Universidade Federal do ABC

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
NANOCIENCIAS E MATERIAIS AVANCADOS

Erika Tiemi Sato

MODELO DFT CONSTRUIDO A PARTIR DO COLAGENO PARA
ESTUDO DA AGUA CONFINADA EM TECIDO DA DERME

Tese de Doutorado

Santo André
2014



PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
NANOCIENCIAS E MATERIAIS AVANCADOS

Erika Tiemi Sato

MODELO DFT CONSTRUIDO A PARTIR DO COLAGENO PARA
ESTUDO DA AGUA CONFINADA EM TECIDO DA DERME

Tese de Doutorado

Tese apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do grau de Doutor em
Nanociéncias e Materiais Avangados.

Universidade Federal do ABC — Campus
Santo André

Orientador: Prof. Dr. Herculano S. Martinho

Santo André
2014



MINISTERIO DA EDUCACAO

Fundacio Universidade Federal do ABC

Programa de Pés-Graduacio em Nanociéncias e Materiais Avan¢ados
Rua Aboligdo, s/n°— Vila Sdo Pedro — Santo André — SP

CEP 09210-180 - Fone: (11) 4996-0017
ppg.nanomat@ufabc.edu.br

FOLHA DE ASSINATURAS

Assinaturas dos membros da Banca Examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Tese de
Doutorado da candidata Erika Tiemi Sato, realizada em 25 de novembro de 2014:

/7[‘/( owéoww W\ /SEVLCL‘ZA*’WQ«)

Prof.(a) Dr.(a) Herculano da Silva Martinho (UFABC) — Presidente

N T )

Prof.(a) Dr.(a) Daniele Ribeiro de Araujo (UFABC) — Membro Titular

ﬁ/fzmw %N Qy&m o

(a) Dr.(a) Alexandre Reily Rocha (UNESP) — Membro Titular

W o A J JWQ

Prof (a) IDJr (a) Margarida Jurl Saekl (UNESP) — Membro Titular

| s, 7,
Prof.(a) Dr.(a) Priscila Pereira Favero (UNIVAP) — Membro Titular

Prof.(a) Dr.(a) Marcella Pecora Milazzotto (UFABC) — Membro Suplente

Prof.(a) Dr.(a) Caetano Rodrigues Miranda (UFABC) — Membro Suplente

Prof.(a) Dr.(a) Airton Abrahao Martin (UNIVAP) — Membro Suplente

Prof.(a) Dr.(a) Ana Maria do Espirito Santo (UNIFESP) — Membro Suplente

&) Universidade Federal do ABC



A todos aqueles

que participaram efetivamente da minha

formacéo pessoal e profissional



AGRADECIMENTOS

A Deus, minha fortaleza;

Aos meus pais, grandes exemplos na minha vida;

A minha irm&, minha doutora da alegria;

A Dna. Jandira, que me acolheu em Santo André;

Aos meus irmaos em Cristo, que torceram por mim e oraram comigo!

Ao Grupo de Estudos Biblicos da UFABC, que tanto me apoiou.

Ao Grupo de Pesquisa em Biossistemas e Biofotonica, pela colaboragédo no trabalho;
Ao prof. Dr. Herculano, meu orientador, por toda paciéncia e incentivo ao trabalho;

Aqueles que marcaram a minha caminhada, no corpo de Cristo: Gilson, Asaph, Paulo,
André, Sheila, Lidia, Amanda, Laiz, Leticia, Jéssica, Luana, Eleni, Bia, Rafa, Marcio,
Gilberto, Rodrigo, Genesis, Ed, Beto, Edu, Lucas, Raul, Dan, Gui, Victor, Leandro, Nicole,

Dind, Fernanda, Lilian, Hellen e todos que fazem parte do corpo de Cristo.

Em especial: Aos meus guardides oficiais, o "engravatado™ e o "a paisana", que atualmente é
engravatado também, e ao atirador reservista, por sempre me acompanharem em seguranca.

(conforme prometido, esta aqui o agradecimento...risos).

Ao senhor e a senhora Alva. Taci e Daniel, amigos desde o mestrado e socorro nas

disciplinas.

Aos amigos Han Pang e Rodrigo Nagata, com quem eu sempre pude contar nesta caminhada;
Aos professores e funcionarios da UFABC, por todo apoio e confianca;

A todos que contribuiram para a realizacao deste trabalho.

A UFABC e a CAPES pelo apoio financeiro.



Um papel ndo diz tudo. H& muito mais do que
se pode ser lido. O que foi vivido, isso sim é
um aprendizado para toda a vida. Aprendizado

duro, mas cheio de esperanca.



RESUMO

SATO, Erika Tiemi. Modelo DFT construido a partir do colageno para estudo da agua
confinada em tecido da derme. 2014. 102 f. Tese (Doutorado em Nanociéncias e Materiais
Avancados) — P6s-Graduacdo em Nanociéncias e Materiais Avancados. Universidade Federal
do ABC. Santo André, 2014.

A biopsia 6ptica utilizando espectroscopia vibracional emerge como uma técnica com boa
sensibilidade e especificidade no diagndstico de doencas. Entretanto, para melhor entender
como as altera¢Bes bioquimicas se traduzem em alteragfes estruturais que conduzem a estes
estados patologicos, sdo necessarios estudos mais aprofundados e a simulagdo computacional
é a ferramenta adequada. Existem diversos estudos que envolvem macromoléculas e tecidos,
porém ainda ndo é conhecido um modelo teérico para sua descricdo e comparagdo aos
resultados experimentais de espectroscopia Raman. Neste contexto, buscou-se encontrar um
modelo tedrico para o tecido, partindo de um peptideo de colageno, com diferentes graus de
hidratagdo e a presenca de agua confinada em sua estrutura, a fim de contribuir para os
estudos de bidpsia Optica por espectroscopia vibracional. Os modelos foram construidos a
partir de um peptideo de colageno, proveniente do Protein Data Bank e adicionados clusters
de &gua confinada em cada modelo. Os modelos foram comparados quanto a energia, minimo
global, momento de dipolo e frequéncias Raman experimentais. Foi possivel perceber que o
modelo D1 é preferivel para empacotar moléculas de agua e é também aquele que menos
favorece os processos de transferéncia eletrdnica e, consequentemente, 0 mais proximo de um
tecido de mucosa normal. Analisando tambeém os espectros vibracionais observou-se que 0s
modelos Cls e D1 sdo aqueles que melhor representam o espectro Raman experimental na
regido estudada. Também foram tabelados os modos vibracionais de cada modelo, o que
contribui para entendimento dos picos espectrais. P6de-se concluir que € possivel a aplicagdo
destes modelos a problemas biol6gicos reais, como estudos de cosmetologia e farmacologia
de tecidos.

Palavras-chave: Tecidos bioldgicos. Clusters de dgua. DFT (Density Functional Theory).
Espectroscopia Raman.



ABSTRACT

SATO, Erika Tiemi. DFT model built from collagen to study the confined water in dermis
tissue. 2014. 102 f. Tese (Doutorado em Nanociéncias e Materiais Avancados) — P0s-
Graduacdo em Nanociéncias e Materiais Avancados. Universidade Federal do ABC. Santo
André, 2014.

The optical biopsy using vibrational spectroscopy is emerging as a technique with good
sensitivity and specificity in the diagnosis of diseases. However, for better understanding how
the biochemical changes translate into structural changes that lead to these pathological
conditions, further studies are needed and the computer simulation is the appropriate tool.
Several studies involving macromolecules and tissues, but it is not yet known a theoretical
model for the description and comparison to experimental results of Raman spectroscopy. In
this context, we sought to find a theoretical model for the tissue, leaving a collagen peptide
with different degrees of hydration and the presence of confined water in its structure, in order
to contribute to the study of optical biopsy by vibrational spectroscopy. The models had been
built from a collagen peptide found on the Protein Data Bank and added to confined water
clusters in each model. The models were compared with regard to energy, dipole moment,
global minimum and experimental Raman frequencies. It was possible to notice that the D1
model is preferable to package water molecules and and is also the one that least favours the
electronic transfer processes and, consequently, the closest thing to a normal mucosa tissue.
Analyzing the Vibrational Spectra also showed that C1s and D1 models are those which best
represent the experimental Raman spectrum in the region studied. We also tabulated
vibrational modes of each model, which contributes to understanding of the spectral peaks. It
might be concluded that it is possible to apply these models to real biological problems, such
as cosmetology and pharmacology studies of tissues.

Keywords: Biological tissues. Water clusters. DFT (Density Functional Theory). Raman
spectroscopy.
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1 INTRODUCAO
A bidpsia 6ptica: importancia e desafios

Muitas patologias apresentam um estado inflamatorio associado. Diferencia-lo de
situacbes mais graves, como um cancer, ainda requer o olhar subjetivo de imagens
histopatoldgicas, embora, muitas vezes, nem assim isto seja possivel. Apesar de toda a
tecnologia para detectar e diagnosticar doencas como o cancer, 0 método padrdo para
discriminar os tecidos normais e alterados ainda é a analise histopatoldgica realizada em uma
bidpsia. Isto estd associado com um tempo e um custo consideravel e, sobretudo, a pericia de
um patologista. Ha limitagdes devido ao fato de que todos os métodos sdo baseados em
interpretacdes visuais, subjetivas, de anomalias morfoldgicas. A analise citoldgica do colo de
utero, por exemplo, principio elementar do teste de Papanicolau e coloscopia para diagnéstico
de céncer de colo do utero, tem uma alta taxa de falsos negativos, aproximadamente 50% [1].
Este fato é inerente a classificagdo histologica subjetiva de patologias. E comum que células
atipicas sejam associadas a infiltrados inflamatorios e o corte pode ser mal interpretado pelo
patologista como uma simples inflamacgéo, ao invés de uma malignidade ou neoplasia; ou
vice-versa. Dados do Relatério Mundial de Céancer 2008 (cap. 4 da ref. [2]), revelam que os
testes com o melhor biomarcador sérico total (antigeno prostatico especifico) apresentou 90%
de sensibilidade e 25% de especificidade. O mesmo relatério [2] indica que a sensibilidade do
teste de Papanicolau, que detecta o cancer intraepitelial de cancer de colo do Utero, é de 47-
62% e sua especificidade, 60-95%. A fim de superar estes desafios e alcangcar um diagnéstico
clinico minimamente invasivo, tém sido desenvolvidas novas ferramentas fundamentadas na
tecnologia foténica, como a bidpsia Optica. Isso porque muitas caracteristicas de interacdes
moleculares, nas células e tecidos, que ndo podem ser acessadas por histopatologia
convencional, podem ser acessadas por técnicas dpticas.

A bidpsia dptica se refere as técnicas nas quais a interagéo luz-tecido é analisada e
a informac&o a respeito do estado do tecido € obtida tanto in-vivo quanto ex-vivo, destacando-
se as técnicas espectroscépicas, como a absorcdo infravermelha (IR) e a espectroscopia de
espalhamento Raman. Esta ultima é de especial interesse devido a sua alta sensibilidade para
detectar variacGes bioquimicas e moleculares nos tecidos [3]. Além disso, ambas possuem alta
especificidade. No diagndstico do tumor de Wilms, por exemplo, a espectroscopia Raman
apresenta 93% de sensibilidade e 100% de especificidade [4]; e a deteccdo de cancer de mama

por espectroscopia no infravermelho, 98% de sensibilidade e 95% de especificidade [5]. No
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caso da discriminagdo de tecidos inflamatorios, utilizando espectroscopia Raman, esse
namero é de 97% de sensitividade e de 87% de especificidade [6].

Ainda assim, para melhor entender como as alteraces bioquimicas se traduzem
em alteracdes estruturais, que conduzem a estados patoldgicos, sdo necessarios estudos mais
aprofundados e a simulacdo computacional é uma ferramenta apropriada. Pelos calculos
computacionais é possivel obter o espectro vibracional de moléculas e macromoléculas
envolvidas nos processos patoldgicos. Deste modo, podem-se verificar quais 4&tomos ou
moléculas contribuem, de fato, para a existéncia de cada modo vibracional caracteristico, e
como as interaces entre eles ocorrem. Neste quesito, € importante destacar que, antes da
espectroscopia vibracional ser empregada rotineiramente, € essencial entender a natureza da
heterogeneidade bioldgica de uma amostra em estudo e sua relacdo com a variacdo espectral,
apresentadas por células e tecidos individuais.

Outra restricdo para a ampla aplicagdo da bidpsia Optica baseada na
espectroscopia Raman diz respeito a diferenciacdo entre tecidos pré-alterados, pré-malignos,
e/ou inflamatdrios, que podem apresentar erros de classificacdo [7,8,9]. O desenvolvimento de
um tumor maligno, por exemplo, esta relacionado a um processo inflamatério que ocorre em
simultdneo e, em geral, em torno do processo neoplésico [7,8,9]. Em especifico, a regido
espectral de 2800 a 3600cm™ é quase livre de fluorescéncia e as bandas nesta regido tém uma
secdo de espalhamento Raman maiores do que aquelas da regido de IR-médio ou regides de
terahertz. Além disso, no caso de infiltrados inflamatorios, 0s espectros Raman na regido de
impressdo digital (conhecida como regido de fingerprint: 500-1800 cm™), a mais usual na
pesquisa de bidpsia Optica, pode causar erros na discriminacdo do tecido normal e patolégico
[10,11,12]. Neste sentido, a analise das bandas na regido de alto niamero de onda (2800-3600
cm™) é uma 6tima alternativa e descreve muito bem as bandas relacionadas aos lipidios,
proteinas e carboidratos, quimicamente relacionadas as vibragdes de estiramento de OH, CH,
CH,, CHz e NH.

Caminhando dos resultados experimentais ao uso de modelos tedricos, simulagdes
computacionais sdo amplamente utilizadas para estudar e fazer previsdes a respeito de uma
ampla variedade de sistemas que vao da farmacologia as areas de engenharia [13,14,15]. Os
modelos atomisticos com base em calculos de mecénica quéntica tém melhor capacidade de
previsdo das propriedades dos materiais, no entanto, devido a sua inerente complexidade,
modelos atomisticos de tecidos biologicos para estudos de espectroscopia estdo ausentes na

literatura. Estes modelos seriam Uteis para entender as propriedades fisicas e bioquimicas dos
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tecidos. Por exemplo, pouco se sabe sobre 0s mecanismos subjacentes da migragéo celular na
cicatrizacdo de feridas, especialmente o papel modulador da tensdo mecanica num ambiente
microescalar [16]. Normalmente, as abordagens classicas do elemento-finito para modelar
tecidos moles tém sido aplicadas para simular caracteristicas mecanicas de tecidos como a
pele [17]. Os modelos de simulagdo relatados se referem principalmente a modelos classicos
[18,19,20,21] ou hibridos [22]. No entanto, muitas propriedades fisicas ndo tém sido
satisfatoriamente simuladas pelos modelos convencionais, sobretudo, quanto aos resultados
da interacdo da luz com a matéria, 0s espectros e seus modos vibracionais [23,24]. Assim, a
dindmica de elétrons, prétons e hidratacdo por dgua tem sido realizada utilizando abordagens
de mecénica quéntica, a fim de melhorar nosso conhecimento, estudando moléculas isoladas
ou solvatadas.

No caso da farmacologia, por exemplo, uma série de variacdes nas proporcdes dos
elementos presentes nos sistemas transportadores de farmacos através da pele precisa ser
testada até que se obtenham as quantidades ideais. Geralmente, testes mais gerais sdo
realizados em membranas artificiais (20-30 combinagdes diferentes), resultando em
aproximadamente 5 combinacdes para testes em animais. O processo é bastante dispendioso e
demora em torno de 6 a 8 meses para obtencdo de um Unico farmaco. Logo, os modelos
computacionais podem otimizar muito, tanto o tempo de resposta aos testes, quanto a precisdo
de quantidades e propor¢des. A degradacdo da camada lipidica da pele pode ser visualizada
por espectroscopia Raman e comparada aos resultados computacionais. Com isso, pode-se
obter um modelo aplicavel a via transdérmica, para testes de carreacdo de farmacos mais
préximo da pele real e maior eficiéncia no desenvolvimento de formulacdes.

De fato, existem diversos estudos que envolvem macromoléculas e tecidos, porém
ainda ndo é conhecido um modelo tedrico que os descreva e 0s compare aos resultados
experimentais obtidos por espectroscopia Raman. Além disso, estudos que analisem também
a presenca de agua confinada vém sendo cada vez mais essenciais [25]. A agua confinada é,
numa definicdo mais simples, uma ou mais moléculas de agua, em pequenas quantidades
(aqui no presente trabalho foram utilizadas até oito moléculas de &agua), presas numa
geometria de poro, muito facilmente encontrada na natureza, em materiais porosos e
granulares e tambem dentro e ao redor de macromoléculas, estruturas supramoleculares e
géis [26].

Sobretudo, no que diz respeito ao colageno, presente nos tecidos moles, Bohr e

Olsen (2010) sugerem que poderia haver duas camadas de moléculas de dgua confinadas entre
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as hélices e que este fato poderia ser investigado por espectroscopia vibracional [27]. Isso
reforca a importancia deste trabalho ao construir um modelo teérico para o tecido mole da
derme, a partir de um prototipo de coldgeno. Com ele é possivel obter diferentes graus de
hidratacdo, analisar a presenca de agua confinada em sua estrutura e 0s espectros do modelo.
Possibilita o estudo de modos vibracionais de biossistemas, contribuindo para 0 mapeamento
e interpretacdo dos espectros obtidos em estudos de bidpsia Optica de infiltrados
inflamatorios, e para conectar a pesquisa académica a clinica. E uma ferramenta promissora
que possibilita o entendimento de sistemas complexos, com as vantagens do uso de modelos

computacionais.

2 OBJETIVOS DO TRABALHO

Construir um modelo computacional capaz de mimetizar o tecido biol6égico da
derme. Para este modelo, partir de um peptideo de coldgeno com diferentes graus de
hidratacdo e a presenca de &gua confinada em sua estrutura, a fim de contribuir para a
compreensdo e interpretacdo dos espectros obtidos em estudos de bidpsia dptica por
espectroscopia vibracional. Comparar os resultados obtidos por simulagbes computacionais

aos espectros Raman experimentais.

3 TECIDOS MOLES

Tecidos moles sdo tecidos animais com matriz extracelular rica em fibras de
colageno e elastina. Sua funcéo € apoiar, interligar e proteger as demais estruturas e 6rgaos do
corpo humano, como vasos sanguineos, tendfes, musculos e nervos. Fazem parte dos tecidos
moles, a pele e a mucosa, objetos de estudo neste trabalho para a constru¢do de um modelo

computacional.
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3.1 PELE E MUCOSA: ESTRUTURA E CONSTITUICAO

A pele é um dos maiores 6rgéos do corpo humano com uma &rea de quase 2m?,
peso de 3 a 4kg e espessura que varia de 0,5mm em areas delicadas, como as palpebras, a
5mm ou mais em regifes de atrito, como as solas dos pés. A camada mais externa da pele,
denominada extrato cérneo é formada por dois componentes: celular (sobretudo, por varias
camadas de células mortas achatadas, que formam uma barreira protetora da pele); e
extracelular (matriz rica em lipideos) [28]. Sob a epiderme esta a derme, uma camada mais
espessa da pele, composta principalmente de colageno. Ali também se encontram vasos
sanguineos, terminaces nervosas e glandulas. Sob a epiderme hd uma camada de tecido
adiposo que funciona como um isolante, absorvendo os choques. Assim, a pele mantém
protegidos os tecidos que sob ela estéo.

Assim como a pele, a mucosa também ¢é constituida por um epitélio de
recobrimento, além de um tecido conjuntivo subjacente. Na mucosa bucal, a primeira camada
¢ denominada de epitélio bucal e a segunda, um tecido conjuntivo fibroso, é denominada
lamina propria ou corio. Na maioria das regides da cavidade bucal, existe uma submucosa,
exceto na superficie inferior da lingua. Esta, nos labios e na bochecha, é composta por feixes
de colagenos e de fibras elasticas, que ligam a mucosa ao musculo subjacente. Esta
composicao colabora para 0s processos de mastigacdo. De um modo geral, a mucosa bucal

tem as funcGes de protecdo, secrecdo, sensibilidade e regulacdo térmica. [29]

3.1.1 O Colageno

Das proteinas presentes no nosso corpo, o colageno € a mais abundante [30]. Esta
presente somente em matrizes extracelulares [31], é resistente e ndo extensivel, com grande
resisténcia a tracdo, e € o principal componente da cartilagem, ligamentos e tendGes, 0ssos e
dentes. Na natureza, treze tipos de colageno sdo encontrados e o do tipo | € o mais abundante
do corpo humano [32].

Uma fibra de colageno consiste numa tripla hélice com trés cadeias polipeptidicas
torcidas sobre si mesmas como em uma corda trancada [30], de alta resisténcia a tracdo [31]
(Figura 1). Estima-se que uma fibra de colageno de 1 mm de didmetro seja capaz de
suspender um peso de 10kg sem quebrar [31]. O tropocolageno, como é denominado a tripla
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hélice do colageno, possui aproximadamente 300 nm de comprimento e 1,5 nm de didmetro.
As trés fitas sdo mantidas unidas por ligacBes de hidrogénio, envolvendo residuos de
hidroxiprolina e hidroxilisina. Cada uma dessas fitas contém cerca de 800 residuos de

aminoéacidos [30].

Prolina

Hidroxiprolina

Glicina

Figura 1 — llustracdo esquematica da tripla hélice de colageno.
Os amino&cidos estdo representados por esferas em amarelo
(glicina), laranja (hidroxiprolina) e roxo (prolina).

Fonte: Adaptado de Campbell [30].

Cada cadeia de colageno possui uma sequéncia de aminoacidos que pode ser
considerada uma repeticdo do mesmo tripeptideo, glicina-hidroxiprolina-prolina [30] (Figura
2). Algumas variacGes sdo possiveis, mas a glicina deve estar presente em cada terceira
posicdo ao longo da cadeia, e a maioria dos outros residuos é formada de prolinas ou
hidroxiprolinas [30]. Esses aminoacidos possuem cadeias laterais com propriedades Unicas
[31]. A glicina usualmente esta presente nos locais onde dois polipeptideos estdo proximos,
sua cadeia lateral consiste em apenas um atomo de hidrogénio e pode adequar-se a um
ambiente hidrofilico ou hidrofébico [31]. Ja a prolina, embora tenha a cadeia lateral com
carater hidrofobico, apresenta a propriedade Unica de criar dobras na cadeia polipeptidica
[31]. O grupo hidroxil da hidroxiprolina auxilia a manter seu anel em uma conformagéo que

estabiliza a tripla hélice [31].
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Figura 2 — Estrutura geral da prolina, glicina e hidroxiprolina.

No colageno ocorrem ligacGes covalentes, tanto intra como intermoleculares,
formadas por reacdes entre residuos de lisina e histidina [30]. A quantidade de ligacdes
cruzadas em um tecido aumenta com a idade. E por isso que a carne de animais mais velhos é
mais dura do que a de animais mais jovens [30].

Apesar da sua relevancia, a estrutura do colageno é ainda objeto de debate.
Recentemente, Bohr e Olsen [27] mostraram que a estrutura do colageno poderia ser uma
variante da bem conhecida tripla hélice de colageno. A proposta da estrutura em tripla hélice
de empacotamento fechado apresenta uma nova caracteristica: a existéncia de um canal
central interno com paredes carregadas negativamente. Este canal central oferece a
possibilidade de transporte de ions e pode lancar uma nova luz sobre varios fenbmenos
bioldgicos e fisicos. Como apontado pelos autores, a largura do canal nesta estrutura é
geralmente calculada em aproximadamente 2A, pequeno demais para a agua a ser
transportada. Por outro lado, eles argumentaram que a nucleacdo de minerais tem lugar no
grupo OH de hidroxiprolina e poderia envolver duas camadas de espessura da camada de
hidratacdo de agua que preenche o espago entre as hélices de colageno. Leikin et al. [33]
mostraram que os efeitos das forcas de hidratacdo resultantes do custo energético do rearranjo
da agua, proxima a superficie de colageno, apresentam caracteristicas espectrais em Raman.
De fato, a espectroscopia vibracional € uma sonda Gtil para compreender a hidratacdo de

biomoléculas [34] e verificar a presenca de agua confinada em colégeno.

3.1.2 A agua confinada

Milhares de péaginas tém sido escritas sobre a d&gua, enquanto pesquisa

fundamental [35] e o seu papel primordial em todos os aspectos da nossa vida [36]. Apesar
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disso, o papel da 4gua em sistemas bioldgicos ainda é um enigma [37,38,39]. A agua é uma
parte integral de muitas biomoléculas. Em particular, as proteinas, objeto do estudo em
questdo, tém muitas de suas propriedades governadas pelas interagdes com agua [40]. Estas,
por exemplo, estabelecem e moldam o panorama de energia livre que governa a atividade,
estrutura, estabilidade e dobramento das proteinas [41]. De fato, certa quantidade de &gua é
necessaria para a atividade bioldgica de todas as proteinas. Mesmo enzimas aparentemente
secas na presenca de substratos gasosos ndo mostram nenhuma atividade sem a presenca de
alguma &gua [42]. Essa evidéncia tdo intrigante depende de como é a agua na escala
molecular [39]. Por isso, a inclusdo explicita da agua é essencial ao desvendar muitos
problemas bioquimicos e as simulagBes computacionais sd0 uma estratégia importante ao
investigar essas estruturas moleculares. Além disso, a agua, entre superficies moleculares,
induz comportamentos diferentes do que aqueles observados na dgua bulk [43,44,45], embora

ndo haja consenso neste aspecto [46].

3.1.2.1 Estrutura da 4gua confinada

A é&gua confinada é encontrada muito facilmente na natureza em materiais porosos
e granulares e também dentro e ao redor de macromoléculas, estruturas supramoleculares e
géis [26]. O processo de confinamento gera uma competicdo entre a minimizacao energética
da rede de ligacGes de hidrogénio formada, das interacbes com a superficie da cavidade e o
ajuste ao espaco disponivel para alocar as moléculas [25]. As propriedades fisicas e o estado
da agua confinada podem sofrer grandes variacdes dependendo das -caracteristicas
moleculares da superficie da cavidade, das dimensdes do confinamento, da temperatura e da
pressdo [26,47]. Quando as dimensdes de confinamento estdo em escalas nanoscopicas estas

mudangas séo especialmente dréasticas [26].

3.1.2.2 O papel da 4gua em biossistemas

Conforme Chaplin [25], um dos principais pesquisadores em estrutura e ciéncia da
agua, ainda hoje, muito do material publicado a respeito de moléculas biologicas ignora o

papel central da 4&gua na maquina da vida. Recentemente, entretanto, tornou-se mais claro o
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seu lugar como “jogadora principal” e também “a mais versatil”, em biologia celular e
molecular [25]. Em muitos sistemas biolégicos a &gua encontra-se confinada em regides
hidrofilicas e/ou hidrofébicas especificas. Por esta razdo, varios estudos recentes tém se
preocupado em estudar o comportamento da agua confinada [48,49,50,51,52,53,54,55,56].

A interacdo da 4agua com sua vizinhanga hidrofilica e ndo-hidrofilica é de
fundamental importancia. De fato, resultados de espectroscopia no infravermelho e
simulacdes de dindmica molecular [49] tém dado evidéncias de que o mecanismo pelo qual a
agua se acopla aos seus vizinhos via ligacbes de hidrogénio é bastante complexo, e as
configuragdes ligadas aos &tomos diferentes do hidrogénio desempenham um papel
fundamental neste mecanismo.

Em sistemas bioldgicos, a agua caracteriza-se pelo hidrogénio ligado a
biomoléculas (proteinas) ou intermolecular a outras moléculas da dgua [7]. Moléculas de agua
sem ligacOes de hidrogénio com biomoléculas sdo normalmente denominadas “agua livre”,
embora possuam hidrogénios ligados a outras moléculas de &gua em uma estrutura tetraédrica
[7]. Gniadecka e colaboradores [7] observaram por espectroscopia Raman que, em estrato
corneo, unhas e toda a pele, a agua apresenta-se principalmente na forma ligada. Embora a
proporcdo de agua livre e ligada na pele ainda ndo tenha sido definida conclusivamente,
devido a auséncia da banda de &gua livre nas amostras estudadas, eles especulam que mais de
90% do total de moléculas de 4gua em toda a pele, estrato corneo e unhas estdo em formas
ligadas [7].

A &gua é uma parte integrante de muitas biomoléculas. Em particular, a &gua ndo
esta presente apenas para preencher o espaco disponivel dentro e em torno das proteinas
bioldgicas [40]. As interacOes proteina-agua estabelecem e moldam o panorama de energia
livre que governa a atividade, estrutura, estabilidade e dobramento das proteinas [41]. As
proteinas se dobram rapidamente para formas tridimensionais bem definidas que dependem da
seqliéncia primaria de seus aminoacidos. Para que isso seja possivel, é necessario um
mecanismo que envolva ligacOes flexiveis, permutaveis e extensiveis. A ligacdo de hidrogénio
mediada pela agua é ideal para esta finalidade, de forma que tem sido proposto que o
enovelamento de proteinas ¢ mediado e orientado pela solvatacdo aquosa [57].

Um papel essencial da agua estd relacionado ao seu efeito hidrofobico. A
interacdo hidrofébica é responsavel por varios processos bioldgicos importantes: para a
agregagdo dos lipidios anfifilicos em bicamadas, com suas caudas hidrofobicas “ocultas” a

agua e suas cabecas hidrofilicas na superficie, para a fixacdo de residuos hidrofébicos em
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cadeias polipeptidicas que ajudam as proteinas a dobrar e manter suas formas compactas e
para a agregacao das subunidades protéicas em varias subunidades das estruturas quaternérias
[58]. A explicacdo convencional € que, a fim de acomodar uma espécie hidrofobica, a rede de
hidrogénio-ligado deve ser interrompida para criar um vazio [58]. Mas isto pode ser feito de
tal maneira a evitar alteracGes entalpicas pela perda das ligacdes de hidrogénio, se as
moléculas de &gua se auto-organizarem ao redor do hidrofobo de forma relativamente
ordenada [58].

As moléculas de agua ocupam sitios especificos e formam aglomerados
localizados, com estruturas que sdo determinadas pelas suas capacidades de formarem ligagéo
de hidrogénio e pela estrutura da proteina [25]. Esses aglomerados de agua conferem a agua
liqguida um carater heterogéneo, que pode mudar com as diferentes condicGes fisicas e
ambientais [25]. Os atomos de biomoléculas podem substituir uma ou todas as ligacdes ao
redor de cada molécula de &gua, afetando a estrutura das moléculas de &gua adjacentes e 0s
grupos biomoleculares, bem como partes distantes desses grupos e moléculas ligadas de modo
secundario [25]. A rapida troca de parceiros (1-100 picossegundos) permite que a forma da
superficie de uma biomolécula mude, mas ndo altere significativamente outros efeitos de
hidratacdo, como a direcdo da rede e a intensidade das ligac6es de hidrogénio [25].

Na maioria das proteinas globulares, as moléculas de agua estdo presentes em
quantidades similares a quantia de cada um dos aminoacidos presentes, ocupam cavidades e
muitas delas sdo tdo essenciais para a funcdo quanto os aminoacidos [41]. Como as moléculas
de agua e seus aglomerados sdo extremamente alojaveis em termos de sua orientacdo e
distribuicdo espacial, eles podem diminuir a barreira de potencial entre 0s minimos de energia
dos sistemas vizinhos. A &gua pode, portanto, funcionar como um lubrificante uma vez em
que facilita os rearranjos necessarios das ligacdes de hidrogénio com grupos carbonil-amida
peptideo durante as alteracGes conformacionais, que dao as proteinas a flexibilidade que
precisam para suas fungdes [59]. As ligacGes de hidrogénio das moléculas de agua e seus
aglomerados podem também funcionar como "garras mecanicas" que transmitem o
movimento relativo entre as subunidades e dominios, dependendo das circunstancias [25].

Uma quantidade especifica de agua é necessaria para a atividade biol6gica de
todas as proteinas. Mesmo as enzimas aparentemente “secas” na presenca de substratos de
fase gasosa ndo mostram atividade sem a presenca de um pouco de agua [42]. Evidéncias
recentes indicam a necessidade de uma rede de ligagdes de hidrogénio, cobrindo a maior parte

da superficie de uma enzima, para que haja atividade enzimatica [60]. Além disso, a rede de
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moléculas de agua une elementos estruturais secundarios na proteina e, deste modo, determina
ndo apenas os pormenores de uma estrutura protéica, mas também quais sdo as vibracdes
moleculares preferidas [60].

Normalmente hd uma estreita relacdo entre a perda entalpica e o ganho entrépico
das moléculas de 4gua que estdo sendo deslocadas. Por outro lado o ganho entélpico e a perda
entrdpica da interacdo da proteina ligante que esta se formando também estdo relacionados.
Este balanco energeético facilita tanto a formacdo de ligacdo quanto sua quebra [61]. No
entanto, as moléculas de agua podem permanecer no local quando uma nova interagdo €
formada e, juntamente com ligacGes periféricas causadas pela hidratagdo, podem afetar a
estereoquimica, especificidade e dindmica do processo de ligagéo [62].

As moléculas de agua ordenadas podem facilitar tanto a transferéncia de elétrons,
como a transferéncia de protons. Na transferéncia de elétrons entre sitios biomoleculares
redox, aglomerados de agua estruturados préximo a cofatores redox aceleram a transferéncia
de elétrons pela producéo de vias de tunelamento acopladas fortemente entre o elétron doador
e o elétron aceitador [63]. Na transferéncia de protons ocorre um processo denominado
mecanismo Grotthuss, em que os prétons podem mover-se rapidamente em meio aquoso [64].

Em biomoléculas, tanto a estrutura do DNA quanto o reconhecimento crucial da
sua sequéncia sdo dependentes de interacGes aquosas, com a expansao e contracdo da hélice
do DNA em funcéo de seu status de hidratacdo [65]. A hidratagdo no sulco menor (como por
exemplo, do B-DNA, Figura 3) tem um padrdo complexo que inclui dguas hexagonais na
coluna inicial de hidratacdo, hidratacdo secundaria, e hidratacdo externa até a quarta
superficie aquosa [66]. Esta sequéncia de hidratacdo-dependente pode funcionar como uma
“impressao digital de hidratagdo” para uma determinada sequéncia de DNA, o que permite o
entendimento da sequéncia de bases do lado de fora dos sulcos pelas proteinas, e a deteccdo
rapida e lubrificada da sequéncia do DNA [67].

De fato, a 4gua que intervém entre duas proteinas ou duas camadas lipidicas
separadas por apenas poucos nandmetros ndo pode ser esperada para se comportar como na
agua bulk [68]. Na presenca da agua confinada, por exemplo, a degradacdo ndo enzimatica
das moléculas de DNA é mais rapida que na agua bulk [69]. Ao contrario de alguns estudos
de Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN) [70] e a maior parte dos estudos de dindmica
molecular [71], o estudo de Ruffle et al. [72] indica que a &gua dentro das células tem um
comportamento diferente daquela dgua do lado de fora. A viscosidade da &gua intracelular,

por exemplo, é mais elevada e sua capacidade de difusdo é menor, como foi observado por
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RMN [73]. Alguns argumentos prop8em que o meio intracelular é um gel [74], um cristal
liquido [75] ou é formado por estruturas aquosas extensivamente polarizadas [76]. Muitas
moléculas estdo presentes nas células e uma alta proporcdo de dgua, osmoticamente inativa,

esta associada as interacGes biomoleculares [77].

Pares de
Bazes

Eatrurtura de
aplicar fosfato

Figura 3 — llustracéo dos sulcos do B-DNA. O B-DNA é a forma mais comum, que o DNA assume
quando em solugdo. Se pensarmos na hélice de B-DNA como uma estrutura cilindrica, com cerca de 2
nm de didmetro, notaremos que a superficie da molécula é irregular, formando 2 sulcos ou depressdes,
de tamanhos diferentes, que giram ao longo de todo o seu comprimento. O sulco menor resulta da
depressdo entre as duas cadeias complementares, enquanto que o sulco maior resulta da depressdo
existente entre os giros adjacentes da hélice. Os sulcos sdo importantes porque deixam superficies
livres para a interacdo entre o B-DNA e as proteinas.

Fonte: Adaptado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bookres.fcgi/mga/ch2f3.gif

Além disso, a hidratacdo intracelular pode ser um fator primordial na
carcinogenesis, uma vez que as células cancerosas contém agua mais livre do que as células
normais, e 0 grau de malignidade aumenta com o grau de hidratacdo celular [78]. Uma
possivel explicacdo para o fato é que o aumento da hidratacdo facilita a aceleracdo dos
processos intracelulares, incluindo a respiracao, o que reforca a vantagem competitiva de uma
célula cancerosa para a utilizacdo de nutrientes [25].
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3.2 PROCESSOS INFLAMATORIOS

3.2.1 Mecanismo da Inflamacéo

Entende-se como inflamacéo a reacédo local dos tecidos vascularizados a agresséo.
O processo inflamatorio € uma resposta tissular, que ocorre basicamente no tecido conjuntivo,
logo, é um fendmeno essencialmente mesenquimatico [79].

A inflamac&o é uma das respostas primarias para a infecgdo [31]. Se uma parte do
corpo esta para ser contaminada por bactérias, como pode ocorrer apdés um ferimento por
corte na pele, o local da ferida atraira uma variedade de células brancas do sangue [31]. As
células brancas do sangue (leucécitos), que normalmente permanecem na corrente sanguinea,
sdo, em vez disso, estimuladas a atravessar a camada endotelial que reveste as menores veias
(vénulas) na regido e a entrar no tecido. Uma vez no tecido, os leucécitos se movem em
resposta aos sinais quimicos em direcdo aos microorganismos invasores, 0s quais eles
fagocitam [31].

Desde muito tempo a inflamagdo vem sendo relacionada com o calor, do latim:
inflamatio, onis = incéndio ou do grego flogose, phleg ou phlogos = queimar [79]. O médico
romano Aulus Cornellius Celsus (50 a.C) ja descrevia a inflamagdo como: rubor, tumor, calor
e dor (como sendo os quatro sinais cléssicos da inflamagao) [79].

O rubor é resultado da vasodilatacdo, o tumor é causado principalmente pelo
acumulo de liquido no local [79]. A sensacdo de calor é resultado do rapido acumulo de
sangue arterial com temperatura mais elevada na regido [79]. A dor apresenta mecanismo
complexo: a distenséo dos tecidos, a estimulacdo de terminagdes nervosas livres e a leséo
direta tecidual pelo agente agressor [79].

Outro sinal clinico, 0 aumento da permeabilidade vascular, é observado sob a
forma de edema [80]. A passagem de proteinas plasmaticas (albumina, globulinas e
fibrinogénio) para o meio extravascular altera a diferenga entre as pressdes osmaticas intra e
extravascular, favorecendo a saida de agua e eletrolitos do vaso, que leva ao aparecimento de
edema [80].

Varias células e fragmentos de células estdo envolvidos no processo inflamatorio,
dentro das veias e fora delas, no tecido conjuntivo. Além de leucdcitos, macrofagos e

plaquetas, as fibras também participam deste processo, como é o caso do colageno.
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Num processo inflamatério, uma série de sinais moleculares é enviada em
resposta a traumas, lesdes, infecgOes ou toxicidade, a fim de evitar a penetracdo de
microorganismos ou corpos estranhos nos tecidos, enviar células que possam matar invasores
ou células hospedeiras infectadas e auxiliar no processo de cicatrizacdo [81]. Se algum
procedimento nessa tentativa de defesa do organismo falhar, o processo inflamatorio pode
executar uma acao padrdo, como a infiltracdo de um tecido com agregados de linfocitos e
leucdcitos que as vezes sdo incorporados na proliferacdo de fibroblastos sinoviais (pannus),

ou a distorcdo de um tecido com feixes de colageno (fibrose) [81].

3.2.2 Espécies reativas de nitrogénio e oxigénio (RNOS) e a bioquimica da

inflamacéo [30,82]

Diversas reaces do nosso organismo dependem da presenca do oxigénio, que é
essencial a vida. As reacfes de oxidacdo sdo usadas na cadeia respiratdria para a sintese de
adenosina trifosfato (ATP). Os elétrons liberados durante a glicdlise e ciclo de Krebs sdo
oxidados na mitocondria e, a partir da adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico (Pi)
produzem ATP. Entretanto, fatores externos, como a fumaca de cigarro e radiacdo, ou reagdes
internas como a fagocitose podem produzir radicais livres. Isso porque o oxigénio pode ir a
um estado singleto, altamente reativo, o que pode causar danos as células lipidicas, protéicas e
ao DNA. Esses danos contribuem a morte/envelhecimento celular e a presenca de patologias.

O termo radical livre se refere a &tomo ou molécula que contém um numero impar
de elétrons em sua Ultima camada eletrdnica. Este ndo-emparelhamento de elétrons é
responsavel pela alta reatividade desses atomos ou moléculas, formando espécies reativas de
oxigénio (ROS). As ROS estdo sendo formadas constantemente; aproximadamente 3 a 5% do
oxigénio que consumimos sdo convertidos em radicais livres de oxigénio. Alguns sdo
subprodutos acidentais de reacBes enzimaticas normais que escapam do sitio ativo das
enzimas que contém metais durante reacGes de oxidacdo. Outros, como o0 peroxido de
hidrogénio, sdo produtos fisioldgicos de oxidases nos peroxissomas. A producao proposital de
radicais livres ocorre em respostas inflamatorias. O uso de medicamentos, a radia¢éo natural,
a poluicdo do ar e outros fatores quimicos também podem aumentar a formacéo de radicais

livres nas células.
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As ROS formadas pela reducéo de O, séo radicais superdxido (O;’), o ndo-radical
peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxil (OH-). O radical hidroxil, por exemplo,
causa danos oxidativos as proteinas e ao DNA. Também forma peroxidos de lipidio e
malondialdeido nas membranas lipidicas contendo &cidos graxos poliinsaturados. Em alguns
casos, 0s danos por radicais livres sdo a causa direta de doencgas (como é o caso dos danos aos
tecidos devido a exposicdo a radiacdo ionizante). Em doencas neurodegenerativas, como 0
mal de Parkinson, ROS podem perpetuar os danos celulares causados por outros processos.

Em proteinas, os aminoacidos prolina, histidina, arginina, cisteina e metionina séo
particularmente suscetiveis ao ataque de radicais hidroxil e danos oxidativos. Como
consequéncia dos danos oxidativos, as proteinas podem fragmentar ou cruzar as ligaces dos
residuos com outros residuos. O ataque dos radicais livres nos residuos de cisteina das
proteinas pode resultar em cross-linking e formacdo de agregados que previnem sua
degradacdo. Entretanto, os danos oxidativos aumentam a suscetibilidade de outras proteinas a
digestdo proteolitica.

Os radicais de oxigénio estdo combinados em seus danos destrutivos aos radicais
livres de oxido nitrico (NO) e as espécies reativas de oxigénio de acido hipocloroso (HOCI).
NO combina com O, ou superdxido para formar espécies reativas de oxigénio, como o nao-
radical peroxinitrito ou o radical didxido de nitrogénio.

O oxido nitrico é um radical livre que contém oxigénio e que também é essencial
para a vida. NO possui um elétron singleto e, além disso, se liga a outros compostos que
possuem elétrons singletos, como Fe®*". Como um gas, se difunde através do citosol,
membranas lipidicas e dentro das células. Fisiologicamente, em baixas concentra¢des,
funciona como um neurotransmissor e um hormdnio gque ocasiona a vasodilatacdo. Entretanto,
em altas concentracdes, ele se combina com O, ou com superdxido para formar reativos
adicionais e espécies toxicas que contém nitrogénio e oxigénio (RNOS). RNOS estdo
envolvidos em doencas neurodegenerativas, como o mal de Parkinson e processos
inflamatorios cronicos, como a artrite reumatoide.

Em resposta aos agentes infecciosos e outros estimulos, células fagociticas do
sistema imune (neutrofilos, eosindfilos e mondcitos/macrécitos) exibem um rapido consumo
de O,, denominado explosdo respiratoria. A explosdo respiratoria € a maior origem de
superoxido, peroxido e hidrogénio, o radical hidroxil, acido hipocloroso (HOCI) e RNOS.

Essa geragdo de radicais livres é parte da defesa antimicrobiana humana, cujo objetivo é

28



destruir microorganismos invasores, células tumorais e outras células que devem ser
removidas.

A explosdo respiratoria resulta da atividade da NADPH oxidase, que catalisa a
transferéncia de um elétron do NADPH para o O, para formar o superoxido. O superoxido é
liberado no espago intramembranoso do fagolisosssomo, onde é geralmente convertido em
peroxido de hidrogénio e outras ROS efetivas contra bactérias e fungos patégenos. Quando os
neutrofilos do sistema imune séo ativados para produzir NO, a NADPH oxidase também é
ativada. NO reage rapidamente com o superdxido para gerar peroxinitrito, que forma RNOS
adicionais. Em alguns quadros patoldgicos, os radicais livres liberados pelos neutrofilos e
macrofagos durante a inflamacdo contribuem para a injaria dos tecidos.

RNOS estdo presentes no ambiente (como na fumaca do cigarro) e também sao
gerados nas células. Durante a fagocitose pela invasdo de microorganismos, as células do
sistema imune produzem O,, HOCI e NO atraves das acGes de NADPH oxidase,
mieloperoxidase e 6xido nitrico sintetase, respectivamente. Além de matar microorganismos
invasores fagocitados, estes metabolismos toxicos podem danificar componentes do tecido.
As células se protegem contra os danos por ROS e outros radicais através de processos de
reparo, compartimentalizacdo da producdo de radicais livres, enzimas de defesa e
antioxidantes enddgenos e exdgenos. A enzima de defesa superoxido dismutase (SOD)
remove o radical superdxido livre. Catalase e glutationa peroxidase removem perdoxidos de
hidrogénio e peroxidos de lipidio. Vitamina E, vitamina C e flavondides das plantas agem
como antioxidantes. PerturbacGes nesse equilibrio redox geram o estresse oxidativo, que

ocorre quando a taxa de geracdo de ROS excede a capacidade das células em remové-las.

3.2.3 Hiperplasia Fibrosa Inflamatéria [83]

A hiperplasia é um aumento no nimero de células de um 6rgdo ou tecido pelo
aumento da taxa de divis&o celular e diferenciagéo celular normal, geralmente resultando em
um aumento no volume do 6érgdo. A hiperplasia ocorre como resposta fisioldgica a algum
estimulo.

Especificamente, a hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFI) & um processo
proliferativo ndo-neoplésico frequentemente diagnosticado nos tecidos bucais. Ocorre
principalmente por traumas cronicos de baixa intensidade, devido a proteses mal adaptadas ou
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habitos parafuncionais. Sua extensdo pode variar de 1 cm até lesdes maiores, envolvendo a
maior parte do comprimento vestibular. As alteracbes histopatologicas das hiperplasias
fibrosas inflamatdrias sdo observadas em epitélio e tecido conjuntivo. No tecido conjuntivo,
h& aumento na quantidade das fibras colagenas e alteracdo no padrdo de maturacdo dessas
fibras, as quais se apresentam mais espessas e com disposi¢cdo aleatoria. Observa-se que em
processos hiperplésicos inflamatdrios, o colageno é a proteina mais alterada.

O diagnéstico clinico é feito pelo exame histopatoldgico, que consiste em um
fragmento do tecido retirado do paciente. Este € montado em fatias em laminas de vidro e,
com o uso de corantes apropriados, sdo examinados em microscopio. O tratamento e
prognostico da patologia ocorrem pela remocéo cirurgica da lesdo com exame microscopico e

correcdo do agente causador, como uma nova proétese, caso esta seja a razao da lesdo.

3.3 IMPORTANCIA DA PESQUISA TRANSLACIONAL E A UTILIZACAO DE
MODELQOS

Os fatores descritos até aqui convergem para a pesquisa translacional, que surge
como uma ponte capaz de conectar o mundo molecular e celular com o mundo clinico.

Atualmente ha um interesse cada vez maior por parte dos centros médicos
académicos e institutos de pesquisa, além de esforcos para desenvolvimento e pesquisa
industrial, a fim de deslocar as descobertas e inovacGes do laboratério para o leito hospitalar e
para clinicas médicas, levando a um melhor diagnostico, prognoéstico e tratamento [84]. Em
especifico, vem ganhando destaque a “bioinformatica translacional”, que entre suas defini¢des
pode ser explicada como o desenvolvimento e aplicacdo de métodos de informatica para
conectar entidades moleculares em entidades clinicas.

Com o foco de hoje nos genes e proteinas como causas primarias ou
biomarcadores de doencas, a relacdo entre pequenas moléculas e doencas humanas é
frequentemente negligenciada. Entretanto, é importante lembrar que 95% de todos 0s exames
de diagndsticos clinicos sdo planejados para detectar pequenas moléculas, como a glicose no
sangue, creatinina sérica, analise de aminoacidos, entre outros [84]. Da mesma forma,
aproximadamente 90% de todas as drogas conhecidas sdo pequenas moléculas, 50% de todas
as drogas sdo derivadas de metabolitos pré-existentes e 30% dos disturbios genéticos
envolvem doencas de metabolismos de pequenas moléculas [84]. Claramente, pequenas
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moléculas sdo importantes e dao rapido crescimento na metabolémica, farmacogenémica e
biologia de sistemas; & provavel que seu papel no diagnéstico e tratamento de doencas
continue crescendo. Dada esta perspectiva de crescimento excitante e a importancia das
pequenas moléculas na medicina e pesquisa translacional, cientistas estdo agora percebendo
que ha uma necessidade critica para ligar as informagdes sobre pequenas moléculas e seus
correspondentes alvos de “grandes moléculas” [84]. Isto conduziu ao surgimento de um novo
campo da bioinformatica, chamado bioinformatica quimica.

Caminhando na direcdo macromolecular, experimentos biologicos recentes
revelam as proteinas como os principais agentes da funcdo bioldgica [84]. Como tal, as
proteinas no final das contas determinam o fenétipo de todos organismos [84]. As proteinas
ndo funcionam isoladamente; pelo contrario, suas interacdes com outras moléculas é que
intermediam uma série de reacBes quimicas de sinalizacdo e metabolismo, processos celulares
e sistemas dos organismos. E, neste caso, € importante encontrar mecanismos e modelos para
0 estudo dessas relagdes.

Diante disso, a pesquisa translacional destaca a importancia do trabalho
interdisciplinar para desenvolver estudos que possam resolver agravos a satde dos pacientes e
das comunidades, tais como de doengas cardiovasculares, cancer, diabetes, obesidade, entre
outros, desde o progndstico ao tratamento e a cura. Entretanto, um dos grandes desafios da
ciéncia atual é a falta de dados estruturados uniformemente em campos relacionados a
dominios biomédicos, a saber, a transferéncia de descobertas em pesquisas médicas e
bioldgicas bésicas para aplicacdo na assisténcia ao paciente em nivel clinico [85]. Neste
sentido, embora a bidpsia 6ptica venha ganhando importancia significativa, ainda carece de
bancos de dados especificos de espectroscopia vibracional. Apesar da existéncia de bancos de
dados como o “Peptide Atlas” [86], que é especifico de espectrometria de massa, ainda ndo ha
bancos de dados especificos para espectroscopia Raman. Isso reforca a importancia de
pesquisas que contribuam para 0 conhecimento dos modos vibracionais caracteristicos no
diagnéstico de patologias.

Para que essas informacdes possam ser acessadas, uma forma bastante eficiente €
a utilizacdo de modelos em estudos computacionais. Os modelos, por sua vez, tém diferentes
naturezas: servem para simplificar, o que significa limitar a analise de um fenémeno que se
acredita ser mais importante; servem como ilustragdes didaticas de circunstancias muito
complicadas que ndo sao facilmente acessiveis; servem como analogias mecéanicas; ou como

modelos matematicos [87]. E importante ressaltar também que as simulacdes computacionais
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sdo de baixo custo. E possivel extrair muita informagio com um investimento inicial, porém,
ndo sdo necessarios gastos com insumos e reagentes, como nas analises experimentais. Os
softwares utilizados apresentam alta confiabilidade. No caso daqueles aqui utilizados, a
Teoria do Funcional da Densidade (DFT) € uma técnica ja estabelecida, que resultou,
inclusive, em um prémio Nobel [88]. Além disso, existe a questdo bioética, em que é possivel
obter resultados e testar parametros, como ao eleger alguns farmacos, com o minimo de
utilizacdo de testes em animais.

Fisica e quimicamente, muitas propriedades e o comportamento das moléculas
podem ser preditos e entendidos se as estruturas moleculares e eletrénicas dessas espécies
forem concebidas e manipuladas em modelos tridimensionais [87]. As relagdes entre essas
estruturas e as propriedades da matéria constituem o dominio de atuacdo da modelagem
molecular. Neste sentido, utilizando o desenho de uma molécula ou parte de uma molécula
apropriado ao estudo de uma determinada situagcdo-problema, um sistema pode ser
simplificado como a soma das suas partes [87]. No caso deste trabalho, a construcdo de um
modelo utilizando uma pequena molécula de colageno, para estudos vibracionais desta

proteina, pode contribuir, em um sentido mais amplo, para a pesquisa translacional.

4 TECNICAS UTILIZADAS

4.1 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL

A energia total de uma molécula é dada pela soma das energias eletrbnicas,
vibracionais e rotacionais; além das energias cinética, nuclear.

Uma molécula pode absorver ou emitir energia como resultado da transicdo entre
diferentes niveis eletrdnicos, vibracionais e/ou rotacionais. O estudo destas emissdes ou
absorcdes da radiacdo eletromagnética denomina-se espectroscopia molecular [89]. Assim,
guando um quantum de energia, h.v, incide sobre uma molécula, por exemplo, ela pode passar
de um estado energético E; para um estado E, de maior energia, tal que:

AE =E,—FE;, =hv=hcv (4.1.2)
sendo v, a frequéncia incidente, (dada em s™); h, a constante de Planck; ¥, o nimero de onda

(expresso em cm™); e ¢, a velocidade da luz [89].
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Quando a radiacdo eletromagnética atinge a molécula A — B, ela pode acoplar-se
com o momento dipolar de A — B, induzindo uma vibracdo a A — B e ser absorvida. A

frequéncia de vibracédo de estiramento da ligacdo A — B é dada por:

V=—=

1 f (mA+mB)
27 my.mp

(4.1.2)

onde ¥ é o nmero de onda em cm™, f a forca, expressa em dinas.A, ¢ a velocidade da luz

em cm.s™® e ma e mg, as massas dos atomos A e B, respectivamente, dadas em gramas [89].
Essa equacdo mostra que o principal fator que determina a frequéncia de vibracdo de um
grupo A — B é a sua elasticidade, dada pela constante de forga e a massa relativa dos grupos A
e B. Desse modo, a frequéncia de absor¢do de grupos de &tomos com massa e/ou constante de
forca diferentes devem absorver em frequéncias que lhes séo caracteristicas [89].

Conforme Siebert e Hildebrandt [90], a espectroscopia vibracional é uma
ferramenta analitica que investiga o periodo de oscilacdo dos &tomos em uma molécula. Essas
oscilagdes ndo ocorrem aleatoriamente, mas de um modo precisamente definido. Isso pode ser
facilmente entendido levando-se em consideracdo que uma molécula com N atomos tem 3N
graus de liberdade, dos quais trés se referem a translacdes e trés (dois) correspondem a
rotacdes em casos de estruturas ndo-lineares (lineares) das moléculas. Os graus de liberdade
representam 3N-6 (3N-5) vibragBes de moléculas néo-lineares (lineares) denominadas de
modos normais [90].

Em cada modo normal, cada 4&tomo oscila em fase com a mesma frequéncia,
embora com amplitudes diferentes. No entanto, a frequéncia, primeira propriedade observavel
em espectroscopia vibracional, tem uma dependéncia sensivel nas forcas que atuam em
atomos individuais e suas respectivas massas [90]. Estas for¢as ndo resultam apenas das
ligacGes quimicas que conectam os atomos individuais, mas também incluem contribuicdes
provenientes de intera¢6es de ligacdo dentro das moléculas e com o ambiente molecular [90].
Portanto, as frequéncias dos modos normais constituem uma assinatura caracteristica da
constituicdo quimica, da estrutura e da distribuicdo de densidade eletrénica da molécula em
um dado ambiente quimico. [90]

Uma das técnicas para a obtencdo de espectros vibracionais é a espectroscopia
Raman, que tem por base o espalhamento inelastico da luz [91]. Esse fendmeno foi previsto
por Smekal em 1923 [92] e observado experimentalmente em 1928, por Raman [93].

A espectroscopia Raman é uma técnica fotbnica de alta resolucdo que

proporciona, em poucos segundos, informagdo quimica e estrutural de um composto orgénico
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e/ou inorgéanico, permitindo assim sua identificacdo [90]. Tal anélise fundamenta-se no exame
da luz dispersa por um material incidido por um feixe de luz monocromatico. Uma pequena
porcdo da luz é dispersa inelasticamente experimentando ligeiras mudancas de frequéncia que
sdo caracteristicas do material analisado e independentes da frequéncia da luz incidente [90].
Trata-se de um método analitico ndo destrutivo para determinar a estrutura e a conformacéo
dos componentes moleculares; ndo exige preparacdo da amostra ou tratamento prévio; pode
ser usado por amostras muito complexas ndo-purificadas; exige apenas quantidades muito
pequenas do composto e € aplicavel a biomoléculas em qualquer estado de agregacéo [90,7].
Os tecidos podem ser examinados in vitro ou in vivo em segundos e, se ha uma biblioteca dos
perfis espectrais dos varios tecidos, a comparagdo e interpretacdo podem ser feitas em tempo
real [94]. Por estas razbes, a técnica é especialmente adequada para as investigacbes de
materiais biologicos [90,7]. Pode ainda oferecer um método menos subjetivo, com rapidez nas
analises e como complemento aos métodos histoldgicos correntes [95].

A espectroscopia Raman do infravermelho préximo com transformada de Fourier
(FT-NIR), que foi recentemente introduzida na pesquisa biomédica, permite o estudo da
conformacdo molecular dos compostos em seu microambiente natural [7]. Ela explora um
efeito em que uma pequena porcdo de luz monocromatica, espalhada por uma substancia que
tenha uma frequéncia diferente do feixe de luz incidente, chega numa quantia igual a
frequéncia de vibracdo da ligacdo quimica [7]. Mudangas estruturais detectadas pela
espectroscopia Raman, causadas por alteracdes nas ligacbes de hidrogénio, sdo de provavel
importancia biologica [96,97]. Alteracdes da estrutura molecular das proteinas e lipidios em
tumores cutaneos benignos e malignos, por exemplo, foram descritos por espectroscopia
Raman [12].

4.1.1 Teoria de espectroscopia Raman

O espalhamento de luz pode ser entendido por um modelo classico que parte do
principio de que um so6lido é considerado como um conjunto de &tomos sofrendo vibragdes
harménicas simples devido & acdo do campo elétrico da onda de luz incidente sobre o

material.

Quando a radiacdo de campo elétrico E , representada pela funcdo de ondas

planas
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EG t) = Eyellki-ot)g (4.1.3)
onde Eq é a amplitude da onda, o € a frequéncia, k é 0 vetor de onda e é define a polarizacao
da luz incidente, incide sobre o0 meio, ou seja, quando o material é colocado no campo elétrico
E, a nuvem eletrdnica se desloca em sentido oposto ao deslocamento nuclear, o que ocasiona
um momento de dipolo P no material, dado por

P=E@®#b) (4.1.4),
em que y € a susceptibilidade elétrica ou polarizabilidade do meio, que indica a facilidade
com que a nuvem eletrdnica pode deformar-se, sendo uma caracteristica intrinseca de cada
material.

Pode-se ainda definir um deslocamento atémico (7, t) oscilante com o tempo t,
porém com frequéncia diferente daquela associada ao campo elétrico E. Iss0 porque o0 campo
elétrico é oscilante no tempo, distorcendo a nuvem eletrénica de um lado para outro em cada
intervalo de tempo t. Assim, o deslocamento atdmico u(7,t) é igualmente oscilante com o
tempo t, porém com frequéncia diferente daquela associada ao campo elétrico E, ja que agora
trata-se da frequéncia de vibracéo da rede cristalina, sendo escrito como

U t) = ugetiar+20 (4.15)
sendo u, a amplitude do deslocamento, ¢ o vetor de onda e Q a frequéncia de vibracdo da
rede.

Assumindo que a frequéncia espalhada € € muito menor que a frequéncia da luz
incidente (2 « w), o tensor polarizabilidade pode ser expandido como uma série de Taylor

em u(r, t), ou seja, o deslocamento do atomo em relacao ao eixo de vibragao:

d 1/d?
2w, 0) = z,(0) + (d—g u+s (d—j) u® + - (4.1.6)
Na equacdo 4.1.6, o representa a polarizabilidade estatica do sistema e 0 segundo

termo representa a polarizabilidade oscilante induzida pela onda da rede u(r, t). Das equacgdes
4.1.3, 4.1.4 e 4.1.6 pode-se reescrever a expressao para 0 momento de dipolo P :
P = Zo(m)Eoei(%.F—wt) + (%) uOEOei[(Tc’ia)F—(wiQ)t]é 441

Na equacéo 4.1.7, o primeiro termo refere-se ao espalhamento Rayleigh, em que a
polarizacdo oscilante tem a mesma frequéncia que a radiacdo incidente; o segundo termo
descreve o espalhamento Raman de primeira ordem, no qual a frequéncia do sistema oscilante
® é diminuida ou aumentada de Q, correspondendo aos espalhamentos Stokes (-) ou anti-

Stokes (+); os termos seguintes possuem intensidades muito fracas em comparacdo ao
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espalhamento Raman de primeira ordem e ndo sdo considerados. Essa equagdo também

mostra que se ndo houver variagdo na polarizabilidade, ndo h& espalhamento Raman, ou seja,
da . ~ . . . ~ . ~ s .-
d—i # 0. Se durante a vibracéo da rede a polarizabilidade y variar, entdo tal vibracdo é ativa no

Raman, como pode ser visto esquematicamente na Figura 4.

1 {w)
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Figura 4 — A polarizabilidade no a) espalhamento Rayleigh ndo varia com o tempo e b) no
espalhamento Raman varia com o tempo.
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Além disso, havendo um dipolo elétrico oscilando com frequéncia  serd emitida

luz de mesma frequéncia, com velocidade c, e cuja intensidade é dada por:

4. 4 2
=== |P| (4.1.8)

I__
3¢3

Quatro parametros caracterizam o feixe de luz incidente e espalhado. Sdo eles:

A

vetor de onda k, intensidade I, polarizagdo é e frequéncia . A partir disso, podem-se
estruturar correlagfes entre esses varios parametros e as propriedades do material e, com isso,
descrever e interpretar os experimentos de espectroscopia Raman.

Na descricdo quantica do sistema, um quantum de radiacdo incidente interage com
0 material e é aniquilado. Este processo transfere energia para a molécula que vai para um
estado intermediario (virtual) e, ao relaxar para o estado fundamental, gera outro foton.
Portanto, o espalhamento de luz se da pela aniquilacdo de um quantum de luz incidente e
posterior criagdo de um quantum de luz espalhada.

No espalhamento inelastico o resultado desse processo é a mudanca da energia
vibracional do material. Para isso, uma excitacdo cristalina (fénon) deve ser criada (processo
Stokes) ou aniquilada (processo anti-Stokes).

Para que o efeito Raman ocorra, a energia total do sistema deve ser conservada:
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AE,, = hvy—hv,= hv, (4.1.9)
sendo vo a frequéncia do féton incidente, v, a frequéncia do foton espalhado e v, a frequéncia
de vibragcdo do material.

Um espalhamento pode ser dividido em dois tipos: Rayleigh (elastico) ou Raman
(ineléstico), conforme a Figura 5. No espalhamento Rayleigh, apds a intera¢éo do féton com o
material no estado fundamental (v= 0), a energia do foton € absorvida pela molécula, que
alcanca um nivel de energia mais alto e pouco estavel. Por isso, imediatamente retorna ao
estado fundamental, perdendo energia, mas emitindo um féton com frequéncia e energia

idénticas as do foton incidente.

|
..... T Estado
Virtual
..... T S T i Espalhamento
Espathamento Espalhamento Fét Anti-Stokes
; Rayleigh  po o0 Stokes o
Foton : h (V v ) Incidente h(Vo + Vl)
Incidente hvg  Incidente 0-V1l hy,
hVo hVO
v=] v=1 v=1
Energa —1-= Niveis
¥y v=0 v=0 ¥ v=0 Vibracionais
@ (b) ©

Figura 5 — Esquema llustrativo dos espalhamentos (a) Raileigh, (b) Raman Stokes e (c) Raman
Anti-Stokes. Os niveis 0 e 1 representam, respectivamente, os niveis de energia fundamental e o
primeiro nivel vibracional excitado.

Ja no espalhamento Raman, a inducdo de uma transicdo de energia, devido a um
quantum de frequéncia vo, modifica os niveis de energia rotacional e vibracional, tal que a
frequéncia da radiacdo emergente € vy - vi (linha de Stokes) [91]. Esse fenbmeno ocorre
porque, ao perder energia, a molécula ndo retorna ao estado fundamental e passa para um
estado vibracional excitado (v = 1). Neste estado, o foton espalhado tem menor energia do
que aquela do foton incidente e um fénon (vibragdo da rede) é gerado, portanto, AE,, > 0 e
v, < V.

Outra possibilidade € que o quantum de luz colida com uma molécula ja excitada,
fazendo-a retornar ao estado fundamental, de modo que a frequéncia da luz espalhada seja vo
+ v; (linha anti-Stokes) [91]. Neste caso, a transi¢céo de energia ocorre entre o primeiro estado
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vibracional excitado da molécula e um nivel de energia mais alto. Ao decair, a molécula volta
ao estado fundamental, emitindo um féton para conservar a energia do sistema e um fénon é

aniquilado, portanto, AE,, < 0e v, < 1.

4.1.2 Espectroscopia Raman de amostras hidratadas

Para estudos de estrutura da agua, a espectroscopia Raman é uma técnica
preferencialmente utilizada porque as proporc¢des das intensidades dos principais modos de
estiramento OH refletem uma rede de ligacGes de hidrogénio "intermonémeros”, bem como a
sua perturbacdo pela presenca de alguns solutos [98,99]. Enquanto que na regido do
infravermelho, a absorcdo de radiacdo ocorre quando ha variagdo no momento dipolar; em
Raman esta absorcéo acontece quando ha uma variagdo na polarizabilidade das moléculas, ou
seja, se houver inducdo de momento dipolar nestas moléculas [91].

A resolucéo da espectroscopia Raman é de ~10%s, por isso é uma técnica capaz de
detectar diretamente as vibracGes das ligacGes de hidrogénio, principais responsaveis pela
estrutura intermolecular e propriedades de muitos compostos. Quando ha formacdo de uma
ligacdo de hidrogénio podem ocorrer pequenas variagdes na polarizabilidade das moléculas e
estas variacfes podem ser detectadas com auxilio de um laser e convertidas em um espectro
vibracional [89]. Isso possibilita a avaliacdo direta da estrutura da agua, proteinas e lipidios
[100,101,102,96,97]; e € ideal para estudos da agua supercritica devido a sua seletividade
quimica e ao sinal Raman, intrinsecamente fraco para 4gua [103].

Geralmente os perfis espectrais observados sdo amplos e sensiveis a temperatura e
pressdo [104]. Como as ligacBes de hidrogénio podem, em principio, fazer da agua um liquido
unico, com perfis espectrais particulares, o estudo do espectro Raman da agua prossegue
independentemente dos estudos de espalhamento da luz para liquidos moleculares mais
simples [104]. Decomposicdes dos perfis espectrais em gaussianas e lorentzianas tém sido
utilizadas a fim de estimar o tempo de vida das ligacdes de hidrogénio, bem como caracterizar
o ambiente molecular local na dgua liquida [104].

Conforme a intensidade de absorcéo das ligacGes covalentes, as moléculas podem
ter vibragbes que envolvem combinagBes de estiramento simétrico (vi), estiramento
assimétrico (v3) e scissoring (v,) (Figura 6). Por estes fatores a agua liquida a 25°C, por

exemplo, possui 0s modos vibracionais: v, (em 1643,5cm™); uma combinag&o de v, e libragdo
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(em 2127,5cm™); e vy, vs, harménico e v, (em 3404,0cm™) (Tabela 1) [26]. As Tabela 1 e

Tabela 2 mostram as principais vibracdes para a agua liquida e gasosa [26].

+

O: "1

estiramento simétrico estiramento assimeétrico

?
-

l'3

y
libracoes

v2
dobramento

O

Figura 6 — Tipos de vibracdo: estiramento simétrico (vy),
estiramento assimétrico (v3) e scissoring (v,) e libragdes nos eixos
X, y e z [26]. Na figura: em vermelho, o &omo de oxigénio; e em
branco, o &tomo de hidrogénio.

Tabela 1 - Frequéncias vibracionais (em cm™) para trés modos da
molécula de agua liquida.

Vibracao(es)

Liquido H,O (25 °C)

v,cm

V2

Combinacéo de v, + libracéo

v1, v3 harmonico de v,

1643,5
2127,5
3404,0

Fonte: Adaptado de Chaplin [26].

Tabela 2 — Frequéncias vibracionais (em cm™) para trés
modos normais de diferentes isdtopos da molécula de agua

gasosa.
Gas viem™? |v,em™ vscm™t
H,0™ 3657,05 1594,75 3755,93
H,0 3653,15 1591,32 3748,32
H,0'® 3649,69 1588,26 3741,57
HD®0 2723,68 1403,48 3707,47
D,*°0 2669,40 1178,38 2787,92

Fonte: Adaptado de Chaplin [26].

Em suma, o espalhamento Raman da agua liquida consiste na banda de vibracéo

de estiramento (2800 a 3400cm™), a banda de scissoring v,, préximo a 1645cm™, a
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combinagéo das bandas de libracdo e dobramento (v +v,) préximo a 2100cm™ e as bandas de
flutuacdo intermolecular nas regides de baixa frequéncia, que ocorrem devido a interagdes
entre moléculas de agua através de ligacbes de hidrogénio [98]. Em regifes de baixa
frequéncia do espectro Raman da agua, existem bandas de flutuag&o intermolecular devido as
interacdes entre as moléculas de agua atraves das ligacdes de hidrogénio. As bandas de
libracdo ou rotacional restrita da agua ocorrem na regido de 200-1100cm™. Os movimentos
translacionais limitados da agua envolvidos nas interagcbes com as ligacGes de hidrogénio sdo
equivalentes ao dobramento e movimentos de estiramento do O-H... H [98].

A interpretacdo do espectro Raman e IR da agua liquida tém sido objeto de
consideravel discussdo; seu espectro vibracional tem sido atribuido a efeitos combinados das
ligagbes de hidrogénio e acoplamentos intermoleculares dos modos vibracionais em
moléculas vizinhas, conhecido como troca de energia de ressonancia [105]. A molécula de
agua tem um momento de inércia muito pequeno. Isso da origem a uma rica combinacdo de
espectros vibracionais-rotacionais, gerando milhares de linhas de absorcéo [26]. No liquido,
as rotacdes tendem a ser limitadas por ligacGes de hidrogénio, gerando libragdes [26]. Além
disso, linhas espectrais causam a sobreposi¢do de muitos dos picos de absorcéao [26].

Diferencas nos tipos de aglomerados refletem em picos caracteristicos, cujas
decomposic¢des dos espectros em gaussianas e componentes de Lorentz, permitem conclusées
a respeito das ligagdes de hidrogénio e o ambiente molecular local na agua liquida [104].
Mudangas de frequéncia da luz espalhada podem ser analisadas e apresentadas como
espectros. Por sua vez, as bandas espectrais representam vibracdes caracteristicas das ligaces
guimicas das moléculas da amostra analisada [7].

As propriedades da &gua liquida pura sdo determinadas pela natureza de sua rede
de ligacBes de hidrogénio [106]. O tempo de relaxacdo da agua pura (2,6 ps) também é
atribuido ao rearranjo da ligacdo de hidrogénio associada com sua reorientacdo [106]. Em
solucdes aquosas de sal, a estrutura da agua € modificada nas proximidades dos ions:
oxigénio-agua preferencialmente solubiliza os cations e hidroxila-agua solubiliza os anions
[106]. Consequentemente, as interagdes ion-dipolo influenciam a estrutura e a dindmica da
agua nas proximidades de ions [106].

Assim, de modo geral, a espectroscopia Raman fornece um método eficiente de
investigacdo da agua, ja que os modos locais OH e OD estendem-se praticamente dissociados
de outros modos [107]. A forma da banda Raman de estiramento OH no intervalo 2900-3700

cm™ reflete bem a dindmica da microestrutura da &gua, bem como suas interacdes com

40



solutos, polimeros ou moléculas biolégicas [99]. Geralmente, 0 modo em 3200 cm™ é visto
como relacionado as ligacoes fortes de hidrogénio nas moléculas da &gua e o modo em 3400

cm™ como ligacdes mais livres [99].

4.2 SIMULACOES COMPUTACIONAIS

Os métodos computacionais permitem o estudo da geometria molecular de um
sistema - a forma da molécula, comprimento de ligacdo, angulos de rotacdo, etc.; e o estudo
da parte energética do sistema - se exotérmico, endotérmico, quais 0s estados de transicdo, a
velocidade da reacdo, a reatividade quimica, o espectro vibracional, interaces com outros
substratos e outras propriedades fisicas, como a densidade, o ponto de fusdo. Para isso,
existem modelos tedricos que, de um modo geral, podem ser obtidos pelos seguintes métodos:
métodos classicos ou de mecanica molecular, métodos de primeiros principios (ab initio) e a
dindmica molecular. [108,109,110]

Na mecénica molecular é utilizado o método classico. Nela, os potenciais sao
simulados como um oscilador harménico, ou seja, o sistema a ser estudado é considerado do
tipo massa-mola e as massas dos atomos séo fatores importantes para a descri¢do do sistema.
Ja 0 método ab initio resolve, em tese, a equacdo de Schrodinger para descrever os &tomos e
as moléculas. Por fim, a dindmica molecular resolve equacfes de movimento para a descricao
do sistema, podendo ser realizada por métodos classicos ou métodos ab initio. A questdo
principal na escolha de um método computacional diz respeito a qual pergunta se pretende
responder; dependendo da pergunta, pode ser mais adequado um ou outro método. Para um
sistema pequeno, por exemplo: quanto menor o sistema, mais importante se tornam suas
interacBes eletrbnicas e mais preciso sera a descricdo por métodos de primeiros
principios. [108,109,110]

Em especifico, os métodos de primeiros principios se relacionam a modelos
computacionais derivados de principios tedricos e sem a inclusdo de dados experimentais
(sem parametrizacdo). O método lembra a mecéanica quantica porque, neste caso, estamos
interessados em estudar as interagdes atdbmicas, na qual os métodos classicos ndo séo validos.
Ele envolve aproximagbes matematicas (formas funcionais aproximadas) e solugdes

numéricas, as quais estdo descritas no topico “Teoria”, a seguir. [111]
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O presente trabalho utilizou técnicas ab initio para encontrar os modos
vibracionais do modelo de tecido, que apresenta, em sua estrutura, a presenca de agua
confinada. Isso é relevante porque em métodos classicos, todos os parametros do sistema para
uma molécula precisam ser ajustados, podendo utilizar, para isso, parametros quase prontos
de uma biblioteca. No entanto, um sistema criado para uma determinada situagdo, por
métodos classicos, sera um problema se o sistema a ser estudado for agua confinada. Isso
porque em sistemas com agua confinada, a descri¢do da estrutura eletrdnica com precisao é de
grande importancia, o que significa que os métodos classicos ndo apresentam uma descricao
tdo boa quanto os chamados métodos de primeiros principios (ab initio). Mesmo gastando um
tempo consideravel para ‘fitar” todos os parametros de uma molécula de dgua por métodos
classicos, eles ndo serdo bons descritores ao utiliza-los em um outro conjunto de parametros
do mesmo tipo de molécula, apresentando um poder preditivo praticamente nulo. [111]

Nesse sentido, 0 método da Teoria do Funcional da Densidade (DFT) [112,113],
um método ab initio, embora muito mais pesado, permite, mesmo dentro das aproximacdes
feitas por Kohn-Sham, a obtencdo de excelentes espectros vibracionais e, ainda que as
polarizabilidades ndo sejam bem calculadas, as frequéncias sdo muito bem calculadas. A DFT
[112,113] permite que sistemas complexos, com centenas de atomos, sejam estudados com
uma precisdo significativa e, atualmente, ¢ um dos métodos mais utilizados para a descricéo
da estrutura eletronica da matéria. A DFT utiliza o funcional de densidade eletrénica como
um descritor basico do sistema eletronico [114]. Em geral, esse método oferece uma boa
combinacdo de acuracia e requerimentos computacionais, especialmente para grandes
sistemas [114].

4.2.1 SimulacGes e os sistemas com moléculas de agua

Nos ultimos anos houve um grande avanco nas simulagdes de primeiros principios
para a agua liquida, utilizando a técnica de Dindmica Molecular (DM) em conjunto com DFT
[115,116,117]. Por outro lado, alguns trabalhos recentes [118,119] questionaram tais
resultados, argumentando que as simula¢Ges ndo tinham sido longas o suficiente para a
obtencdo de médias convergidas.

Portanto, ainda existem alguns aspectos relacionados a descricdo ab initio que
devem ser melhor investigados, como a qualidade da aproximacéo utilizada para o funcional
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da energia de troca e correlagdo na DFT e sua influéncia nos resultados. Outro aspecto diz
respeito a ndo inclusdo dos efeitos dos protons como um pacote de ondas (calculando apenas
Born-Oppenheimer e a funcdo de onda dos elétrons, conforme o topico a seguir) no
tratamento de dindmica molecular; embora simulac¢fes considerando tais efeitos ainda sejam
invidveis computacionalmente e a influéncia quantitativa dessa inclusdo nas simulagdes ab
initio permanega indeterminada [120].

Dos potenciais empiricos para a agua nas simulacdes classicas, nenhum ainda é
capaz de fornecer de forma acurada propriedades dindmicas, estruturais e termodindmicas
para a agua liquida em toda a faixa de extensdo de pressdo e temperatura [120]. Além disso,
nédo apresentam flexibilidade e transferabilidade suficiente na descricdo de problemas em que
sistemas com ions e outras moléculas interagem com a agua [120]. Assim, os calculos de
primeiros principios sdo de extrema importancia, pois podem ser usados em principio para
qualquer sistema. Sendo o hidrogénio um atomo muito leve, trata-lo classicamente pode néo
ser adequado. Por outro lado, o tratamento de todos os graus de liberdade quanticamente
ainda é inviavel na maioria dos casos, devido ao tempo computacional elevado [120].

Desse modo, apesar da construcdo de centenas de campos de forca-modelo para
uso em simulacbes e de grandes avangos na tecnologia computacional, bem como do
desenvolvimento de poderosos métodos ab initio de dindmica molecular, permanecemos
incapazes de calcular com precisdo as propriedades da dgua liquida (como a capacidade de
calor, densidade, constante dielétrica e compressibilidade, por exemplo) sobre escalas
significativas [121]. Os potenciais utilizados em simula¢des sdo ajustados para descrever com
precisdo o sistema préximo a certas configuracdes e ndo hd nenhuma garantia de que a
descricdo sera igualmente apropriada em situacGes distintas dessas [122]. Ainda ndo hd uma
descricdo molecular satisfatéria de como um préton se move no liquido, ndo se entende
completamente a natureza molecular das superficies de qualquer agua no estado sélido ou
liquido [123], nem a origem das intrigantes anomalias e singularidades encontradas na regido
de supercongelamento [124]. Embora seja claro que a rede de ligacdo de hidrogénio, suas
flutuacbes e sua reorganizacdo determinam as propriedades do liquido, os estudos
experimentais investigam a dindmica da ligacdo de hidrogénio indiretamente e podem ser
interpretados apenas em formas qualitativas [125]. Mais do que isso, a confiabilidade dos
modelos da &gua para fendbmenos de solvatacdo e processos bioldgicos permanece

relativamente ndo- testada [38].
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No caso da agua, uma descri¢do acurada de sua estrutura molecular liquida pode
ser obtida por meio de experimentos de espalhamento, como a espectroscopia Raman [126].
Simulag¢Bes computacionais das contribuicdes relevantes da dgua no espectro Raman tém sido
relatadas recentemente e comparadas aos valores dos dados experimentais [104]. Em suma,
diversos aglomerados de agua podem ser calculados pelo uso de métodos de simulagdo
computacional. Tais aglomerados, (H,O),, com n=1, 2, 3,..., sdo objetos de numerosos estudos
moleculares e utilizam diferentes simulac®es [47,127,128,94,129,107].

Neste trabalho foram utilizados calculos vibracionais com matrizes hessianas pre-
calculadas e o método DFT. A funcdo de onda foi otimizada (single point calculation) e
foram feitas as andlises vibracionais, com respostas em Raman. O intuito foi obter os modos

vibracionais de um protétipo de coldgeno com agua confinada.

4.2.2 Teoria

4.2.2.1 Equacdo molecular de Schrédinger e aproximacédo de Born-Oppenheimer
[130]

Em um tratamento mecanico-quantico de sistemas microscépicos, 0 que

precisamos basicamente é resolver a equacdo de Schrodinger para estados estacionarios:
H¥Y=EY¥ (4.2.1)

onde A é o operador hamiltoniano para o sistema molecular com energia total E e ¥ é a
funcdo de onda molecular. A solucdo desta equacédo fornece as informacgdes necessarias para o
estudo das propriedades microscopicas de sistemas de moléculas. Porém, para sistemas multi-
eletronicos, a resolucdo desta equacdo € uma tarefa dificil de ser executada. Por isso, ha a
necessidade do uso de aproximacdes que tornem viavel a resolucao da equacgéo 4.2.1.

Daquelas utilizadas na resolucdo da equacdo de Schrodinger para sistemas
moleculares, a mais comum € a aproximacao de Born-Oppenheimer [131]. A inspiracdo para
a aproximacdo de Born-Oppenheimer vem do fato de que os espectros eletronico e nuclear de
um sistema molecular geralmente sdo distintos. Devido a essa distingdo espectroscdpica,
muitas vezes traduzida como diferengas entre as massas dos elétrons e dos nucleos, pode-se

fazer a separacdo de Born-Oppenheimer, que consiste no tratamento em separado dos
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movimentos eletrénico e nuclear. Assim, a equacdo 4.2.1 é reescrita de maneira mais
especifica, em funcdo das coordenadas dos nucleos e elétrons do sistema:
H(r,R)¥(r,R) = &(r,R) ¥, R) (4.2.2)

Nessa equacdo, tanto o operador H quanto a fungdo de onda ¥ dependem das
coordenadas de todos os nucleos (R) e de todos os elétrons (r) presentes no sistema. Na
pratica, para de fato ser resolvida a equagdo 4.2.2 para um sistema multi-eletrénico qualquer,
€ necessario reescrever esta equacdo de modo a deixar explicitos os termos de H(r,R) e
r,R). Para o hamiltoniano, despreza-se todos os termos relativisticos, devido as pequenas

massas dos nucleos, e assim:

ZAZBE

H(T R) - ZA TA + ZA<B + Zl T + Zl<] Z ZA Zac? (4-2-3)

Os termos de H(r, R), na ordem em que aparecem na equa(;éo 4.2.3, sdo a energia
cinética dos nucleos, a repulsdo eletrostatica referente aos nucleos, a energia cinética dos
elétrons, a repulsdo eletrdnica e a energia de atracdo elétron-nucleo. Ou ainda, de forma mais
simplificada:

2
Hy(r,R) = _g_m(TN +T)+V (4.2.4)

onde os termos T, Ty € V sdo, respectivamente, a energia cinética eletrdnica, energia cinética
dos nucleos e energia potencial.
Visando a resolucédo da equacdo 4.2.2, aproximamos (r,R) por um produto tal

que um dos fatores tenha uma dependéncia paramétrica das coordenadas nucleares, ou seja,
w(r,R) =¥(r;R)4(R) (4.2.5)

onde y depende parametricamente das coordenadas dos nicleos, R, e representa a funcdo de
onda eletronica do sistema e ¢ representa a funcdo de onda nuclear.

Substituindo 4.2.5 em 4.2.4 e resolvendo a equagéo, tem-se:

2

Hy(r,R) = {—g—m(TN +T) +v} ¥(r:RA(R)

hz
Hy(r,R) = _%[TN (PiryPiry) + Te (qj(r;R)¢(R))]+V( Yirdr)

nlo o
Hy(rR)=-———| — — (Y r) + Te (Y ) [V (Yipdr)
2m| R R

2l o 0
HV/(r,R)=—ﬂ_6R( (FR) aR¢<R> (aR ‘I’(r:mj@mj+Te(‘P(r:R)¢(R))}+V(‘P(r;R)¢(R>)
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72 2 o o 02 o ., 0
Hy (r, R)——EH‘I’ aR_2¢ ﬁ§¢ (6R2 j¢ +£‘P£ +Te (YirryPir)) [V (YirrPr))

hz
Hy(r,R) = —ﬂ[‘{'(r:R)TN Dy + I Te Vi J+V Wiy + iy +W (4.2.6)
Onde,
o¥ o 0° h’
W=|2">= = - 427
{ Rar’* (8R2 }b }[ ZmiJ (4.2.7)

Entretanto, conforme Atkins e Friedman [132], como m; é a massa dos nucleos e
esta ocorre no denominador, podemos supor que W é pequeno a ponto de ser considerado
desprezivel. Assim:

H, (r,R)Y¥, (r,R) = E4(r,R)¥,(r;R) (4.2.8)

H,(R)¢,(R) = E#,(R)
Onde,

Hq (r,R)= ZT +Z ZT ZZ 2,€” ZZARZBeZ (4.2.9)

i<j Ij A i A<B AB

Hn(l’, R) = ZTA +Eq (R)

Esta separacdo do hamiltoniano em duas partes distintas, uma eletronica e outra
nuclear, é conhecida como aproximacdo de Born-Oppenheimer [131]. A possibilidade de
separacdo dos movimentos eletrdnico e nuclear se deve ao fato de que os elétrons tém menor
inércia e podem ajustar seus movimentos quase que instantaneamente, a qualquer rearranjo
das posicGes dos nucleos.

Tomando a fungdo de onda eletrénica , (r;R), e sabendo que esta é dependente
das coordenadas de todos os elétrons, se for possivel obtermos um conjunto completo

ortonormal de fungbes de onda de muitos elétrons ¥, , pode-se expandir ¥, (r;R)em termos
deste conjunto. Deste modo,

¥, (r;R) = 2\11 G, (F[¥;)=5 (4.2.10)

ij

Pelo principio de exclusédo de Pauli [80], ¥, (r;R)é antissimétrica com respeito a

qualquer troca de coordenadas dos elétrons, isto é,
W (Ml By R) = =W (1, e By By 5 R) (4.2.11)
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Desta forma, para um sistema molecular de camada fechada, um conjunto de
fungdes multi-eletrdnicas mais simples é um conjunto de determinantes de Slater.

Estes determinantes sdo formados por um conjunto de spins-orbitais ¢, (j;R) €
podem ser expressos por

2. R) @ LR) - @, (1iR)
1 (pa(?;R) ¢b(?;R) %(?;R) (4212)’

\Pe|(1, 2,..., N, R)=W

Pa(N;R) @, (N;R) - 9,(N;R)

onde N é o nimero de elétrons do sistema e ¢, (j;R)é o spin orbital do elétron j.

Até aqui temos 3n coordenadas, mas uma outra maneira de pensar o problema é

utilizar a Teoria do Funcional da Densidade.

4.2.2.2 Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

As Simulacdes Computacionais Atomisticas fornecem informacgdes em situacoes
nas quais os resultados analiticos sdo dificeis de serem obtidos, em que experimentos ndo séo
viaveis (ou os dados sdo escassos) e para auxiliar a interpretacdo dos resultados
experimentais.

O conjunto de a&tomos e suas combinagdes formam os mais diversos materiais. Por
sua vez, atomos sdo sistemas bem definidos pelos seus ndcleos e elétrons. Assim, a equacao
bem definida para descrevé-los é dada por: H W ({ri , R.}) = Evor Y({{ri , Ro}), em que r;
refere-se as coordenadas eletrénicas e R, as coordenadas nucleares. Entretanto, ndo ha
solucdo analitica da equacdo (exceto em alguns poucos casos). Por isso, Sd0 necessarias
aproximacdes e modelos para a resolucdo dos problemas. A mais conhecida delas é a
aproximacdo de Born-Oppenheimer, que tem por base a grande diferenca de massa entre 0s
prétons e os elétrons. Neste sentido, os ndcleos ndo acompanham a rapida mudanca dos
elétrons e permanecem, momentaneamente, fixos. Assim, pode-se separar o problema
eletronico do nuclear.

Pela equacdo de Schroedinger, todas as propriedades, incluindo a energia, sdo
unicamente observadas pela funcéo de onda ¥. Hohenberg e Kohn [112] mostraram que todas

as propriedades de um sistema podem ainda ser unicamente observadas pela sua densidade
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eletronica (p). Neste caso, a energia eletronica total pode ser expressa como um funcional da

densidade:
E(p) =T(p) + Vee(p) + [ vp (4.2.13)

em que o ultimo termo da equacdo consiste na interacdo entre os elétrons e o ndcleo,
decorrentes do potencial nuclear v e, de uma forma mais geral, de qualquer potencial externo;
e as energias cinética total (T) e de repulsdo elétron-elétron (Vee), em principio, sdo funcionais
da densidade, cuja dependéncia do funcional explicito, ndo é exatamente conhecida. Além
disso, h& um principio variacional em que a densidade eletronica do estado fundamental é a
aquela que minimiza a energia da equacéo [112].

No DFT a densidade eletrénica é expressa como uma combinagdo linear de
fungBes matematicas cujas formas séo similares aos orbitais de Hartree-Fock (HF). A forma
exata da densidade ndo é conhecida, porém existe uma grande lista de funcionais da densidade
gue possuem vantagens e desvantagens. Alguns deles foram obtidos a partir da mecéanica
guéntica e outros atraves de parametrizacdo de funcGes, para melhor reproduzir os resultados
experimentais.

A vantagem de utilizar a densidade eletrénica é que as integrais de repulsdo de
Coulomb sdo feitas sobre a densidade eletrdnica, que depende apenas das trés coordenadas da
posicdo. Além disso, o0 DFT considera um termo chamado correlagdo, escrevendo a energia

de maneira mais completa que Hartree-Fock.

4.2.2.2.1 Teorema de Hohenberg e Kohn

4.2.2.2.1.1 Teorema 1

O primeiro teorema de Hohenberg e Kohn prova que em um sistema de particulas
interagentes o potencial externo, Vex(r), que age sobre elas é determinado unicamente, a
menos de uma constante, pela densidade do estado fundamental p(r). Assim, se o
hamiltoniano é completamente determinado (a menos de uma constante) todas as
propriedades do sistema sdo completamente determinadas dado somente a densidade do
estado fundamental. A prova disso é dada por reducéo ao absurdo (reductio ad absurdum).

Considerando dois potenciais externos Ve ¢ V’ext que diferem entre si por mais
do que uma constante (uma vez que a funcdo de onda e, consequentemente, a densidade de

carga é inalterada se uma constante é adicionada ao potencial) e que ambos dao origem a
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mesma densidade de elétrons p, associada com o estado fundamental de N particulas nao
degenerado correspondente, estes dois potenciais externos fazem parte de dois hamiltonianos
que sé diferem apenas no potencial externo.

A=T+V,+ Vo

A~

t Voo + Viext (4.2.14)

>

~

' =

Os hamiltonianos H e H’ resultam em diferentes autofungdes, ¥ e ¥,

respectivamente, e correspondem a diferentes energias, E e E’, respectivamente, com E+£E’.

Entretanto, ambas as fungOes de onda tem a mesma densidade eletrbnica. Portanto Ve

conduz a um H, que permite a determinacdo de ¥ e outras propriedades como a sua densidade
eletronica p, sendo que o mesmo ocorre com ¥’.

Vet > H=>¥ = p <P <H <V (4.2.15)

Embora ¥ ¢ ¥’ sejam diferentes, podemos usar ¥’ como fungédo tentativa para H.
Assim, em virtude do principio variacional, tem-se:
E<(V|H|¥Y)=(¥|HY)+ (¥|H-H'|?) (4.2.16)
E como os dois operadores hamiltonianos diferem apenas no potencial externo:
E<E + (W|T+ Ve 4 Vore = T = Voo = V'ore|¥"), (4.2.17)
que resulta em

E<E+ [p(){Voxs — V'exe}d? (4.2.18)

Seguindo 0 mesmo processo para E' < (¥'|H'|¥), obtém-se:

E'<E—[p®{Voxs — V'exe} d7 (4.2.19)

Somando estas duas expressoes:
E+E <E+E (4.2.20)

Isso seria 0 mesmo que dizer que 0 < 0, o que é contraditorio, provando que ndo
podem existir dois potenciais distintos que fornecam a mesma densidade no estado
fundamental. Assim, p representa a propriedade que contem as informacGes sobre o nimero
de elétrons do sistema (N), o nimero atdmico (Za) e 0 raio atbmico (Ra) e pode ser
representado como:

po = {N, Za, Ra} = H = ¥y = E, (e outras propriedades) (4.2.21)

Como a energia do estado fundamental é um funcional da densidade eletronica,

entao

Eo[po]=T[po] + Eee[po] + Ene[po] (4.2.22)
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onde ‘Ne’ especifica o tipo de potencial externo presente, que, neste caso, € definido pela

atracdo devido ao nucleo.

4.2.2.2.1.2 Teorema?Z2

A densidade do estado fundamental €, em principio, suficiente para obter todas as
propriedades de interesse. Entretanto, como € possivel ter certeza de que uma certa densidade
é realmente a densidade do estado fundamental que se esta procurando? A resolugdo formal
para este problema foi abordada no segundo teorema provado por Hohenberg e Kohn. Em
palavras simples, este teorema afirma que o funcional que proporciona a energia do estado
fundamental do sistema, proporciona a energia mais baixa, 0 minimo global, se e somente se a
densidade do input for a densidade real do estado fundamental, po. 1SS0 nada mais é do que o
principio variacional, expresso como:

E < E[p] = T[p] + Enelp] + EcelP] (4.2.23)

Em outras palavras, isso significa que, para qualquer densidade tentativa g(7) que
satisfaca as condiges de contorno [5] =0, [ 5 ()d7 = N e que seja associado com um
potencial externo V,,., a energia obtida para o funcional dada na equagdo 4.2.22 representa
um limite superior para a energia do estado fundamental verdadeira, Eq.

Separando a expressdo da equacdo 4.2.22 em partes: aquela que é dependente do
sistema atual, ou seja, a energia devido a atracdo elétron-nucleo; e aquela que é universal no

sentido que sua forma é independente de N, Ra € Za.

Eolpol = [ po(P)WVned?  +  Tlpol + Eeelpo] (4.2.24)
sistema dependente universalmente vialido

Chamando a parte independente de funcional de Hohemberg-Kohn Fyk[po]:
Eolpo] = [ po(P)Vned? + Fuklpo), (4.2.25)
em que o funcional de Hohemberg-Kohn devido a densidade arbitraria p(#) produz o valor
esperado (¥|T + V.. |¥)
Fuk[p] = Tlp] + Ecelp] = (¥|T + Ve |¥) (4.2.26)
Portanto, para o estado fundamental, a energia é dada por:
Elpol = Fuklpol + <11!0|17ext|l1!0) (4.2.27)

Aplicando o teorema variacional, tendo E como funcional de ¥,

E[¥,] < E[¥]
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(Wo|T + Vio|Wo) + (Wo|Vere|Wo) < (P|T + Vie|¥) + (P |Vere|¥)
Fuklpol + (lpolVextllpo) < Fyklp]l + (qjlvextllP)
Elpo]l < Elp] (4.2.28)

Dessa forma, tendo um funcional Fyk[p] conhecido, pode-se minimizar a energia
total do sistema em relacdo a densidade p(#) e encontrar a energia e a densidade do estado
fundamental.

Em suma, os teoremas de Hohenberg-Kohn determinam as propriedades do
sistema desde que se conheca a densidade do estado fundamental.

Os teoremas de Hohenberg-Kohn séo a base da teoria moderna do funcional de
densidade. Entretanto estes teoremas apenas sdo provas da sua existéncia. Eles ndo fornecem
qualquer direcdo de como o funcional que proporciona a energia do estado fundamental deve
ser construido. Primeiro, em qualquer aplicacdo real da teoria do funcional da densidade se é
forcado a usar uma aproximacdo para o funcional F[p] , uma vez que o verdadeiro funcional
ndo é conhecido. O principio variacional como provado anteriormente se aplica apenas ao
funcional exato. Muitas teorias baseadas em funcfes de onda convencionais, como Hartree-

Fock, por exemplo, sdo estritamente variacionais e o valor esperado E = (Q7|17|'¥7) é um

indicador da qualidade da funcio de onda tentativa: a melhor aproximacéo é de ¥ a ¥,, que
apresenta 0 menor valor de E. Entretanto, no mundo da densidade funcional, o valor que o
funcional tentativa retorna ndo tem nenhum significado nesse sentido. Segundo, pode
acontecer que a energia obtida da aproximacdo da teoria do funcional da densidade seja
menor que a energia exata.

A razdo para estes primeiros resultados inesperados é que, na teoria do funcional
da densidade, como se utiliza uma aproximacdo para o funcional universal, é usada uma
aproximacdo ao invés do hamiltoniano exato, enquanto ndo se atenta a funcdo de onda. Ao
trocar H por algo que € apenas uma aproximacdo a ele, o problema a ser resolvido torna-se

outro.

4.2.2.2.2 As equagdes de Kohn-Sham

Para encontrar a densidade do estado fundamental, Kohn-Sham utilizaram um

sistema n&o-interagente. Kohn e Sham introduziram o conceito de um sistema de referéncia
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ndo interagente construido a partir de um conjunto de orbitais (ou seja, uma funcdo de
elétrons) de tal modo que a maior parte da energia cinética possa ser computada com uma boa
precisdo. O restante € mesclado com as contribuicbes ndo-classicas da repulsdo elétron-
elétron, que também sdo desconhecidas, mas geralmente nédo sdo fortemente correlacionadas.
Por este método, tanta informacdo quanto possivel é calculada exatamente, deixando apenas
uma pequena parte da energia total para ser determinada por um funcional aproximado.

A ideia central de Kohn-Sham foi perceber que ndo se € capaz de determinar a
energia cinética por um funcional explicito, deve-se ser um pouco menos ambicioso e
concentrar-se em como a computacdo pode obter a energia cinética exatamente. Assim. eles
sugeriram uma abordagem para obter a energia cinética exata do sistema de referencia néo-
interagente com a mesma densidade do real, que € interagente.

A ideia de Konh-Sham foi construir a densidade eletronica a partir de funcdes ¢;
p(@) = Liiloi(®)I? (4.2.29)
e considerar um sistema de referéncia néo-interagente, que no estado fundamental teria a

funcdo de onda representada pelo determinante de Slater na equagéo:

01(r)  @2(r1) . on(1)
o = \/% (P1§7”2) (Pzgrz) <PNE(T2) (4.2.30)
o1(ry)  @2(ry) o oy (ry)

obtendo com isso a energia cinética do sistema, conforme a equacéo 4.2.32.
- * o> Vz - -
Tole(M] = - [ ¥ ] () S (AT (4.2.31)
Ts = = 2N @il Vo)) (4.2.32)

Utilizando um sistema de referéncia ndo-interagente, pode-se mapear o problema
de muitos corpos em N problemas de um corpo sujeito a um potencial efetivo, Vs, que
produza a mesma densidade do estado fundamental de um problema de um sistema com
particulas interagentes; e, assim, procurar um potencial externo V; cuja a densidade do estado
fundamental seja a mesma que no sistema real.

O potencial efetivo depende da densidade eletrbnica. Por isso, nos céalculos,
utiliza-se uma densidade inicial tentativa. Deste modo, obtém-se uma nova funcéo tentativa,
que fornece um novo Vs. O processo se repete até alcancar a auto-consisténcia, ou seja, ate
que o valor da densidade antes e depois de uma interacdo coincidam dentro de uma precisdo

pré-estabelecida.
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Considerando um sistema de N elétrons ndo-interagentes em um potencial efetivo
Vs, 0 hamiltoniano pode ser escrito como:
Hy = Ts + Vs (4.2.33)
Aplicando os teoremas de HK, o funcional de energia é
Eslpl = Ts[p] + [ d7vs(¥)ps (@) (4.2.34)
A densidade eletronica do sistema em termos dos orbitais ¢; € dada por
p(P) = XiLile:)I? (4.2.35)
E cada orbital ¢; satisfaz a equacdo de Schroedinger

[_Z—I:VZ + ]75] <pi(77) = Ei(pi(F), & < & < < ey (4.2.36)

Embora ¥; sejam autofuncdes de elétrons ndo interagentes individuais, o sistema
de interesse é o sistema de particulas interagentes sujeitas a um potencial V. Para fazer o
mapeamento do potencial efetivo de um sistema ndo-interagente, com o qual se obtém a
mesma densidade eletrénica do estado fundamental de um sistema de particulas interagentes
sujeitas a um potencial externo Ve, Soma-se e subtrai-se o funcional da energia cinética do

sistema ndo interagente e o potencial de Hartree (coulombiana classica).

E=Te+Veet+Vexe +Ts —Ts + Uy — Uy (4.2.37)
e
p(P)p(Fr) >
f o didi (4.2.38)
ﬂ- p(T)P(T’) di dit' (4.2.39)

Rearranjando a equacdo 4.2.37, obtém-se naturalmente a energia de correlacéo e

troca,
Fpg
E = TS + Vext + UH + [Tel + ‘/ee - TS - UH] (4240)
Exc
Ou seja,
Exclp] = Fuxlp] — Ts[pl — Unlpl (4.2.41)

onde Exc € o funcional Fyk, universal, menos a energia cinética de um gas de elétrons livres e
0 potencial de Hartree.
Em outras palavras, a energia de correlacdo e troca Exc € o funcional que contem

tudo o que é desconhecido, uma espécie de “ferro-velho”, onde fica guardado tudo aquilo que
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n&o se sabe como lidar exatamente. E importante destacar também que apesar de seu nome,
Exc contém ndo sé os efeitos ndo-classicos de corre¢do de auto-interacdo, troca e correlacao,
que sao contribuicbes para a energia potencial do sistema, mas também uma porcéo
pertencente a energia cinética. A expressdo de energia do sistema ndo-interagente contém
apenas duas componentes: a energia cinética e a energia devido a interagdo com o potencial
externo. Pelo teorema de Hohenberg-Kohn, a energia total deve ser um funcional da
densidade. Do mesmo modo, a interacdo com o potencial externo € um funcional explicito de
p. Assim, Ts também é necessariamente um funcional da densidade de carga. Como ndo ha
uma simples expresséo de Ts, onde a densidade entre explicitamente - os orbitais de Kohn-
Sham, e ndo a densidade p, aparecem na equagao 4.2.32.

Precisa-se encontrar uma prescricio de como se podem determinar
exclusivamente os orbitais em nosso sistema de referéncia ndo-interagente. Em outras
palavras, como se pode definir Vs tal que realmente nos forneca um determinante de Slater,
que é caracterizado exatamente pela mesma densidade que a do sistema real? Para resolver
este problema, a expressdo para a energia de nossa interacdo do sistema real, é obtida

destacando a dependéncia nos orbitais, como indicado na equacao 4.2.32.
Elp(P)] = Tslp] + Jlp] + Exclp] + Enelp]

1
= 1y0ol +5 | Md*d* b Exclol + [ Vaep )7

— — 12— —> — —

= 3 IM@ilV219) + SV Y [Tl DI - |9, )| dridr; + Exclp@)] — £ [ S 22 o, [2d 7
(4.2.42)

O Unico termo que ndo estd na forma explicita, Exc, pode ser dado. Agora,

aplicando o principio variacional e perguntando quais condigdes os orbitais {¢i} devem ter a

0S

fim de minimizar essa expressdo de energia abaixo do valor usual de ((pi|(pj) =6 .
resultados das equagdes sao:

<—%v +Up(2)dr2 >

1 —
= (—EVZ + Veff(rl)) Pi = &@; (4.2.43)

Ao comparar esta equacao com as equacgdes de uma unica particula de um sistema

de referéncia nao-interagente, observa-se que Vs € idéntico a Vs.

Vs(F) = Vepy () = [ 22 + Vo (7) — T 24 (4.2.44)
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Vs(®) = Vere () + €2 [ dF 22 o -+ Ve () (4.2.45)

Portanto, com as varias contribuicdes desta equacdo é possivel obter Vs, que
inserido nas equagdes de uma Unica particula, consequentemente, determina os orbitais e,
assim, a densidade do estado fundamental e a energia do estado fundamental ao empregar a
expressao 4.2.42. Pode-se notar que Ve ja depende da densidade e, portanto, dos orbitais,
através do termo de Coulomb da equagdo 4.2.42. Portanto, assim como as equacgdes de
Hartree- Fock, as equagfes de Kohn-Sham de um elétron (equacéo 4.2.43) também tém de ser
resolvidas repetidamente (iterativamente).

Né&o se sabe como escrever Exc de forma exata. Assim, todas as aproximacdes sao
feitas para esse termo. Nos teoremas de HK foi visto que a densidade eletronica p que
minimiza o funcional E[p] ¢é a densidade do estado fundamental po. A condi¢cdo de minimo
para o funcional de energia (6E[p(7)] = 0) é tal que ha um vinculo para que o nimero de
elétrons do sistema seja dado corretamente (condigéo restrita)

[dip(F)—N=0 (4.2.46)

Utilizando um multiplicador de Lagrange u, que neste caso € o potencial

quimico, inclui-se o vinculo na equacao e o funcional a ser minimizado sera
E[p(®)] — ulf dip(@) — N] (4.2.47)
Derivando e igualando a zero,
5 {E[p(?)] —u U drp(#) — N]} =
S{E[p()] — ulf dip(®)]} =0 (4.2.48)

E fazendo a derivada funcional em relacdo a densidade eletrénica

SE[p] _ STS o2 5 p(r) L
sp(P) —H= 6p(r) fd Vext + Vyclp(P)] =0 (4.2.49)
Assim,
SE ST 5
=220 = IS4 vilp()] (4.2.50)

Sp(@)  Sp(@)
Onde Vy[p(7)] ¢é o potencial de correlacéo e troca

5Exclp]
Vielp(] = —S:ffrf (4.2.51)

As equacdes 4.2.36 e 4.2.45 séo conhecidas como equagdes de Kohn Sham.

Implementando a auto-consisténcia para estas equacdes, tem-se que:

55



1. Escolher uma densidade tentativa inicial e a substitui-la na equacao 4.2.45.

2. Ao resolver a equacdo de Schroedinger para N particulas independentes, obtém-se 0s
@i e, conforme 4.2.35, a préxima densidade, p(7), é encontrada.

3. O processo se repete até atingir um critério pré-estabelecido.

E importante perceber que se as formas exatas de Exc e Vxc fossem conhecidas (0
que, infelizmente, ndo é o caso), a estratégia de Kohn-Sham levaria a energia exata, ou seja,
ao autovalor correto do operador hamiltoniano H da equacdo de Schrodinger. A abordagem
de Kohn-Sham é, em principio exata. A aproximagdo so entra quando se tem que decidir
sobre uma forma explicita do funcional desconhecido para a energia de correlacéo e troca Exc
e 0 potencial correspondente Vxc. O objetivo central da teoria do funcional da densidade

moderna €, portanto, encontrar aproximacdes cada vez melhores para estas duas grandezas.

4.2.2.2.3 Os funcionais de correlacdo e troca

Lembrando que Exc € Vxc ndo sdo conhecidas, precisa-se, “a priori”, escolher
uma aproximacdo ao funcional de correlacdo e troca a fim de resolver as equacfes de Kohn-
Sham. Entre as aproximacOes utilizadas, estdo: a Aproximacdo da Densidade local (LDA -
Local Density Approximation) e a Aproximacdo Generalizada em termos de Gradientes (GGA
- Generalized Gradient Approximation).

A LDA foi a primeira proposta para o termo de correlacdo e troca. Nesta
aproximacdo, a energia de correlacdo e troca Exc de um sistema eletrénico é igual a energia
de troca e correlacdo de um gas de elétrons homogéneo com densidade eletronica p(7) igual
no ponto 7 e p(#) varia suavemente nas proximidades de # . Deste modo, pode-se escrever:

ERR4[p] = [ p(P)ekRrdr (4.2.52)

sendo ££24 a energia de correlagio e troca por elétron de um gés de elétrons homogéneo de

densidade p. A LDA é uma boa aproximacao para sistemas que apresentam caracteristicas de
um gas de elétrons livres, como os metais. Entretanto, se a densidade for fortemente néo-
uniforme, como no caso de compostos organicos, a aproximacdo LDA ndo apresenta bons
resultados. Neste caso, a fim de corrigir a LDA para sistemas ndo-homogéneos, existe uma
aproximacdo que leva em consideracdo também o gradiente da densidade eletronica,

denominada GGA, a qual possui a expressao:
Egétp] = [ f(p(),Vp(P))d7 (4.2.53)
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Dentro da aproximagdo GGA foram propostos diversos funcionais, cujos mais
utilizados tem por base os trabalhos de Perdew-Burke-Erzenhof (PBE), de Lee-Yang-Parr-
Becke (BLYP), entre outros. Neste trabalho foi utilizado o funcional BLYP, ampliado com

corre¢des de dispersdo para a descri¢do adequada das forcas de van der Waals [133,134].

4.2.3 Simulagbes computacionais e o programa CPMD

Ao realizar as simulacdes no programa CPMD [135], s@o colocados no input a
geometria inicial e a especificacdo da simetria da molécula, bem como a especificacdo do tipo
de célculo e o conjunto de base. Pela resolucdo de HY=EWY, o programa procura 0 minimo

global utilizando o método DFT. Com isso, obtém-se a superficie de energia potencial, PES

. . . (dE\ _ d?E N dE
(do inglés Potential Energy Surface), que é (E)z = a_qz(q —qo).- O primeiro termo (E)- se

l

. . . L . . d’E
refere ao gradiente da PES, que é a matriz da primeira derivada das energias, enquanto 207 S

refere a curvatura, cujo valor varia conforme as minimizacdes até chegar ao minimo global.
Logo, uma molécula com 3 atomos, por exemplo, terd, em tese, 9 graus de liberdade (x,y,z

para cada a&tomo), portanto:

JE/0qy
0E/0q,
grad; = 0E/dqs e a matriz da segunda derivada ou matriz hessiana sera:
JE/0q;
0%E 0%E 0%E
091091 0q,0q, 091049
_ , 0°E 0°E 0°E
Matriz Hessiana =
0q20q1 0q20q; 0q20q9
92E  0%E ' 0%
099091 0q90q, " 0q90qy

A matriz da segunda derivada da PES é a hessiana, cuja diagonalizacdo resulta
nos autovetores e autovalores. Esta matriz € uma pequena oscilacdo harménica das forcas,
assim, obtemos as frequéncias vibracionais do sistema. A matriz diagonal das massas

atdbmicas da PES com a matriz diagonal com os 3n possiveis valores das frequéncias e 0s
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autovalores fornecem os modos vibracionais; ja os autovetores, em conjunto com o tensor

atdbmico polar fornecem as informacdes necessarias para a regra de selecéo de IR.

Um esquema com este processo pode ser observado na Figura 7.

= Geometria inicial

= Especificagao da simetria da

molécula
= Especificagao do tipo de
calculo e conjunto de base

Pela resolucao
de HY=E¥
procurar o

Obtenho PES minimo global

Método DFT

Matriz da 2a. Derivada
Hessiana

Matriz diagonal das
Diagonalizagdo massas atomicas

Matriz diagonal
com os 3n

possiveis valores
Regra de selegao para IR Modos vibracionais das frequencias

Tensor atémico polar Autovetores Autovalores

Figura 7 — Esquema de célculo do CPMD.
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5 METODOLOGIA

5.1 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Em trabalho anterior [136] foram estudadas amostras de hiperplasia fibrosa
inflamatoria (HFI) e mucosa oral normal (MN). Neste estudo, verificou-se que os espectros
Raman da regido de alto niamero de onda podem ser usados para discriminar o tecido com
HFI, do tecido de MN. Foi observado que as regides espectrais de 2800 — 3050 cm™ referem-
se a vibragdes de CH,, CHs, lipidios e proteinas; e, de 3050 — 3600 cm™, referem-se a CH ,
OH, NH, proteinas e adgua. Pelas analises dos modos vibracionais comparados aos resultados
apresentados na literatura [137,107], foi observado que as principais alteracGes destes
processos inflamatorios foram relacionadas ao coldgeno e a dgua confinada na regido de alto
namero de onda.

Para isso, foram utilizadas amostras de tecidos provenientes de mucosa bucal
normal (MN — 6 pacientes) e com hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFI — 6 pacientes), obtidas
a partir de biopsias realizadas no Departamento de Biociéncias e Diagnostico Bucal - UNESP
/ BRASIL. Elas foram identificadas e imediatamente congeladas e armazenadas em nitrogénio
liquido (77K) em frascos criogénicos antes da gravacao técnica dos espectros FT-Raman. Os
espectros Raman foram medidos em 5 pontos diferentes (A1-A5), resultando em 30 espectros
de HFI e 30 espectros de MN. Logo ap6s o procedimento, todas as amostras foram fixadas em
formol a 10% para analise histopatoldgica posterior. Foi usado um espectrometro Bruker RFS
100/S FT-Raman, da Universidade Vale do Paraiba, tendo como fonte de luz um laser
Nd:YAG, em 1.064 nm. A poténcia do laser na amostra foi mantida a 230 mW e a resolugéo
do espectrémetro foi de 4 cm™. Cada espectro foi gravado com 300 varreduras. Para a coleta
de dados FT-Raman, todas as amostras foram levadas a temperatura ambiente e mantidas
umedecidas em solucéo fisioldgica 0,9%, para preservar as suas caracteristicas estruturais e
um suporte de aluminio foi colocado nas janelas para a coleta de espectros Raman. As
substancias quimicas presentes na solucéo fisiolégica (Ca?*, Na*, K*, CI" e 4gua) ndo tém
sinais mensuraveis em Raman, logo sua presenga ndo afeta o sinal espectral dos tecidos. No
caso da referéncia [6], a regido de alto numero de onda foi deconvoluida em 7 picos,
conforme o Gréafico 1. Estes resultados foram utilizados para comparacdo com os resultados

computacionais.
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Gréfico 1 — Resultados experimentais de espectroscopia Raman. Cada espectro foi deconvoluido
em 7 picos, indicados nos graficos.
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No Gréfico 1, foram construidos Box-plots [138] de MN e HFI. As linhas
pretas correspondem a mediana do espectro e as regides coloridas sdo aquelas entre o
primeiro e terceiro quartil. Essa diferenca entre os graficos, o desvio entre o primeiro € 0
terceiro quartil, refere-se a degeneracdo hidrdpica. Esta € o resultado da dispersdo nos
diferentes niveis de hidratacdo. Assim, o tecido normal apresenta regides mais hidratadas e
menos hidratadas, o que explica a maior varia¢do nos espectros experimentais. J& em HFI, ha
excesso de agua, portanto maior quantidade de clusters de 4gua e elementos hidratados no seu

global, logo, seu espectro fornece um padréo Unico, especifico de modelo descritivo.
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Com base nesses graficos, também foram realizados os testes estatisticos t-
Student e o teste ANOVA [138] no Microsoft Excel (Tabela 3), assumindo variancias iguais
entre as amostras NM e HFI, ao nivel de 0,05, observou-se que 0s picos 2 e 6 ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa entre MN e HFI. J& para os picos 1, 3,4,5¢e 7,
as amostras de MN e HFI sdo diferentes ao nivel de 0,05 e, portanto, representam picos
caracteristicos de diagndstico.

Tabela 3 — Resultados dos testes estatisticos.

Testes/Picos 1 2 3 4 5 6 7
t-student P(T<=t) <0.05 0.055 <0.05 <0.05 <0.05 0.372 <0.05
ANOVA p-value <0.05 0.109 <0.05 <0.05 <0.05 0.744 <0.05

5.2 SIMULACOES COMPUTACIONAIS

5.2.1 Os modelos utilizados

Tendo em vista a criagdo de um modelo hidratado, tanto internamente quanto
externamente, foram selecionados os clusters de &gua a serem utilizados: (H.0), (H,0),,
(H20)3, (H20)4, (H,0)s-cyclic,(H,0)s-cage, (H,O)7-low, (H,0)s-S4, usando o modelo TIP4P
[139], proveniente do Cambridge Cluster Database [140] (Figura 8). Estes foram otimizados
guanto a funcdo de onda (single point calculation) para posterior analise vibracional, com
respostas em Raman, utilizando o hessiano (vibrational analysis IN Gauss). Os modelos
foram implementados no programa CPMD [135] usando a Teoria do Funcional de Densidade
(DFT) [112,113] e o funcional BLYP [141], ampliado com correcdes de dispersao para a
descricdo adequada das interacGes de van der Waals [133,134], com 0s parametros presentes

na estrutura original [139].
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Figura 8 - Clusters de agua utilizados na simulac¢ao: (a) (H,0), (b) (H,0),, (c) (H,0)s, (d) (H,0)4,
(e) (H,O)s-ciclico, (f) (H,O)s-gaiola, (g) (H,O);-baixo, (h) (H,O)s-S4. Com preenchimento
vermelho, o &tomo de oxigénio e, em branco, o a&tomo de hidrogénio. Tais estruturas foram
confinadas em colageno. Adaptado de [107].

Para a construcdo de um modelo de colageno para estudos de espectroscopia,
partiu-se de um peptideo hidratado de colageno tipo I, obtido do Banco de Dados de Proteinas
(Protein Data Bank), PDB ID: 1CGD [142] (Figura 9).

LEGENDA
@ CAmONO @ HOROGENO

Figura 9 - Estrutura cristalogréfica do coldgeno hidratado (perspectiva), obtida do Banco de
Dados de Proteinas (Protein Data Bank), PDB ID: 1CGD [142].

As moleculas de 4gua da estrutura original foram removidas (Figura 10), porém, a
estrutura do peptideo de colageno, com 1570 atomos, ainda apresentava-se extremamente
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grande para a simulagdo. Por isso, foi feito um recorte na molécula de colageno em um

modelo minimalista, na regido ilustrada na Figura 11, de modo a prosseguir apenas com uma

pequena parte do colageno.

LEGENDA

@ camoNe @ NIO O NITROGENIO
Figura 10 - Estrutura do colageno sem hidratacéo (vista longitudinal).

A) Construgao do colageno como modelo bulk.

Regido para

Regido para
recorte de CO

\ | recortede DO

T}’f)i/‘} MOLECULA DE AGUA

T

B) Colageno como modelo bulk C1.

C) Colageno como modelo bulk D1.
Figura 11 — Area de recorte do colageno para utilizagdo na simulac&o e os modelos C1 e D1.

Os critérios utilizados na escolha da sequéncia peptidica especifica tem por base:
i) apresenca de moléculas de &gua confinada na estrutura original;
i) apresenca de residuos de aminoacidos do colageno;

iii) o maior conjunto de aminoacidos que permitam um tempo viavel de calculo.
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Com base nestes critérios, uma estrutura com 100 atomos foi escolhida. Nesta
estrutura, foram inseridas, confinadas proximas a regido interior central, estruturas especificas
de clusters de agua, conforme mostrado na Figura 11, B e C. A célula unitéria artificial
resultante foi denominada CCMB, coldgeno como um modelo bulk, e foi representada por
uma gaiola de aminoécidos com ou sem um cluster de &gua ali inserido. Foram utilizados os
clusters de agua do modelo TIP4P [139], citados anteriormente. A estrutura sem &gua foi
denominada CO; aquela com uma molécula de agua, C1; e assim por diante. A distancia entre
a gaiola de aminoéacidos e o cluster de agua foi estimada pela distancia entre a gaiola e o
atomo vizinho mais proximo. Os dados estruturais para estas configuracfes sdo apresentados

na Tabela 4.

Tabela 4 - Alguns parametros da estrutura da célula unitaria do coldgeno como um modelo
bulk, com clusters de agua especificos. Os parametros de rede forama=135A b=115Aec=
10,5 A, com simetria ortorrombica.

Quantidade de Atomo vizinho mais Distancia até o
. Estrutura da L . g
Modelo moléculas de . proximo da atomo vizinho
g agua , NP
agua estrutura da agua mais proximo(A)
Co 0 - - -
C1 1 (H.0) @) 3,27
C2 2 (H20), H 2,63
C3 3 (H20)3 H 2,62
C4 4 (H20)4 H 1,76
C5 5 (H20)s-cyclic H 2,14
C6 6 (H20)6-cage H 1,51
C7 7 (H,O)7-low H 1,95
C8 8 (H20)g-S4 H 1,08

As estruturas foram otimizadas em uma primeira etapa usando a mecanica
molecular com o campo de forca MMFF94s [143] implementado no programa Avogadro
[144]. O campo de forca MMFF94s usa o termo de van der Waals e inclui termos cubicos e
quadréticos no estiramento da ligacdo e termos cubicos na energia potencial do angulo de
ligagdo. E bem conhecido que o MMFF94 produz dinamicamente estruturas médias
relativamente planas [145]. Assim, as estruturas planares dos modelos Cn sdo esperadas para
ser bem reproduzidas por este campo de forga. Além disso, a presenca de clusters de agua

maiores faz com que as interacBes ibnicas sejam mais relevantes, com a estrutura
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correspondente sendo bem descrita por métodos classicos como a empregada nos célculos do
modelo Cn.

A partir deste resultado, com base na geometria otimizada, foi definido o tamanho
da célula unitaria de modo a representar o bulk. Em seguida, a Teoria do Funcional de
Densidade (DFT) [112,113] foi utilizada para obter as geometrias de equilibrio e as
frequéncias harmonicas para cada CCMB. Os confinamentos foram implementados no
programa CPMD [135] usando o funcional BLYP [141], ampliado com correcbes de
dispersdo para a descricdo adequada das interacGes de van der Waals [133,134]. O CPMD ¢
um programa para célculos de estrutura eletrénica ab initio, que utiliza ondas planas/
implementacdo de um pseudopotential de DFT. No caso especifico dos modelos aqui
construidos, o CPMD foi o programa que melhor se adequou as otimizagdes das moléculas e
conservacao das estruturas de ligacdo entre os &tomos. Em outros programas testados, como o
Gaussian, ndo foi possivel estabilizar a molécula ap6s as otimizacfes, visto que a estrutura
dos modelos perdia a ligacdo entre os atomos. Nos calculos de CPMD, primeiro, foram
calculadas as estruturas eletrénicas (estado fundamental) do sistema como ponto de partida
para os outros calculos. Foram feitas as otimizacdes das funcbes de onda (single point
calculation) para cada confinamento (CO a C8), utilizando o hessiano (vibrational analysis IN
Gauss) e, depois, foram feitas as analises vibracionais, com respostas em Raman. Por fim,
foram calculadas as respostas lineares (linear response) dos sistemas para se obter os valores
da polarizacdo e dos tensores polares de cada &tomo do sistema. Estes ultimos dados foram
utilizados para avaliar a vibracdo dos atomos com auxilio do programa Molekel [146], em
cada deslocamento Raman equivalente ao experimental. Embora o conjunto (colageno+agua)
ndo seja uma estrutura cristalina, ele foi aproximado para os parametros cristalograficos
a=13,5A, b=11,5A e c=10,5A, considerando simetria ortorrdmbica (Tabela 4).

Em célculos que utilizam ondas planas com funcdes de base, como os realizados
pelo programa CPMD [135], alem da simetria e dos pardmetros de cela, o sistema é
caracterizado pela energia de corte (cutoff). Neste caso, a energia de corte é o valor minimo de
energia, de modo que valores maiores que ele sdo ignorados. Por isso, foram testados varias
energias de corte para a simulacdo de uma unica molécula de &gua isolada (Grafico 2). Com
base nestes resultados adotou-se 60Ry, como padrdo para a energia de corte em todas as

simulag0es.
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Gréfico 2 — Relagdo entre energia total e corte para uma Unica molécula de 4gua
isolada.
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Nota: O programa CPMD adota como padrdo as unidades para corte do plano de onda,
Ry (1 Ry = 1/2 Eh = 13.60569193eV) e para energia, Eh (1 Eh = 27.21138386eV =
627.5094706kcal/mol = 2625.4996251kJ/mol).

Também foram colocadas algumas moléculas de 4gua externas a regido do recorte
de CO, e criado um modelo de CCMB em solucdo, com a presenca de agua tanto
externamente (10 moléculas de agua) como internamente (1 molécula de agua), denominado
C1s. O modelo pode ser visto na Figura 12. Adotou-se 0 mesmo procedimento das moléculas
anteriores com os parametros cristalogréaficos a= 15,07, b=12,5A e ¢=20,0A, considerando

simetria ortorrémbica e energia de corte de 60 Ry.
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Figura 12 — Modelo C1s.

A fim de verificar os resultados, foi ainda criado outro recorte partindo-se do
mesmo peptideo de colageno, conforme a Figura 13. Tal recorte foi denominado DO e, tendo
ele um espaco interno bem menor, apenas uma molécula de &gua foi inserida em sua estrutura,
cujo modelo foi denominado D1. Neste caso, a otimizacdo de geometria foi feita utilizando o
método Hartree Fock e o programa Gaussian [147]. Ao contrario do modelo C, as estruturas D
néo séo planares e sdo quase secas. As correlagdes eletronicas sdo mais importantes neste caso
e a estrutura serd mais bem descrita por metodos quanticos. O Hartree Fock € um método
guéantico de menor consumo computacional menos e foi usado para obter uma estimativa
inicial para a otimizacdo da estrutura. Com base nas posi¢des dos &tomos obtidas, procedeu-se
os célculos DFT [112,113] implementados no programa CPMD [135], usando o funcional
BLYP [141], ampliado com correcdes de disperséo para a descri¢do adequada das interacdes

de van der Waals [133,134]. Foram calculadas as estruturas eletrdnicas (estado fundamental)
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do sistema com as otimizagOes das funcdes de onda (single point calculation); depois foram
feitas as analises vibracionais, utilizando o hessiano (vibrational analysis IN Gauss) e obtidas
as frequéncias em Raman; em um ultimo passo, foram calculadas as respostas lineares (linear
response) dos sistemas a fim de avaliar a vibracdo dos atomos de cada confinamento, com
auxilio do programa Molekel [146], comparando os valores tedricos e experimentais.
Especificamente nestes modelos, foi utilizada a energia de corte de 100 Ry e os parametros
cristalograficos: a= 18,906A, b=14,766A e c¢=11,265A, para DO; e a= 17,406A, b=13,284A e
¢=9,757A, para D1.

LEGENDA

@ CABONO @ HDROCENIO OXIGENIO NITROGENIO

Figura 13 — Modelo DO.

E, buscando se aproximar do minimo global foram criados mais dois modelos,
cada um com a presenca de tres aminodcidos em cada hélice da estrutura, na sequencia
Glicina-Prolina-Prolina. As estruturas foram otimizadas em uma primeira etapa usando a
mecanica molecular com o campo de forca MMFF94s [143] implementado no programa
Avogadro [144]. Ao primeiro, denominado Bc (Figura 14) foi utilizada uma célula unitaria

replicada como em uma caixa. Ja no segundo modelo, denominado Bv, foram utilizados os
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mesmos aminodacidos, sem a replicacdo deles, em vacuo. Em seguida, a Teoria do Funcional
de Densidade (DFT) [112,113] foi utilizada para obter as geometrias de equilibrio, no
programa CPMD [135] usando o funcional BLYP [141], ampliado com correcdes de
dispersdo para a descricdo adequada das interacdes de van der Waals [133,134]. Prosseguiu-se
0 célculo como descrito nos modelos C e D. Os pardmetros cristalograficos utilizados foram:
a= 15,0004, b=16,000A e c=13,000A, para Bc; e a= 10,585A, b=10,398A e c=10,202A, para

Bv. A ambos também foi aplicada a energia de corte de 60 Ry.

LEGENDA

CARBONO
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Figura 14 — Modelo Bc replicado em cada um dos eixos.

5.2.2 O que representam os modelos.

Apesar da simplicidade dos modelos, em condig¢des periodicas de contorno, cada
um deles representa a estrutura complexa dos tecidos da mucosa oral, no caso. O principal
constituinte deste tecido é o colageno, que € formado por um conjunto de fibras, cada uma

delas formada por um conjunto de fibrilas, conforme a ilustracdo do item a, da Figura 15. Em

69



essencia, as fibrilas coladgenas sdo agregados semi-cristalinos de moléculas de colageno
formadas por peptideos torcidos, com mais de 1000 aminoacidos em cada um e a presenca de
agua entre as estruturas. Assim, em condicdes periodicas de contorno, o modelo simula o
tecido, representando as fibrilas e a presenca de agua entre elas (item b). Na escala de
dimensdo onde o modelo foi construido, associamos as fibrilas colagenas como um conjunto
reticulado de células unitérias cuja constituicdo interna é escolhida pelas moléculas de dgua
ali presentes. O recorte do colageno (item c), replicado ao longo das trés dimens@es (item d)

representa, portanto, uma parte importante do tecido da derme.

Q L a) fibrilas b)
fibrilas e
9-0.0 :
00,
« dgua 0.0 v 11
® coldgeno a
amostra fibras de colizeno g célula unitaria
de tecido g fibra de colageno CCMB

Peptideo
hidratado

Modelo
célula unitaria

Figura 15 — Modelagem dos tecidos bioldgicos utilizada na simulag&o.

(a) Esquema estrutural do tecido conjuntivo mostrando as fibras de colageno e as fibrilas. Estes sdo
constituidos por moléculas de agua e moléculas de colageno. (b) Construcdo da célula unitaria do
CCMB comparadas a estrutura da fibra de colageno original. (c) Célula unitaria escolhida a partir de
uma estrutura peptidica hidratada resolvida experimentalmente. Hidrogenio, carbono, nitrogenio e
oxigenio sdo mostrados em branco, verde, azul e vermelho, respectivamente. (d) Estrutura de CCMB
com quatro moléculas de agua confinadas, replicada em trés dimensdes. As ligacdes de hidrogenio sdo
mostradas em amarelo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram calculadas as energias totais para cada estrutura. Para que os diferentes
resultados fossem melhor comparados, a energia da estrutura Cn foi normalizada pela
estrutura seca, CO, obtendo uma dependencia exponencial com a quantidade de &gua, n
moléculas presentes, conforme:

E _E _ n
Enorm = % = —0.964 + 1.86e( 1.388)
0

Foi importante comparar as energias com e sem otimizagdo da geometria, uma vez
que as estruturas ndo-otimizadas retém os parametros estruturais experimentais originais. Os

melhores resultados podem ser observados no Gréafico 3.

Gréfico 3 - Energia total normalizada por molécula com e sem
otimizag&o de geometria por mecanica molecular.
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Park et al. [148] analisaram as estruturas e as energias do dimero ao heptamero de
agua e perceberam que as estruturas ciclicas dos clusters de agua, em geral, sdo mais
favoraveis do que as estruturas abertas, com exce¢do ao heptamero . Eles também perceberam
que, quanto mais ligacGes de hidrogénio um cluster tem, maior € a sua estabilidade. Assim, a
estabilidade da cadeia de aglomerados aumenta adicionando-se uma molécula de agua ao
aglomerado, embora um aglomerado com cadeia infinitamente longa possa néo existir. Neste
contexto, um aglomerado somente sera formado se este for mais estavel e tiver menor energia
que seus atomos individuais. Assim, em ordem crescente de estabilidade temos: C0, C1, C2,
C3, C4, C5, C6, C7 e C8, 0 mais estavel.

A fim de comparar também os efeitos da otimizacdo nas posicbes atdmicas

originais, as distancias atdbmicas do modelo CO com e sem a otimizagdo de geometria foram
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comparadas. Os resultados podem ser vistos no histograma do Grafico 4. Foi observado que
as distancias atdbmicas relativas menores (em torno de 2A), geralmente associadas aos 4&tomos
de hidrogénio, e maiores (em torno de 10A), relacionadas as ligacdes entre carbonos, s3o as
que apresentam as maiores variacdes. Ao escolher parte da estrutura original e recorta-la, ha
uma tendéncia para que as estruturas sejam estaveis apos da otimizacdo de geometria. A fim
de manter as hélices trangadas, as estruturas sofrem leves torgdes entre os carbonos, o que
explica as maiores alteracGes de distancia justamente nestes atomos. A tendéncia observada
foi que estes atomos se deslocaram pouco (< 5%) das suas posi¢Oes originais. Entretanto, é

importante destacar que a conectividade e simetria atbmica original foi alterada.

Grafico 4 — Histograma das coordenadas atdmicas de CO com e sem a
otimizagdo de geometria.
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Também foram analisadas as estruturas dos modelos DO e D1. Até este ponto uma
série de otimizacOes foram feitas a fim de se obter os melhores parametros de energia, tanto
modificando a energia de corte, quanto os parametros de rede. Encontrar o valor mais
préximo do minimo global, analisando também a quantidade de frequéncias negativas e a
coeréncia com os resultados experimentais foi um grande desafio. Apenas para o0 modelo DO,
por exemplo, foram testados cerca de 90 céalculos diferentes, e a partir destes, ainda outros
foram testados até se obter os parametros para 0 modelo D1. Nestes casos, as otimizacOes de
geometria feitas por Hartree Fock foram as que apresentaram os melhores resultados, sendo,
portanto, utilizadas nas demais analises.

Além disso, definidos os modelos C0O a C8, DO e D1, foi verificada a possibilidade

de existéncia destes confinamentos na natureza. Para isso, foram comparadas as energias dos
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confinamentos hidratados, tanto internamente quanto externamente, com as energias dos
modelos sem &gua, CO e DO, somados a energia dos clusters de &gua isolados. Para
caracterizar as interacGes entre as moléculas de agua e os clusters de colageno foi calculada a
energia de ligacdo (Eg) e a energia de acoplamento (Ec) conforme a referencia [149]. Eg €
definido como:
Ep = Ermoa — (Eo + nEp,0)
e refere-se a interacdo média entre as moléculas de agua livre e o seu ambiente. Etmoq, Eo, €
Enzo séo a energia da célula unitaria do modelo de tecido, a energia de CO ou DO e as energias
das moléculas de &agua, respectivamente. A energia de interacdo entre os clusters de
aminoacidos e os clusters de agua com a célula unitaria do modelo de tecido podem ser
estimadas como:
Ec = Ermoa — (Eo + Enn,o0)

Onde Eqn20 € a energia do cluster composto por n moléculas de agua. Esta definicdo se difere
da referencia [149] pelo sinal de menos e a normalizagdo para n. Os resultados podem ser
vistos Gréafico 5. Observa-se que Eg aumenta monotonamente com n, para a estrutura Cp, 0
que esta de acordo com a literatura [149]. Isso significa que um trabalho externo é necessario
para introduzir os clusters de agua dentro das gaiolas de aminoécidos, visto que Eg > 0. Logo,
proteinas com simetrias similares as estruturas C, ndo sdo locais vidveis para catalisar a
criacdo de clusters de agua. Mesmo assim, essas gaiolas sdo locais possiveis para insercdo de
clusters de agua. A solvatacdo da estrutura C1 para C1s ndo contribui para o decaimento de
Eg. Por outro lado, a estrutura D;, com apenas uma molécula de agua apresenta o menor valor
de Eg. Isso significa que esta estrutura mais compacta € a que viabiliza o aprisionamento de

moléculas de agua.
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Gréfico 5 — Energias de ligacdo (Eg) e acoplamento (Ec) dos modelos C e
D, simbolizadas por um circulo e um quadrado, respectivamente.
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Analisando a energia de acoplamento Ec, os valores encontrados foram proximos
de zero, independente do conteldo de agua, exceto para n=4 e n=8 (Grafico 5). O modelo D1
também se difere dos demais, apresentando como a estrutura de cluster preferida para
empacotar as moléculas de dgua. J& os modelos C4 e C8 aparecem como aqueles com maior
valor de Ec positivo. Logo, sob condigdes normais estes modelos irdo interagir fracamente
com a gaiola de CO, o que implica em alta mobilidade. As demais energias para as outras
estruturas C, foram da ordem de 1 meV caindo na escala de energia das vibracdes
moleculares.

Ainda no quesito energia e quantidade de frequéncia negativas, os modelos CO,
DO, Bc e Bv, todos sem a presenca de agua confinada, foram comparados conforme a Tabela
5. E possivel perceber que os modelos com menor quantidade de frequéncias negativas ndo
necessariamente sao aqueles com menor energia. Isso porque a energia por si S0, sem a
normalizacdo com outras energias nao representa um valor comparavel. A quantidade de
frequéncias negativas € um parametro para verificar se a superficie de energia potencial (PES)
estd mais proxima do minimo global. Neste sentido, é possivel perceber que, embora existam
frequéncias negativas em todos os modelos, nenhuma delas se refere aquelas que representam
a espectroscopia Raman. O modelo Bc é aquele com maior representatividade, apresentando
menor quantidade de frequéncias, mas, proporcionalmente, 0 maior niumero delas em Raman,
inclusive na regido estudada (2800 a 3600 cm™). J& 0 modelo Bv, apesar da menor quantidade
de frequéncias negativas apresenta somente quatro frequéncias em Raman, das quais apenas
duas se encontram na regido estudada. O modelo DO também apresenta boa representatividade

na regido estudada, comparado ao total de frequéncias Raman.
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Tabela 5 - Comparacéo entre os modelos C0, DO, Bc e Bv.

CE N oS o

Energia Total (A.U.) -379.93 -445.07 -319.78 -317.36

Frequéncias 300 285 231 231
Frequéncias negativas 11 10 4 4

Frequéncias em Raman 71 31 39 4

Frequéncias negativas em 0 0 0 0
Raman
Frequéncias Raman na regido

estudada (2800 a 3600 cm™) 39 22 26 2

Os modos ativos em Raman foram obtidos a partir dos tensores polares atdbmicos
para cada 4&tomo no sistema e dos autovetores correspondentes a Hessiana [150]. No entanto,
as frequéncias caracteristicas de cada confinamento, foram obtidas sem as suas intensidades.
Assim, para facilitar a analise dos resultados, foram construidas gaussianas no programa Fityk
[151] para cada modo de vibracéo calculado, de modo que o espectro total € um somatério de
gaussianas. Cada modelo, possui 3n frequéncias, em que n é 0 nimero de atomos. Logo, o
modelo C, com 100 atomos, por exemplo, possui 300 frequéncias. Cada uma delas consiste
em uma gaussiana, cuja largura foi fixa com uma largura a meia altura de 20cm™ e altura
ajustada ao espectro experimental de MN do trabalho da referencia [6]. O somatorio dessas
gaussianas retrata os sete picos experimentais descritos no topico 5.1. Comparando 0s
espectros tedricos com os espectros experimentais de MN e HFI pode-se perceber que, de
fato, o colageno e a agua sdo de grande importancia para entendimento do que ocorre nos
picos caracteristicos. Do modelo C (Grafico 1), C4 e C6 sdo agueles que representam
melhor a regido de 2800 a 3090 cm™ e C1s aquele que melhor representa a regido de 3090 a

3600 cm™, embora o pico 5 parega mais claro nos modelos C1, C7 e C8.
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Gréfico 6 — Espectro Raman do modelo C.
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Ja 0 modelo D, Gréfico 7, descreve bem, principalmente, a regido de 2800 a
3090cm™, sobretudo, no modelo D1. O modelo B, por outro lado, ndo descreve tdo bem a

regido de alto nimero de onda e foi descartado quanto as analises dos modos vibracionais.
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Gréfico 7 — Espectro Raman do modelo D e B.
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Conforme o gréfico, analisando todos os confinamentos, € possivel perceber que a
regi&o de 3000 a 3400 cm™, tipica da agua, apresenta uma soma de varias gaussianas, fato que
fica mais claro observando-se a curva de C1s nesta regido. Por outro lado, a regido de 2800 a
3000 cm™, tipica de amidas, é melhor representada pelo modelo D1. Assim, pode-se observar
gue o melhor resultado, dentre os modelos obtidos até o momento, seria a soma dos modelos
hidratados D1 e Cl1s. Os melhores resultados podem ser vistos juntos, em um Unico gréafico
(Gréfico 8).
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Gréfico 8 — Melhores resultados: modelos D1 e C1s.
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As propriedades dos clusters de adgua sdo fundamentais para a compreensdo da
agua em sistemas bioldgicos [152]. Shoulders and Raines [153], por exemplo, apresentam
uma explicagdo simples para a hiperestabilidade da tripla hélice através de intera¢des dipolo-
dipolo. InteracBes proteina-agua sdo conhecidas por desempenhar um papel fundamental na
funcdo de varios sistemas biomacromoleculares, incluindo os tecidos de colageno [154].
Sabe-se que pequenas mudanc¢as no comportamento dindmico e estrutural de moléculas de
agua na interface peptideo-agua podem mudar efetivamente a funcdo da proteina [155,156].
Condizente com a literatura [155,156,154], pdde-se observar, neste trabalho, que a presenca
de diferentes clusters de agua desempenha um papel importante nos picos caracteristicos de
colageno e define uma maior afinidade a espécies reativas de nitrogénio e oxigénio (RNOS).

Neste trabalho, os momentos de dipolo calculados para cada uma das estruturas
sdo mostrados no Gréfico 9.

Dentre os modelos C, C2 é o que tem o menor momento de dipolo, enquanto CO,

C4 e Cls apresentam os valores mais elevados. Sabe-se que um organismo vivo quando
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submetido a um trauma, da mesma forma que quando submetido a outros fatores externos,
tais como produtos quimicos ou bactérias, pode apresentar doencas que afetam o
comportamento de colageno. Tais fatores podem favorecer a formacdo de RNOS e,
consequentemente, 0s processos de transferéncia de elétrons, que por sua vez alteram o
momento de dipolo de biomoléculas [82,157]. Observou-se que C2 tem 0 menor momento de
dipolo. Isto mostra a quantidade minima de &gua necessaria para que a transferéncia de
elétrons ocorra. Enquanto que para os valores mais elevados de momento de dipolo, como CO
representa o coldgeno sem agua e a proteina seca ndo tem atividade biologica, e C4, embora
apresente 0 maior momento de dipolo, ndo é um modelo encontrado na natureza, C1 é aquele
em que os processos de transferéncia eletrénica sdo mais favorecidos. Também foram
analisados os momentos de dipolo de clusters de agua isolados, (H,0), com n = 1-8. A
medida que a simetria do tetrdmero de agua assegura que o seu momento de dipolo é zero
[158], esse valor foi considerado como erro dos célculos. Assim, o dimero e o pentdmero de
agua, sdo aqueles com os menores valores mensuraveis de momentos de dipolo. Entdo,
qguando cercado por colageno, C2 é o que menos favorece o processo de transferéncia de
elétrons. Além disso, o momento de dipolo do tetrdmero da agua é zero. Neste sentido,
espera-se que os valores de C4 e CO sejam tdo proximos, apesar de CO ser biologicamente
inativo.

Analisando também os modelos D, é possivel perceber que estes apresentam
menor momento de dipolo, comparados aos modelos C, sem agua (C0) e com uma molécula
de agua (C1), e que o modelo D1 é aquele que apresenta 0 menor momento de dipolo.
Portanto, de todos os modelos, D1 é aquele que menos favorece os processos de transferéncia

eletrdnica e, consequentemente, 0 mais proximo de um tecido de mucosa normal.

79



Gréfico 9 - Momento de dipolo total de cada confinamento.
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Com base nos vetores momentos de dipolo dos atomos em cada frequéncia, foram
construidos arquivos de visualizacdo para as vibracfes e analise dos picos caracteristicos.
Estes dados foram tabelados e sdo apresentados nas tabelas a seguir. De C0O a C8, os modelos
C0, C3, C4, C6 e C7 sdo aqueles que melhor caracterizam os picos de tecidos inflamatérios e
normal, por conseguinte, seus modos vibracionais, na regido de 2800-3600cm™, estdo
compilados na Tabela 15. Também foram analisados 0 modelos C1s (Tabela 16), DO (Tabela
17) e D1 (Tabela 18). Pelos resultados obtidos, observa-se que os modos de vibracdo estdo de
acordo com os modos experimentais descritos por Movasaghi [137], apresentam as vibracoes
de estiramento OH-NH-CH. Além disso, p&de-se visualizar outros modos especificos para
colageno e as suas interacdes com os aglomerados de &gua, ainda ndo descritos na literatura.

Os modos vibracionais estdo descritos nestas tabelas.
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Tabela 6 - Atribuicdo das bandas Raman para CO0. Frequéncias em cm™.

Experimental

Atribuicdo de CCMB

Atribuicédo usual

Torcao e estiramento de pelo menos um dos anéis;

estiramento  OH-NH-
CH; e estiramento

2990-3550 estiramento C-C, CN, CH, C=0, NH, CH,; CH simétrico e assimétrico
wagging, amida Il e 11l de CH, CH,, & CH3
Pico 4 estiramento CHg. estiramento intenso CH, CH do estiramento simétrico e
2990-3040 CH,, CHs assimétrico de CH,
a Pico 5 CH,, & CH3
S 3040-3085 CH» wagging; CH rocking
_‘9“ Pico 6 estiramento NH,; estiramento intenso NH, CH,
2 3085-3280 CHjs; estiramento assimétrico CH,, NH,, CH3. NH,
» CH, wagging
2
Pico 7 estiramento intenso NH e CH; estiramento
3280-3550 assimétrico CH,; NH wagging
Tabela 7 - Atribuicdo das bandas Raman para C1. Frequéncias em cm™.
Experimental  Atribui¢cdo de CCMB Atribuicdo usual
estiramento  OH-NH-

Torgdo e estiramento de pelo menos um dos aneis;

CH; estiramento

2870-3550 . simétrico e assimétrico
estiramento C-C, CH, CN, NH, C=0, CHy; CH. CH,, & CHs
Pico 1 estiramento CH, C=0; intense CH; scissoring; estiramento OH-NH-
2800-2870 estiramento CHg; rocking CH, amida 111 CH; estiramento
estiramento intenso CH, estiramento simétrico simétrico e assimétrico
. CHs;; estiramento  assimétrico CH,; CH, CH, CH,, & CHj;
Pico 2 . . . . _
2870-2910 SCISsoring; _CH, NH wagging, intense N-_C—O_ N-
N-C wagging, CH rocking, C-C-H scissoring,
amida 111
Pico 3 estiramen_to intenso CH _estiramento simétrico
2910-2995 CH3,_est|ramento assimetrico O=C-H; CH, NH
2 wagging
T Pico4 estiramento intenso simétrico CHsj; estiramento
8 2990-3040 assimétrico CHy; CH, wagging
2 estiramento assimétrico CH,, CHs, amida IlI;
9 Pico5 intense twisting CH,; CH wagging; CH, CH,, NH
3040-3085 scissoring; OH wagging da molécula de H0O;
estiramento OH da molécula de H,0;
Estiramento intenso CHy; estiramento assimétrico
NH,, CH,, CHs; estiramento simétrico NH,; CH,
Pico 6 CH; rocking; CH, twistingi CH, C_:Hz scissoring;
3085-3280 NH, CH, CH,, C-C-H wagging; amida Il e I1l; OH

wagging da molécula de H,0O; estiramento OH da
molécula de H,O; estiramento simétrico H,O;
estiramento assimétrico H,O
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Pico 7
3280-3550

Estiramento assimétrico CH,, H-C=0; estiramento
intenso CH, NH; estiramento NH,; amida Ill; CH
wagging; estiramento OH da molécula de H;0;
estiramento assimétrico H,O

estiramento  OH-NH-
CH; estiramento
simétrico e assimétrico
CH, CHz, & CHg;
estiramento OH

Tabela 8 - Atribuicdo das bandas Raman para C2. Frequéncias em cm™.

Experimental

Atribui¢cdo de CCMB

Atribuicdo usual

Torcao e estiramento de pelo menos um dos anéis;

estiramento  OH-NH-
CH; estiramento

2870-3550 estiramento C-C, CH, CN, NH, C=0, CH,; CH simétrico e assimétrico
wagging CH, CH;, & CHj3
. Estiramento  assimétrico CH,; amida Ill, estiramento OH-NH-
Pico 1 . , ) .
estiramento OH de pelo menos uma molecula de CH,; estiramento
2800-2870 . A
H.O simétrico e assimétrico
estiramento  assimétrico CH,; CH, H-C-N CH, CH,, & CH3
Pico 2 scissoring; amida I1l; OH wagging de pelo menos
2870-2910 uma molécula de H,O; OH scissoring de pelo
menos uma molécula de H,O
Pico 3 Estiramento intenso CH, CH
2910-2995 s
Pico 4 Estiramento intenso CH,, C-C-H scissoring;
2 2990-3040 amida Ill
'c% Pico 5 Est_iramento ir_1te[13<_) CHy; estirame_nto CI_—|3;
E 3040-3085 tlalsltlramento assimeétrico CH»; NH; rocking; amida
>
n Estiramento intenso CH,;, OH; estiramento
assimétrico CH,, CHs, NH,; CH, CH, scissoring;
Pico 6 C-C-H wagging; amida Il e IlI; estiramento
3085-3280 simétrico H,O; estiramento OH de pelo menos
uma molécula de H,O; wagging de pelo menos
uma molécula de H,0;
Estiramento assimétrico CH,, H-C=0; estiramento estiramento = OH-NH-
. intenso CH, NH; estiramento NH,; amida Ill; CH CH; estiramento
Pico 7 S . .
3280-3550 rocking; estiramento OH da molécula de H,O; simétrico e assimétrico

estiramento simétrico estiramento

assimétrico H,O

H.0;

CH, CH,, & CHjs;
estiramento OH
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Tabela 9 - Atribuicdo das bandas Raman para C3. Frequéncias em cm™.

Experimental

Atribuicdo de CCMB

Atribuicdo usual

Torcdo e estiramento de pelo menos um dos
anéis; estiramento C-C, CH, CN, NH, C=0,

estiramento  OH-NH-
CH; estiramento

2990-3600 CH,; estiramento intenso CH,, CH; estiramento simétrico e assimétrico
OH e OH wagging de pelo menos uma molécula CH, CH,, & CHs; e
de H,0O estiramento OH

Pico 4 estiramento intenso CH3; CH wagging estiramento  OH-NH-
2990-3040 CH; estiramento
Pico 5 estiramento CHas; estiramento assimétrico CH,; simétrico e assimétrico
3040-3085 NH, CH; wagging; amida Il e Ill; C-C-H CH, CHj & CH;s
scissoring, oscilacfes de uma molécula de H,O
estiramento CH, de CHs;, CH de CHs;

3 estiramento  intenso  NH, CH; H-C=0;

S Pico6 estiramento assimétrico CH,, CHsz; CH, NH,

E 3085-3280  NH; wagging; NH, scissoring, amida Il e IlI;

A estiramento  simétrico  H,O;  estiramento
assimétrico H,O
estiramento intenso NH, H-C=0; estiramento estiramento OH-NH-

pi assimétrico CH,; CH, wagging; C-C e H-C=0 CH; estiramento
ico7 . : ) : . .
3280-3600 wagging intenso, amida Il e I1l; OH wagging simétrico e assimétrico

intenso de uma molécula de H,O

CH, CHz, & CH3;
estiramento OH

Tabela 10 - Atribuicio das bandas Raman para C4. Frequéncias em cm™.

Experimental

Atribuicdo de CCMB

Atribuicdo usual

Estiramento de pelo menos um dos anéis;
estiramento C-C, CH, CN, CH,; CH wagging;

estiramento  OH-NH-
CH; estiramento

2870-3600 estiramento OH de pelo menos uma molécula de simétrico e assimétrico
H.0; H,0 scissoring CH, CH,;, & CHgs;
estiramento OH
Tor¢do de pelo menos um dos anéis; estiramento estiramento  OH-NH-
Pico 2 NH, C=O0; estiramento intenso CH, C=0; CH,; estiramento
2870-2910  estiramento assimétrico CH,; amida Ill; simétrico e assimétrico
oscilacbes H,O CH, CH,, & CH3
o 2331%2995 estiramento intenso CHs
g Pico 5 Torcdo de pelo menos um do_s anéis; estiramento
2 3040-3085 NI—_|, C=0, CH3_; estlr_amento intenso CH de C_Hg;
< estiramento assimétrico CH,, CH,; NH wagging,
n H-C-C scissoring; amida I1l; H,O wagging
Torcdo de pelo menos um dos aneis; NH, C=0,
Pico 6 NH, estiramen'go; estiramenf[o jnt_enso NH, CH,
3085-3280 CH,, CHgs; estiramento assimétrico CH,, CHs;

NH wagging; NH, scissoring; amida Il e 11I; OH
wagging de pelo menos uma molécula de H,O
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Pico 7
3280-3600

Tor¢do de pelo menos um dos anéis; estiramento
NH, C=0, NH,; estiramento intenso NH, CH,
CHy; estiramento assimétrico CH,; NH wagging;
amida Il e I11; oscilagdes H,O

estiramento  OH-NH-
CH; estiramento
simétrico e assimétrico
CH, CHz, & CHg;
estiramento OH

Tabela 11 - Atribuicio das bandas Raman para C5. Frequéncias em cm™.

Experimental

Atribui¢cdo de CCMB

Atribuicdo usual

Torcao e estiramento de pelo menos um dos anéis;
estiramento C-C, CH, CN, NH, C=0, CHy;

estiramento  OH-NH-
CH; estiramento

2870-3550 . , simétrico e assimetrico
estiramento OH de pelo menos uma molécula de
CH, CH,, & CHj3
H.O
Estiramento assimétrico CH,; CH scissoring; estiramento  OH-NH-
Pico 1 amida I; OH rocking de pelo menos uma molécula CH; estiramento
2800-2870 de H,O; OH scissoring de pelo menos uma simétrico e assimétrico
molécula de H,O CH, CH,, & CH3
Estiramento assimétrico CH,; CH; scissoring;
Pico 2 amida | e IlI; estiramento simétrico H,O; OH
2870-2910 wagging de pelo menos uma molécula de HO;
H,O scissoring
Estiramento simétrico intenso CH,, CH;; CH
Pico 3 wagging; CH rocking; amida |I; estiramento
2910-2995 simétrico H,O; OH wagging de pelo menos uma
molécula de H,O; H,O rocking
_c§ Estiramento intenso CH,; estiramento CHjs;
S .. estiramento assimétrico CH,; CH wagging; NH,
o Picob5 L ) i ;
& 3040-3085 Scissoring; amldz} Il e Ill; OH wagging dg pelo
A menos uma molécula de H,O; OH scissoring de
pelo menos uma molécula de H,O
Estiramento intenso CH, CH,, CHs; estiramento
. assimétrico CH,, CHs, NH,; CH scissoring; CH
Pico 6 N : . i
3085-3280 Vagging; amldalll e Ill; OH wagging d(_e pelo
menos uma molécula de H,O; OH scissoring de
pelo menos uma molécula de H,0;
Estiramento assimétrico CH,; estiramento intenso estiramento  OH-NH-
CH, CH;, NH; estiramento simétrico NH,; amida CH,; estiramento
Pico 7 Il; CH wagging; OH wagging de pelo menos uma simétrico e assimétrico
3280-3550 molécula de H,O; OH rocking de pelo menos uma CH, CH,, & CHs;

molécula de H,O; estiramento simétrico H,O;
estiramento assimétrico H,O

estiramento OH
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Tabela 12 - Atribuicdo das bandas Raman para C6. Frequéncias em cm™.

Experimental

Atribuicdo de CCMB

Atribuicédo usual

Torcdo e estiramento de pelo menos um dos estiramento  OH-NH-
anéis; estiramento C-C, CN, CH, NH, C=0, CH; estiramento
2910-3600 CHy; estiramento intenso CH,; estiramento simétrico e assimétrico
assimétrico CHp; estiramento OH de pelo menos CH, CH,;, & CHg;
uma molécula de H,0O estiramento OH
Pico 3 estiramento intenso CHg; estiramento assimétrico estiramento  OH-NH-
2910-2995 H-C=0 CH; estiramento
Pico 4 estiramento intenso CH; CH wagging; amida Ill; simétrico e assimétrico
2995-3040  wagging de pelo menos uma molécula de H,O CH, CH;, & CH3
562%?3085 es'_[iram_entlo C_H3; NH, CH wagging; H-C-C
" scissoring; amida Il
‘é’ estiramento CH, de CHs;, NH,; estiramento
_‘-S Pico 6 intenso CH, CHg; estiramento assimétrico CH3;
2 3085-3280 CH wagging; amida Il e Ill; C-C-H scissoring;
» OH wagging de uma molécula de H,O; OH
scissoring de uma molécula de H,O
estiramento  OH-NH-
. estiramento intenso CH; amida Il; CH scissoring; CH; estiramento
Pico 7 . . ) . . .
3280-3600 estiramento  simétrico de H,0O; estiramento simétrico e assimétrico
assimétrico de H,O CH, CH,, & CHjs;

estiramento OH

Tabela 13 - Atribuicdo das bandas Raman para C7. Frequéncias em cm™.

Experimental

Atribuicdo de CCMB

Atribuicdo usual

Torcdo e estiramento de pelo menos um dos estiramento  OH-NH-
anéis; estiramento C-C, CN, CH, CH; CH; estiramento
2910-2995 . . . ) e o
e 3040-3600 est!ramento intenso CH, intenso; CH wagging; simetrico e assimetrico
estiramento OH de pelo menos uma moléculade CH, CH,;, & CHg;
H.O estiramento OH
. estiramento CHjs; estiramento intenso CHs; OH estiramento  OH-NH-
Pico 3 . , ) ) )
wagging de algumas moléculas de H,0; CH; estiramento
2910-2995 Y L o
oscilagbes H,O simétrico e assimétrico
. estiramento NH, C=0; estiramento intenso CH; CH, CH, & CHj3
Pico 5 . T !
estiramento assimétrico, CH,, NH wagging;
3040-3085 . ) . .
amida I11; OH wagging de algumas moléculas de
3 H,O
S estiramento NH, C=0, CHj; estiramento intenso
= Pico6 NH, CH, CHj; estiramento assimétrico CH,; NH
& 3085-3280  wagging; amida | e Ill; OH wagging de uma
molécula de H,O
estiramento NH, C=0, NH,; estiramento intenso estiramento  OH-NH-
. CH; estiramento assimétrico CH,; NH wagging; CH; estiramento
Pico 7 .
3280-3600 C-C-H scissoring; amida |IlI; _scissoring de simeétrico e assimétrico
algumas moléculas de H,O; oscilagbes de uma CH, CH,;, & CHg;

molécula de H,0

estiramento OH
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Tabela 14 - Atribuicdo das bandas Raman para C8. Frequéncias em cm™.

Experimental

Atribuicdo de CCMB

Atribuicédo usual

Torgdo e estiramento de pelo menos um dos aneis;
estiramento C-C, CH, CN, NH, C=0, CHy;

estiramento  OH-NH-
CH; estiramento

2870-3550 : . simétrico e assimétrico
estiramento OH de pelo menos uma molécula de
CH, CHj, & CHj3
H.0
Pico 1 Estiramento assimétrico CHy; amida Il; CH, OH, estiramento OH-NH-
CH,;, C-C-H scissoring; CH wagging; CH, CH; estiramento
2800-2870 T A _ . L o
rocking; estiramento simétrico H,O; H,O rocking  simétrico e assimétrico
Estiramento assimétrico CH,; estiramento intenso CH, CH,, & CH3
Pico 3 CHs; CH;, N-C-H scissoring; amida | e llI;
2910-2995 estiramento simétrico H,O; OH scissoring de pelo
menos uma molécula de H,O
Estiramento intenso CH, CHj; estiramento
Pico 5 assimétrico CH3; CH wagging; amida Ill; OH
s 3040-3085 wagging de pelo menos uma molécula de H,0;
2 OH rocking de pelo menos uma molécula de H,O
_‘9“ Estiramento intenso CH, CH,, CHs; estiramento
=2 assimétrico O=C-H, CHj, CHs, NHy; CH, NH;
oo wagging; amida I, Il e IlI; estiramento simétrico
Pico 6 - . . .
3085-3280 H,0; OH scissoring de pelo menos uma molgcula
de H,O; OH rocking de pelo menos uma molécula
de H,O; OH wagging de pelo menos uma
molécula de H,O
Estiramento assimétrico CH,; estiramento intenso estiramento  OH-NH-
. CH, NH; amida I1l; CH wagging; CH scissoring; CH; estiramento
Pico 7 . o ! : . .
3280-3550 estiramento  simétrico  H,O;  estiramento simétrico e assimétrico

assimétrico H,O; OH scissoring de pelo menos
uma molécula de H,O

CH, CH,, & CHjs;
estiramento OH

Tabela 15 - Atribuigdo das bandas Raman para CCMB (CO0, C3, C4, C6, C7). Frequéncias em

cm™.

Experimental

Atribuicdo de CCMB

Atribuicdo usual

Torcdo e estiramento de pelo menos um dos aneis;
estiramento C-C, CH, CN, NH, C=0, CHy;

estiramento  OH-NH-
CH; estiramento

2870-3550 estiramento assimétrico CH,; CH wagging; simétrico e assimétrico
estiramento OH de pelo menos uma molécula de CH, CH,, & CH3
H,O
Pico 2 estiramento intenso CH, C=0; amida Ill; H,O estiramento OH-NH-
_c.‘ﬁ 2870-2910 scissoring; oscilagdes de H,O CH; estiramento
S estiramento CHs; estiramento intenso CH,, CHs;; simétrico e assimétrico
= Pico3 H-C=O wagging; OH wagging de algumas CH, CH, & CH;
& 2910-2995 moléculas de H,O; H,O scissoring; oscilacbes

H.0
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Pico 4
2990-3040

estiramento CHyg; estiramento intenso CH, CH do
CH;, CHgj, CHgs; amida Il e 11I; OH wagging de
pelo menos uma molécula de H,O; H,O wagging

Pico 5
3040-3085

estiramento CH3, CH de CHg; estiramento intenso
CH,, CH; NH, CH, wagging; amida Il e 1ll; CH
rocking; C-C-H scissoring; OH wagging de pelo
menos uma molécula de H,O; H,O oscillation;
H,0 scissoring; H,O wagging

Pico 6
3085-3280

estiramento NH, CH; do CHs3;, CH do CHg;
estiramento intenso NH, CH, CH,;, CHjs;
estiramento assimétrico NH,, CH3; NH, CH,, NH,
wagging; NH; scissoring; C-C-H scissoring;
amida Il e I1l; OH wagging de pelo menos uma
molécula de H,O; estiramento simétrico H,0;
estiramento assimétrico H,O; H,O scissoring; OH
scissoring de uma molécula de H,O

Pico 7
3280-3550

estiramento NHy; estiramento intenso NH, CH,
CHa; NH, CH; wagging; wagging intenso C-C e
H-C=0; amida Il e Ill; CH scissoring; C-C-H
scissoring; OH wagging de pelo menos uma
molécula de H,O; OH wagging intenso de uma
molécula de H,O; H,O scissoring; oscilacbes
H,0; estiramento simétrico H,O; estiramento
assimétrico H,O

estiramento  OH-NH-
CH; estiramento
simétrico e assimétrico
CH, CHz, & CH3;
estiramento OH

Tabela 16 - Atribuicso das bandas Raman para C1s. Frequéncias em cm™.

Experimental

Atribuicdo de CCMB

Atribuicdo usual

Torcdo e estiramento de pelo menos um dos
anéis; estiramento C-C, CH, CN, NH, C=0,
CHo,; estiramento assimétrico CH,; CH wagging;

estiramento  OH-NH-
CH; estiramento
simétrico e assimétrico

2910-3550 amida Il1; estiramento de OH de pelo menosuma CH, CH,;, & CHg;
molécula de H,O; OH wagging de pelo menos estiramento OH
uma molécula de H,O
Pico 1 Estiramento intenso CH, OH, C=0; N-C-H estiramento OH-NH-
2800-2870  twisting; CH, rocking; amida Il CH; estiramento
estiramento intenso CH, CN; H-C=0O, NH simétrico e assimétrico
Pico 3 wagging; CH,, H-C=0, CH, CH, scissoring; OH CH, CH,, & CHj3
2910-2995  scissoring de pelo menos uma molécula de H,0;
o H,O rocking
S Pico4 estiramento intenso CH»; CH, scissoring; amida
8 2995-3040  II; H,O scissoring
= estiramento NH, , CH, de CHs;; estiramento
» intenso CH, CH,, CHg; estiramento assimétrico
. NH,, CH3; NH, CH,, NH, wagging; CH,, C-C-H
Pico 6 scissoring; amida Il; estiramento simétrico H,0;
3085-3280 ! ’ 2>

estiramento assimétrico H,O; H,O scissoring;
OH scissoring de pelo menos uma molécula de
H,O

87



Pico 7
3280-3550

estiramento simétrico CHs, NH»; estiramento
intenso OH, NH, NH,, CH, CH,; estiramento
assimétrico N-C=0; NH wagging; CH,
scissoring; amida Il; estiramento assimétrico
H,O; estiramento simétrico H,O

estiramento  OH-NH-
CH; estiramento
simétrico e assimétrico
CH, CHz, & CHg;
estiramento OH

Tabela 17 - Atribuicdo das bandas Raman para D0. Frequéncias em cm™.

Experimental

Atribuicdo de CCMB

Atribuicédo usual

Torcao e estiramento de pelo menos um dos anéis;

estiramento  OH-NH-
CH; estiramento

2870-3550 estiramento C-C, CH, CN, NH, C=0, OH, CH,; simétrico e assimétrico
amida I CH, CHj, & CHj3
Pico 1 estiramento intenso CH; NH, C-N, CH; wagging; estiramento OH-NH-
2800-2870 OH, C-C-H scissoring; CH, rocking CH; estiramento
Pico 2 estiramento ir_ltens_o CH, estiramento as_,simétrico simétrico e assimétrico
2870-2910 CHZ,_ CH scissoring; CH, NH wagging; CH, CH, CH;, & CHs
rocking
Pico 3 estiramento intenso NH; CH wagging; CH, CH,
2910-2995 rocking; amida Il1
o Pico 4 estiramento intenso C=0; NH, CH wagging; CH,
T 2990-3040 NH, C-N-H scissoring; CH rocking
_‘9“ Pico 5 estiramento intenso NH, C=0; CH wagging; C-C-
8 3040-3085 H, CH, scissoring; NH, CH, CH, rocking
» Pico 6 Estiramento intenso NH, CHy; estiramento
3085-3280 a35|mét_r|co_O:C-O, O-C-H, _CHZ; CH rocking;
CH> scissoring; NH, CH wagging
estiramento  OH-NH-
Pico 7 E_sti/rar_nento inter_130 NH;, _CHQ;_ estiramento C?H;, _ esti_ramepto
3280-3550 simétrico NHjs; estiramento assimétrico CH,; C-O- simétrico e assimétrico

H, CH wagging; NH, CH scissoring; NH, CH,
rocking

CH, CH,, & CHjs;
estiramento OH

Tabela 18 - Atribuicao das bandas Raman para D1. Frequénciasem cm™.

1

Experimental

Atribui¢cdo de CCMB

Atribuicdo usual

2870-3550

Torgéo e estiramento de pelo menos um dos anéis;
estiramento C-C, CH, CN, NH, C=0, CH,; amida
"

estiramento  OH-NH-
CH; estiramento
simétrico e assimétrico
CH, CH,, & CH3
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Pico 2 estiramento intenso NH; NH wagging; CH, CH, estiramento OH-NH-

2870-2910 rocking; CH, CH, scissoring; H,O scissoring CH; estiramento
estiramento intenso CN, CH; estiramento sSimétrico e assimétrico
Pico 3 assimétrico CH,; CH wagging; CH scissoring; CH, CHj, & CH3

2910-2995 CH, CH; rocking; H,O rocking; estiramento OH
da molécula de H,O

estiramento intenso C-O, NH, CH;; estiramento
assimétrico CH,; O-C-H twisting; CH, NH
wagging; OH scissoring da molécula de H,O; OH
rocking da molécula de H,O; estiramento OH da
molécula de H,O

Estiramento intenso C=0, CH,; estiramento
Pico 6 assimétrico O-C=0, CH,; NH rocking; C-C-H
3085-3280 twisting; CH, scissoring; H>O  rocking;

estiramento OH da molécula de H,O

Pico 5
3040-3085

Estiramento intenso CH, C=0, NH,, CH,; estiramento OH-NH-

Estiramento assimétrico CH,; NH wagging; C-N- CH; estiramento
Pico 7 H twisting; CH, C-N-H scissoring; CH, rocking; simétrico e assimétrico
3280-3550 OH scissoring da molécula de H,O; estiramento CH, CH,;, & CHjs;

OH da molécula de H,0; estiramento assimétrico estiramento OH

H,O

Observando estas tabelas, € possivel perceber vibracdes caracteristicas em cada
pico. Dentre os modelos estudados, C4 é caracteristico do pico 2, com estiramento C=0
intenso. O modelo CO se destaca por representar o pico 5, que apresenta 0 modo de vibragéao
CH rocking. As vibracbes de NH, sdo notaveis no pico 6, que mostra 0os modos de
estiramento assimétricos de NH, (proveniente de CO ), NH, wagging (proveniente de C3) e
NH, scissoring (proveniente de C3 e C4) e 0 modo de estiramento assimétrico de CHj3
(proveniente de CO , C4 e C6 ), também muito caracteristico. No pico 7, observam-se modos
caracteristicos intensos de C-C wagging (provenientes de C3) e CH scissoring (de C6). Os
picos 6 e 7 também representam as regides de modos vibracionais relacionados com a agua.
Especificamente, no pico de 6, existe a presenca de vibracdes OH scissoring de uma molécula
de H,O (proveniente de C6 ) e o pico 7 apresenta OH wagging intenso de uma molécula de
H,O (proveniente de C3). Por fim, os picos 3 e 4 mostram modos de vibracdo semelhantes a
outros picos. A maioria dos modelos de CO até C8 estdo contidas nos modelos C1s, na regido
dos picos 6 e 7. Em particular, o modelo C1s adiciona os modos vibracionais: CH2 scissoring
no pico 6, e o estiramento assimétrico de N-C=0, no pico 7.

Estes resultados podem melhorar a compreensdo de diferentes processos

bioldgicos em tecidos normais e patologicos e, com isso, podem, inclusive, orientar a
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formulagdo de estratégias de controle e tratamento de doencas. A comprovacao experimental
de picos caracteristicos de diagndstico, embora de extremo valor cientifico, ndo é suficiente
para afirmar se ha a real definicdo de um estado patoldgico. E necessario compreender o que
estes picos significam. O desenvolvimento de um modelo tedrico, aqui apresentado, contribui
para tais estudos. Os modelos estudados sdo complementares aos dados experimentais e
ajudam a compreender 0 que esta por tras das caracteristicas que contribuem para o
diagnostico Optico. Puderam-se observar os atomos e as moléculas envolvidas em cada pico
caracteristico e a importancia da agua no diagnéstico de infiltrados inflamatorios. Embora,
neste estudo tenha sido utilizado um recorte de colageno e a presencga/auséncia de clusters de
agua confinada, é possivel ainda adicionar outras moléculas ao modelo, como as que surgem
em reacOes bioquimicas responsaveis pelo estado inflamatério, a fim de investigar e
caracterizar este tipo de tecido. De um modo geral, observou-se que um pequeno peptideo de
colageno mimético tem implica¢cBes no comportamento conformacional dos colagenos nativos
e ndo sO deles, mas o método também pode ser expandido e utilizado ainda para outras

macromoléculas.
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7 CONCLUSOES

Os resultados dos modos vibracionais colaboraram para elucidar o que esta por
trés das caracteristicas que podem contribuir para o diagnostico éptico. Foi possivel observar
que a hidratacdo interna, embora muitas vezes ignorada em experimentos bioldgicos é de
suma importancia na regido analisada, 2800-3600 cm™. Notou-se também que existem bandas
caracteristicas para os confinamentos analisados, que se referem ao colageno ou colageno
mais agua.

Conforme o0s objetivos propostos, foi possivel construir um modelo
computacional capaz de mimetizar o tecido biolégico da derme. Para este modelo, partimos
de um peptideo de colageno com diferentes graus de hidratacdo e a presenca de agua
confinada em sua estrutura, a fim de contribuir para a compreensdo e interpretacdo dos
espectros obtidos em estudos de bidpsia dptica por espectroscopia vibracional. Pelas
comparagOes dos resultados obtidos por simulagbes computacionais aos espectros Raman
experimentais, observou-se que, quanto as caracteristicas estudadas, os modelos D1 e C1s sdo
aqueles gue representam melhor o tecido da mucosa. Dependendo do estudo em questdo, pode
ser utilizado um ou outro modelo, ou ainda uma composicao de ambos. D1 é menos favoravel
as ROS, enquanto C1s é mais favoravel a presenca de radicais livres. Para estudos de agua
confinada com varios tipos de clusters, 0 modelo C1s é preferencial, uma vez que a distancia
entre as hélices do colageno permite a utilizacdo de uma quantidade maior de moléculas de
agua e o agrupamento delas em diversos clusters. JA o0 modelo D1 permite a utilizacdo de
apenas uma molécula de 4agua, porém, a formacdo deste protétipo é aquela mais
energeticamente favoravel na natureza. Se, por outro lado, 0 que se pretende estudar sdo 0s
resultados espectrais, entdo a juncdo dos dois modelos, D1 e C1s, é preferencial, porque
caracterizam bem a regio alto nmero de onda (2800 cm™ a 3600 cm™) como um todo.

Este estudo coopera para conectar a pesquisa basica a pesquisa clinica. Conforme
apresentado, para que a bidpsia dptica seja clinicamente utilizada é necessario compreender o
significado quimico de cada pico. Isso esta relacionado ao fato de que as células vivas
funcionam em determinadas condicGes e a estrutura e funcdo das proteinas resultantes da
expressdo génica podem caracterizar o diagnostico. O modelo desenvolvido neste trabalho
contribui para a formacdo de um catalogo de modos vibracionais de proteinas, comec¢ando
com o colageno e analisando as suas interacbes com os clusters de agua. Também abre

possibilidades de estudos aplicados a cosmetologia e farmacologia de tecidos, possibilitando
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estudos teoricos, além de experimentais, contribuindo para as decisdes de testes em animais,
otimizando o tempo e questbes éticas destes experimentos. Conclui-se que a agua é de
extrema importancia nas fungdes protéicas e confirmou-se que existem alteracdes nos modos
de vibracionais da organizacdo estrutural da agua, o que consiste em uma informacéo
importante para a compreensdo dos processos bioldgicos em termos de bio-fisico-quimicos e

fisiologicos.
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