favoreca ainda mais estruturas em hélice PPl devido a repulsdo estérica
entre cadeias laterais aromaticas e entre o par de elétrons do oxigénio da carbonila
e elétrons 1 aromaticos. Além disso, oligbmeros Nspe apresentaram maior

proporgao de residuos em cis quando comparados aos oligbmeros de Nsch, fator
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importante para estabilizar a estrutura helicoidal PPl que é encontrada na
conformacao cis. Através destas justificativas, Wu e colaboradores atribuiram os
diferentes espectros de CD de Nspe e Nsch a mesma estrutura helicoidal[47]. A
partir destes estudos, o padrao de espectro de CD tem sido amplamente empregado

no diagndstico de estruturas em hélice PPl para peptdides de Nspe[44, 47].

Tabela 3.11 Regides de bandas caracteristicas em espectro de CD para estruturas

secundarias de peptideos e peptdides.

Minimo (nm)

Maximo(nm) Referéncia
Menos Intenso | Mais Intenso
Hélice a 193 206 222 [159]
44
(Nspe); 192 202 218 [44]
Helice PP | 214-215 | 231-282 198 - 200 [160]
47

Todavia, varias contradigdes sdo encontradas na interpretagdo mencionada
anteriormente, como por exemplo, o alto grau de degenerescéncia dos picos
observados por RMN indicaram oligbmeros desestruturados. Além disso, a
existéncia de populagbes significativas de conférmeros em cis e trans, obtida por
RMN, revela alta flexibilidade destes oligbmeros, ndo condizente com estruturas
secundaria bem definidas. Mesmo assim, a predominancia conformacional cis e os
espectros de CD similares a hélices foram considerados conclusivos para a
caracterizagao de estrutura helicoidal para Nsch e Nspe[47].

Investigagdo acerca da estrutura de peptoides foi realizada a partir de
heptdmeros com cadeias laterais aromaticas quirais (Nspe); e ndo quirais (Npm)7 e
com a combinagcdo de ambas (Npm)s(Nspe)s (Figura 3.17), as quais atribuem-se a
formacdo de estrutura helicoidal, ndo helicoidal e moderadamente helicoidal,
respectivamente[44]. Simulag¢des por dindmica molecular para os oligdmeros foram
realizadas por 400ns em acetonitrila e condigbes normais de temperatura e pressao.
O conjunto de parametros utilizado foi o campo de forca 53A6 com o potencial

torcional de w: Kw = 8.5 kJ, mol” & = 180° e m = 2 definido para: Cq(n.1)— C — N — Cq



76

e O—-C—-N-Cgecargade 0.1 e para o carbono CG do anel aromatico de Nspe.
Inicialmente os heptameros estavam com cadeia principal linearmente estendida e

ligagbes amida na conformacéo trans.
T oL B CR
/%C/N C\NHZ /{C/N C\NHz

e Sedh
A

Figura 3.17 Estrutura dos heptadmeros de peptoides a) (Nspe); b) (Npm); c)
(Npm)s(Nspe)s

Os resultados obtidos a partir das simulagdes ndao mostraram estruturas em
hélice PPIl, como pode ser observado pelo desvio quadratico médio (RMSD) das
cadeias principais dos oligbmeros em relagdo a cadeia principal de uma hélice PPI
candnica (Figura 3.18). Os heptameros apresentaram valores elevados de RMSD,
com variagdes equidistantes entre 0.2 e 0.4 nm, indicando estruturas bastantes

flexiveis.
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Figura 3.18: Desvio quadratico médico das cadeias principais de heptdmeros
peptdides em relagdo a cadeia principal de uma hélice PPI candnica.

A flexibilidade dos oligbmeros também foi comprovada pelo agrupamento de
estruturas semelhantes obtidas ao longo da simulag&o. As estruturas adotadas pelos
heptameros foram agrupadas em clusters conformacionais com RMSD, da cadeia
principal dos 5 residuos centrais, em até 0.14nm e método GROMOS (Figura 3.19).
O oligbmero de Nspe apresentou estruturas mais representativas se comparado aos
demais oligbmeros. Enquanto (Nspe); se agrupou em 148 clusters estruturais, os
oligbmeros (Npm)4(Nspe)s € (Npm); se agruparam em 190 e 214, respectivamente.
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Figura 3.19 Clusters das estruturas obtidas ao longo da simulacdo com RMSD da

cadeia principal dos 5 residuos centrais em até 0.14nm.

As distribuicbes conformacionais do diedro o foram analisadas para todas as
ligacbes amida dos heptadmeros no decorrer da simulagéo (Figura 3.20). Foi possivel
notar a predominancia conformacional cis para (Nspe)7, € (Npm)4(Nspe)s, enquanto
que a razao cis:trans para (Npm)7 foi préxima a 1:1. A distribuicdo da conformacéo
trans em (Npm); foi quase o dobro da apresentada por (Nspe)7, o qual apresentou a

maior razao cis:trans, de aproximadamente 2:1.
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Figura 3.20 Distribuigdo conformacional do diedro w em (Nspe)7; (Npm)s(Nspe)s e
(Npm)s.

Os resultados obtidos sugerem que os espectros de CD para os heptameros
séo influenciados pelas transi¢des eletronicas favorecidas pelas conformagdes cis.
Os espectros de CD de (Nspe); e (Npm)s(Nspe)s foram similares, variando apenas
na intensidade das bandas de absorc¢do, ja o heptamero (Npm); n&o apresentou
bandas de absorgdo de CD na regidao 190 a 260 nm[44]. Comparativamente ao
(Nspe)7, em (Npm)s(Nspe)s o desfavorecimento conformacional de cis ocorreu pela
presenca de residuos com cadeias laterais aromaticas aquirais, e
consequentemente diminuicao de intensidade das bandas no espectro de CD. Para
o oligbmero (Npm)7, em que nao foi observada a predominéncia de conformacao cis,
o espectro de CD ndo apresentou regides de absorgdo. O mesmo fenémeno foi
observado para oligdmeros de Nsch e Nssb, em que as estruturas com preferéncia
conformacinal cis, (Nsch)s e (Nssb)1s, apresentaram espectro de CD caracteristico
de hélice, ja o hexamero (Nsch)s, cuja proporgéo cis:trans foi 1:1, ndo apresentou
espectro de CD correspondente a estrutura helicoidal.
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Os graficos de Ramachandran para os oligbmeros confirmaram as
observacdes de que (Nspe); € conformacionalmente mais estavel comparado aos
demais heptameros. A maior restricdo do espago conformacional em (Nspe); foi
observada em termos da distribuicdo mais densa e restrita de ¢ e y (Figura 3.21).
Da mesma forma, a distribuicdo mais dispersa de ¢ e y foi observada para (Npm),
como consequéncia da sua maior flexibilidade. Ademais, a regido de distribuicdo
mais acessada por (Nspe); foi observada em torno de ¢ = -70° e y = 140°,
diferentemente de (Npm)s(Nspe)s e (Npm);, que apresentaram maior distribuicdo
dos diedros em @ = 100° e y = 140°. A semelhanga na distribuicdo de ¢ e Y para
(Npm)s(Nspe)s e (Npm)7, ndo repercutiu em bandas de absor¢cado de CD similares e,
apesar de (Nspe); e (Npm)s(Nspe)s apresentarem regides preferenciais distintas
para a distribuicdo de @ e y, os espectros de CD apresentaram as mesmas bandas
de absorgado. Tais observacdes corroboram com a hipotese de que a prevaléncia
conformacional cis e menor flexibilidade de (Nspe); e (Npm)s(Nspe)s sejam os

principais responsaveis pelos espectros de CD similares ao obtidos por hélices.
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Figura 3.21 Graficos de Ramachandran para a) (Nspe); b) (Npm)s(Nspe)s c) (Npm)sy.
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3.10 Conclusao

O modelo de acetonitrila solvente desenvolvido para realizar as simulacdes
por dindmica molecular apresentou boa concordancia com dados experimentais e
permitiu simulacbées mais eficientes, em termos de tempo computacional, que
modelos existentes sem sitios virtuais.

Os parametros implementados no campo de forcga GROMOS 53A6 para
peptoides permitiram amostrar a interconversdo cis/trans da ligagdo amida a
temperatura ambiente. O potencial torcional para o diedro o foi ajustado através da
diminuicdo de sua barreira energética de rotagdo, além disso, a atribuicdo destes
parametros para dois conjuntos de atomos diminuiu as distor¢gdes causadas na
molécula de DMA. O conjunto de parametros de campo de forga utilizado, descreveu
adequadamente as preferéncias conformacionais de 6 das 7 moléculas estudadas. A
convergéncia dos resultados foi avaliada por simulagdes de metadindmica. Para a
molécula de Nspe-dma um aumento na carga parcial, do atomo de carbono
aromatico deficiente em elétrons, permitiu amostrar adequadamente as proporcoes
cis/trans, em comparacdo a dados de RMN. Os perfis de Ramachandran dos
mondmeros mostraram a maior restricdo do espag¢o conformacional para moléculas
quirais, em concordancia com estudos quanticos prévios.

Simulacbdes de dois heptameros peptdides que possuiam cadeias laterais
aromaticas quirais (Nspe) mostraram estruturas bastantes flexiveis, ndo condizentes
com interpretacbes obtidas a partir de espectros de dicroismo circular, que tém
atribuido a estes oligbmeros estruturas em hélice de poliprolina tipo I. O heptamero
de Npm, com auséncia de quiralidade, apresentou maior flexibilidade e razao
conformacional cis:trans de 1:1. No oligbmero composto por unidades monomeéricas
de Nspe observou-se uma maior restricdo do espago conformacional e maior
percentual cis, mesma preferéncia observada para o oligbmero (Npm)s(Nspe)s. Os
resultados obtidos sugerem que os espectros de CD destes oligbmeros estao
relacionados a transi¢cdes eletronicas favorecidas pelas conformagdes cis e ndo por

estruturas helicoidais.
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4 SIMULAGAO DE CATECOIS EM SUPERFICIES MINERAIS

4.1 Adsorc¢ao de iniciadores catecoéis acrilatos
4.1.1 Metodologia

A caixa de simulacdo construida para o estudo da adsorgdo de catecodis
acrilatos continha uma camada de mica ou silica cristalina e uma camada de
moléculas iniciadoras (Figura 1.9) em metanol. A composigéo de cada sistema e o
tamanho final caixa € mostrado na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Descricao dos sistemas simulados

Moléculas P | Superficie mineral Solvente Tamanho da caixa (nm)
tipo | Nmoisculas tipo Nétomos tipo Nmolsculas X y z

P 180 Silica 7820 | Metanol[161] 6990 8.10780 | 8.84410 | 10.46244

P2 180 Silica 7820 | Metanol[161] 6996 8.10780 | 8.84410 | 10.44390

Ps 180 Silica 7820 | Metanol[161] 6786 8.10780 | 8.84410 | 10.37626

P 151 Mi(;a6[;]62, 1504 | Metanol[161] 5675 8.32320 | 7.21920 | 11.29101

As simulagdes foram realizadas através do campo de forca GROMOS
53A6[63]. Os parametros para as moléculas de iniciadores foram derivados de
parametros existentes no campo de forca GROMOS 53A6[63]. As cargas das
hidroxilas no grupo catecol foram estimados por um ajuste RESP[164] em nivel
quéntico MP2/6-31G** com o programa NWChem 6.1[148]. As cargas obtidas, 0,203
e para atomos de carbono; -0,626 e para oxigénio e 0,423 e para hidrogénio, foram
semelhantes as cargas presentes para a tirosina no campo de forga.

Para construir o modelo de silica cristalina, uma célula unitaria foi replicada
preenchendo um cubo com tamanho aproximado de (8,1 x 8,8 x 3,1 nm). A
superficie de silica estava completamente hidroxilada. As seguintes cargas atdbmicas
foram utilizados para a silica:

. atomos de Si: 2,1 e;
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. atomos de O do bulk: -1,05 e;

. atomos de O da superficie: -0,950 e;

. atomos de H da superficie: 0,425 e.

O modelo de mica utilizado foi muscovite-2M;, com a formula KAI(SizAl)O1¢
(OH)2[162]. A célula unitaria de mica foi replicada 16, 8 e 2 vezes ao longo dos
vetores a, b e ¢, respectivamente. O tamanho do cristal foi aproximadamente (8,3 x
7,2 x 4,0 nm) e em cada superficie havia uma camada de ions K*, contendo a
metade do nuimero de ions em relacdo a uma superficie saturada em ions K*. Os
parametros utilizados para este modelo de cristal foram obtidos a partir do campo de
forca CLAYFF[163], que foi parametrizado para o modelo de agua SPC[130], assim
como todo o campo de forga GROMOS 53A6, utilizado nas simulagodes.

Para estas simulacgdes, as superficies minerais foram mantidas rigidas e

replicadas infinitamente ao longo do plano x-y.
4.1.1.1 Sistemas iniciais

Devido ao volume das moléculas de metanol, quando se adicionou o
solvente na caixa de simulagdo houveram espacgos vazios que comprometiam a
densidade do sistema. Isto ndo seria um problema para simulacbées NPT, onde o
volume da caixa varia para reproduzir a pressao desejada, contudo, nas simulagdes
com os modelos minerais 0 volume da caixa tem que ser mantido fixo para manter a
rigidez do mineral periédico. A estratégia utilizada, para atingir a densidade
apropriada dos sistemas, consistiu na criagdo de uma caixa contendo apenas as
moléculas catecdis e o solvente. Esta caixa foi equilibrada por 1 ns de simulagdo em
condi¢cbes NPT e tratamento semi-isotropico, onde as dimensdes da caixa no plano
x-y foram mantidas com o mesmo tamanho x-y da superficie mineral. Desta forma, a
caixa resultante da simulagéo poderia ser colocada sobre o mineral para originar um
novo sistema. O protocolo para a constru¢gdo desta caixa de simulacido esta descrito
abaixo.

As moléculas catecois foram distribuidas aleatoriamente em uma camada
densa (2,5 moléculas por nm?) de moléculas em configuracdo estendida com seus
grupos aromaticos ao longo do plano x-y. Esta distribuicdo foi feita de forma a
garantir que os grupos catecois estariam orientados em direcdo a superficie do

mineral na préxima simulagdo. As moléculas P também foram colocadas a uma
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distancia de cerca de 1,5 nm da borda da caixa onde posteriormente seria colocado
o cristal. As caixas construidas tinham as dimensbes em x e y equivalentes as
dimensdes do modelo mineral e 0 comprimento inicial da caixa no eixo z foi de 7,8
nm. O modelo de solvente utilizado foi o metanol[161].

A otimizacdo de energia inicial foi obtida através de 10.000 passos do
algoritmo steepest descent. As simulagdes foram realizadas por 1 ns em um
conjunto NPT usando condi¢gbes semi-isotropicas. A pressao de referéncia utilizada
foi de 1 bar e acoplamento a cada 0,5 ps via barostato de Berendsen[120]. O
acoplamento de pressao foi isotropico nas dire¢des x e y com compressibilidade
definida como zero, enquanto que na diregdo z a compressibilidade foi ajustado a
7,5 x 10* bar'. O algoritmo LINCS[139] foi usada para restringir o comprimento de
todas as ligagbes dos sistemas. As integragbes foram realizadas pelo algoritmo
leapfrog[145] com passo de integragdo de 2 fs. Condi¢des peridodicas de contorno
em X, y e z foram aplicados a todos os sistemas. O raio de corte de 1,4 nm foi
utilizada para calcular a eletrostatica de curto alcance e de van der Waals,
atualizando a lista vizinho cada cinco passos. Interacdes eletrostaticas fora do raio
de corte foram tratadas usando o método do campo de reacédo[123] com € = 32,63
para o metanol. O esquema velocity rescale[119] manteve a temperatura a 300 K,
com um tempo de acoplamento de 0,1 ps. As velocidades iniciais foram gerados
aleatoriamente de acordo com a distribuigdo de Maxwell a 300 K. O centro de massa
de translacao foi removido a cada passo. As simulag¢des foram realizadas utilizando
o pacote de simulacdo GROMACS 4.6.x[135].

Apos as simulagdes dos sistemas contendo catecois e solvente, as caixas
resultantes foram colocados sobre a respectiva superficie mineral. Os tamanhos
finais da caixa foram mostrados na Tabela 4.1. Em seguida, foi realizada uma nova
optimizagdo de energia pelo algoritmo steepest descent a 10.000 passos.

4.1.1.2 Producgao

As simulagdes dos sistemas em superficie mineral foram realizadas por 500
ns com ensemble NVT. Condi¢des periddicas de contorno foram usadas em todas
as direcdes. A posigao dos atomos do mineral foi restringida nas diregdes x, y e z,
com excegdo aos atomos de hidrogénio da superficie de silica e ions K da
superficie de mica. O método LINCS[139] foi usada para restringir o estiramento das
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ligacbes e foi utilizado um intervalo de integracdo de 2 fs. As integracbes foram
realizadas pelo algoritmo leapfrog[145]. Um raio de corte de 1,4 nm foi utilizado para
calcular a eletrostatica de curto alcance e de van der Waals, atualizando a lista
vizinho a cada cinco passos. Interacdes eletrostaticas fora do raio de corte de 1,4
nm foram tratadas pelo método Particle-mesh Ewald (PME)[122].

O esquema velocity rescale[119] manteve a temperatura a 300 K, com um
tempo de acoplamento de 0,1 ps. As velocidades iniciais foram geradas
aleatoriamente de acordo com a distribuicdo de Maxwell a 300 K. O centro de massa
de translacao foi removido a cada passo. As simula¢des foram realizadas utilizando
o pacote de simulacdo GROMACS 4.6.x[135].
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4.1.2 Resultados e Discussao

Simulagdes por dinamica molecular foram realizadas para caracterizar a
adsorgao molecular dos iniciadores (catecois acrilatos) em modelos cristalinos de
superficie de silica e mica. Para este estudo as moléculas P4, P2 e P3; (Figura 1.9)
foram selecionadas no intuito de avaliar a influéncia de seus grupos aromaticos na
adsorgao em superficie mineral. A escolha das moléculas se deu pela semelhanca
entre suas estruturas e comprimentos que permitiram comparagbes mais
convenientes em simulagbes de dindmica molecular. Nos sistemas iniciais, uma
camada densa dos iniciadores, aproximadamente 2.5 moléculas/nm?, foi colocada
cerca de 1.5 nm acima da superficie mineral. Todos os trés iniciadores foram
simulados em superficie de silica, e apenas P3 foi simulado também em mica, para
aferir sobre a adsorcdo mineral universal de P3;. O tempo de simulacido em todos os
casos foi de 500 ns e as analises apresentadas a seguir foram feitas para os ultimos
100 ns de simulacgao.

Investigagbes por AFM (Microscopia de forga atébmica) e a adsorcdo
quantitativa dos iniciadores em superficies de SiO, avaliada por QCM-D
(microbalanca de cristal de quartzo com dissipagédo) confirmaram a adsorgéo de
monocamadas dos iniciadores catecdis em superficies de vidro e mica, enquanto
que P4 ndo mostrou nenhuma adsorgéo e P, mostrou algumas pequenas regides de
adsorgao na forma de agregados. Os resultados das simulagbes por dinédmica
molecular concordaram com as observacgdes citadas, conforme pode ser observado
na Figura 4.1, onde estdo apresentados os perfis de densidade dos iniciadores ao
longo do eixo normal a superficie mineral. As curvas representam as densidades
meédias em relagdo ao centro de massa das moléculas de cada sistema, em funcgéo
da distancia ao longo do eixo z. Dada a periodicidade dos sistemas ao longo do eixo
analisado, havia duas faces minerais de adsor¢do para as moléculas. A fim de
facilitar a visualizagao grafica foi realizado o somatorio das densidades equidistantes
as faces opostas do mineral. E possivel perceber pela Figura 4.1 que as moléculas
P; foram densamente adsorvidas em superficies tanto de mica quanto de silica,
enquanto que P4 ndo se adsorveu. Também pode-se notar adsor¢gdo mais densa de
P3 na superficie de silica se comparada a mica.
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Figura 4.1 Perfis de densidade dos iniciadores ao longo do eixo normal a superficie
mineral de a) silica e b) mica. A posi¢cado das superficies minerais (silica e mica) nos
graficos € mostrada como modelo de esferas CPK, tal como ilustrado na parte

inferior da figura.

O resultado acima também foi confirmado pela fungdo de distribuigao radial
de pares entre o centro de massa dos grupos aromaticos de cada molécula e os
oxigénios da superficie mineral (Figura 4.2), onde podemos notar a maior

distribuicdo de moléculas P, e P3 nas proximidades do mineral.
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Figura 4.2 Funcdo de distribuicdo radial de pares entre o centro de massa dos

grupos aromaticos de cada molécula e os oxigénios da superficie mineral.

Embora P, tenha apresentado uma consideravel distribuigdo de moléculas
sobre a superficie de silica (Figura 4.2), uma analise sobre a efetividade de sua
adsorcdo indicou menor propensao para a aderéncia eficaz. Moléculas P
apresentaram maior coeficiente de difusdo no plano da superficie mineral (x-y), em
comparagao as moléculas P3; (Tabela 4.2). Além disso, o coeficiente de difusdo mais
elevado para P; ao longo de z (eixo perpendicular a superficie mineral) indicou que
multiplos eventos de adesao e dessorgao estdo ocorrendo, resultando numa camada
de ligagdo menos densa que a apresentada P; (Figura 4.1), em concordancia com
as observacbes experimentais. Este resultado também concorda com estudos
anteriores[27] que mostraram que dois ou mais grupos hidroxila vicinais sao cruciais
para a adsorcao eficaz, na forma bidentada, de moléculas Dopa. A menor
mobilidade de moléculas P na diregdo z (normal ao mineral) e alta mobilidade
translacional no plano x-y foi interpretada como consequéncia do confinamento entre

as superficies com as quais P4 apresentou fraca afinidade.
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Tabela 4.2 Coeficiente de difusdo das moléculas P ao longo do eixo z e no plano xy

Eixo z (10" cm?s™) | Plano xy (10° cm?s™)
P4 0.01855 1.7497
P 2.19 0.6463
P3 (silica) 1.74 0.0174
P3 (mica) 1.63 0.3374

Moléculas P, também mostraram uma maior

interagcdo entre anéis

aromaticos de moléculas vizinhas, conduzindo a formagédo de agregados (Figura

4.3), em concordancia com os estudos por AFM e QCM-D. Através da fungédo de

distribuicao radial de pares entre as moléculas P foi possivel perceber uma maior

interacdo entre P, (Figura 4.3a) e que os anéis aromaticos foram os principais

responsaveis por esta afinidade (Figura 4.3b), devido as interagcbes Tr-11 stacking

caracteristicas entre anéis aromaticos.
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Figura 4.3 Funcao de distribuicdo radial de pares entre: a) os centros de massa das

moléculas P; b) os centros de massa formando pelos carbonos de anéis aromaticos.

Além disso, as simulagdes por dindmica molecular permitiram uma avaliagao
mais detalhada das diferentes interacbes responsaveis pela adsor¢cdo. Tanto P
quanto P3 aderiram a superficie de oOxido através da formacdo de ligagbes de
hidrogénio. Contudo, dependendo da superficie mineral, cada hidroxila de Ps3
contribuiu diferentemente na ades&o. Notavelmente, todos os trés grupos hidroxilas
de P3; contribuiram significativamente para as ligagdes de hidrogénio com a
superficie da silica (Figura 4.4a), enquanto que sé as hidroxilas do grupo catecol
interagiram com a mica de forma eficaz e, majoritariamente, uma hidroxila foi
responsavel pela adesao (Figura 4.4b). Como consequéncia, observou-se uma area
de contato maior entre cada molécula de P; e a silica, o que repercutiu na menor

espessura da camada molecular P3; aderida a superficie de silica, quando
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comparada a mica (Figura 4.5). Para ilustrar o efeito das superficies minerais na
adsorcdo de P3; e auxiliar a compreensdo de como isso acarreta na mudanca de
espessura da camada adsorvida, a Figura 4.4c,d traz um snapshot representativo

das configuragdes preferidas por P3 adsorvida nas diferentes superficies.

a)18 b)

Oo Si H Al K Oc

Figura 4.4 Funcgao de distribuigdo radial de pares entre o oxigénio de cada hidroxila
e 0s oxigénios da superficie mineral de a) silica e b) mica. Representagdo das
configuragdes preferidas por P3 adsorvida em c) silica e d) mica. Os atomos estéao

apresentados em modelo de esferas CPK (legenda na parte inferior da figura).
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Figura 4.5 a) Histograma da distancia média minima D ao longo das simulagbes de
Ps. b) Representagdo da distédncia D entre o plano formado pelos atomos de

oxigénio da superficie mineral e o atomo de carbono C6.
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4.1.3 Conclusao

As simulagbes por dindmica molecular de catecois acrilatos em superficies
minerais mostraram que as moléculas P; foram densamente adsorvidas em
superficies de silica e mica, enquanto que P4 ndo se adsorveu, em concordancia
com as observagdes experimentais por AFM e QCM-D. A adsorgao de P, e P3 em
superficie de 6xido ocorreu através de ligagdes de hidrogénio.

Moléculas P3 apresentaram diferentes mecanismos de adesdo dependendo
da superficie mineral. Em mica, apenas as hidroxilas do grupo catecol interagiram
com o mineral de forma eficaz. Em silica, todos os trés grupos hidroxilas de P;
contribuiram significativamente para a adsorgao, o que resultou numa maior area de
contato entre as moléculas P3; e a superficie, como consequéncia, a espessura da
camada molecular aderida em silica foi menor que em mica.

Embora P, tenha apresentado uma consideravel distribuigdo de moléculas
sobre a superficie de silica, apresentou também menor eficacia na adesao, devido a
multiplos eventos de ades&o e dessorgao, e menor densidade da camada adsorvida
comparada a P3 Este resultado corroborou com estudos anteriores que mostraram
que dois ou mais grupos hidroxilas vicinais sdo cruciais para a adsorc¢ao eficaz de
residuos Dopa. Além disso, moléculas P, mostraram uma maior interacdo entre
anéis aromaticos de moléculas vizinhas e formacéo de agregados, em conformidade

com as observacgdes por técnicas de AFM e QCM-D.
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4.2 Monocamadas automontaveis de catecois zwiteridonicos

4.2.1 Metodologia

Dois sistemas iniciais foram utilizados para as analises descritas nesta
secdo. Cada sistema foi composto por um modelo monocamada de silica cristalina e
18 unidades de Z-Cat-Ben ou Z-Cat-Ben-F (Figura 1.10) em agua. Neste modelo, a
silica estava completamente hidroxilada e foi tratada como periddica, a partir de um
multiplo exato de unidades de cela em dois eixos (x-y), originando um cristal infinito.
Para assegurar a integridade dos parametros cristalinos, a posicédo dos atomos da
silica, exceto hidrogénios, foi restringida nas diregdes x, y e z durante as simulagdes.
A configuragéo inicial das moléculas Z-Cat-ben ou Z-Cat-Ben-F vieram de estruturas
geradas de simulagdes anteriores por 300 ns. Multiplas moléculas de Z-Cat-ben ou
Z-Cat-Ben-F foram colocadas de forma aleatéria sobre a superficie da silica, a uma
distancia de 0,5 nm com metade dos grupos hidroxila orientados para cima e para
baixo. Os sistemas foram inseridos numa caixa de simulagédo retangular (5,0000,
4,48020, 4,16880 nm) e solvatados com moléculas de agua SPC[130]. O modelo de
silica foi composto por 756 atomos e um total de 2.252 e 2.232 moléculas de
solvente foram adicionados para as simulagdes de Z-Cat-Ben e Z-Cat-Ben-F,
respectivamente.

Inicialmente os sistemas tiveram a energia otimizada pelo algoritmo steepest
descent a 10.000 passos. Simulagcdes foram realizadas por 1 ys a partir do campo
de forca GROMOS 53A6. As cargas pontuais atdmicas para os grupos hidroxilas do
catecol e para os atomos da célula unitaria de silica cristalina foram estimados por
um ajuste RESP[164] com calculos MP2/6-31G** realizados pelo programa
NWChem 6.1[148]. As cargas obtidas n&o foram significativamente diferentes das
disponiveis em versdes anteriores do campo de for¢a. Cargas pontuais de 0,203 e;
-0,626 e e 0,423 e foram atribuidas aos atomos de carbono, oxigénio e hidrogénio,
respectivamente, de grupos hidroxilas em catecol. As seguintes cargas atébmicas

foram utilizados para a silica:

. atomos de Si do bulk: 0,90 e;
. atomos de O do bulk: -0.45 e;

. atomos de Si da superficie: 0,717 ¢;
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. atomos de O da superficie: -0,675 e;

. atomos de H: 0.408 e.

Condigdes periddicas de contorno foram usadas nas diregdes X, y e z,
juntamente com um ensemble NVT. O método LINCS[139] foi usada para restringir o
estiramento das ligagbes durante a simulagédo. O algoritmo leapfrog[145] realizou a
integracdo das equacbdes de movimento a um passo de integracdo de 2 fs. O
potencial eletrostatico de curto alcance e de van der Waals foram computados
dentro de um raio de corte de 1,4 nm e a lista de vizinhos foi atualizada a cada
passo. As interagdes eletrostaticas de longo alcance foram tratadas pelo método do
campo reagao[123] com constante dielétrica igual a 66 fora do raio de corte de 1,4
nm. A temperatura foi mantida a 300 K através do esquema velocity rescale[119]
com tempo de relaxagao de 1,0 ps. O centro de massa de movimento foi removido a
cada passo. As simulacdes foram realizadas utilizando o software GROMACS
4.6.7[135].
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4.2.2 Resultados e Discussao

Para as simulagdes realizadas, a densidade inicial de moléculas de Z-Cat-
Ben e Z-Cat-Ben-F (Figura 1.10) sobre a superficie de silica cristalina foi de 1
molécula por nm?, que corresponde ao valor experimental medido da densidade
molecular de Z-Cat-Ben adsorvido sobre a silica (1.07 moléculas por nm?). Apos 1
Ms de simulagdo, as moléculas Z-Cat-Ben e Z-Cat-Ben-F adsorveram-se
densamente sobre a superficie do mineral formando uma monocamada, conforme
representado na Figura 4.6. Os resultados obtidos por dindmica molecular
apresentaram boa concordancia com os resultados experimentais, como sera
apresentado a seguir. Todos os graficos mostrados, em que o tempo né&o foi
explicitado, foram obtidos a partir da analise dos ultimos 200 ns de simulacgao.

@o Si H @P @N @c

Figura 4.6 Representagcdo esquematica do ultimo frame (t = 1 ps) obtido na

simulacao por dindmica molecular das moléculas Z-Cat-Ben em superficie de silica.
Os atomos estdo representados no modelo de esferas CPK (legenda na parte

inferior da figura).
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As ligacbes de hidrogénio foram as principais responsaveis pela adsor¢ao
das moléculas zwiteribnicas, repercutindo no recrutamento dos grupos catecéis
sobre a superficie de silica (Figuras 4.7 e 4.8). Os grupos carregados, com fosfato e
nitrogénio tetravalente, ndo apresentaram interagdes significativa com a superficie
mineral, ao passo que as hidroxilas do catecol apresentaram forte interagdo com a
silica, como pode ser observado pela funcido de distribuicdo radial de pares entre os
grupos mencionados (Figura 4.7). Os grupos benzenos tenderam a se manter mais
afastados da superficie mineral, como mostrado pelo perfil de densidade desses

grupos ao longo do eixo perpendicular ao plano da silica (Figura 4.8.).
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Figura 4.7 Funcéao de distribuicdo radial de pares entre os atomos de oxigénio da

superficie da silica (Osilica) € grupos selecionados: atomos de oxigénio dos grupos

hidroxila em catecois (Cat), atomo de fosforo (P) e atomo de nitrogénio (N). Analise
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realizada para a) Z -Cat-Ben e b) Z-Cat-Ben-F. A distancia r foi definida entre os dois

grupos na legenda.
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Figura 4.8 Perfil de densidade de a) Z-Cat-Ben e b) Z-Cat-Ben-F ao longo do eixo
perpendicular a superficie de silica. As curvas representam as densidades médias
dos centros de massa de cada grupo em fungdo da distadncia a uma superficie da
monocamada de silica. Cat e Ben representam, respectivamente, os grupos catecois
e benzeno (ou benzeno-(CFs3);); P e N representam os atomos de fosforo e
nitrogénio das moléculas zwiteridnicas e Osgua 0S atomos de oxigénio da agua. A
posicdo da superficie mineral nos graficos é mostrada por uma representacdo da

silica em modelo molecular CPK (Si: amarelo; O: vermelho e H: branco).

Apesar dos perfis de densidade (Figura 4.8) mostrarem algum conteudo de

agua préximo a superficie de silica, na mesma regido ocupada por grupos catecdis,
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as fungdes de distribuigdo radial entre os grupos hidroxilas de catecol e a superficie
da silica (Figura 4.7) mostraram um pico de interagdo em aproximadamente 0.275
nm. Nesta disténcia, a quantidade total de moléculas de agua nas proximidades de
qualquer atomo do grupo catecol é negligenciavel (Figura 4.9). Em distancias
maiores que 0.4 nm, os grupos catecol (Cat) e fosfato (P) permaneceram menos
solvatados que os grupos amina (N) e anéis aromaticos (Ben). Vale notar que os
grupos catecois também sdo consideravelmente mais blindado da agua, mesmo
sendo mais hidrofilicos que grupos benzeno (Figuras 4.8 e 4.9).

Estes resultados sugerem que a adsorgdo do soluto ocorre a custa de uma
dessolvatagao significativa da superficie do mineral. Isto é consistente com as
medidas de voltametria ciclica que mostraram que ambas as moléculas, Z-Cat-Ben e
Z-Cat-Ben-F, séo estaveis a oxidagao (longo prazo de validade) em agua, devido a
blindagem dos residuos catecdis por grupos vizinhos hidrofébico ou eletrofilicos[13,
76]. Também pode ser visto que o nivel de dessolvatacdo é mais pronunciado para
Z-Cat-Ben do que para Z-Cat-Ben-F.



101

a) 20
o
ug
&
S 16 =
()
O
e 12 + a
(&)
()
S 8l |
o
£
\3 4_ B
Z
0
o)
WS
S 16+
C
)
=2
s 12
o)
(&)
3 8f
o
o)
E 4r
Z
/ I

%2 03 04 05 06 07 o8

Distancia (nm)
Figura 4.9 Numero médio de moléculas de agua, representadas pelos seus atomos
de oxigénio (Osgua), €M torno de grupos selecionados em fung&o da distancia entre
eles. Os grupos selecionados em moléculas zwiteribnicas foram: Cat: todos os
atomos do grupo catecol; Ben: todos atomos do benzeno (ou benzeno-(CF3),); P:
atomos de fosforo; N: atomos de nitrogénio. Analise para: a) Z-Cat-Ben e b) Z-Cat-
Ben-F.

A distancia média entre o plano formado pelos atomos de silicio da
superficie de silica e o centro de massa dos grupos aromaticos: benzeno em Z-Cat-
Ben e benzeno-(CF3), em Z-Cat-Ben-F, permitiu estimar a espessura da camada
monomolecular formada. A espessura obtida a partir das simulag¢des foi de 0.65 e
1.05 nm para as moléculas Z-Cat-Ben e Z-Cat-Ben-F, respectivamente (Figura 4.10),
em estreita concordancia com as estimativas por SFA (aparato de forga de
superficie), cerca de 0,5 e 1,3 nm respectivamente.
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Figura 4.10 Evolugcdo temporal da distdncia média entre o plano formado pelos
atomos de Si da superficie de silica e o centro de massa dos grupos benzenos.

Cada molécula Z-Cat-Ben e Z-Cat-Ben-F adsorvida causa um raio de
influéncia estérica, que impede que outras moléculas se adsorvam ao sitio imediato
na interface de agua e mineral. Experimentos de espalhamento de raios-X mediram
o raio de influéncia estérica em monocamadas de Z-Cat-Ben. Os valores medidos,
0,34 nm e 0,41 nm, indicaram dois espacamentos caracteristicos com orientagao
preferencial em 0,34 nm. Tais valores foram atribuidos as interagdes T-11 stacking
entre anéis aromaticos, o menor valor correspondeu as interagbes T-11 stacking em
paralelo e o maior valor as interagées em forma de T.

A obtencdo do raio de influéncia estérica por dinamica molecular foi feita a
partir do raio de giro no plano paralelo a superficie mineral, para cada molécula Z-
Cat-Ben e Z-Cat-Ben-F, o que equivaleria ao espagamento molecular ao longo do
eixo perpendicular a silica. O raio de giro médio bidimensional para Z-Cat-Ben
mostrou dois picos em 0,31 e 0,47 nm, sendo que o pico em 0,31 nm apresentou
maior intensidade (Figura 4.11a), compativel com os resultados obtidos por
espalhamento de raios-X. Z-Cat-Ben-F apresentou picos mais deslocados para
valores maiores e trés picos foram observados: 0,37, 0,43 e 0,54 nm (Figura 4.11b).
O empacotamento menos confinado de Z-Cat-Ben-F, devido a adicdo dos dois
grupos -CF3, permitiu uma maior penetracdo de moléculas de agua que a
monocamada de Z-Cat-Ben e, consequentemente, maior solvatagdo da superficie

mineral, como mostrado na Figura 4.8.
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Figura 4.11 Distribuicdo do raio de giro bidimensional (no plano paralelo a superficie
mineral) das moléculas a) Z-Cat-Ben e b) Z-Cat-Ben-F.

O comprimento das moléculas Z-Cat-Ben e Z-Cat-Ben-F estendidas foi cerca
de 2 nm, logo, os raios de influéncia estérica indicaram a tendéncia das moléculas
em se manterem dobradas sobre a silica, como consequéncia dos grupos de cargas
opostas adjacentes. Tal resultado também foi evidenciado pelas medidas de
espessura das monocamadas, que apresentaram valores menores que o
comprimento das moléculas (Figura 4.10).

Para este estudo, a combinagdo de técnicas experimentais (SFA, AFM,
QCM-D e espalhamento de raios-x) e computacional (simulagbes por dinédmica
molecular) constituiram a automontagem monomolecular de moléculas catecois

sobre a superficie mineral de silica. O trabalho apresentado nessa se¢ao encontra-
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se publicado em[165], onde pode-se encontrar também o detalhamento das técnicas

experimentais descritas.

4.2.3 Conclusao

A modelagem molecular dos sistemas Z-Cat-Ben e Z-Cat-Ben-F em silica
confirmaram a densa adsorg¢do dessas moléculas, em forma de monomacada, sobre
a superficie mineral. As ligagdes de hidrogénio foram as principais responsaveis pela
adesdao das moléculas zwiteribnicas, repercutindo no recrutamento dos grupos
catecois sobre a superficie de silica. Os grupos carregados de fosfato e nitrogénio
tetravalente n&o apresentaram interagéo significativa com a superficie mineral.

Os grupos aromaticos n&o hidroxilados mantiveram-se mais afastados da
superficie mineral e blindaram os grupos catecois que, em geral, permaneceram
menos solvatados que outros grupos. Este efeito foi mais pronunciado para o
sistema contendo Z-Cat-Ben. A estabilidade a oxidagcdo destas monocamadas,
observada por medidas de voltametria ciclica, foi entendida em termos da
dessolvatagdo da superficie mineral e dos grupos catecodis devido aos grupos
vizinhos hidrofobicos.

Durante a adsorcdo em silica, as moléculas tenderam a manterem-se
dobradas e a espessura das monocamadas obtidas pelas simulagcdes foram
consistentes com as estimativas por SFA. Além disso, o raio de influéncia estérica
mostrou a tendéncia ao empacotamento menos confinado de Z-Cat-Ben-F e o valor
obtido para Z-Cat-Ben apresentou boa concordancia com os valores medidos por
espalhamento de raios-X.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A limitacdo das técnicas experimentais na descricido de propriedades
conformacionais e dinamicas de diversos sistemas reforca sobre a importancia da
simulagao classica. A modelagem molecular dos biomiméticos peptdides e catecdis
mostrou-se uma poderosa ferramenta para o estudo de propriedades que néao
podem ser obtidas experimentalmente e permitiu a caracterizagdo dos mecanismos
envolvidos na adsor¢cdo de catecois e elucidar caracteristicas estruturais de
peptodides.

A simulagdo computacional foi uma importante aliada na descricdo das
interacbes de compostos sintetizados para adesdo em superficie mineral. Foi
possivel entender como diferentes minerais influenciam na adsor¢édo de uma mesma
molécula e ainda analisar fatores estruturais que favorecem a adesao.

Em relagdo a peptoides, pouco se tem feito para a descrigdao detalhada de
suas propriedades estruturais. Devido a flexibilidade intrinseca destes promissores
biomiméticos, as técnicas computacionais sdo as alternativas mais viaveis para o
estudo de tais estruturas. No entanto, o trabalho aqui apresentado mostra apenas o
comego de um caminho que deve ser percorrido na busca de mais respostas sobre

a estrutura de peptdides.
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