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Resumo

O objetivo deste trabalho é estudar o efeito do solvente na conformagao de
cadeias poligacturbnicas 4cidas. Primeiramente, célculamos a energia confor-
macional dos dimeros GalAH — GalA~, GalAH — GalAH, GalA~ — GalAH e
GalA~ — GalA~ sem a contribuicdo do solvente e, em seguida, adicionamos &
energia conformacional a energia de solvatagdo. Duas aproximagoes foram con-
sideradas para o termo de solvatacao. Os mapas das energias conformacionais sao
entéo utilizados para gerar cadeias com até 300 mondémeros, definindo, a priori, a
porcentagem de residuos carregados. A influéncia da solvatacao nas propriedades
conformacionais da cadeia é discutida com base nos valores encontrados para a
razao caracteristica e o comprimento de persisténcia. Alguns resultados obtidos

teoricamente séo comparados a dados experimentais.




Abstract

The purpose of this work is to study the effect of solvent in the conformation
of polygalacturonic acid chains. Initialy, we calculated the conformational energy
of dimers GalAH — GalA~, GalAH — GalAH, GalA~ — GalAH and GalA™ —
Gal A~ without the solvent contribuition and, afterwards, we added the solvation
contribuition to the conformational energy. Two approximations were considered
in relation to the solvation term. The conformational energy maps are then used
to produce chains with up to 300 monomers having previously been defined the
charged residues moiety. The influence of solvation in the chain conformational
properties is considered based on determined values of the caracteristic ratio and
persistence lenght. Some theoretically obtained results have been compared to

experimentals data.
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Introducao

Pesquisas minunciosas sobre os polissacarideos, uma das maiores classes de
macromoléculas biolégicas, surgiram na década de 70, devido aos avangos das in-
distrias alimenticias e farmacéuticas. Os polissacarideos estdo em toda parte na
natureza, especialmente nas plantas, algas e bactérias, onde eles freqlientemente
aparecem como constituintes predominantes do sistema|1, 2|. Essas macromolécu-
las funcionam como suporte estrutural nas plantas e animais, por exemplo, a
celulose na parede celular das plantas, quitina no esqueleto dos crustéceos, os
peptidoglicanos na parede celular bacterial e no tecido conectivo animal. Elas
também servem como reservatério de energia como exemplificado pela amilose e
a amilopectina nas plantas e pelo glicogénio nos animais. As unidades monos-
sacaridicas na superficie das células sdo participantes importantes no processo de
reconhecimento de célula a célula.

Métodos teéricos para a anélise conformacional tém sido aplicados a biomolé-
culas com o intuito de elucidar a relagdo entre a estrutura e a fungéo dessas
moléculas(3]. Para calcular as propriedades conformacionais de uma macro-
molécula podemos utilizar os métodos da Mecénica Estatistica em equilibrio e
o interesse na conformagéo dos biopolimeros est4 na sua importéncia para o en-

tendimento de suas propriedades em solugéo e sua fungéo no sistema biolégico[4].
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Dessa forma, as dificuldades na descrigéo das caracteristicas intra-moleculares
da funcio potencial surgem do fato que as macro-moléculas estdo na fase con-
densada onde as interages inter-moleculares possuem um papel importante na
determinagéo da energia potencial do sistema.

Contudo, uma visdo do mundo macroscépico vem sendo utilizada para estu-
dar o mundo microscépico das moléculas. A eletrostética cléssica, por exemplo,
fornece uma idéia intuitiva que nos ajuda a compreender as propriedades mole-
culares, e também nos permite fazer predigdes de tais propriedades, dependendo
da natureza do problema, da disponibilidade de paradmetros adequados, etc. Es-
tas observagbes nos remetem a base da eletrostética continua e sua aplicacéo a
sistemas moleculares classicamente descritos|5|.

O objetivo deste trabalho é estudar o comportamento de cadeias 4cidas poli-
galacturénicas, com diversos graus de ionizacéo, em solucao. Especificamente
ser4 testado a influéncia do solvente quando tratamos as cadeias do ponto de
vista dos estados independentes, ou seja, quando fatoramos a energia da cadeia

como um somatoério sobre as energias diméricas.

A contribuigéo do solvente serio dados dois tratamentos; um deles é calcu-

lando a energia de solvatagio como a soma da energia para abrir uma cavidade
que comporte o soluto e a energia de polarizagdo do solvente pelas cargas do
soluto, através do campo de reacao, e o outro no qual a energia de solvatagéo
é obtida da superficie acessivel ao solvente de cada espécie ibnica, conforme a

proposta de Kollman e colaboradores|6].
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O trabalho est4 organizado como segue. No capitulo 1, introduzimos a no-

tacdo sobre a estrutura de polissacarideos, que permite entender o tipo de apro-

ximacao realizada. No capitulo 2, fazemos uma breve exposigdo do tratamento

estatistico para o estudo configuracional e conformacional de polimeros, justifi-
cando a aproximacao de residuo rigido e de estados independentes. No terceiro
capitulo, discutimos os conceitos fundamentais da eletrostatica em meio continuo
e os modelos de solvatacéo utilizados. No capitulo 4, estéo os resultados aplicados
a analise de cadeias 4cidas poligalacturénicas e as discussdes. E no capitulo final

apresentamos nossas conclusoes.




Capitulo 1

Estrutura espacial dos

polissacarideos

1.1 Notagao estrutural

A anélise conformacional de biopolimeros é normalmente realizada utilizando
uma colegao de coordenadas internas, escolhidas entre os &ngulos de valéncia,
extensao da ligagdo quimica entre dois 4tomos e os dngulos torsionais, as quais
caracterizam a molécula. As posigoes relativas de todos os 4tomos da macro-
molécula estao sujeitas a especificagdo em termos dessas coordenadas internas.

Um segmento dimérico representativo de uma cadeia linear de polissacarideo
est4 descrito na figura 1.1. Os simbolos atémicos C(m);,O(m); e H(m); séo
indexados em parénteses para denotar a posicao no anel de agtcar; uma cole¢ao

de indices, os quais identificam a posigao sequencial de um residuo de agucar,
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aparece como um subscrito nos simbolos atémicos e aumentam na direcao do
final redutor da cadeia. Os hidrogénios ligados aos 4tomos de carbono C(m); sdo
omitidos na figura 1.1. O segmento descrito contém residuos hexapiranose 7 e

i + 1 conectados por uma ligagao glicosidica do tipo 1-6.

Figura 1.1: Um segmento ilustrativo de uma cadeia de polissacarideo mostrando os residuos
i e i+ 1 unidos por uma ligacao glicosidica 1-6.

O comprimento da ligacdo de quimica pode ser representada por b[A,B] para
a ligacao A-B entre os dtomos A e B, e os adngulos de valéncia subentendidos
pela ligacio A-B e B-C sao denotados por 7[A, B,C|. O angulo diedral entre

os planos interseccionados definidos pela ligagao A-B-C e B-C-D é simbolizado

genericamente por 0[A, B,C, D], e mede a torsdo em torno da ligagdo quimica

B-C. A conformagao eclipsada (cis planar), na qual as projecoes das ligacoes
A-B e C-D coincidem em um plano perpendicular a ligagdo B-C, corresponde a

6 = 0°. Os angulos torsionais sdo medidos em um intervalo de -180° a +180°
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-

relativa a esta origem. O sentido da rotagao a cerca da ligagdo B-C corresponde
ao movimento horario do tltimo atomo.
As coordenadas 0 recebem, por convengao, simbolos especificos de acordo com
a regiao de torsaol4]. Por exemplo, na regiao da ligacao glicosidica conectando
os residuos i e i+1 os angulos torsinais ¢;,1; e w;,, sao definidos por
¢ = O0[H(1);,C(1);, O(1);, C(m)isi],
Vi 0[C(1)i, O(1)i, C(m)is1, H(m)it],
wiy1 = 0[0(1)i, C(6)is1,C(5)it1, H(5)is1)-
O indice m na equagdo acima adota o valor apropriado para a ligagao glicosidica
do tipo 1,m, por exemplo, m = 6 para ligacdo 1-6 descrito na figura 1.1. Os
angulos torsionais w;,, estao definidos somente para ligagao do tipo 1-6.
Os angulos torsinais endociclicos e exociclicos para o residuo i sdo designa-
dos, respectivamente, v(m); e x(m);. Estes angulos podem ser requeridos para
fornecer uma descri¢ao mais detalhada da conformagéao do anel e a orientagiao dos

grupos laterais. Os indices m sdo assumidos para anéis hexapiranoses de acordo

com a defini¢ao dada na equagao 1.1 e 1.2
v(1) 0[0(5),C(1),C(2),C(3)],

v(2) = 06[C(1),C(2),C(3),C(4)];

v(3) = 0[C(2),C(3),C(4),CH),

v(4) = 0[C(3),C(4),C(5),005)],

v(5) = 0[C(4),C(5),0(5),C(1),
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0[C(5), 0(5),C(1), C(2)],

9[0(5),C(1),0(1), HO(1)),
0l0(5),C(5),C(6), O(6)],

0[C(m — 1),C(m),O(m), HO(m)].

para m = 2,3,4 e 6. Uma observagio deve se feita, na defini¢do de x(1) e x(5),

a escolha do 4tomo do anel, com respeito ao qual o &ngulo x é definido, é aquele

que possui o maior nimero atémico[9]. Entdo para m = 5, O(5) foi o escolhido

ao invés do C(4) e para m = 1, O(5) é o escolhido e néo o C(2). O angulo de
valéncia no oxigénio da ligagdo glicosidica é simbolizado por S;, para os residuos

t € 1 + 1 e definido por

Bi = 7[C(1);, O(1);, C(m)is] (1.3)

Na figura abaixo, esté ilustrado a regido da ligacao glicosidica com os &ngulos

torsionais ¢ e v, e o 4ngulo de valéncia 3, para um dimero de galactose.
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1.2 Coordenadas internas

O conjunto de coordenadas internas da cadeia de polissacarideo contendo
N, atomos denota-se por {gin} = {b,7,0}. O namero total de coordenadas
da colecao {b, 7,0} excede 3N, — 6, porém, uma escolha alternativa de {gin:} é
possivel. O procedimento adotado para a analise conformacional é destinguir as
coordenadas internas "rigidas" das "flexiveis".

As variagoes no comprimento da ligagao entre dois atomos, as quais causa-
riam uma significativa mudanca na conformacao molecular, exigem um alto custo
energético, e por isso as coordenadas b sao tratadas como variaveis "rigidas" as-
sumindo valores fixos de equilibrio. Por outro lado, pequenas alteracdes nas
coordenadas ¢, ¥, w, com baixa variacao de energia, podem causar grande mu-
dancga conformacional e as alteragoes das coordenadas T apresentam consequén-
cias intermediarias no que diz respeito ao efeito conformacional e ao gasto de
energia. Sendo assim, os angulos torsionais ¢, e w sao tratados como variaveis
"flexiveis". Os angulos de valéncia podem ser tratados como coordenadas "rigi-
das" ou "flexiveis" dependendo do problema em consideracao.

Quando as circunstancias exigem um tratamento de todos os angulos de valén-
cia como sendo coordenadas conformacionais "rigidas", a colecao de coordenadas
{qine} deve ser escolhida de modo a incluir nao mais do que um angulo torsional
associado a cada ligacdo quimica. Caso contrario, a variacao independente de

dois angulos torsionais definidos para a rotagao em torno de uma mesma ligacao,
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necessariamente alterara os angulos de valéncia entre as ligagoes conectadas aos
atomos terminais da ligagao sob a qual a rotacao independente acontece.

Com esta restrigio em mente, a escolha do conjunto de coordenadas indepen-

dentes {gin:} para polimeros de residuos hexapiranose contendo N, atomos e z

residuos de agiicar, pode ser feita como se segue. Para um monossacarideo, por
exemplo, glucose, manose, galactose e etc, o nimero de atomos é N, = 24 e cada
residuo adicionado para construir o polimero contribui com 21 atomos. Assim, o

nimero total de 4tomos do polimero sera

N,=N,+2l(z—1) =21z +3 (1.4)

e a formula geral para este polissacarideo é Cg, Hygr1+205.41 - Isso implica que o
nimero total de coordenadas internas {gi,;} necessarias sera 63z + 3. Conside-
ramos o nimero de coordenadas b, 7 e 6 no conjunto {g»;} denotados por Ny, N,
e Ny , respectivamente. Para caracterizar a distribuigao espacial em coordenadas
internas sao fundamentais os comprimentos da ligacao quimica b;. Dessa forma,
Ny = N +22(z—1) = 222+2. Assumindo pelas razdes acima um angulo torsional
por ligacao quimica que nao termine em um atomo de hidrogénio, teremos Ny =
12z. Esses angulos sao os seis angulos torsionais endociclicos v(1) até v(6) mais
os angulos torsionais exociclicos escolhidos dentre aqueles rotulados ¢, ¥, w e x(1)
até x(6).

Finalmente, incluimos em {g;,;} os angulos de valéncia em todos os carbonos

AVA
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(tetraedros). Este procedimento resulta N, = 35z + 1. A soma N, + N, + Ny =
69z + 3 excede 3N, — 6 por 6z. Esta redundancia sera ignorada nos célculos
conformacionais, fazendo com que {g;n;} seja consistente; 6z pode ser eliminado
excluindo de {g;,;} uma extensao da ligagao quimica , dois angulos de valéncia e

trés angulos torsionais por residuo, como sera descrito na secgao 1.4.

1.3 Vetores virtuais

A anélise teérica das conformagoes moleculares envolve cédlculos de vetores
relacionando partes de uma mesma molécula. Os calculos das distancias relativas
e orientagbes mutuas dos movimentos moleculares sao efetuados usando mani-
pulacoes de vetores e a informagdo assim obtida pode ser usada para acessar
a contribuigao de varias interacoes intra e intermolecular para a estabilidade
conformacional do sistema.

Primeiramente, definimos para um polissacarideo nao ramificado uma sequén-
cia atémica chamada de cadeia principal. Esta cadeia deve evidentemente en-
volver 4tomos da regiao de ligagao entre os aglicares mais a sequéncia de atomos
que atravessa cada residuo para conectar as ligagoes glicosidicas. Escolhemos
aquele circuito através de cada residuo de agiicar que nao contém o oxigénio do
anel. Com referéncia a figura 1.1, o segmento da cadeia principal pode ser entao

especificado como a sequéncia de atomos:
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O(1)i-1 = C(4); = C(3); = C(2); = C(1); = O(1); = C(6)i11 —

C(5)i+1 = C(4)i+1 = CB)ix1 = C(2)i+1 = C(1)is1 = O(1)ina

Um conjunto de indice j pode ser associado com cada ligagao da cadeia da
principal de forma que aumenta de 1 até n na direcao do aumento do indice ¢ do
residuo. Os angulos torsinais definidos pelas ligacoes 7 — 1,7 e j + 1 e os angulos
de valéncia sub-entendidos pelas ligacdes j e j + 1 sdo denotados por 6; e 7j,
respectivamente. A cada uma das ligacoes j de extensao b; conectando os a&tomos
A e B associa-se um vetor b = b[A, B] com componentes (b[A, B],0,0) em um
sistema cartesiano no qual o eixo z; encontra-se ao longo da ligacdo j com o seu
sentido positivo na direcao de aumento de j. O eixo y; pertence ao plano j — 1
e j com sua direcao positiva escolhida para reproduzir sua proje¢ao no eixo z;_;
positivo.

A adigao vetorial de vetores b; , referente a uma base comum, produz vetores
que ligam quaisquer pares de atomos da cadeia principal. A transformagao para
uma base comum pode ser efetuada usando a matriz ortogonal T;(6;, 7;) definida

para transformar para o sistema de coordenadas j algum vetor vU*!) referido ori-

ginalmente na base do sistema j + 1: v/ = T;vU+D [12].

cos(m — ;) sin(7 — 7;) 0

sin(m — 7;) cos0; — cos(m — 7j)cos@;  sinb;

sin(m — 7;)sin@; — cos(m — 7;)sinf; —cosb;
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Com este dispositivo o vetor soma r dos vetores da ligacao j da cadeia principal

até j + k, todos referidos a base j, podem ser escritos

r= bj + ijj+1 + TjTj+1bj+2 + TjTj+1Tj+2bj+3 + ik TjTj+1...Tj+k_1bj+k.

(1.6)

Os calculos envolvendo os atomos além daqueles contidos na cadeia principal
podem ser levados em conta usando uma extensao direta do método acima. Os
demais atomos do agiicar, bem como qualquer anel substituinte, incluindo cadeias
ramificadas, sdo todos susceptiveis ao tratamento no mesmo formalismo.

A complexidade dos calculos conformacionais de polissacarideos é significa-
tivamente reduzida pela regularidade e rigidez na estrutura do anel. Entao, a
suposi¢ao comum da rigidez do residuo piranose na forma de cadeira torna cons-
tante todas as matrizes T; para as transformacoes de coordenadas da cadeia
principal exceto aquelas que envolvam os dngulos torsionais para as rotacoes na
ligacao glicosidica. A rigidez do residuo ¢ na figura 1 implica, por exemplo, que
as distancias O(1);-;...0(1); sao fixas.

Em algumas consideragoes é conveniente estabelecer um vetor residual ou

vetor virtual ligando esses oxigénios glicosidicos [13]. Todos os vetores associados

a um dado residuo podem entao serem referidos a um sistema de coordenadas
fixado a ligacdo virtual e as transformagoes dentro dos sistemas de coordenadas
da ligagao virtual efetuadas com matrizes T, as quais dependem somente das

torsdes em ¢, e w (na regido glicosidica).
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1.4 Coordenadas internas independentes

A redundéncia nas coordenadas {g;n}, citadas na secgéo 1.2, surge da ocor-

réncia da estrutura ciclica na armacao molecular do polissacarideo. Isto pode

ser melhor compreendido fazendo uma consideragao das coordenadas do oxigénio

0(5); na figura 1. A posicao deste &tomo pode ser especificada, relativo a um sis-
tema de coordenadas da cadeia principal da ligagao C(2); — C(1);(vetor j) por
b[C(2);, C(1):] + T'(0;,7;)b[C(1)i, O(5)i]. Aqui, o vetor b[C(2);,C(1);] tem com-
ponentes (b[C(2);,C(1),],0,0) nos sistema de coordenadas da ligagio C(2); —
C(1);, enquanto b[C(1);, O(5);] tem componentes expressas relativo ao sistema de
coordenadas associados com a ligagio C(1); — O(5);.

As variaveis angulares de T'(0;,7;) sdo definidas por 7; = 7[C(2);,C(1);,
O(5);) e 0; = v(1); £ 4. O angulo fase § é aquele requerido a relacionar v(1); =
0[C(3)i, C(2)i, C(1)i, O(5);] ao angulo torsional da cadeia principal {C(3);, C(2);,
C(1);,0(1);]. Uma prescrigao similar bastaria para fixar a localizagao de O(5);
relativo a um sistema de coordenadas de uma cadeia ramificada com a li-
gacdo C(4); — C(5); usando a T'(6;,7,) apropriada para o sistema de coor-
denada da ligagdo O(1);—-; — C(4);. Uma ou outra descrigao da localizagao de
O(5); é supérfluo. Logo, as coordenadas b[C(1);, O(5);] e 7; = 7[C(2);, C(1);, O(5);]
do conjunto {g;,;} deve ser redundante.

Na pratica, isto é mais simples quando consideramos O(5); ligado no C(1); as-

sumindo que as 3 coordenadas redundantes sio b[C(5);,0(5):], T[C(4);,
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C(5)i, 0(5)i] e T[O(5);,C(5);, C(6);] e também, da mesma forma, torna-se supér-

fluo os angulos torsionais v(5); e v(6); e o dngulo de valéncia ¢; = 7[C(5);, O(5);,

C(1);] do conjunto {gin}. Assim, a caracteristica ciclica do residuo de agicar faz
com que exista redundacia em uma extensao de ligacao, dois d&ngulos torsionais
e trés angulos de valéncia e esta redundancia pode ser removida, se desejada,
excluindo as coordenadas aqui especificadas para cada residuo na cadeia, ou seja,

6z no total.




Capitulo 2

Mecanica estatistica de

configuracao e conformacao de

polissacarideos

2.1 Definicoes

O objetivo da analise conformacional é fornecer uma relagao entre as ca-
racteristicas estruturais da macromolécula e as propriedades fisicas e bioldgicas
de uma molécula ou grupo de moléculas. Para esta finalidade, estabelecemos uma
cadeia modelo para a macromolécula, fazendo uso de uma expressao em termos
de um conjunto de parametros que descrevem os detalhes estruturais da cadeia.
Os parametros convencionais envolvem uma descri¢ao da forma molecular em

termos das ligagoes quimicas, Angulos de valéncia e angulos torsionais em torno
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das ligag¢oes quimicas.

Para moléculas com muitos atomos, podendo existir assim uma variedade de
conformagoes diferentes de energia similar, o modelo de cadeia esta completo so-
mente se ele incluir uma descrigao da superficie de energia conformacional para
a molécula, ou seja, uma descrigao da energia molecular como funcao de alguns
pardmetros geométricos os quais descrevem a forma molecular. A superficie con-
formacional da molécula, de acordo com a aproximacao feita, dependera somente
das variagoes nos angulos torsinais da regiao glicosidica, isto é, das mudancas em

b, ¥, e w.

2.2 A funcao particao para uma cadeia de polis-

sacarideo

Considere um sistema contendo uma tnica molécula de polissacarideo com
N, atomos em um meio com N, dtomos que constituem as moléculas do solvente.
Logo, o nimero total de atomos do sistema é N = N, + N,. Se {¢q} é o conjunto
de coordenadas cartesianas que localizam os N atomos relativo um sistema de
coordenadas fixo, e {p} o conjunto de momentos para o sistema a uma tempe-
ratura T e confinado em um volume V, entao, a funcao partigao candnica @) para

o sistema é dada por|17]
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Q= (%)M/---/erp[—ﬁff({n a})d{p}d{q}. (2.1)

onde h é a constante de Planck, 8 = (kT')~!, onde k é a constante de Boltzmann

e H({p,q}) é a Hamiltoniana classica dada por:

H({p,q}) =T({p}) + U({q}) (2.2)

em termos da energia cinética 7'({p}) e da energia potencial U({q}) do sistema.

Os simbolos d{q} e d{p} implicam, respectivamente, o produto diferencial
das coordenadas e dos momentos para as N particulas, e a integral é sobre todos
os valores do momento e todos os valores das coordenadas, consistentes com o vo-
lume. Resolvendo a integral 2.1 em termos dos momentos cartesianos e integrando

sobre todas essas variaveis na forma usual[17] temos:

ZN
R S 2.3
LA e

h , . - .

onde /\, = ——=—=—= ¢ o comprimento de onda térmico de de Broglie para um
A* v/ (2mm kT) P glie P

atomo de massa m; a temperatura 7', e Zy ¢é a integral de configuragao classica

definida por:
%:/m£m$mMWMM (2.4)

Se considerarmos {q} = {q;, Gext }, onde {q;,,,} € {Gext} Tepresentam o conjunto
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das coordenadas dos dtomos da macromolécula e do meio ambiente, respectiva-

mente, a integral de configuracao sera:

e / ] €xp[—BU ({1 Gert ) d{Gne )} Sertd{Gest) (2.5)

onde a quantidade S.;; é o Jacobiano da transformacao para as novas coor-
denadas, necessario para gerar um elemento de volume para a integracao nas
componentes angulares de {ge,} sobre o volume do sistemal18, 19].
Dificuldades associadas com a especificagao da dependéncia de U nas {gest},
podem ser contornadas através de uma integracao puramente formal nas coorde-

nadas externas, mantendo {¢;n} fixas, para produzir|11, 19, 20]

e, f f e2pl~BT ({Ghne D|AH{Gie} (2.6)

onde C.;; é uma constante necessaria para manter as dimensoes corretas na

equacgao 2.6 e é dada por

Cext :/f gextd{q“t} = VNS+2 (27)
Vv

e a quantidade U({g;,,}), dependente da temperatura, pode ser entendida como
energia livre e esta relacionada com o potencial de for¢ca média sendo definida

por:

U({f};m}) =—f'In (f wJy cxp[_ﬁy({g:: Qext})lgextd{%xt}) (2.8)
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A integral de configuracao da equagao 2.6 envolve somente coordenadas internas
da macromolécula.

As contribuigoes das interagoes entre as moléculas do solvente entre si e com
o polimero foram levadas em conta na integragao sobre {ger} € incorporadas no
potencial de for¢a média ou energia configuracional U({g;,,}), a qual descreve a
energia da cadeia em cada conformagao possivel mediada sobre todas as interagoes
intermoleculares entre o polimero e as moléculas do solvente.

Se pensarmos em U ({q;,;, Gezt}) cOMo uma energia potencial mecanica entao
ela pode ser escrita como a soma de um termo u({g;,,}), que depende somente
das interagdes intra-moleculares, com um termo intermolecular u({g;,,qest})
e o termo u({g;,,}) permanece inalterado como uma contribui¢io aditiva para
U({g:n}), enquanto ({g;,, }) surge da mediagio de u({g;,,, Gezt}) sobre todas as

coordenadas externas com as internas fixas. Assim

'U_({q:m}) = u({q;nt}) 2z E({Q;nt}) (2.9)

e a energia de configuraciao U({q;,,}) contém contribui¢des dependentes e inde-
pendentes da temperatura[19).

E conveniente, em muitos casos, decompor a energia de configuracao de uma
cadeia de polimero contendo = segmentos em uma soma de contribuigdes associ-

adas a cada um dos segmentos. Assim podemos escrever
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Ui} = 3 Ts{G}) (2.10)

. .~ TT ! ~ . .
onde as contribuigdes U;({g;,,}) sdo usualmente conhecidas como energias con-
formacionais 21].
~ - - ’
A transformacio das coordenadas internas cartesianas {g;,,,} em coordenadas

polares {gin:} descrita na secgdo 1.2 é feita formalmente escrevendo

ZN = Cemt/----/‘;emp[—'ﬁﬁ({qint})](\}éntd{%nt}a (2‘11)

onde {gin:} € identificado aqui com o conjunto de coordenadas nao redundantes
{b,7,0} e d{qin} = d{b}d{7}d{0}.

Pode ser mostrado, formalmente, que o Jacobiano S;,; depende apenas do
comprimento da ligacao e dos angulos de valéncia do conjunto {b, 7, 0}[18]. Con-
sequentemente, ele é substituido por S;,:({b,7}), onde b e 7 se referem aos valores

médios dessas variaveis[18]. Logo, a energia configuracional torna-se:
Fops G / / expl—BU({b,7,0)|d{b}a{r}d{0}.  (2.12)
v

2.3 Tratamento de um polissacarideo randémico

Com poucas excegoes|22], é usual, no tratamento de macromoléculas aleatoria-

mente enroladas em solugao, reduzir a dimensionalidade da equagao considerando
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apenas a integral sobre um nimero minimo de varidveis conformapionais "flexiveis".
Isto pode ser efetuado substituindo em U({b,7,0}) as variaveis "rigidas" {b} e
{7} e algumas variaveis "rigidas" {6,} do conjunto {6}, por exemplo, os angulos
torsionais endo e exociclicos, pelo seus valores médios {b}, {7} e {6,}.

Com as substitui¢goes propostas acima, Zy é uma integral nas coordenadas

"flexiveis" {f;} somente. Esta aproximacao é equivalente a integrar a equagao
2.12 nas variaveis {b}, {7} e {6, } para {0;} fixas|11]
ZN = Cea:t int§in£Z{9!}

onde novamente os fatores introduzidos Ci: € Zyp,) sdo definidos por:

Bl / /V d{b}d{r}d6,},

Zup = [ - [ eonl-viospiates)

o ([ Jy expl=BU(b, 7, 0.1){b}d{r}d{0.}
V({o5}) = -8 fn( v o )
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=—8'In (f fv emp[_ﬁi’?({‘?imaQgt})C]‘%‘eﬂd{qﬂt}d{b}d{"'}d{gr}) (2.17)

a combinacao da equagao 2.13 com a 2.3 produz a fungao partigao candnica @)

Ce: in §in
Sk ( 15, A? ) T P
i=1 i

O fator adimensional entre parénteses na equacao 2.18 é uma constante a
temperatura fixa e independente de {6y} de modo que as propriedades macro-
moleculares dependentes da configuragao sao calculaveis a partir de Zgy,) apenas,
quando for especificado. A energia configuracional V({f;}) vista da equagéo
2.8,2.16 e 2.17 é um potencial de forca média para a molécula com respeito as
variaveis torsionais as quais especificam a conformagao macromolecular, sujeita
primeiramente a uma média sobre a configuracao do espago das moléculas do
meio, e sobre as varidveis conformacionais "rigidas" da macromolécula [11].

De acordo com a decomposicao sugerida na equagao 2.10, da energia con-
figuracional para a cadeia macromolecular em contribuigoes aditivas da energia

conformacional de segmentos da cadeia, podemos escrever

V({0s}) = ZVi({Of}),

onde, como antes, x é o niumero total de segmentos.
A avaliagao das propriedades dependentes da configuragéo a partir de ATAY

usando métodos existentes[11, 12|, requer que cada V; dependa de um nimero
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modesto de variaveis do conjunto ;. Condigbes experimentais, consistentes com
esta limitagao no carater da energia conformacional, existem para cada espécie
molecular em solugéo, e sao chamadas de condi¢ées  onde as interacoes entre
segmentos distantes ao longo da cadeia, sdo compensadas pelas interagoes atra-
tivas entre os segmentos e o solvente [23, 24]. Sob essas condigdes, a energia

conformacional do segmento i depende somente daquelas varidveis da colecao

{05} associadas com o segmento i e seus vizinhos imediatos, e os resultados ex-

perimentais obtidos em tal meio, podem ser comparados aos resultados teoricos.
O tratamento estatistico configuracional de polissacarideo é efetuado através

das aproximagoes expressas na equacao

T

Vo)) = Z Vi(i, ¥i, wir1), (2.20)

i=1

a qual implica que a energia conformacional para cada segmento da cadeia, aqui
definida como sendo um residuo de agicar, depende somente dos angulos de ro-
tagao interna associados com uma tnica ligacao glicosidica. O uso da equagao 2.20
corresponde a suposicao de que as variaveis configuracionais da cadeia aparecem
em posicoes independentes umas das outras, isto é, as interagdes significativas

ocorrem entre o primeiro residuo vizinho.
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2.4 Expressao do potencial

A energia configuracional da cadeia, como ja mencionado no capitulo ante-
rior, pode ser expressa como sendo a soma de dois termos; um deles referente
a energia estritamente mecanica de interacéo intramolecular u;({gin:}) € 0 outro
termo %;({qine}) dependente da temperatura que reflete a média das interagoes

intermoleculares . Entao,

ﬁ({‘h‘m}) = u({Gine}) + T({gine}), (2.21)

onde {gin:} = {b,7,0}. De forma anéloga, a energia conformacional V' ({6}) pode

ser definida como

V({6r}) = v({6s}) +v({0r}) (2.22)

Neste caso 7({0;}) é também uma quantidade mediada sobre as vérias variaveis
conformacionais "rigidas" da macromolécula.

A forma da energia intramolecular u({gin: }), em uma aproximacao cléssica ou
empirica, é obtida de uma maneira consistente com as perspectivas estruturais da
quimica, a qual tem nos levado a escolha dos comprimentos de ligacao, angulos de
ligacdo e angulos torsionais internos para a elaboragao do conjunto {gin;}. Assim
u({qint}) € usualmente escrita como uma funcéio explicita dessas variaveis, como

mostra a equagao 2.23.
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u({gine}) =D K2(b;—09)*+ ) Ki(me—8)*+ ) K{(1+cos m0)+Y _ E(rm,7n)-
J k 1

m,n

(2.23)

O primeiro termo é quadratico no deslocamento da extensdo da ligagdo b; de
algum valor assumido b? e a soma ¢é sobre todas as ligagoes quimicas j da cadeia.
O segundo termo, estritamente analogo ao primeiro, considera as contribuicoes
para a energia conformacional que surgem do deslocamento do angulo de valéncia
7k a partir do valor médio 7.

O termo no angulo torsinal 6, é escrito com uma funcao periédica para refletir
a energia de forca torsional. A periodicidade n; é frequentemente considerada
igual a 3, mas pode diferir deste valor se a simetria do segmento molecular assim
obrigar. O ltimo termo da equagao 2.23 representa a interacao entre dois atomos
nao ligados quimicamente e a soma se estende a todos os 4&tomos da molécula. Um
par de 4&tomos é considerado nao ligado quimicamente quando estéo separados por
trés ou mais ligacoes quimicas. Alguns campos de forca na literatura reservam
um tratamento especial para essa interacao quando o par de atomos esta separado
por trés ligagoes, pois neste caso, existem também o termo de interagao torsional

e os dois termos somados é que deve representar a interacao desse par de Atomos.

2.5 A contribuicao das interagoes nao ligadas

A energia de interagao nao ligada é aditiva nos pares de &tomos m, n e depende
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somente da distancia entre os centros desses atomos, ., ,, a qual pode ser cal-
culada usando os métodos descritos com referéncia a equagao 1.6. As interagoes
nao ligadas, representadas pelo altimo termo na equagao 2.23, evidentemente pos-
suem um papel dominante na determinacao da conformagao acessivel de grandes
moléculas que possuem muitos graus de liberdade. Assim, incluidos na E(r,, )
estao as interagoes repulssivas de van der Waals dos 4tomos que se aproximam
uns dos outros, as interagdes atrativas de van de Waals(ou forgas de London),
as quais dominam a mituas distancias ligeiramente grandes, as interacoes ele-
trostaticas entre atomos carregados ou parcialmente carregados e finalmente, as
interagoes do tipo ponte de hidrogénio entre os grupos apropriados.

A expressao que leva em conta a contribuigdo de van der Waals (atragao e

repulsio) para E(r,,,) é entéo

Ey(tmp) = Ann _ (2.24)

12 6
Tm,n Tm,n

A contribuicao eletrostética E¢(r,, ) para a interagio nao ligada tem sido fre-
giientemente expressa em termos de um interagdo de Coulomb das cargas ¢,

localizadas no centro atomicos, através da equacao 2.25

332¢man
-

Ee!(rm,n) = (225)

onde € é a constante dielétrica do meio e o fator numérico 332 produz energias em

kcal /mol para distancias dadas em unidades de Angstron e as cargas em fragoes
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de uma carga eletronica.

As interagoes do tipo ponte de hidrogénio intramolecular também contribuem
para o potencial néo ligado E(rp,,). Na literatura[4], encontramos algumas for-
mas de representar teoricamente essas interagoes. Entao, a energia total para

interagao nao ligada de par de 4tomos m,n sera dada por,

Etmn) = Eo(Pman) + Baltmn) + EilFmn) (2.26)

Quando as energias conformacionais do tipo V({0;}) sdo requeridas, as mesmas

sao expressas simplesmente pelos dois ltimos termos da equacao 2.23, e entao,

v({0;}) = > K/ (1 +cosnfh) + Y E(rm,n) (2.27)
l m,n

A soma sobre [ na equagao 2.27 inclui somente os angulos torsionais flexiveis
da cadeia. Os parametros K} e varios parametros do potencial nao ligado agora
possuem um sentido formalmente diferente do significado que possuiam quando
todos os termos da equagao 2.23 estao incluidos. Neste caso, eles devem refletir
também, evidentemente de alguma maneira nao especifica, os movimentos vibra-
cionais médios associados com as variaveis conformacionais "rigidas" da macro-
molécula.

As respectivas contribuigoes intermoleculares mediadas T({gi.t}) e
9({0;}) para U({gint}) e V({0;}) sdo usualmente ignoradas. Quando a atengéo

estd voltada para as propriedades dependentes da configuracao de cadeia de
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polimeros ndo perturbada, U({gin:}) e V({0;}) precisam refletir somente as in-
teragoes de curto alcance na sequéncia da cadeia.

Com relagao a este trabalho, os resultados que serdo apresentados mais
adiante foram obtidos usando uma fungao potencial na qual consideramos ausente
a contribuigao do termo torsional para a energia conformacional interna, ou seja,
os angulos ¢ e ¥ podem variar livremente e, além disso, assumimos que as in-
teracoes do tipo ponte de hidrogénio intramolecular estao sendo consideradas no
termo de Coulomb e de van der Waals por meio dos parametros ¢,,A.,.n € Bmn-
Os éangulos de valéncia na equagao 2.23 referem-se, agora, somente aos angulos
de valéncia das regioes glicosidicas da cadeia, pois os demais serao tratados como
fixos, bem como a extensao de todas as ligacoes quimicas da molécula. Sendo

assim, a func¢ao potencial para a energia interna serd dada somente por

U({gine}) = Z Ky (m — 78)2 + Z Ey(rmn) + Z Ea(rmn) (2.28)

m,n m,n

A constante de forga K é igual a 0.02763 Kcal.(mol.grau®)™', 70 = 113.8, o
valor médio do angulo de valéncia , e os valores de 7, variam de 110° a 119°. Os
valores de A, e Cy, », no termo de van der Waals, foram estimados por David
Brant[4]. Assumimos que nossa molécula possui uma constante dielétrica igual a
2. Na tabela abaixo, estao os valores utilizados para cargas atémicas, que foram
obtidos através de célculos semi-empiricos feitos com o pacote MOPAC(versao

5.0).
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Tabela 2.1: Valores das cargas atémicas.

tipo de Carga atomica
atomo | (em fragoes da carga do clétron)

01 -0.296

C1 0.138

0.135

-0.010

-0.053

0.113

0.060

-0.078

0.150

-0.031

0.132

-0.128

-0.025

-0.241

0.133

0.305

-0.152

-(0.566




Capitulo 3

Calculos eletrostaticos em meio

continuo

3.1 Introducao

Os efeitos eletrostaticos influenciam varios aspectos de quase todas as reagoes
quimicas e também, devido a intensidade de sua forga e sua natureza de longo al-
cance, essas interacoes sao criticamente importantes na compreensao do compor-
tamento molecular[25]. O célculo das interagoes eletrostéticas é freqiientemente
feito usando modelos continuos|5].

Na teoria eletrostatica continua, o potencial eletrostitico, por exemplo, é
obtido resolvendo a equagao de Poisson-Boltzmann(PB) através de algum método
numeérico, uma vez que a geometria molecular é arbitraria e os dielétricos sao

nao uniformes. A grande simplificagao no modelo de PB é usar o potencial ele-
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trostdtico médio para dar uma estimativa do potencial de forga média que governa
a distribuigéo de fons méveis no solvente|26].

Esta aproximacao parte da combinagao da eletrostatica continua com uma
descri¢ao mecénico estatistica simples dos fons méveis em solucao, de modo que
o potencial médio e a distribuicao média de ions sejam obtidos diretamente da
solugao da equagao de PB. Neste modelo, o soluto é descrito por uma constante
dielétrica interna e um conjunto de cargas e raios atémicos; o solvente é descrito
pela sua constante dielétrica(externa) e um raio de prova; os fons moveis sao
descritos por cada espécie de carga, g;, pela concentragao no bulk, ¢f°, e por seu
raio atomico.

As cargas do soluto formam a distribuicéo de cargas fixas p/. Os raios atémi-
cos e o raio de prova do solvente definem a superficie acessivel ao solvente, que
combinada com o solvente e a permissividade interna produz a permissividade de-
pendente da posi¢ao. Igualmente, os raios atdémicos e i6nicos combinam-se para
definir a regiao acessivel para cada espécie iénica. Por simplicidade, assume-se
que os raios ionicos sao idénticos.

Em muitos casos, incluindo aplicacoes a biomoléculas, técnicas numéricas sao
requeridas. Existem alguns métodos disponiveis para resolver numericamente a

equagao de PB, como, por exemplo, o método das diferengas finitas|5|, método

do elemento finito[27], e 0 método de elemento de fronteira|28]. Neste trabalho,

utilizamos o pacote MEAD(Macroscopic Eletrostatics with Atomic Detail)[29]

que resolve a equagao de PB linear através do método numérico das diferengas
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finitas, como sera mostrado mais adiante.

3.2 A equacgao de Poisson-Boltzmann

A equacao de Poisson pode ser obtida mediante a combinagao da lei de
Gauss, na forma diferencial, para meios dielétricos caracterizados pela constante

dielétrica e

A el (3.1)

€

com a equagao que relaciona o campo elétrico £ com o gradiente negativo do

potencial elétrico,

ou seja

a7
Vo=—0

(3.3)

que é a equacao de Poisson. O operador V? é chamado de operador laplaciano. A
equagao 3.3 estabelece a relacao existente entre uma certa distribuicao de carga
p(7) e o potencial elétrico gerado por ela, ¥)(7). Em um sistema, onde o espago é
nao homogéneo, ou seja, ha um fronteira dielétrica, a equacao 3.3 deve levar em
conta as cargas de polarizacao na fronteira dielétrica, e isso é efetuado através da

derivada da constante dielétrica dependente do espaco,
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V - e(F)V(F) = 4mp(r) (3.4)

Se estiver presente no sistema uma certa concentracao de fons, a distribuicao
deles sera dada por uma distribuicio de Boltzmann dependendo do potencial
de for¢a média para exprimir o efeito médio do sistema em uma particula. O
nome "potencial de forca média" vem do fato que o gradiente deste potencial,
com respeito as coordenadas da particula, da a forca média que atua sobre a
particula. Entao, sendo < ¢ > o potencial de forca média, a distribuicao de

Boltzmann para os fons é dada por:

ﬂ] (3.5)

onde ¢; é a densidade de fons da espécie 7 em alguma regiao do espaco, ¢ é a
concentragao de fons i a uma distancia infinita da molécula(ou seja, na auséncia
de interagdo com outras particulas do sistema), k é a constante de Boltzmann e
T é a temperatura ambiente.

Com a suposi¢ao de que os ions sao distribuidos de acordo com a distribuigao
de Boltzmann e que a energia eletrostéatica (a carga ¢; multiplicada pelo potencial
eletrostético 1) "iguala-se" ao potencial de for¢a média, a distribuicao de carga

ionica é dada por:

—zZiquir
p= Zc?“ziqemp [_E%I_Q}
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onde 2; é a valéncia do fon i e ¢ é a carga elementar. A equacao 3.4, para
um sistema contendo ions méveis e cargas fixas, torna-se a equagao de Poisson-

Boltzmann(PB)

-0 = 4/ (7) a3 soern | 20O @)

onde p/(7) inclui agora somente as cargas moleculares e A(7) descreve a acessi-
bilidade aos fons no ponto 7, igualando-se a 1 nas regioes acessiveis aos ions e a
0 em qualquer outra parte.

Esta equagao pode ser "linearizada" sob a suposicao de que a energia ele-
trostatica é muito menor que k7"

V- PV = dmp! (7) + 4 (EC‘”:—W) A (3.8)

onde o termo 47 ), c{°2;q\(7), na expansio da exponencial, iguala-se a zero sob
a condicao de neutralidade da solugao. Podemos escrever a equagao 3.8 usando a
constante de Debye(kp) que descreve o decaimento exponencial do potencial no

solvente:

V - e(P)VY(7) = dmp! (7) + ekpip(P)A
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lp é o conhecido comprimento de Debye e € é a constante dielétrica na regiao da

atmosfera i6nica, ou seja, a constante dielétrica do solvente.

3.3 Solucao numérica da equacao de PB e a

energia de solvatacao via campo de reagao

Para sistemas com geometria simples, a equacao de PB possui solucao analitica.
No caso de planos, cilindros ou esferas uniformemente carregados, a equacao de
PB depende somente de uma variavel e, em alguns casos, a solucao exata pode
ser obtida (ver apéndice A para o caso esférico). Como ja mencionado na intro-
dugao deste capitulo, o programa MEAD utiliza o método numérico das diferengas
finitas(ver dedu¢ao no apéndice B) para resolver a equacao de PB para formas
arbitrarias e distribuicao de cargas complexas, e a equacao resultante para os

pontos da rede ctbica é

6 Amg;
DG+ =2

3.11
S0 € + k2 \h2 1)

V; =

onde as cargas moleculares e os dielétricos sao discretizados na rede cubica, e a
equacao de PB é integrada e atualizada nessa rede(ver figura 3.1).

Os algoritmos para resolver a equagao de PB sao computacionalmente exi-
gentes e algumas técnicas tém sido utilizadas para melhorar o desempenho do

algoritmo, especialmente o uso de técnicas de "multi-grades" afim de encontrar
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Y, e

Figura 3.1: Tlustracio da discretizagio do espago por uma rede cibica centrada no ponto j
da grade. O potencial esta localizado nos circulos sélidos e o dielétrico colocado nos circulos
abertos

as solugdes mais precisas e mais rapidamente[44, 45]. Neste trabalho, o programa
MEAD executa os calculos utilizando a técnica da focalizagao eletrostatica[46]. O
primeiro passo na focalizacao eletrostética é calcular a solugao com baixa precisao
usando um espagamento grosseiro entre as grades e o potencial igual a zero na
fronteira, em seguida, esta solugao é entao utilizada para definir as condigoes de

fronteiras para um célculo muito mais preciso em uma discretiza¢ao mais "fina"

do sistema. O espagamento da grade adotado inicialmente foi de 1A e, para

uma melhor discretizacio, 0.5A em seguida. O tamanho da rede cibica é de
43 grades por Angstron, nos dois passos mencionados acima. O dimero possui,
aproximadamente, 10 Angstrons de comprimento(distancia ponta & ponta).
Abaixo encontraremos uma breve discussao do calculo da energia eletrostética
livre obtida através da solugao da equagao de PB pelo método das diferencas
finitas para um sistema molecular. O estado de referéncia é o estado no qual
a molécula, do ponto de vista das ligacoes quimicas, estd montada, porém esté

completamente descarregada, ou seja, pode-se considerar que as cargas parciais de
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seus atomos estao infinitamente separados em um meio com a constante dielétrica
molecular. A energia eletrostatica livre total AG(que sera mais adiante denotada
por AG9", pois as cargas estdo dispostas numa rede ciibica) de um sistema
molecular, relativo ao estado de referéncia, pode ser escrita como a soma de duas

contribuicoes:

AG = AGC® + AG™* (3.12)

A energia coulombiana AG® para reunir os atomos do soluto pode ser escrita

como:

N
1
AG® = 3 E @y (3.13)
=1

onde a soma ¢é sobre todas as cargas ¢; do soluto multiplicada pelo potencial

eletrostatico ¥ na carga i causado por todos os outros dtomos carregados j. Em
um meio dielétrico uniforme, o potencial eletrostatico ¥¢ é calculado através da
lei de Coulomb:

N

v¢=332%" Y

i AT
onde r;; é a distancia da carga i a carga j.
A energia do campo de reagao, AG™?¢, é a soma sobre todas as cargas atomi-
cas ¢; multiplicada pelo potencial eletrostéatico 1" na carga i produzido pelo

solvente e pelos ions moveis:
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N
1
A reac _ i reac 1

Dois célculos serao executados pelo programa MEAD para encontrar a con-

tribuicao AG™? para a energia eletrostatica livre total. Se a molécula encontra-se
. . . . T T . id

em meio solvente, ou seja, se existe uma fronteira dielétrica, a energia AGY{ * do

sistema pode ser decomposta como segue:

N

lth(fpf & wSC(FD] +w:euc) = AG?® 4 AGC(FD) s AGreee (316)

grid __
AGT™ = 2

O segundo célculo é feito com a molécula em um meio dielétrico uniforme, isto
" = ) . = . e . . id
é, ndo existe fronteira dielétrica. Para esta situagdo a energia do sistema AG3"

pode ser escrita como:

N
AGT* = 23 ai(w} + 97" = AG® + AGECD) (3.17)

i:l

Nestas expressoes, w?‘(FD) é o potencial de Coulomb na posi¢ao da carga i devido a

todas as outras cargas do soluto obtido pelo método das diferencas finitas, ¥} é
o potencial de reacao gerado pela diferenca dos meios dielétricos na carga i, e Y é
o potencial produzido pela carga em um meio infinito com a constante dielétrica
molecular, e o valor deste potencial tendera ao infinito quando o espagamento
da rede tender a zero de modo anélogo a "auto-energia infinita" de uma carga
pontual. Esta quantidade, que corresponderia ao "auto-potencial", sera sempre a

mesma em qualquer processo de transferéncia da molécula de um meio para outro
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e seré cancelada nos célculos abaixo. As energias AG*, AGC(FD) ¢ AGT* cor-

respondem aos potenciais ¥, l,b,-c (FD) ¢ 7%, respectivamente. A energia devido

ao campo de reagao ser dada por

AG™* = AGT™ — AGT™ (3.18)

Este processo pode ser melhor compreendido através do ciclo termodinmico
mostrado na figura 3.2, que combina vérios processos hipotéticos em um ciclo
e a energia livre tedrica para processos reais pode dessa forma ser calculada.
Queremos calcular o valor de AG;_.,, e através do ciclo termodinamico abaixo

temos

Solvatar

AG,.,

Figura 3.2: Ciclo termodinamico hipotético.

AG)_a+ AG) = AGs + AGreree
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entao

uncharge
harge uncharge uncharge uncharge charge ncharge

portanto

ch h
AG]...Q - Gg arge - G; arge

onde G ¢ G sio definidas pelas equagoes 3.16 e 3.17 respectivamente.

Como se pode notar, AG;_.z(nosso AG™*) é a diferenga na energia livre
eletrostatica do soluto nas duas fases. Para se obter valores da energia de sol-
vatagao, ambas contribuigoes, eletrostaticas(AG™“¢) e nao polares(AG™), devem
ser consideradas. A energia livre total de transferéncia de um soluto de um meio

sem fronteira dielétrica para um solvente pode ser escrita como sendo[25]:

AG* = AG™ 4+ AG™™ (3.19)

onde AG™ corresponde a energia livre para abrir uma cavidade no solvente para

acomodar o soluto. Neste trabalho, vamos assumir que essa energia, AG™, é

proporcional a area acessivel ao solvente e dada por:

AG™ = v.A (3.20)

onde A representa a area acessivel ao solvente e y é uma constante de tensao

superficial. A energia livre do sistema(nao a energia de transferéncia discutida
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acima) no solvente pode ser escrita, em primeira aproximagao, como

AGuotat = U({gint}) + AG™ + AG™* (3.21)

onde o termo U({¢int}) corresponde a equacao 2.28 para a energia interna.
Para o célculo da energia de cavitagao, usamos y = 0.072 keal.mol=*A~2, que

é o valor da tensao superficial para dgua-hidrocarbonetos.

3.4 Energia de solvatacao usando o modelo WSAS

Uma forma alternativa para o calculo da energia de solvatagao para proteinas
e moléculas organicas foi proposta recentemente por Kollman e colaboradores|6].
Conhecendo experimentalmente a energia de solvatacdo para uma colecdo de
moléculas organicas, eles propuseram o céalculo da solvatagao como uma ponde-
racao por atomo da area acessivel ao solvente(WSAS-weighted solvent accessible
surface area). De maneira simplificada, os autores reuniram um conjunto de tipos
de atomos presentes nas moléculas conhecidas, e ajustaram os valores dos pesos
7: 's, um termo de tensao superficial por atomo, para cada tipo, de forma que a

energia de solvatagao fosse obtida da expressao
m g
AG™" =3 "N "yA; (3.22)
i=1 j=1

onde m é o niimero de tipos de atomos, n; é o nimero de 4tomos do tipo i e A;

é a area de cada j-ésimo atomo do tipo i.
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O ajuste dos valores de ~; foram realizados com bases diferentes de moléculas e
os valores que adotaremos sao aqueles contidos numa amostra com 405 moléculas,
sendo 14 fons. O desvio padrao com os ajustes obtidos compara-se bem com
outras moléculas. Nesse sentido, a simplicidade do modelo recomenda a sua
utilizacao.

Os tipos de atomos de interesse neste trabalho estao listados na tabela 3.1

Juntamente com os valores de v da referéncia citada.

Tabela 3.1: Valores do coeficiente de tensao superficial vy(em kecal.mol=' A=2) para cada tipo
de Atomo.

tipo de vy )
atomo | (em kcal.mol='A~2)

OH -0.151777

0.117605

-0.142103

-0.6756

-0.444976

-0.117831

0.006212

Os hidrogénios dos grupos hidroxilas foram tratados como 4tomos unidos ao
oxigénio, através de uma reparametrizagao destes, em funcao da aproximacao
de residuo rigido. Em funcao disso, utilizamos o parametro -y para esse tipo de

oxigénio que é uma média do valor sugerido pelos autores para o hidrogénio e o
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oxigénio quando numa hidroxila. Da mesma forma, como distribuimos a carga
do grupo carboxila desprotonado entre os dois oxigénios, usamos o y como sendo
a média para O~ do fon acetato e o oxigénio do grupo carbonila.

A energia livre total sera dada, entao, por

AGiotar = U({Gine}) + AG™




Capitulo 4

Resultados

4.1 Energia interna

Um dimero de a — D — galactose com a ligagao glicosidica do tipo 1-4 est&

ilustrado na figura 4.1 com ¢ = 0% e 3 = 0°,

Figura 4.1: Um dimero de @ — D — galactose com ¢ = 0° e ¥ = 0°. Os atomos em cor verde,
vermelho e branco representam os atomos de hidrogénio, oxigénio e carbono, respectivamente.

A designagdo o — D significa que o grupo hidroxila OH ligada ao carbono C)
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esta do lado oposto do anel do agicar a partir do substituinte ligado ao carbono
Cs, e a configuragao do carbono C5 é a mesma que a do carbono assimétrico
do D-gliceraldeido justificando assim a nomenclatura deste agticar. Os residuos
GalA~ e Gal AH possuem geometria e cargas parciais obtidas através de célculos
quanticos semi-empiricos feitos com o pacote MOPAC(verséo 5.0)[47]. O residuo
carregado tem geometria diferente do nao carregado como uma consequéncia da

distribuigao de cargas diferente das duas moléculas[47]. A figura 4.2 mostra

os mapas conformacionais para as quatros possiveis sequéncias diméricas|(a) :

GalAH — GalAH, (b) : GalAH — GalA~,(c) : GalA~ — GalAH, (d) : GalA™ —
GalA~]. A fungdo energia potencial esta representada pela equacao 2.28 e, como
ja mencionado, os grupos OH foram tratados como sendo um tnico 4tomo com
o raio de Van der Waals do 4tomo de oxigénio.

Duas regides de mais baixa energia(V < lkcal.mol™1 acima do minimo) sao
observadas nos quatro mapas. Os contornos mais externos sao governados pela
termo repulsivo do potencial de Lennard-Jones dai a semelhanca dos mapas. No
mapa 4.2.a, a configuraciao de mais baixa energia encontra-se em torno de (20, 30),
entretanto os pares ¢ e ¥ de ambas regioes tém chance igualmente provavel de
aparecer em uma cadeia composta de segmentos de GalAH — GalAH. O surgi-
mento das duas regides de minima energia deve-se as interagoes coulombianas que
conferem ao dimero descarregado uma liberdade conformacional levemente maior
em relacao aos dimeros GalAH — GalA~ e Gal A~ — GalA™, pois observa-se que

a area que delimita as duas regides de menor energia, no caso GalAH — GalAH,
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contém um nimero maior de estados.

O mapa conformacional mostrado na figura 4.2.b revela uma liberdade con-

formacional mais limitada.

90

Figura 4.2: Mapa da cncrgia conformacional. A+ localiza o primciro mfnimo ¢ B+ o
segundo (a)GalAH — GalAH com V4 = —-2.16 em (¢,¥) = (20,30) e (Vp = —1.9 em
(¢,¢) = (—40,-10); (b)GalAH — GalA~ com V4 = —12.8 em (¢,?¢) = (40,20) e Vp = —12.7
em (¢,¥) = (=30, —30); (c)GalA~ —GalAH com V4 = —2.9 em (¢, %) = (20,30) e Vp = —2.86
em (&,¥) = (—40,-20): (d)GalA~ — GalA~ com V4 = 0.6 em (¢,¢) = (30,20) e Vg = 0.97
em (¢,%) = (—=30,—=30). A energia esta em lkcal.mol ™!, os mapas apresentam contornos de 1
keal.mol=! acima do mfnimo até 8 keal.mol~1.

Isto se deve a presenca do grupo COO™ do residuo redutor préximo ao residuo
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nao-redutor favorecendo a interacao eletrostatica. HA portanto, uma diminuicao
significativa da energia conformacional(Vi, = —12,8 kcal /mol), e o minimo de
energia esta em (40,20). E, em contra partida, as conformagoes estdo restritas a
um numero inferior de pares ¢ e 1, em relagao ao caso totalmente descarregado,
em torno do minimo indicado.

Quando o grupo COO~ esta no residuo nao-redutor como no caso GalA™ —
Gal AH (figura 4.2.¢), a interagio eletrostatica do grupo carregado com os 4tomos
do outro residuo ocorre a distancias suficientemente maiores que no caso GalAH —
GalA~ e produz um mapa muito semelhante ao do caso descarregado. O minimo
da energia ocorre em (20,30) e o valor da energia, Viin, € —2,9 kcal /mol.

Finalmente, o mapa da figura 4.2.d refere-se ao dimero GalA~ — GalA~
onde a conformacao de mais baixa energia encontra-se em torno de (30,20) com
Vinin = 0,6 kcal/mol. A repulsao entre as duas cargas eleva significativamente a
energia conformacional, porém a caracteristica de duas regioes de minima energia

é mantida com uma diminuigao no espago conformacional do dimero.

4.2 A solvatacao dos dimeros a — D — galactose

Os calculos referentes a energia de solvatacido foram efetuados através da
equacao 3.19 com os valores 2 e 80 paras as constantes dielétricas da molécula e
do solvente, respectivamente. Para as mesmas conformagoes nos mapas da figura

4.2, referentes a energia interna, obtivemos a energia de solvatagao, ou de outra
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maneira, a energia de transferéncia da molécula de um meio onde nao existe uma
fronteira dielétrica para um meio com solvente.

Tentamos verificar se 0 mapa da energia de solvatacao também apresenta as
mesmas caracteristicas que os mapas da energia interna, ou seja, se as regioes
de baixa energia seriam muito parecidas com os respectivos mapas da figura
4.2. Os resultados da energia de solvatagao(energia de cavitagio mais a ener-

gia proviniente do campo de reac¢do, onde o termo de cavidade foi calculado

usando v = 0.072 kcal.mol~'A-2) para as quatros combinagdes de dimeros

[(a) : GalAH — GalAH,(b) : GalAH — GalA~,(c) : GalA~ — GalAH,(d) :
GalA~ — Gal A7, estao ilustrados nos mapas da figura 4.3.

Os mapas da figura 4.3 tém todos em comum que a regiao 0 < ¢ < 180° e
0 < 3 < —180° é proibida, ou seja, tem energia maior de 10 kcal.mol™! acima
do minimo. Isto também ocorre nos mapas da figura 4.2. Qutra caracteristica
é que, com excecao do mapa em 4.3.d, a regiao central dos mapas(menos aquela
parte do quarto quadrante, como observado acima) possui energia menor que
10 kcal.mol™! acima do minimo. Os minimos principais de energia ocorrem em
(¢, ) = (=70,-50) € Spin = —70,2 kcal.mol™!, (¢,v) = (10,80) e Spin =
—127,8 kcal.mol™, (¢,v) = (=30, —170) e Spin = —127,2 kecal. mol™' e (¢, ?) =
(—40,—160) e S, = —240,9 kcal.mol™", respectivamente para os mapas das
figuras 4.3.a,b,c e d.

Comparando com os mapas da figura 4.2, constata-se que esses minimos sao

externos aos contornos da energia acima de 8 kcal.mol~! acima do minimo daque-
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les mapas. Mas, nos mapas das figuras 4.2 os contornos externos sao definidos

pelos conflitos estéricos, ou, mais especificamente, pelo termo repulsivo(1/r'?)

da expressao de Lennard-Jones. Esse termo produz barreiras energéticas prati-
camente intransponiveis, pois é uma manifestacdo do principio de exclusdo de

Pauli.

-180 ; T T T T -180 T T T T T
-180 -120 60 120 180 -180 - 180

Figura 4.3: Mapas da energia da solvatacio. (a)GalAH — GalAH(Smin = —70.2
e (¢,9) = (-70,-50)); (b)GalAH — GalA=(Spmin = —1278 e (¢,%) = (10,80));
(c)GalA™—GalAH (Spmin = —127.2 e (¢,¢) = (=30,-170)); (d)GalA~ — GalA=(Spin =
—240.9 e (¢,¢) = (—40,-160)). A energia estd em kcal/mol, e os mapas apresentam con-
tornos de 1 kcal/mol.
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Isto significa que, a despeito dos valores absolutos das energias de solvatacgao,
é o termo repulsivo que determina os contornos externos do mapa.

Devemos lembrar que a energia de solvatacao, mostrada nas figuras 4.3, cor-
responde & energia de interacao eletrostatica do soluto com a polarizacao que ele
induz no solvente, através do campo de reagao e a energia para abrir uma cavidade
para "abrigar" o soluto. Se desejamos obter a energia total devemos acrescentar
a essa energia a energia interna, como calculada nos mapas das figuras 4.2.

Nas figuras 4.4, mostramos a contribuigao de cada termo da energia(Lennard-
Jones, coulombiano, energia de campo de reacio e a energia de cavitagdo) para
cada um dos dimeros considerados, na situagao particular em que ¢ é fixado em
-40° e 9 varia de dez em dez graus no intervalo [—180°,180°]. Interessa-nos as
variagoes relativas de cada contribuigao. Dessa forma, todas as energias estao
normalizadas de modo que todas sao zero para v = 10°.

E evidente que os limites do poco de energia de cada mapa sera determinado
pelo termo repulsivo(aqui contido no termo de Lennard-Jones). Na figura 4.4, os
valores de 1) permitidos estao na regiao —60° < ¥ < 30°. Dos mapas da figura 4.2,
depreende-se que a regiao de conformagoes livres de conflitos estéricos estariam
no quadrado —60° < 1) < 60° excluida a parte do quarto quadrante.

Na regiao de interesse, onde nao hé conflitos estéricos, as contribuicoes para a
energia coulombiana apresentam o mesmo padrao para os diversos dimeros, qual
seja, valores negativos a esquerda de ¢ = 10° e positivos a direita. Para o dimero

GalAH — Gal A~ os valores da energia coulombiana sao mais negativos que para
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os demais dimeros.
O comportamento apresentado pela energia do campo de reagéo é qualitativa-

mente simétrico a energia coulombiana, com excegdo do dimero GalA~ —GalAH.

energia de cavidade(*) energia de Van der Waals
—— energia coulombiana energia de cavidade(*")

energia de campo de reagio

20 15 100 50 0 50 100 150 200
v

\

200 150 100 S0 0 50 100 150 200 20 150 100 50 0 50 100 150 200
v v
Figura 4.4: A contribuigao das energias de cavidade, van der Waals, coulombiana e do campo
de reacao para a secgdo transversal com ¢ fixado em —40° e ¥ variando de —180° a 180°
para os quatros dimeros: (a)GalAH —GalAH, (b)GalAH —GalA~, (c)Gal A~ GalAH, (d)Gal A~
—GalA~. (*) para v = 0,072 kcal mol~'A~2 e (**) para os valores de 7 listados na tabela 3.1.

A contribuigéo & energia de solvatagéo, quando utilizamos vy = 0.072 kca.mol ™

A-2 para toda a molécula, revela um comportamento bem uniforme na regiéo de
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interesse. Podemos inferir do comportamento dos termos de van der Waals e
de solvatacao que as caracteristicas geométricas de GalAH e GalA~ nao diferem
substancialmente.

A exposi¢ao dos grupos mais ou menos hidrofébicos, entretanto, nao sao os
mesmos nos diversos casos. Isto pode ser observado analisando a energia de
solvatacao quando y depende do tipo de atomo considerado. Embora, as formas
das curvas que caracterizam essa contribui¢ao sejam muito parecidas, para os
dimeros que tém como mondémero redutor um GalA~, as energias relativas sao
mais negativas por até 2 kcal/mol. Logo, as conformagoes com valores de ¢ pré-
ximos a —50° pesarao de forma importante nas regides do mapa conformacional
dos residuos contendo esse tipo de mondémeros.

Na figura 4.5 estao os mapas da superficie da energia total calculada através

da equagao 3.21, com o valor de «y igual a 0.072 kcal mol~1A-2 para os quatros

dimeros estudados.

O mapa da energia conformacional do segmento dimérico totalmente descar-
regado, na figura 4.5.a, é muito semelhante ao mapa da figura 4.2.a com relacao
a area ocupada em funcao da presenca do meio solvente, porém o minimo da
energia, que em um meio homogéneo estava perto de (20,30), em meio solvente
desloca-se para a regiao proximo a (-40,10). Ambas regides tém energia menor que
1kcal.mol™! e possuem aproximadamente o mesmo ntiimero de estados(4reas das
superficies de energia). Do ponto de vista estatistico, elas sdo muito semelhantes.

O mapa na figura 4.5.b referente a GalAH — GalA~ revela que a presenca
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de um grupo carregado nessa molécula em meio solvente restringiré significativa-

mente sua liberdade conformacional.

-m T T T T T hg Y T T T
90 60 -0 3 60 0

Figura 4.5: Mapa da energia total. A+ localiza o primeiro minimo ¢ B+ o segundo
(a)GalAH — GalAH com V4 = —27.3 em (¢,¥) = (—40,10) e (Vp = —27.9 em (¢,¢) =
(10,30); (b)GalAH — GalA~ com V4 = —36.8 em (¢,¥) = (—40,10) e Vg = —35.0 em
(¢, ¥) = (—10,40); (c)Gal A~ —Gal AH com V4 = —26.2 em (¢,¢¥)) = (—40,0) e Vp = —26.1 em
(o, ¢') = (20, 30); (1)GalA~ — GalA~ com V4 = —106.6 em (¢,¥) = (—40,10) e Vp = —104.9
em (¢,¢¥)) = (—=10,50). A energia est4 em lkcal.mol™!, os mapas apresentamn contornos de
1kcal.mol=! acima do mfnimo até 8 kcal.mol=!.

Podemos conjecturar que as disténcias entre as cargas polarizadas no sol-

vente em torno do grupo carregado e os &tomos do residuo néo-redutor sao
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menores quando comparamos com caso GalA~ — GalAH (figura 4.5.c), o que

deve favorecer ainda mais a interagao eletrostatica. Os dados numéricos confir-
mam essa suposicao, pois, para GalAH — GalA~, V,,in = —36.8 kcal /mol e para
GalA~ — GalAH, Vyin = —26.6 kcal /mol.

Comparando os mapas conformacionais 4.5.a e 4.2.a, referentes ao dimero
descarregado, observamos que as energias de cavitacao e de campo de reagao nao
alteram a liberdade conformacional da molécula. Por outro lado, quando ambos
residuos estao carregados(figura 4.5.d), a liberdade conformacional é significati-
vamente diminuida em relagiao ao caso da figura 4.2.d. Dai, pode-se inferir uma
cadeia mais extensa nesse caso. A razdo para isso esta na forma como os grupos
carregados polarizam o solvente e seus efeitos na repulsao entre estes grupos.

Usando os valores de «y da tabela 3.1 para os tipos de 4tomos relacionados, no-
vamente calculamos a energia de solvatagao e também a energia total do sistema,
figura 4.6. Como observa-se da figura 4.4, a energia de cavitagao deve influenciar
as regioes de mais baixa energia em todos os mapas.

Uma caracteristica geral dos mapas conformacionais da figura 4.6, compa-
rando aqueles das figuras 4.2, é que os pogos de energia sao mais estreitos e, em
dois casos, mais profundos. Por exemplo, na figura 4.6.a, a segunda regiao de
menor energia é bem mais limitada do que a primeira, diferentemente do que
ocorre no mapa da figura 4.2.a. Isso pressupoe uma diminui¢ao da liberdade
conformacional do dimero neutro em meio solvente.

Quando o monémero redutor esta carregado, verifica-se no mapa b da figura
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4.6 que os dois minimos séo deslocados para regides mais distantes do centro.

‘m T T T T T -m T T o T T T
90 60 -0 0 30 60 20 90 60 -0 %:’ 30 60 90

Figura 4.6: Mapas da energia total com 7 dependendo do tipo de dtomo. A+ localiza o
primeiro minimo e B+ o segundo (a)GalAH — GalAH com V3 = —40.5 em (¢,v¢) = (0,40)e
Vp = =395 em (¢,¥) = (—40,-20); (b)GalAH — GalA~ com V4 = —89.3 em (¢,¥) =
(—10,50) ¢ Vg = —88.8 em (¢,v) = (—60,-30); (c)GalA™ — GalAH com V4 = —93.6 em
(6,%) = (20,30) e Vi = —91.1 em (¢, ¥)) = (—40, —30); (d)GalA~ — GalA~ com V4 = —127.2
em (¢,v) = (10,40) e Vp = —124.2 em (¢,?¢") = (=50, —30). A energia est4 em kcal/mol e os
mapas apresentam contornos de 1 kecal/mol acima do minimo até 8 keal/mol.

Comparando o mapa ¢ e d com seus correspondentes na figura 4.2, nota-se,
além da diminuigao da liberdade conformacional, que a segunda regido de menor

energia est4d a mais de 2 kcal/mol acima da primeira, com o estado energético
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mais baixo préximo a (20,30) quando o monémero nao redutor esta carregado e,
no caso completamente carregado, o minimo esta proximo a (10,40).

Se compararmos os mapas feitos com modelos diferentes para a energia de
solvatagao, observamos que no caso do dimero completamente neutro(mapas a),
ocorre uma inversao na posi¢ao dos minimos A e B, com um redugao significativa
no nimero de estados de mais baixa energia na segunda regiao de minimo do
mapa 4.6.a. No caso dos mapas b, a principal diferenga é que os minimos estao
mais distantes um do outro na figura 4.6, enquanto que na figura 4.5 as regioes sao
mais centrais. Analisando os mapas ¢, vemos novamente uma troca na posigao
dos minimos, porém, no mapa 4.6 a regiao B esta a mais de 2 kcal/mol acima
da regidao A, enquanto que na figura 4.5 ambas regides estao no mesmo nivel de
energia(até 1 kcal/mol acima do minimo global). E, finalmente, confrontando
os mapas referentes ao dimero completamente carregado, a diferenca é que no

caso do mapa da figura 4.6.d, os estados permitidos estao limitados na regiao

do minimo A(o minimo B esta a quase 3 kcal/mol acima do A), e no mapa d

da figura 4.5, ambas regioes de minimo diferem de até 2 kcal/mol e apresentam

tendéncia central.
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4.3 Propriedades conformacionais da cadeia de

acido poligalacturénico(PGA)

Todos os mapas conformacionais analisados anteriormente vinculam a energia
do dimero a sua geometria espacial, e esta informacao sera usada na "construgao"
de cadeias. A utilizacao dos mapas conformacionais diméricos analisados para a
geragao da cadeia basea-se no fato de que o sistema(soluto-solvente) encontra-se
sob as condigbes experimentais ¢, onde as interagoes entre os mondmeros mais
distantes ao longo da cadeia sao compensadas pelas interagoes cadeia-solvente e
solvente-solvente.

Um programa monta a molécula adicionando mondémero por monoémero. O
tipo de cada monoémero(carregado ou nao carregado) é escolhido aleatoriamente
vinculado a um grau de ionizacao previamente determinado. Os angulos ¢ e ¥,
de cada ligacao glicosidica, sao escolhidos em fun¢ao do peso que a sua energia
lhes confere. Para cada par (¢,1) esta associada uma energia V(¢,?) e como
o intervalo de variagao angular de ambos é de —180° a 180° de 10 em 10 graus,
existirao, entao, 37x37 pares (¢,%). A probabilidade de escolher um par (¢;, ¥:)

com energia V(¢;, ;) sera dada por:
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2= e #" (4.2)

As probabilidades sao calculadas e ordenadas de forma decrescente, isto é,
o estado mais provavel ocupa o setor entre 0 e p; de um segmento unitario, o
segundo estado no intervalo entre p, e p; + po, e assim sucessivamente, pois a

soma de todos os p; deve ser unitario. O programa gerard um nimero aleatério

Jo ...—-—b—,“...—,’

Py P, Fy B F

n

£ ese P < £ < Py, entdo, os valores de (¢x+1,%k+1) serdo escolhidos para
crescer a cadeia. As regioes mais internas nos mapas conformacionais sao as de
mais baixa energia, logo as de mais alta probabilidade. As cadeias conterao um
nimero maior de pares (¢;, ¥;) que pertengam a essas regioes.

Analisaremos o comprimento de persisténcia médio e a razao caracteristica

da cadeia de PGA, definidos, respectivamente, como[23]

n

< P, >=< (E,/Ll).ZE,- s

=1

" e e
Cn — WP— (44)

&

onde n é o nimero de mondémeros, < r?

>, € o valor médio do quadrado da

distancia ponta & ponta (7= ). L;,onde L é 0 comprimento médio da ligagao
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virtual e L; sdo os vetores virtuais das ligaces glicosidicas), < ... >, significa que

as médias correspondem a situacao nao perturbada, ou seja, somente os vizinhos
imediatos interagem. No caso de cadeias carregadas, isso significa operar com
uma quantidade de contra-ions que blindam as interacoes de longo alcance.

Os valores médios do comprimento de persisténcia e da razao caracteristica
foram calculados para as cadeias geradas com os mapas da energia total usando
as duas prescrigoes para o cédlculo da energia de solvatagao, e também com os
mapas referentes a energia interna, sem a contribui¢ao do termo de solvatacao. As
diferencas dos valores de C,, e P, foram analisadas para dois casos extremos; um
deles é quando temos somente mondmeros carregados na cadeia e outro quando a
cadeia é completamente neutra. A figura 4.7 mostra os resultados para o primeiro
caso citado.

A cadeia de PGA completamente carregada é um polissacarideo mais esten-
dido e rigido se considerarmos os calculos realizados com o modelo de solvatagao
WSAS, como revela a razao caracteristica média e o comprimento de persistén-
cia médio relativamente grandes, calculados para varios graus de polimerizagao.
Isto se deve as restrigoes conformacionais mostradas no mapa d da figura 4.6
relativamente aos outros casos(mapa d das figuras 4.2 e 4.5).

Os resultados para o caso de uma cadeia de PGA completamente neutra
estao ilustrados na figura 4.8 para C, e P,. No segundo caso, o comprimento de
persisténcia e a razao caracteristica nao apresentam valores discrepantes entre as

trés formas utilizadas para a obtencgao da energia total do sistema.
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L] 2 I ¥ I = 1
150 200 250 300
n

Figura 4.7: Comprimento de persisténcia < P, > e razio caracteristica < C,, > como fun¢io
do grau de polimerizagdo n. Todos os mondmeros da cadeia estao carregados. (e)Energia de
cavitacao calculada com coeficiente de tensdo superficial fixo, (o) com coeficiente de tensao
superficial variando de acordo com a tabela 3.1 e (+) sem a contribui¢ao da solvatagio.

1
100

Como ja haviamos notado, as regioes dos minimos A e B no mapa a da
figura 4.2 e 4.5 possuem praticamente o mesmo nimero de estados, ou seja,
as respectivas areas sao muito parecidas no tamanho e a troca da posicao do
minimo global é irrelevante, pois sao minimos essencialmente de mesma energia.

No entanto, a mesma situagao nao ocorre no mapa 4.6.a, onde a regiao do poco
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A é bem maior que a do pogo B. Isto pode explicar a diferenca entre as curvas

no grafico 4.8 para n maior que 100.

T g T L T : T - T
100 150 200 250 300

n
Figura 4.8: Comprimento de persisténcia < P, > e razao caracteristica < C,, > como fungio
do grau de polimeriza¢ao n. Todos 0os mondémeros da cadeia s@o nao carregados. (e)Energia
de cavitacao calculada com coeficiente de tensao superficial fixo, (o) com coeficiente de tensao
superficial variando de acordo com a tabela 3.1 e (+) sem a contribuigao da solvatagio.

Na tabela 4.1, estao dispostos o valores encontrados para a razao caracteristica

e o comprimento de persisténcia para as cadeias neutras e totalmente carregadas,

considerando os trés modelos utilizados para o calculo da superficie de energia
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dos dimeros.

Tabela 4.1: Valores da razao caracteristica C,, e do comprimento de persisténcia P, para os
modelos usados.

Energia | Solvatagao com | Solvatagao | Dados de
interna* | campo de reagao® | (WSAS)* | Tvaroska**

cadeia 129 136 126
neutra 381 426

cadeia 103 107
carregada | P, 292 312

*n=300, ** n=2000.

A tltima coluna refere-se aos dados obtidos por Tvaroska e colaboradores[48|.
Nesse trabalho, os autores, consideraram o residuo flexivel no célculo da energia
do dimero, assumindo um residuo médio para simular as cadeias. Eles usaram

uma cavidade esférica, com um raio suficiente para acomodar o soluto, e a teo-

ria de campo de reagao de Onsager, para avaliar a contribuicao eletrostatica do

solvente. Além disso, consideraram um termo de dispersao entre o soluto e o
solvente.

Optamos por manter a estrutura rigida em fungao de, em um trabalho anterior
[49], ter se verificado que as dimensoes da cadeia dependem tanto da topologia do
mapa quanto da geometria do monémero. Por fim, a topologia da superficie de
energia, considerando somente a energia interna no caso dos monémeros flexiveis,
é semelhante aquela do caso rigido. Sao os contornos externos que se alteram

mais significativamente, porém estes sdo menos relevantes na "construgao" das
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cadeias.

Usando o modelo WSAS para a solvatagao, verificamos que as cadeias car-
regadas sao menos flexiveis que as completamente neutras, o mesmo resultado
obtido por Tvaroska e colaboradores como se pode observar da tabela 4.1. Os
demais modelos indicam exatamente o contrario a respeito da flexibilidade das
cadeias neutras e carregadas em meio solvente.

As superficies de energia conformacional também foram usadas para avaliar
a variacao da razao caracteristica média do polimero em fungao do percentual de
grupos GAIA™, ou seja, o grau de ionizagao. Por problema de disponibilidade,
assumimos n=200, como grau de polimerizacdo. Os grupos carregados estao
aleatoriamente distribuidos na sequéncia da cadeia. As médias foram efetuadas
sobre as 20.000 cadeias geradas para cada caso de percentual de GalA~. Um
nimero maior de cadeias nao é necessario visto que os céalculos efetuados para
100.000 cadeias nao mudam a distribui¢ao gaussiana dos valores observados, tais
como distancia ponta a ponta, a menos da altura do valor maximo da gaussiana.

A figura 4.9 mostra os valores de C,(z%)/C,(0%) em fungao do percentual
de grupos carregados. Esta normalizagao foi feita devido a extrapolagao para C,

dos valores experimentais, enquanto os valores tedricos sao referentes a n = 200.

O dados experimentais obtidos por Plaschina e col.|[50], usando espalhamento

de luz e uma concentracao de sal suporte de 0.1M, para blindar as interacoes
eletrostaticas, mostram que o comportamento de C,, decresce até cerca de 60%

de grupos carregados e depois volta a crescer. O valor de C, para as cadeias com
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100% de GalA~ é menor do que para as cadeias sem carga, o mesmo comporta-
mento obtido nas figuras 4.7 e 4.8 para os célculos realizados sem solvatagao e

com a solvatacao usando o campo de reacao e a energia de cavitagao.

C (x%)/C,(0%)

T

T T
90 100

110
%GalA

Figura 4.9: Valores de C,,(2%)/C,(0%) em fungao do percentual de mondmeros carregados.
(o) Cadeias geradas usando o valor de v fixo. (A) Com os valores de « listados na tabela 3.1.
(+) Considerando somente a energia interna. (o) Dados de espalhamento de luz estatico obtidos
por Plaschina e col.|50].

As curvas da figura evidenciam que nesse limite de aproximagao todos os mo-
delos tém o mesmo comportamento qualitativo, ou seja, apresentam uma forma
parabolica para a razao caracteristica como funcao do grau de ionizagao. A
razao para este comportamento parabdlico é que, devido a sequéncia aleatéria
dos monoémeros, os quatros mapas para cada aproximacao sao usados e eles,

como discutido anteriormente, pesam de forma diferente as regioes da superficie
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de energia de cada dimero. Ressaltamos, ainda, que estamos trabalhando numa
aproximacao em que somente os vizinhos imediatos interagem, o que, no caso de
cadeias carregadas requer uma consideravel quantidade de sal suporte.

Célculos das energias de solvatagdo usando o campo de reagao foram rea-
lizados para os diversos dimeros, com varias concentracoes de sal. As regioes de
minimo e o peso estatistico dos varios estados nao se alteram significativamente,
o que implica em cadeias de mesmas propriedades que as consideradas.

Os resultados obtidos com a energia de solvatagao calculada através do campo
de reacgao e da energia para abrir a cavidade que comporte o dimero conduz &

curva parabélica menos acentuada. Testes realizados com outros valores para o

parametro (entre -0,0025 e 0,1 kcal.mol~'A2) néo alteraram qualitativamente os

resultados. Isso evidencia de um lado a insensibilidade do resultado com relagao
ao parametro 7, e, de outro, que se deve questionar a extensao simples que foi
realizada aqui no sentido de que a energia da cadeia pode ser considerada como
a soma dos pares de mondmeros. Os resultados sugerem que, para esse tipo de
aproximacao, se deve proceder ao célculo da solvatacao para toda cadeia.

Os resultados obtidos com a energia de solvatagao usando o modelo WSAS
sao qualitativamente melhores e sugerem que uma parametriza¢ao mais adequada
dos valores de 7; s pode melhorar a concordancia dos resultados. A vantagem
desse modelo é a simplicidade de calculo.

Por fim, os dados usando a energia interna sao aqueles que mais se aproxi-

mam do comportamento experimental. Isso, provavelmente, se deve ao fato dessa
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abordagem ser mais coerente com a aproximacao de condigao-f. Nesse sentido,

calculos com os outros dois procedimentos sem a fatoragao da energia total nas

energias por dimeros terao que ser realizados.
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4.4 Conclusao

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do solvente nas dimensées nao
perturbadas das cadeias poligalacturénicas acidas(PGA), observando as influén-
cias devido a presenca e quantidade de grupos ionizados na sequéncia da cadeia.
Trés prescricoes foram adotadas para obter a energia conformacional das quatro
combinagoes diméricas estudadas:

1- Considerando apenas a energia interna(sem a contribui¢ao do termo de cavi-
tacdo e do campo de reagao).

2- Adicionando a energia interna o termo de solvatacao calculado com  fixo na
energia de cavitagao.

3- E assumindo o modelo WSAS de Kollman e colaboradores para a energia de
solvatacao, somando-se & mesma a energia interna.

O comprimento de persisténcia e a razao caracteristica foram analisados para
as cadeias de PGA totalmente carregadas e totalmente neutras. Observamos que
esses parametros, nas prescricoes 1 e 2 citadas acima para a energia, indicam
cadeias menos estendidas no caso de cadeias carregadas do que no caso completa-
mente neutro. Usando o modelo WSAS, obtivemos resultados semelhantes aos de
Tvaroska e colaboradores, isto é, as cadeias carregadas sdo mais estendidas que
as neutras. Esse comportamento seria intuitivamente esperado, porém na apro-
ximagao realizada, ou seja, na condigdo em que as interagoes de longo alcance

foram compensadas, vé-se que este nao é necessariamente o caso, com o resul-
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tado dependente do tratamento dado ao solvente sobre a superficie de energia dos
dimeros.

Variando-se a quantidade de grupos ionizados na cadeia e comparando os
resultados com os dados experimentais de espalhamento de luz estatico, os trés
modelos mostram uma concordancia qualitativa com os dados experimentais, ou
seja, reproduzem o carater paraboélico para a razao caracteristica em funcao do
grau de ionizacao. Quantitativamente, o modelo que mais se aproxima do valor
minimo experimental para a razao caracteristica é aquele no qual somente a
energia interna é considerada. Como se argumentou anteriormente, ele é o mais
coerente com a aproximacao de estados independentes. Uma calibragao mais ade-
quada dos valores de 7;, ou mesmo o uso de um modelo com todos os 4tomos, pode
melhorar os resultados com o modelo WSAS, tais testes estao presentemente em
curso. O modelo que usa o campo de reagio para calcular o efeito eletrostatico

do solvente foi que mais se afastou do minimo da curva experimental, embora

seja o que deu melhor resultado para cadeias fracamente ionizadas(até 30% de

grupos carregados). Nesse caso, parece questionavel, mais do que nos outros, a

utilizagao de estados independentes. Simulagbes com a cadeia completa seriam

necessarias.
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Apéndice A

Solucao analitica para o caso de

simetria esférica

Consideremos a vizinhanga esfericamente simétrica em torno de um fon par-
ticular central do tipo j. O potencial eletrostitico a uma distancia r do ion
central e a densidade de carga média em r serdo denotados por ¥;(r) e n;,
respectivamente. O zero do potencial é escolhido em r = co.

Devido a presenca do ion central j, ¥;(r) e n; serdo diferentes de zero em
r finito. A regido sob a qual ¥;(r) e n; diferem significativamente de zero é
chamada de atmosfera i6nica do ion central j. Quando r — oo, n; — 0,
devido a condicao de neutralidade, a concentracao média de ions do tipo ¢ a uma

distancia r do ion central j é
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pi(r) = piexp[—wi; /KT, (A.1)

onde p; é a concetragao de ions do tipo 7 no volume e w;; é o potencial de forga
média. Com a suposicdo de que para r > a(diametro do ion), temos —w;; ~

ziep;(r) e

pl(r) = piexp|—zie;(r) /kT). (A.2)

E importante salientar que a equagao A.2 é, em geral, nao exata, sendo exata

no limite de solugdes muito diluidas. Logo, a densidade de carga em r é

n;(r)=e Z zipl(r)=e Z zipiexp|—zie;(r) /kT) (A.3)

para (r > a). Com a segunda aproximacao de Debye-Hiickel, zey;(r)/kT < 1,
podemos expandir a exponencial até o termo linear e, mais um vez, esta aprox-
imagao também serd valida se a solugao for bem diluida. O primeiro termo na
expansao Y, zip; ¢ igual a zero devido a condigdo de neutralidade. Finalmente,
a equacao de PB, torna-se

1d2(ry))

r dr?

= k*y; (r>a)
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A soma na equagao A.5 ¢ duplamente a "forca iénica" (I) e entdo k oc I'/? e
k — 0, quando a solugéo aproxima-se de uma dilui¢ao infinita. Reescrevendo a
equagao A.4 na forma familiar

&(ry,
r{f:w‘rj) = K(rv;)

vemos que a solugao sera

rY; = C) exp(—kr) + Cy exp(+kr).

Sabemos que ¢; — 0 quando 7 — o0, e temos que escolher ¢, = 0. Portanto

_ C) exp(—kr)

i) = 2P (r>a) (A56)
Para avaliar C), consideraremos a situagao em que r = a onde nenhuma carga
pode estar presente exceto a carga z;e em r = a. A equagdo de Laplace é portanto

satisfeita no interior da esfera. Chamaremos de ¢; o potencial eletrostatico no

interior da esfera. Entao

1 d?(ry;)
v2 PR 7
¥i r dr?

=0

As integracoes sucessivas nos dara

d(re;)
dr Cs
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o=+ 2 (r<a) (A.9)

Quando r — 0, ¢; deve se aproximar do potencial de Coulomb z;e/er. Portanto,
Cy = zje/e. Para avaliar as contantes C e Cy usaremos as condigoes de fronteira

emr =a:

Yila) = pj(a),

¥i(a) = ja) (A.10)

Com essas condigoes, determinamos as constantes procuradas. A equacao A.6,

através da A.10, fornecera:

Portanto,




Apéndice B

Método das diferencas finitas para

a equacao de PB

O método das diferencas finitas consiste em discretizar o espa¢o em uma rede
ciibica com o potencial, a densidade de carga e a acessibilidade dos ions definidos
nos pontos da rede, frequentemente chamados de nos, e a constante dielétrica é
definida no ponto médio da linha que une dois pontos da rede.

Seja o ponto j da rede, com coordenadas (z,y, z), o ponto de referéncia e h
um namero positivo. A malha de passo h associado a (z,y,z) é o conjunto dos

pontos
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parat=1,2,....

As aproximagoes ¥(z,y, z) serao calculadas nos pontos desta rede. A ferra-
menta matematica basica na definicao de aproximacoes para derivadas é a série
de Taylor, que para uma fungio g(z) tendo derivadas até ordem n+1 em z, pode
ser escrita da seguinte forma:

n+1

g(n-H]'f
(n+1)!

h? h"

9(z +h) = g(z) + hg'(2) + 5797 (@) + ... + —g(2)" +
onde £ esta entre z e z + h. O 1ltimo termo da expansao acima representa o erro
da aproximagao de g(z + h) pelos n + 1 primeiros termos da série de Taylor.

Devemos obter as expangdes dos seis vizinhos em torno do ponto j da rede,

sendo assim temos

Ui (z + h,y, 2)
Uo(z — h,y, 2)
Y3(z,y + h, z)
Va(z,y — h, 2)
Us(z,y,2 + h)

ve(x,y,2 — h)

51/)3'(1'1 Y, Z)

E 82%(% Y, Z)

wj(xay:z)+h oz

¥i(z,y, 2) — hawj(i'% Y, 2)

2! O0x?
h2 2,y
h* 3%Y;(z,y, 2) 7

oz
o;(z,y,2)

2! 0x?
h2 2.0y .
h® Pi(z,y,2) |

lbj(-’ﬂ;ys Z)‘f—h 6?}

ll’j(l'a Y, Z) wult

31/)3' (.1‘, Y, Z) i

2! oy?
h2 8%y, 3
h* 0%Y;(z,y, 2) 1

dy

Nj(z,y, 2) 3.

2! 0y?
{3_2 821!;;5 ("L': Y, Z)

'Z,bj(m, Y, Z)

2! 022

ad
wj(:rayuz)_h Oz

Somando as equagoes obtemos

6
> ;= 6; + V2h?

+ _"lfclpwj(xaya Z) kA

2! 0z2
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ou, de outra forma
6

> (Wi — ) = =4k’

i

Assumindo a equagao de PB na forma linear

V3(e595) = —4mp + €k A,

e usando a penultima equacgao obtemos:

6

D il — %) = dmph? — kAR

i

oLl : 4 "
O primerio termo do segundo membro pode ser reescrito como % onde ¢; ¢ a

carga no ponto j da malha. E finalmente, o algoritmo para o potencial na rede é

dado por

Yo: et + 4
€ + k3 \;h?

V=
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