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Resumo

O envelhecimento é uma realidade da sociedade contemporénea. Fato com-
provado pelo aumento da expectativa de vida, que hoje tem uma média mundial
proxima dos 72 anos. Porém, o aumento da expectativa de vida tem apresentado
alguns desafios para a ciéncia, como a deméncia senil, haja vista que 47 milhoes de
pessoas no mundo inteiro apresentam algum tipo de deméncia e a cada ano surgem
cerca de 10 milhoes de novos casos, sendo a doenga de Alzheimer (DA) a causa mais
comum dessa enfermidade, abrangendo 60% a 70% das ocorréncias. A deméncia é
um conceito bastante amplo que abrange os casos de doenga mental caracterizados
por perda da capacidade cognitiva, além de incluir diversas alteragoes como: perda
gradativa da memoria, distirbios de linguagem e de habilidades visuoespaciais, di-
ficuldade de raciocinio, de concentracao e de aprendizado, entre outras. Embora a
DA seja a causa mais comum de deméncia, ela é apenas um subtipo desta sindrome.
Ha& outras causas possiveis, dentre elas: deméncia vascular, deméncia de corpos de
Lewy (DCL), deméncia da doenga de Parkinson (DDP), deméncia frontotemporal
e deméncia da doenca de Huntington. Desses exemplos de causas da deméncia, a
DCL, a DDP e a DA compartilham um biomarcador conhecido como placas senis
formadas pelo peptideo -Amiloide (AS).

Dentro desse contexto, neste trabalho foi feito um estudo do reconhecimento
molecular dos compostos naturais cinamaldeido, curcumina e acido rosmarinico (li-
gantes) pelo peptideo Af3, na sua forma de 42 aminoécidos (A5 _42). Esse estudo foi
viabilizado através do uso de um protocolo obtido da combinacao da dinamica mo-
lecular, docking e métodos computacionais de modelagem molecular. Os resultados
obtidos indicam que os ligantes tém atividades sobre o peptideo A _49, principal-
mente, nos aminoéacidos Phe4, Leul7, His13, Phel9, Phe 20, Ile31, Ile32 e Val39, que
possivelmente tém um papel importante na agregacao proteica do Ay _4o. Assim,
quando esses aminoacidos interagem com os compostos estudados, tem-se o impe-
dimento da agregacao do peptideo e, por conseguinte, da formacao de placas senis.
Esse impedimento esta vinculado principalmente as interagoes do tipo ligacoes de

hidrogénio e empilhamento de anéis aromaticos. A partir dessas interagoes, pode-se



também perceber que os grupos funcionais anéis aromaticos, carbonila e hidroxila
sao importantes para se ter agao no peptideo A5, _4o. Esse mapeamento detalhado
das interacoes entre o peptideo e esses ligantes naturais pode proporcionar um vis-
lumbre do que um farmaco precisa para alcancar o reconhecimento molecular pelo

alvo molecular AS_4.

il



Abstract

Aging is a reality in contemporary society. This fact is confirmed by the
increase in life expectancy, which today has an average of 72 years. However, the
increase in life expectancy has presented some challenges for science, such as senile
dementia, given that 47 million people worldwide have some type of dementia and
each year around 10 million new cases arise, being Alzheimer’s disease (AD) the
most common cause of this disease, covering 60% to 70% of occurrences. Demen-
tia is a very broad concept that covers cases of mental illness characterized by loss
of cognitive skills, in addition to several changes such as: gradual loss of memory,
language and visuospatial disorders, difficulty in reasoning, concentration and le-
arning, among others. Although AD is the most common cause of dementia, it is
only a subtype of this syndrome. There are other possible causes, including vas-
cular dementia, Lewy body dementia (LBD), Parkinson’s disease dementia (PDD),
frontotemporal dementia and Huntington’s disease dementia. Of these examples of
causes of dementia, LBD, PDD and AD share a hallmark known as senile plaques
formed by the S-Amyloid (Af) peptide.

In this context, this work was carried out in a molecular recognition study
of natural compounds cinnamaldehyde, curcumin and rosmarinic acid (ligands) by
the peptide Af, in the form of 42 amino acids (AfS;_42). This study was made
possible through the use of a protocol applied by the combination of molecular
dynamics, docking and computational methods of molecular modeling. The results
obtained show that the ligands has activity on the Af;_ 4 peptide, mainly in the
amino acids Phe4, Leul7, His13, Phel9, Phe 20, Ile31, [le32 and Val39, which are
probably playing an important role on the aggregation of Af3;_45. Thus, when these
amino acids interact with the studied compounds, they prevent the aggregation of
peptide and, therefore, the formation of senile plaques. This impediment is mainly
linked to the hydrogen bonding and aromatic ring stacking interactions. From these
interactions, you can also see that the aromatic ring, carbonyl and hydroxyl groups
are important for action on the ApB;_ 4o peptide. This detailed mapping of the

interactions between peptides and these natural ligands can provide a glimpse of
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Capitulo 1

Introducao

O comportamento dos seres vivos é o resultado da comunicac¢ao entre os
genes e o meio ambiente. Nesse cenario, a aprendizagem e a memoria sao os meca-
nismos mais importantes pelos quais o ambiente altera o comportamento. E através
da aprendizagem que se adquire conhecimento sobre o mundo, enquanto a memoria é
o processo pelo qual o conhecimento é codificado, armazenado e, depois, recuperado.
No entanto, devido ao envelhecimento, o mecanismo da memoria tem sofrido altera-
¢Oes significativas colocando o idoso sob o risco de uma nova epidemia: a deméncia,
que é uma sindrome caracterizada pela perda de memoria e prejuizo cognitivo de
gravidade suficiente para interferir nas relagoes sociais e ocupacionais do ser humano
[1].

O envelhecimento é uma realidade da sociedade contemporanea. Fato com-
provado pelo aumento da expectativa de vida, que hoje tem uma média mundial
de 72 anos [2]. Porém, o aumento da expectativa de vida tem apresentado alguns
desafios para a ciéncia, como a deméncia senil, haja vista que 50 milhoes de pessoas
no mundo inteiro apresentam algum tipo de deméncia e a cada ano surgem cerca de
10 milhGes de novos casos, sendo a doenga de Alzheimer (DA) a causa mais comum
dessa enfermidade, abrangendo 60% a 70% das ocorréncias |2, 3.

A demeéncia é um conceito bastante amplo que abrange os casos de doenga
mental caracterizados por perda da capacidade cognitiva, além de incluir diversas

alteracoes como: perda gradativa da memoria, distirbios de linguagem e de habi-



lidades visuoespaciais, dificuldade de raciocinio, de concentracao e de aprendizado,
entre outras. Considerando-se a amplitude de consequéncias dessa doenca, é ne-
cessario diferenciar a deméncia do envelhecimento natural, pois, com o chegar da
idade mais avancada, ocorrem mudangas proprias dessa condicao nas habilidades
cognitivas como dificuldade de foco, de acesso a memorias especificas, por exemplo
lembrar nomes, de solucionar problemas mais complexos, reducao da capacidade
psicomotora, etc. Essas mudancas nao se adequam aos critérios do diagnostico de
deméncia, porque o prejuizo cognitivo provocado por essa sindrome é quase sem-
pre acompanhado nao s6 por distirbios emocionais e neuropsiquiatricos (psicose,
agitacao, depressao, etc), mas também pelo declinio da capacidade de realizar as
atividades diarias [4].

Embora a DA seja a causa mais comum de deméncia, ela é apenas um sub-
tipo desta sindrome. H& outras causas possiveis, dentre elas: deméncia vascular,
demeéncia de corpos de Lewy (DCL), deméncia da doenga de Parkinson (DDP), de-
meéncia frontotemporal (DFT) e deméncia da doenga de Huntington [4]. Entretanto,
esse rol nao se encerra nesses exemplos. Apesar disso, para o presente estudo ha
dois subtipos de deméncia que requerem uma maior atencao, além da prépria DA: a
DCL, que é responsavel por 15%-20% dos casos dessa sindrome [3|, e a DDP (3-4%)
[5].

A DA, a DCL e a DDP podem ser confundidas entre si, pois além de compar-
tilharem um quadro clinico semelhante, também possuem caracteristicas patologicas
em comum, a saber: as placas senis ou neuriticas (também chamadas de fibrilas ami-
loide), que sao agregados proteicos de qualquer proteina com a caracteristica comum
de um ntcleo de folhas-3, e os emaranhados neurofibrilares da proteina Tau (Figura
1.1). Além delas, um outro biomarcador conhecido como corpos de Lewy também

esta presente tanto na DCL, na DDP e na DA, sendo na tltima em menor quantidade

6, 7).



Acumulacédo da Alteracoes
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Figura 1.1: Diagrama das caracteristicas patologicas presentes em alguns dos sub-
tipos de deméncia.

Nessas trés enfermidades, as placas senis sao formadas pelo peptideo (-
Amiloide (AfS), mas em pessoas com doenga de Parkinson (DP) sem deméncia, a
presenca dessas placas é praticamente insignificante. Entretanto, apesar da DCL e
da DDP terem como principal caracteristica os corpos de Lewy, nas que possuem
DDP também existe a presenca do AfS, que é bastante difundida e severa o que,
provavelmente, contribui para a deméncia. Na DCL, esse peptideo também é bem
difundido e ultrapassa a quantidade observada na DDP |[§].

Por conseguinte, é necessario ter melhor compreensao dos mecanismos mole-
culares presentes em cada doenca. Nao so6 por ser importante para o desenvolvimento
de novas terapias, mas também para o entendimento mais substancial do que é a

deméncia e de como funcionam as suas causas.



1.1 Sintese e Mecanismos dos Biomarcadores: «-sinucleina,

proteina Tau e peptideo AfS

1.1.1 «-sinucleina

A doencga de Parkinson e a deméncia de corpos de Lewy, ambas conhecidas
também pelo termo genérico doenga de corpos de Lewy, sao a-sinucleinopatias,
que sao neuropatias caracterizadas pelo acimulo anormal da proteina a-sinucleina
hiperfosforilada nos neurénios [9, 10]. Essas duas neuropatias sdo caracterizadas
pela presenca de corpos de Lewy (intraneuronal) e neuritos de Lewy, que se alojam

preferencialmente nos prolongamentos neuronais' (Figura 1.2) [8, 13, 14].

LCorpos de Lewy sdo inclusdes intracitoplasmaticas com 5-25 pym de didmetro, tem um ntcleo
eosinofilico (coloragao obtida apds usar o corante eosina) denso e um halo circundante mais claro.
O seu nucleo é composto de um material filamentoso e granular que é cercado por filamentos
orientados radialmente. Esses corpos sdo compostos pelas proteinas -sinucleina (majoritariamente)
e ubiquitina [11, 12].

Neurito é qualquer filamento ou crescimento em formato de ponta apresentado por células neurais
em cultura de tecido ou células embrionérias. Estas proje¢oes podem continuar-se para formarem
uma arvore ramificada de dendritos ou um tnico axénio ou podem ser reabsorvidas num estagio
adiantado de desenvolvimento. Os neuritos de Lewy sao neuritos anormais que contém filamentos
semelhantes aos encontrados em corpos de Lewy [13].



Figura 1.2: Tecido de pacientes com doencas neurodegenerativas e sua provavel
evolugao temporal. (a) depositos de proteina AJ (placas senis) no neocortex de um
paciente com DA. (b) inclusdo emaranhado neurofibrilar da proteina Tau em um
neur6nio neocortical de um paciente com DA. (c¢) inclusao de a-sinucleina (corpo
de Lewy) em um neurénio neocortical de um paciente com DP/DCL. Barras de
escala - 50 um em a, 20 pm em (b) e (c).(d-f), progressdo de lesdes proteicas
especificas em doengas neurodegenerativas ao longo do tempo (t), inferidas a partir
de analises post-mortem de cérebros; depositos de AS e inclusoes de Tau em cérebros
de pacientes com DA (d e e),inclusoes de a-sinucleina no cérebro de pacientes com
DP(f). Trés estagios sao mostrados para cada doenga, com setas brancas indicando
a possivel propagacao da lesoes.

Fonte: Adaptado de Jucker & Walker, 2013 [15]

Na maioria dos pacientes, essas duas principais sinucleinopatias sao faceis
de diferenciar clinicamente pela predominancia de caracteristicas motoras extrapi-
ramidais? em pacientes com DP e deméncia em pacientes com DCL. Contudo, em
alguns pacientes, deméncia e sinais extrapiramidais ocorrem em sucessao, levan-
tando a questao sobre a nosologia® de cada uma das doencas. Para fins de pesquisa,
os casos sao classificados como DCL se a deméncia ocorrer dentro de 12 meses an-
tes das caracteristicas parkinsonianas, ou parkinsonismo, e como deméncia da DP

(DDP) se a deméncia ocorre um ano ou mais apés um diagnoéstico clinico de Parkin-

20 sistema extrapiramidal é formado pelo talamo, cerebelo e ganglios da base. Estas estru-
turas, através de suas conexoes, estao envolvidas em varios processos, inclusive na modulagao do
controle motor. A disfuncdo de estruturas do sistema extrapiramidal associa-se a transtornos dos
movimentos [16].

3Ramo da medicina que estuda a classificacdo das doencas.



son [5]. Na pratica clinica real, um diagnostico ¢é feito com base nas caracteristicas
clinicas preponderantes. A separacao entre DDP e DCL é considerada por alguns
como artificial, uma vez que tal separacao implica que as duas sindromes clinicas
tém diferentes substratos anatémicos, que podem, em ultima instancia, ter dife-
rentes desafios terapéuticos, e ha pouca diferenca na distribuicao ou gravidade das

caracteristicas patologicas entre as duas [14].

1.1.2 Proteina Tau

A Tau é uma proteina altamente solivel e associada a estabilidade neuro-
nal. Ela estd concentrada, principalmente, nos axoénios e estabiliza a estrutura dos
neurdnios ao ligar-se nos microtibulos. Seis isoformas de Tau sao expressas no cére-
bro humano adulto por meio do splicing alternativo! de mRNA do gene MAPT(do
inglés Microtubule-Associated Protein Tau), todas elas foram detectadas em lesoes
associadas & DA. Nas doengas em que a proteina Tau estéa presente, ela esté hiperfos-
forilada e incapaz de interagir com os microtiibulos, ocasionando a desestruturagao
do citoesqueleto e interrupgao do fluxo no axénio [17].

A DA, em particular, caracteriza-se pela presenca de altos niveis de inser-
¢oes intraneuronais de Tau hiperfosforilada no cérebro. Esse defeito da proteina Tau
parece promover sua auto-montagem em filamentos helicoidais emparelhados (do in-
glés, Paired Helical Filaments - PHFs) e filamentos retos, dessa forma esses eventos
ocorrem antes da agregagao da tau em emaranhados neurofibrilares (do inglés, Neu-
rofibrilary Tangles - NF'Ts) (Figura 1.3). Apo6s a morte de neur6nios que possuem
agregados soluveis da Tau, os filamentos dessa proteina podem estar presentes no

espago extracelular.

4E um processo regulado durante a expressdo génica que resulta na codificacdo de multiplas
proteinas por um mesmo gene.



Figura 1.3: Representacao dos processos relacionados & proteina tau.
Fonte: Adaptado de Giacobini, 2013 [17]

1.1.3 Peptideo Ap

Dentro das vertentes de pesquisa voltadas para a DA, ha uma hipotese
chamada cascata amildide, que no seu contexto originario dizia que a deposicao de
AB no cérebro constitui a lesao patologica central da DA. Essa hipotese atribui a
deméncia & morte neuronal causada pela toxicidade de fibrilas amil6ides insoluveis.
Recentemente, o foco dessa proposta tem passado das placas amiléides para o con-
ceito de que a falha da memoria é causada pela interrupg¢ao da fungao sinaptica por
pequenos oligbmeros soluveis do peptideo Af [17].

Sendo assim, o foco dessa estratégia ¢ a restauracao da homeostase do AfJ
no cérebro, que é interrompida por alteracées na producao e na remocao de Af
nessa enfermidade. Com base nessas premissas, foram desenvolvidas quatro estra-
tégias principais para reduzir os niveis de A no cérebro: prevencao ou redugao
da formacao de AS, visando, em particular, as enzimas proteoliticas que mediam o
processamento da APP ([-secretase e y-secretase); remogao de depositos amildides
existentes por meio da imunoterapia (imunizagdo passiva ou ativa); prevengdo ou
reducao da agregagao de A, e aprimoramento da remogao AS [17].

Ainda no ambito da DA, em particular na DA familiar, um dos genes en-

volvidos nessa doenga é o Precursor da Proteina Amiléide (PPA) que reside no



cromossomo 21, também responséavel pela Sindrome de Down. Porém, s6 foi ob-
servada essa mutacao no tipo precoce da DA. Outros genes mutantes identificados
foram os da pressenilina 1 e pressenilina 2, proteinas transmembranares que mo-
dificam o processamento do PPA, resultando em quantidades aumentadas de uma
forma particularmente toxica do peptideo AS, a AB;_4o [18]. Na forma mais tardia
da DA, os marcadores genéticos observados foram os da proteina apolipoproteinak
(APOE), cujo gene que a codifica esté no cromossomo 19, sendo o alelo €4 que possui
fator de risco para desenvolvimento da DA. Apesar disso, herdar esse alelo nao é
suficiente para causar a DA, apenas aumenta o risco de desenvolvé-la [19, 20].

Paralelamente, ha evidéncias de que a atividade da isoforma da APOE4 au-
menta a concentragao do peptideo AS, cujos agregados formam as placas neuriticas,
ao diminuir a sua remogao do organismo. Além dessa proteina, ha a enzima GSK-30
que € essencial para a neurotoxicidade induzida pela AS. A Af nao s6 ativa a GSK-
30, mas também ativa as enzimas quinase 5 dependente de ciclina (CDK5, do inglés
Cyclin-dependent Kinase 5) e quinase 2 reguladora extracelular (ERK2, do inglés
Signal-requlated Extracellular Kinase 2), as quais conduzem a hiperfosforilagao da
Tau e, por fim, & apoptose®. Além de todos esses acontecimentos, o peptideo AS é
capaz de afetar a membrana neuronal ao ponto de desregular a concentragao interna
de fons, em especial, a do fon Ca®T [21, 22].

No que tange a deposicao da proteina Af, primeiramente, precisa ocorrer
a sua formagdo que decorre da clivagem sequencial da APP(do inglés, Amyloide
Precursor Protein), uma glicoproteina integral da membrana, através da via meta-
bolica amiloidogénica. Ha duas vias que competem pelo substrato APP, a que leva
ao processamento amiloidogénico e a que conduz ao processo nao amiloidogénico
da proteina (Figura 1.4). Elas sdo mediadas por trés enzimas proteoliticas: a, f e
~v-secretases. Na via nao-amiloidogénica, a clivagem da APP é feita pela a-secretase
na superficie celular, liberando uma porcao solivel do N-terminal, sSAPPa, e o frag-

mento C-terminal CTFa (do inglés, C-Terminal Fragment). Em sequéncia acontece

5Morte celular



a clivagem do CTFa por meio da ~-secretase, o que produz um peptideo p3 extra-
celular solivel e a APP de dominio intracelular (AICD - Amyloid Precursor Protein
Intracellular Domain). Ja a via amiloidogénica envolve a clivagem da APP pela
B-secretase, conhecida como BACEL, no aminoterminal que libera a parte solavel,
sAPPf, no dominio extracelular e o fragmento CTFS. A clivagem do CTFj através
da v-secretase, no carboxiterminal, produz peptideos (-amiléide de comprimentos

variados (39-43 aminoacidos), bem como o fragmento AICD |23, 24, 25].
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Figura 1.4: Representacao das vias nao-amiloidogénica e amiloidogénica.
Fonte: Adaptado de Spies, Petra E.; et al. [27]

Extracelular

O Ap produzido pode seguir essencialmente dois caminhos: continuar na
forma solavel no meio extracelular ou agregar-se (oligomerizar), ficando insolavel e
depositando-se como placas neuriticas. Para seguir a segunda via, quando o peptideo
é liberado, ele altera sua forma nativa principal de a-hélice para folha-3 (detalhes

no Apéndice B) permitindo sua autoassociagdo em oligobmeros (dimeros, trimeros,
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etc), protofibrilas e fibrilas (Figura 1.5) ou apenas em oligbmeros [26].

Lag phase Crescimento  Plato

;-
f

A B [ D f

S i ==t

Tempo

B

Figura 1.5: Esquema geral do mecanismo de agregacao. (A) Fase lenta (lag phase)
em que o peptideo ou a proteina estd na sua conformacao nativa e se desdobra
formando uma estrutura de folha-8 (B) que agrega para formar o nicleo (C) e as
protofibrilas (D) - até esse momento os agregados sao soluveis. Em seguida, na fase
de crescimento (fase mais curta) os monoémeros e oligobmeros associam-se ao nicleo
de folha-/3 para formar as fibrilas maduras na fase plato - placas senis (E).

Fonte: Adaptado de Belo, 2014 [28]

Alguns indicios sugerem que a formagao de A5 pode conduzir a patologia da
Tau, mesmo que a deposicao de Tau no cérebro anteceda a formacao de placas senis.
No entanto, se A é necessaria para a neurotoxicidade da Tau ou se o contrario é
verdadeiro continua a ser uma questao inconclusiva. Apesar disso, héa crescentes evi-
déncias de que para ocorrer os eventos relacionados a DA, exige-se a presenca dessas
duas proteinas, ou seja, um tnico biomarcador nao é suficiente para desencadear
todos os processos da doenga [29]. Somado a esse contexto, o compartilhamento da
presenca do Af pelas causas apresentadas que levam a deméncia é uma das razoes
que motivou este trabalho a ter o foco voltado para esse peptideo enquanto alvo

molecular.
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Peptideo ApB;_45 como Alvo Molecular

O peptideo AB possui duas formas predominantes: o AS de 40 aminoé-
cidos (Af1_40) € o de 42 aminoacidos (Af;_42). Levando em consideragdo todos
0s possiveis comprimentos de A, o peptideo AfS1_4 € o de maior ocorréncia no
organismo como um todo e, também, um dos componentes principais das placas
neuriticas juntamente com o A 4o [30]. Apesar disso, mesmo o A4 partici-
pando da composicao dessas placas, o componente predominante nestas estruturas
é a forma Af3_4, responséavel por 90% da composi¢ao destes agregados [31].

Essas duas formas preponderantes de A5 possuem uma estrutura priméaria
semelhante, dada pela seguinte sequéncia de aminoacidos: NH, - 'DAEFRHDSGY
UEVHHQKLVFF 2! AEDVGSNKGA 3 TIGLMVGGVV “1A - COOH (detalhes dos
codigos e estruturas dos aminoacidos estao no Apéndice A). A diferenca entre elas re-
side no dipeptideo Ile41-Ala42, presente na forma AfS;_45 e ausente na AB;_49. Esse
dipeptideo a mais no carboxiterminal tem um grande impacto no comportamento
desses dois peptideos de modo a alterar suas taxas e mecanismos de agregacao. A
forma A3 45 possui uma taxa de agregacao muito maior que a da Af;_4 [31]. Além
disso, ela é a forma mais neurotoxica do peptideo A (23, 32, 33|. Isso sugere que o
impacto patogénico desse peptideo varia com o seu tamanho.

Dentre as estruturas de Af, a sua forma monomérica (Figura 1.6 e Figura
1.7) é o primeiro estagio antes do inicio do processo de oligomerizagao. Esse processo
ocorre por meio do rearranjo conformacional do peptideo (Apéndice B), passando
de a-hélice para folha-# e/ou de um coil para folha-f3, levando a construgao de
agregados de varios tamanhos: dimeros, trimeros, tetraméros e outros agregados
muito maiores até chegar na forma de placas senis, o produto final da agregacao.
Entao, caracterizar essa estrutura inicial a nivel atomico é essencial para elucidar

seus mecanismos de agregacao [34].
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Leul7-Ala21

Figura 1.6: A esquerda, o monémero do peptideo AB;_4o com duas a-hélices nas
regides indicadas (codigo PDB:1Z0Q, modelo 25). A direita, a distribuicio dos
aminoacidos no monomero de acordo com sua polaridade: branco para apolares,
verde para polares e azul para polares basicos. Em condicoes fisiologicas e pH
neutro, os aminoacidos aspartato(D), glutamato(E), lisina(K) e arginina(R) possuem
carga, enquanto a histidina(H) ¢ considerada neutra [34]. A maioria dos aminoacidos
hidrofobicos estao na regido Leul7-Ala21 e perto do C-terminal (Ala30-Ala42), com
excecao das glicinas (Gly33,Gly37,Gly38) que sao polares. Além disso, os primeiros
15 aminoacidos do N-terminal sdo predominantemente hidrofilicos [34].
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Figura 1.7: Na figura da esquerda, tem-se o monoémero do peptideo Af;_4o na sua
forma de folha-3(codigo PDB:2NAQO, cadeia B); a direita, um exemplo de trimero

Y

(codigo PDB:2NAO, cadeias AB e C), que é um agregado formado a partir de
monomeros como o representado & esquerda.

Na atualidade, os meios pelos quais ocorre a oligomerizagao permanecem
inconclusivos. Entretanto, ha alguns achados de grande importancia que contribuem
para encontrar a estrutura desse processo de agregacao. Entre essas descobertas
esta o fato de que as regioes compreendidas pelos aminoécidos Leul7-Ala21, Asp23-
Lys28 e Gly29-Met35 tém papel essencial na agregacao do peptideo A [31, 35].
A importancia de cada uma dessas regides serd devidamente abordada na secao de

resultados e discussoes deste trabalho.

1.2 Compostos Naturais com Ac¢ao em Proteinas Amiloido-
génicas

Através dos séculos, plantas e temperos sao usados tanto no ambito nutri-
cional como na esfera medicinal. Diante disso, uma dieta baseada nesses alimentos

com acgoes terapéuticas vem ganhando espaco, pois cada vez mais estudos estao
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comprovando que essas plantas vao além da adicao de sabor a comida. Elas tém
demonstrado grande utilidade para retardar, previnir e até tratar doengas neurode-
generativas 36, 37|.

Com base nesse cenario, o presente trabalho aborda trés compostos naturais
com agao no peptideo Afys. Sao eles: cinamaldeido, curcumina e acido rosmarinico
(Tabela 1.1). O primeiro possui uma estrutura quimica bem menor que a dos outros
dois compostos, os quais compartilham semelhancas estruturais, sendo, portanto, um
contraponto para observar o porqué do cinamaldeido também ter agao no peptideo
AS, mesmo com algumas literaturas demonstrando que compostos com similaridades
estruturais as da curcumina sao melhores candidatos para ter acao nessa estrutura

proteica [38].

Composto Foérmula molecular Foérmula estrutural IC5 (M)
0
\)kH
Cinamaldeido CyHgO @A ND
OH O
H3CO M/ OCH;
Curcumina Co1H5005 :@A /\Q: 10
HO OH
0_ OH OH
B YO

) Ho vko OH

Acido rosmarinico C18H160sg 12¢
HO

Tabela 1.1: Tabela com os compostos estudados, suas respectivas formulas molecu-
lares, estruturais e o IC5, ® para inibicao do peptideo ABs. ND é Nao Determinado.
“ Reinke, Ashley A.; Gestwicki, Jason E.[3§]

b 1Cs50(Half mazimal inhibitory concentration) é o indice de concentragdo méaxima necessaria para
um composto inibir 50% de um processo biologico. Assim quanto menor esse indice mais eficaz
é um farmaco e quanto maior a porcentagem de inibi¢do mais potente é o composto, ou seja,
precisa-se de uma dose pequena para fazer efeito (inibir)
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1.2.1 Cinamaldeido

A canela é um tempero comum usado por varios séculos em diferentes cul-
turas pelo mundo. Ele é obtido da casca interna das arvores do género Cinnamo-
mum da familia Lauraceae, que possui aproximadamente 250 espécies. Essa planta
tropical tem duas variedades principais: Cinnamomum zeylanicum, também conhe-
cida como Cinnamomum verum e Cinnamomum cassia (ou Cinnamomum aroma-
ticum /canela-chinesa) [39, 40]. O cinamaldeido ou aldeido cindmico é o composto
organico responsavel pelo sabor e odor da canela, sendo o componente majoritario do
6leo esencial dessa planta [41]. Esse aldeido possui isdbmeros cis(Z) e trans(E)(Figura

1.8), sendo o (E)-cinamaldeido a ocorréncia predominante [42].

o UL

Figura 1.8: Isémeros trans (E) e cis(Z) do cinamaldeido, respectivamente.

)

Essa especiaria amplamente usada possui propriedades curativas que de-
rivam dos seus varios compostos, quais sejam, cinamaldeido, eugenol, acetato de
cinamila e uma ampla variedade de outras substancias. Dentre os atributos medi-
cinais da canela estao: controle glicémico, anti-oxidante, anti-inflamatoério e anti-
microbiano [40, 41, 43]. Nesse contexto, o cinamaldeido é considerado o principal
responsavel por essas caracteristicas [43, 44]. Além disso, foi demonstrado que essa
especiaria tem um efeito inibitorio na agregacao de Tau relacionada a DA [41], bem
como propriedades farmacologicas no tratamento de diabetes tipo IT [37].

Ademais, estudos demostram que o cinamaldeido possui atividade neuropro-
tetora contra o peptideo Af [40, 43|, reduz sua oligomerizagao, diminui a agregagao

da Tau e provoca uma melhora cognitiva em modelo animal de DA [37, 45].
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1.2.2 Curcumina

O acafrao-da-terra, também conhecido como ciircuma, turmérico, entre ou-
tros nomes ¢ uma planta herbécea da familia do gengibre, Zingiberaceae, e espécie
Curcuma longa originaria da Asia. Ele é diferente da especiaria extraida das flores
de Crocus sativus, também conhecida como acafrdao. E a partir da raiz da circuma
que se obtém uma especiaria homonima de cor dourada, usada como condimento ou
corante. O composto responsavel por essa cor é a curcumina, principal constituinte
quimico dessa planta. Além disso, é reconhecido como sendo responsével pela maio-
ria dos efeitos terapéuticos como propriedades anti-inflamatoérias, anticancerigenas,
antibacteriana, antiviral e antifungica [46, 47|.

A curcumina é hidrofébica por natureza e freqiientemente soltvel em dime-
tilsulfoxido, acetona, etanol e 6leos. Quando exposta a condig¢oes acidas, sua cor
passa do amarelo para o vermelho escuro, e, nessa cor, ¢ usada frequentemente em
varias cerimonias religiosas [46]. Ela pode existir segundo duas formas tautoméricas
distintas, a forma cetonica e a forma enodlica (Figura 1.9), das quais a ultima é a

mais estavel, tanto em fase sélida quanto em solugao [47].

O O
H,CO \/H\/H\/ OCH,
w LT 7771
HO OH
H,CO v\/“v OCH,
w 1T 7770
HO OH

Figura 1.9: Tautomeros da curcumina: formas cetonica(A) e enodlica(B).

Ademais, estudos recentes também mostraram que a curcumina pode ser
atil no tratamento da DA devido a sua capacidade de impedir a agregagao das
proteinas amiloidogénicas. O mecanismo de sua propriedade protetiva em relacao

a DA é atribuido a véarios fatores, incluindo sua capacidade de eliminar as espécies



17

reativas de oxigénio (ROs, do inglés Reactive Ozygen species) que sao conhecidas por
desempenhar um papel no dano cerebral. Principalmente, sabe-se que a curcumina
impede a agregacao das proteinas AS e Tau interagindo diretamente com elas para

impedir sua agregagao em espécies neurotoxicas no sistema nervoso central [30, 48].

1.2.3 Acido rosmarinico

O &cido rosmarinico (estrutura na Tabela 1.1) é um éster proveniente do
acido cafeico e do acido 3,4-dihidroxifenilacético, sendo um composto com carater
predominantemente lipofilico. Ele é encontrado em varias espécies vegetais como
alecrim (Rosmarinus officianalis L.), manjericao (Ocimun basilicum), orégano (Ori-
ganum vulgare), salvia (Salvia officianalis) e muitas outras. Dentre as suas diversas
atividades biologicas estao as antiséptica, antioxidante, anti-inflamatoria, antiviral,
hipoglicemiante, antitumoral e neuroprotetora [49]. Além de todas essas proprieda-
des, o acido rosmarinico previne a neurotoxicidade induzida pelo AS, protege contra
as ROs e inibe a formacao das placas amiloides vistas na DA agindo na agregagao

dos monoémeros em oligdbmeros e destes em fibrilas [33, 50].

1.3 Objetivos

Haja vista a atividade inibitoria desses trés compostos no peptideo AS; 49,
a presente pesquisa tem como objetivo compreender os detalhes moleculares dessas
interacoes, por meio da busca de padroes que possam explicar a afinidade dessas
trés moléculas pelo mesmo alvo. Esse alvo molecular foi escolhido devido a sua par-
ticipacao no papel de componente majoritario das placas senis da DA e também ter
um papel importante em outras causas de deméncia, por ser a estrutura mais neu-
rotoxica desse peptideo e, evidentemente, pela atividade que os compostos naturais
citados neste capitulo possuem sobre ele.

O peptideo A4 sera estudado nas suas diferentes conformagoes de mono-
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mero, a-hélice e folha-f3, pois essa estrutura é o estagio anterior ao inicio da agre-
gacao. Assim sendo, esse passo primério seré investigado para observar se ha possi-
bilidades do impedimento da mudanca de conformacao desse peptideo, de a-hélice
para folha-3, pelos compostos naturais apresentados e, mesmo ocorrendo a mudanga
conformacional, se esses compostos conseguem interromper a continuidade do pro-
cesso de agregacao. Ao mapear essas relagoes, é possivel direcionar a racionalizagao

de novos farmacos com atividade nesse alvo molecular.



Capitulo 2

Metodologias

No presente capitulo, serao apresentadas as fundamentagoes teéricas perti-
nentes a cada um dos métodos usados para a analise do peptideo Af31_4 e das inte-
racoes desse alvo molecular com os compostos naturais escolhidos, a saber: aldeido
cindmico (isomero trans), curcumina (forma endlica) e acido rosmarinico. Dentre
as metodologias aplicadas estao: dinamica molecular classica dos monémeros nas
formas a-hélice e folha-3, docking molecular dos compostos naturais no peptideo
e analise energética dos possiveis sitios de interagao através de método hibrido de
Mecéanica Quantica e Mecanica Molecular, que sao métodos mais adequados para o
tratamento de sistemas com uma grande quantidade de a&tomos como os estudados
neste trabalho, pois proporcionam um menor custo computacional e um nivel de
calculo mais apurado na regiao de interesse.

A dinadmica molecular foi empregada com o intuito de avaliar a flexibilidade
do peptideo, a estabilidade de suas estruturas secundéarias, a-hélices e folhas-f3, e
para amostrar um grande ntimero das possiveis conformagoes desse alvo molecular.
Assim que o peptideo atingiu o equilibrio termodindmico, um ensemble de vérias
conformagoes dessa fase equilibrada foi produzido. A partir deste ensemble, foram
extraidas varias conformagoes do peptideo para fazer o docking molecular sobre
essa amostragem de equilibrio, a fim de localizar os possiveis sitios de interacao dos

compostos naturais no alvo molecular. Como resultado do docking, foram obtidos
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varios complexos dos ligantes mais o peptideo em suas diversas conformacoes dadas
pela dinamica. Partindo desse cenario, a proxima etapa foi estimar as energias dos
complexos através de célculos hibridos de Mecéanica Quantica e Mecanica Molecular
objetivando apontar as configuracoes mais etéveis. Por fim, caracterizou-se as possi-
veis interagoes dos complexos com menor energia por meio de medidas de distancia

e anéalise dos orbitais de fronteira.

2.1 DinAmica Molecular Classica

A dinamica molecular (DM) é um método amplamente usado para o estudo
de uma diversidade de problemas desde fluidos simples a biopolimeros complexos e
macromoléculas. Ela fornece informacoes sobre o comportamento dindmico micros-
copico, dependente do tempo, dos dtomos individuais que compoem o sistema. Ja
as propriedades macroscopicas como pressao, volume, temperatura, energia interna,
entropia, energia livre sao deduzidas por meio de expressoes matematicas da me-
canica estatistica que conectam as observaveis macroscopicas com o movimento e a
distribuigao dos atomos e moléculas [51, 52].

Nessa ferramenta, o comportamento dindmico de um sistema molecular é
simulado usando a integragao numérica das equacoes de movimento regidas pelas
leis de Newton. O resultado desses calculos é a trajetoria que especifica como as
posicoes e velocidades das particulas no sistema variam com o tempo.

A trajetoria é obtida ao ser resolvida a equagao da segunda lei de Newton
que para um sistema tridimensional para um atomo ¢ com massa m; e posicao 7; é

dada por:

7

; , 2.1
o (2.1)

a partir dessa expressao tem-se a relagao entre velocidade e momento, dada pela

equacao:



21

dr; i
—_— = 2.2

A forga exercida sobre a particula 7, é dada pelo negativo do gradiente da
funcao energia potencial em relacao a posicao de 7, isto é:

U —VU(7). (2.3)

ot

1 - — -
d?"i

Nessa esfera, é possivel diferenciar trés tipos de problemas envolvendo as
leis de Newton para o movimento: o primeiro caso e mais simples é a auséncia de
forca atuante sobre cada particula entre as colisdes - de uma colis@o para a outra,
a posicao da particula muda pela equacao v;0t, sendo v; a velocidade constante e
0t o tempo entre as colisoes; o segundo trata-se da atuagao de uma for¢a constante
entre as colisoes. Um exemplo disso é uma particula carregada movendo-se em um
campo elétrico uniforme; na terceira situacao, a forca que atua na particula depende
da sua posigdo em relagao as outras particulas [53]. Nesse ultimo caso, é bastante
dificil descrever o movimento analiticamente e uma das alternativas para solucionar
esses problemas sao os métodos de diferengas finitas [54].

Dentro desses métodos, ha varios algoritmos para integrar as equacoes de
movimento. Em todos eles as posicoes e as propriedades dindmicas podem ser

aproximadas pelas expansoes de séries de Taylor:
. . . 1.5 1 > 1 4
7t 4 ot) = 7(t) + otv(t) + 5575 at) + aét b(t) + ﬂ& ct) + ... (2.4)

B(t + 6t) = B(t) + ota(t) + %&25@) + é5t36(t) b (2.5)

a(t + ot) = a(t) + otb(t) + %51525@) _— (2.6)
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sendo v a velocidade, que é a primeira derivada da posi¢ao com respeito ao tempo,
a € a aceleracao, que corresponde a segunda derivada, b é a terceira derivada e assim
por diante.

O algoritmo mais difundido, provavelmente, ¢ o de Verlet [55]. Esse algo-
ritmo faz o uso das posicoes, das aceleragoes no tempo t e das posicoes do passo
anterior, x(t—dt), para determinar as novas posigoes em (t+0t). Entao, as expansoes

de Taylor para as posicoes ficam descritas como:

Flt + 6t) = 7(t) + 6t(t) + %&25@) 4. (2.7)

F(t — 6t) = 7(t) — 6tv(t) + %&%(t) + ... (2.8)

Adicionando as duas equacgoes acima, tem-se:

Pt + 6t) = 27(t) — 7(t — §t) + 5t%a(t). (2.9)

A velocidade nao aparece explicitamente nas equagoes do algoritmo de Ver-
let, mas pode ser deduzida ao dividir a diferenca das posi¢oes nos tempos t + dt e

t — 0t por 20t:

Pt + 5t) — (t — 6t)

o5 . (2.10)

U=

Uma das desvantagens desse célculo é que as posigoes 7(t 4 dt) sao obtidas
ao adicionar-se um termo pequeno, 0t%@(t) a subtracao de dois termos maiores, 27(t)
e 7(t — dt), o que pode ocasionar uma perda de precisao.

Ha intimeras variagoes desse algoritmo. Uma delas é o método da velocidade
de Verlet [56] que da as posigoes, velocidades e aceleragbes ao mesmo tempo sem

comprometer a precisao. Nesse método, as equagoes 2.9 e 2.10 ficam escritas como:
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Rt + 6t) = 27(L) + 7(6)5t + %&25@) (2.11)

B(t+ 6t) = 5(t) + %&[(i(t) it + ot)]. (2.12)

Como a maior parte das metodologias de dindmica sao dependentes de uma
funcao de energia adequada para reproduzir a paisagem de energia do sistema, faz-
se necessario o uso de funcoes de energia convenientes que descrevam as interagoes
inter e intramoleculares resultando na descri¢ao apropriada da dinamica do sistema

[52].

2.1.1 Funcgoes de Energia Potencial

Considerando o tamanho dos sistema modelado e o custo computacional, é
bastante comum o uso da Mecéanica Molecular (MM) para a realizagdo da dindmica
molecular. Na MM, as moléculas ao serem descritas por forcas newtonianas, podem
ser tratadas como um grupo de particulas mantidas unidas por forcas harmonicas
ou elasticas. O conjunto completo dos potenciais de interacao entre as particulas é
referido como campo de forca. O campo de forca empirico, que é um caso especial
de fungoes de energia ou potenciais interatomicos, permite que a energia potencial
total do sistema, V(r), seja calculada por meio da estrutura tridimensional (3D) do
sistema. V(r) é o somatario de termos da energia, incluindo os termos para atomos
ligados como comprimentos e angulos de ligagao, angulos diedrais e os termos para
atomos nao-ligados, como as interagoes de van der Waals e de Coulomb [51]. O

campo de forga é tipicamente representado pela equacao:

VI =Y Vit > Vot > Vot > Viaw + Y Vetee, (2.13)

na qual V; é a energia de estiramento da ligacao em relacao a sua posicao de equili-
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brio, Vj é a energia de deformagao do angulo de ligacao, no que diz respeito ao seu
valor de equilibrio, Vy € a energia de torgao em torno de uma ligacao, Vg repre-
senta a energia das interacoes de van der Waals e V.. sao as energias de atragao ou
repulsao eletrostatica entre duas cargas.

Os campos de forgas existentes foram desenvolvidos de maneira indepen-
dente e com parametros especificos. Alguns incluem termos para descrever espe-
cificamente as ligacoes de hidrogénio ou as ligagoes para acoplar oscilagoes entre
angulos e comprimentos de ligagao e, dessa forma, obter uma melhor concordancia
com os espectros vibracionais. A escolha do campo de for¢a depende do sistema a
ser estudado e das propriedades que serao investigadas. No caso de sistemas bio-
moleculares, os campos de for¢a mais utilizados saio CHARMM [57], AMBER |[58],
GROMOS [59], OPLS [60], entre outros.

No campo de forga CHARMM, a fun¢ao de energia potencial é baseada em
cargas de ponto fixo e se divide em duas expressoes, uma responséavel pela energia
intramolecular e outra pela energia intermolecular. Para os termos intramoleculares,

tem-se a equagao:

UF) = Y Kb—b)+ Y Ke0—0)*+ Y  Ky(1+cos(ng—5))

ligagoes angulos diedros

(2.14)
+ Z Ky (1 —0)? + Z Kup(riz —ri30)+
_ diedros Urey—
improprios Bradley
+ Z Ucrapr(9:1),
residuos

e para os termos intermoleculares, termos nao-ligados, tem-se:
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U(r) = Z Qin,,ﬂLGij

nao—ligados

12 6
(Rmm,zy) _9 (M) ] ) (2.15)
Tij Tij

Nas contribuigoes intramoleculares estao os termos de ligagoes(b), angulos de valéncia(6),
torgao ou angulos diedros(¢), diedros improprios(), o termo de Urey-Bradley e cor-
recoes torcionais para o backbone, Ucprap. Nesses termos, os coeficientes K sao as
constantes de forca e os pardmetros com sub-indice 0 sao os valores correspondentes
ao equilibrio.

O termo de Urey-Bradley é uma funcao quadratica de distancia e representa
a correlagao entre o comprimento de ligacao e o potencial angular. Ja o termo de
angulo diedral improprio é uma funcao quadratica usada para pontos como o C,
da proteina, em que atomos ligam-se a um atomo central e o diedro impréprio é
um angulo diedral ficticio. Os termos de Urey-Bradley e de diedros impréprios sao
usados para melhorar os ajustes na parte vibracional do espectro com relagao aos

movimentos fora do plano (Figura 2.1).
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i

Urey-Bradley

Diedros
improprios

Diedros

Figura 2.1: Tipos de interagao no campo de forca CHARMM.

Nas contribuicoes intermoleculares, estao inclusos os termos eletrostéaticos
e as interacoes de van der Waals, sendo ¢; e g; as cargas parciais dos atomos ¢ e j,
respectivamente, €;; a profundidade do pogo, R € 0 raio no termo de Lennard-

Jones para tratar as interacoes de van der Waals, e 7;; ¢ a distancia entre 7 e j.

2.1.2 Simulagao de Dinamica Molecular

Dindmica molecular (DM) é um método de simula¢do computacional que
estuda o movimento fisico dos atomos e moléculas de um sistema, cujo potencial
de interacao, posicoes e velocidades iniciais entre suas particulas ja sao conhecidos.
Essas simulacoes de DM podem ter seu processo dividido nas seguintes etapas:
escolha das condigoes iniciais do sistema, o calculo das forcas exercidas sobre cada
particula devido & interagoes intermoleculares, equilibracao, ensembles e controles
de simulacao e, por fim, a analise das trajetorias geradas.

Na configuracao inicial do sistema, sem a proteina, é conveniente situar, ini-

cialmente, as particulas nas posi¢oes de uma rede cristalina, que pode ser criada a
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partir de um arranjo experimental disponivel, para evitar uma sobreposicao indese-
jada entre as particulas na caixa de simulagao. A caixa cibica é a mais usual e suas
dimensoes sao determinadas de tal maneira que reproduzem a densidade numérica,
%, do sistema real e de suas condicoes termodinamicas. Para caracterizar-se o sis-
tema, as condigoes fisioldgicas sao reproduzidas de modo a aproximé-lo do modelo
real e, na maioria das simulagoes, o meio escolhido é o aquoso em que, na DM, a
solvatacao ¢ explicita. No caso de solvente explicito, existem alguns modelos para
a agua, entre eles estao os da familia TIP( Transferable Intermolecular Potentials)
que sdo o TIP3P e TIP4P [60], SCP e SCP/E [52]. No entanto, os modelos mais
conhecidos se utilizam da aproximagao SHAKE [61| para manter-se a geometria mo-
lecular. Além disso, sao adicionadas condi¢oes de contorno com o intuito de reduzir
os efeitos de fronteira, pois as moleculas que estao na borda da caixa experimentam
forgas atrativas e/ou repulsivas diferentes das moléculas do centro.

As condigoes de contorno ou condigoes de fronteiras periddicas replicam a
caixa de simulacao em varias caixas adjacentes, nos trés eixos cartesianos, conser-
vando a configuracao das moléculas da caixa original. Assim, durante a simulacao
da caixa central, as moléculas da superficie ficam cercadas por moléculas em todas
as direcoes, evitando os efeitos indesejados nas bordas que gerariam descontinuida-
des na distribuicao espacial das interagoes intermoleculares (Figura 2.2). Devido a
aplicagao das condigoes periddicas, as particulas da caixa central interagem com as
particulas das caixas imagem, logo se um sistema contém N particulas e o potencial
se expressa como a soma das interagoes entre pares de particulas, entao as interacoes
com as particulas das caixas imagem também tem de ser incluidas nessa soma. Com
isso, a soma constaré de infinitos termos e, na pratica, isso requer a realizacao de
aproximacoes.

Para o tratamento das interagoes de curto alcance, cujo potencial decai rapi-
damente com o aumento da distancia entre as particulas, emprega-se o procedimento
denominado convencao da imagem minima, que ¢ o truncamento do potencial em

um raio de corte esférico, geralmente da ordem de %, em que L é o comprimento da
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Figura 2.2: Diagrama das caixas imagem, obtidas pela aplicacao das condicoes de
fronteiras periddicas.

célula de simulacao, para evitar a interacao da particula com sua propria imagem
ou com a mesma particula duas vezes. Contudo, no tratamento das interacoes de
longo alcance, em que o potencial decai com a distancia que ¢ menor do que 7,
sendo d a dimensionalidade do sistema, o truncamento abrupto do potencial produz
efeitos que, em muitos casos, comprometem severamente os resultados das simula-
¢oes. Esse problema tem sido contornado com a utilizagao de métodos baseados
em somas infinitas como o PME (Particle Mesh Fwald) [62], uma das variantes do
método de soma de Ewald adotada na maioria dos pacotes computacionais, que
produzem trajetorias estéaveis [51, 63].

A soma de Ewald é um método para calcular interacoes de longo alcance em
sistemas periodicos. Ele foi desenvolvido pela primeira vez como um método para o
calculo de energias eletrostaticas de cristais idnicos e hoje é comumente usado para
calcular interagoes de longo alcance em quimica computacional. A soma de Ewald é
um caso especial da férmula da soma de Poisson (Equagao 2.16), que é uma equagao
que relaciona os coeficientes da série de Fourier da soma periddica de uma fungao
com os valores da transformada de Fourier da fun¢ao continua. Na soma de Ewald,
substitui-se da férmula de Poisson o somatorio das energias de interagao no espago

real por uma soma equivalente no espago de Fourier.
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fol)= > fla+n)= > fmn)e*mn (2.16)

n=—o0 n=—o0

Na equacao acima, f, ¢ uma funcao periédica de periodo 1, f,(z+1) = f,(z).
Se f for absolutamente integravel em R, entao segue do teorema de Fubini que f, é
absolutamente integravel em [0, 1]. f é a transformada de Fourier da fungao f e os
coeficientes f (2mn) vao para zero rapidamente.

A soma de Ewald é dada pela seguinte equacao:

O(r) = ¢sr(7) + 1 (1), (2.17)

sendo o primeiro termo o de curto alcance e o segundo termo o de longo alcance.
A interagao de longo alcance é dividida em duas partes: uma contribuigao de curto
alcance e uma contribui¢do de longo alcance que nao tem singularidade (a funcao
é "bem comportada"). A contribui¢ao de curto alcance é calculada no espago real,
enquanto a contribuicao de longo alcance é calculada usando uma transformada de
Fourier. A vantagem desse método é a rapida convergéncia da energia em compara-
¢ao com a de uma soma direta, ou seja, o método possui alta precisao e velocidade
razoavel ao computar interagoes de longo alcance e, por isso, ¢ um método bastante
utilizado para o célculo de interagoes de longo alcance em sistemas periédicos.

O Particle Mesh (PM) é um método computacional para determinar as for-
¢as em um sistema de particulas. Essas particulas podem ser dtomos, estrelas ou
componentes fluidos e, dessa forma, o método é aplicavel a varios campos, incluindo
dindmica molecular e astrofisica. O principio bésico desse método é converter um
sistema de particulas em uma grade de valores de densidade, a partir disso o poten-
cial é, entao, resolvido para essa grade de densidade e as forgas sao aplicadas a cada
particula com base na célula em que esté e no local em que a célula esta.

No PME, assim como na soma padrao de Ewald (Equagao 2.17), o potencial

de interagao é dividido em dois termos. A idéia béasica da soma de Ewald para



30

uma malha de particulas é substituir a soma direta de energias de interacao entre

particulas pontuais:

Erota = Y (7 = 73) = Eu + En, (2.18)
2%

em que Ery,q ¢ a energia total, Fy,. ¢ a energia de curto alcance e Ej,. é a energia de

longo alcance. Sendo,

E, = Z 92587"(7_1’]' - ﬁ)? (2'19)
1,J

A

By, = Z @lr(EHﬁ(E)L (2.20)

k

na equacao acima ®;,.(k) e |p(k)| sdo as transformadas de Fourier do potencial e da

carga, respectivamente [62].

2.1.3 Ensembles Estatisticos

A Fisica Estatistica, por meio da teoria de probabilidades, relaciona as leis
e os resultados da Termodinamica com o comportamento de um grande nimero de
particulas presentes nos sistemas macroscopicos. No cenario das simulagoes, essa
area ¢ de grande importancia, pois apesar do movimento das particulas microscopi-
cas ser governado pelas leis da mecéanica, a solucao das equagoes do movimento para
o grande numero de particulas que compoem os sistemas, da ordem da constante
de Avogadro (A = 6,02x10%), torna-se inviavel. Esse ramo da ciéncia possibilita a
construcao de uma anéalise mecéanico-estatistica, na qual conecta-se os estados mi-
croscopicos (Mecanica) a um estado macroscopico (Termodinamica). Com o objetivo
de obter um formalismo mais adequado para o calculo de grandezas termodinami-

cas, surgiram os ensembles estatisticos, que sao o conjunto dos estados microscopicos
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aos quais se associam determinados pesos probabilisticos (pesos de Boltzmann). Em
outras palavras, esses ensembles permitem considerar um grande niimero de copias
ficticias com a mesma natureza (macroestado) do sistema observado, cada uma re-
presentando um estado fisico possivel em que esse sistema pode estar [64]. A partir
dos ensembles estatisticos é possivel definir os ensembles termodinamicos que, entre
outras caracteristicas, estao em equilibrio estatistico, isso quer dizer que os valores
médios de todas as quantidades fisicas que caracterizam o estado sao independentes
do tempo, e através deles as propriedades dos sistemas termodinamicos sao alcan-
cadas. Ha varios ensembles termodinamicos com caracteristicas distintas, em que
parametros diferentes permanecem constantes, como: o canénico (NVT), que o es-
tado termodinamico é caracterizado por um nimero fixo de atomos(N),volume(V)
e temperatura(T) constantes; o isobarico-isoentéalpico (NPH), no qual o nimero de
atomos, a pressao e a entalpia sao fixos, o gran-canénico (uVT), em que o potencial
quimico, o volume e a temperatura sao constantes, o isobarico-isotérmico(NPT),
cujo numero de atomos, a pressao e a temperatura sao constantes, etc [65].

O ensemble canoénico se refere ao conjunto de estados possiveis que um sis-
tema mecanico pode ser encontrado estando em equilibrio térmico, mantido pelo
contato com um banho de calor a uma temperatura fixa. O sistema pode trocar
energia com o banho de calor para que os estados do sistema sejam diferentes em
energia total [66]. Nesse ensemble, um sistema classico com N particulas e tempe-
ratura constante T interagindo em equilibrio é retratado pela distribuicao de Boltz-
mann. Esse fisico, em sua teoria que gerou a distribuicao de Boltzmann, queria
explicar o comportamento de um gas por meio da Mecéanica Classica, algo inviavel
pela quantidade de moléculas existentes num gas. Assim, para Boltzmann formular
matematicamente sua teoria precisou fazer uma suposicao conhecida como hipotese
ergodica.

Para elucidar essa hipotese, considere a média de uma quantidade G(7),
que é uma funcao da posicao 7 de todas as N particulas e é expressa na forma de

uma integral de espago de fase incluindo a energia potencial U(7):
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J G )exp|—pU (7)) dr
[ exp[—pBU(FN)]diN

(G) = (2.21)

na equagao acima [ = em que kg é a constante de Boltzmann.

1
kBT’

Se o sistema em equilibrio, depois de um tempo grande o suficiente e sob
certas condig¢oes, ocupa todo o espaco de fase de microestados com a mesma energia,
e a densidade de probabilidade é diferente de zero, o que quer dizer que todos os
microestados acessiveis sao igualmente provaveis nesse periodo de tempo, o sistema é

dito ergodico. Essa é a chamada hipotese ergddica na qual a média de uma amostra

ao longo do tempo é igual & média no ensemble definida por:

(@), = lim (G),, = lim —ZG [ ( (2.22)

M—oo M%ooM

nessa equagao (G),, ¢ a média sobre as medigoes M, da quantidade G em todos os
tempos, (t,)M u—1- Para uma boa amostragem, que seria uma grande quantidade de
medigoes, a média (G),, é vista como uma aproximagao conveniente para a média
do ensemble equilibrado [67].

Na maioria das vezes, as simulagoes de DM fazem uso do ensemble micro-
candnico (NVE) para determinar suas condigoes iniciais, sendo a energia total E
uma constante de movimento e sua média temporal igual a do ensemble. Todavia,
os experimentos laboratoriais sao realizados com volume e temperatura constantes,
0 que corresponde ao ensemble canonico, ou a pressao e temperatura constantes,
que é o ensemble isobarico-isotérmico.

Mesmo no ensemble NVE, inicialmente & energia constante, a temperatura
flutua devido a interconversao espontanea das componentes cinética e potencial da
energia total. A energia interna total pode ser escrita como a soma das contribuigoes

cinéticas (K) e potencial (U) envolvendo a soma sobre todos os pares de moléculas:

E = (K)+(U). (2.23)
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A temperatura e a pressao podem ser calculadas via teorema de virial. Para

o caso atomico, somando sobre os 3N termos, a energia cinética tem a forma:

my;

<—ZiN=1 ’p"‘2> = 2 (k) = 3NkgT, (2.24)

na equagao acima kg é a constante de Boltzmann, m; a massa e p; o momento
do atomo 7, e N o ntmero total de particulas. Essa equagao esta relacionada ao
principio da equiparticao, assim a funcao de temperatura cinética instantanea pode

ser escrita como:

2% -
T = = ;|2 2.2
3Nks  3Nkg Zl il (2.25)

Se as velocidades forem alteradas por um fator A em uma dada temperatura

T'(t) num instante t, as variagoes da temperatura podem ser calculadas por:

AT =1 3 pmidui) 1 3 omalvi)” (2.26)

Este é o modo mais simples de controlar a temperatura, multiplicando as velocidades
atOmicas instantaneas pelo fator A. Uma variante dessa abordagem é o termostato
de Berendsen [68, 69], no qual o sistema ¢é acoplado a um banho térmico com tem-
peratura Tj fixa, e durante as simulagoes as velocidades sao reescalonadas a cada
passo de integracao para ajustar a energia cinética do sistema até a temperatura
desejada.

No ensemble NVT a energia total nao é conservada e o inicio da simulagao
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é equiparado a um banho térmico, portanto esse ensemble é essencial para a ter-
malizacao do sistema, quando tratamentos térmicos como o Simulated Annealing,
que faz uma busca probabilistica do minimo global da energia termodinamica, sao
aplicados [53, 70].

Ja no ensemble NPT a variavel que flutua é o volume do sistema podendo
alterar as dimensoes da caixa de simulagao, além de poder flutuar na medida em
que as posigoes forem reescalonadas. O fator v = f/% ¢é o responsavel por manter
a taxa de flutuacao equilibrada. A pressao do sistema pode ser calculada por meio

do teorema de virial através da equacgao:

p(t) = 2~ SS r(0).F) (2.27)

i=1 j>1
rij = 1;(t) —7i(t) € o vetor posicao das moléculas i e j, e F}; é a forca intermolecular
entre essas duas moléculas no instante t. Existem alguns métodos que fazem a
pressao ficar constante corretamente durante a simulacao, um exemplo é o método
de dinamica de Langevin, que serve para descrever a dindmica de uma particula

browniana [71].

2.1.4 Trajetorias geradas na DM

As simulagoes de DM consistem em cinco fases, quando ja estao definidas as
estruturas tridimensionais e as topologias dos sistemas de interesse, a saber: etapa
inicial, minimizag¢ao (ou relaxacao), termalizagdo, equilibrac¢ao e producao [72]. Na
etapa inicial, é criada a caixa de solvatagao contendo receptor e/ou ligante, solvente
e fons, caso sejam necessarios para neutralizar as cargas do sistema. Na etapa de
minimizagao, o sistema é relaxado para corrigir possiveis distor¢oes nas ligagoes,
angulos e interagoes, reduzindo consideravelmente as forgas atuantes sobre os ato-
mos em valores proximo de zero e, por conseguinte, a energia potencial do sistema

[53]. Dessa forma, a superficie do potencial é percorrida na diregao do decréscimo da
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energia levando o sistema a um minimo de energia local préximo ou ao minimo glo-
bal. Os algoritmos de minimiza¢ao mais empregados na DM sao o método Steepest
Descent, que partindo da derivada primeira consegue determinar a direcao do mi-
nimo tendo como ponto inicial uma estrutura de alta energia potencial, e o método
dos gradientes conjugados, no qual retira-se informagoes da derivada primeira para
levar o sistema o mais proximo possivel do minimo global, determinando a direcao e
0 passo para acelerar a busca pelo minimo da superficie[51, 53]. Apos a relaxagao, a
forca atuante sobre os d4tomos do sistema minimizado é extremamente pequena, de
maneira que os atomos deixam de ter uma aceleracao significativa e, consequente-
mente, nao adquirem velocidade (equagao 2.2), logo ndo ocupam uma nova posigao
no sistema. Nesse contexto, ao comecar a etapa de termalizacao, as velocidades
iniciais sao atribuidas aos atomos aleatoriamente em conformidade com a distri-
buicao de Maxwell-Boltzmann. Dado que esse processo de fixar velocidades para
cada temperatura pode ocasionar perturbagoes no sistema, incluindo deformagoes
nas macromoléculas, o procedimento mais usual é aquecer o sistema gradualmente
iniciando em uma temperatura mais baixa até a temperatura de equilibrio, com o
fim de uniformizar as energias do sistema [51]. Por ultimo, na etapa de produgao,
sao obtidas as trajetorias que serao utilizadas para analise.

Na produgao, o sistema evolui temporalmente, o que gera as trajetorias.
Nessa etapa, as posicoes e outras configuragoes sao gravadas para a realizagao das
analises das propriedades do sistema.

Das iniimeras propriedades passiveis de serem calculadas a partir das traje-
torias, estao propriedades estruturais, como a funcao de distribuicao de pares, g(r),
que fornece a probabilidade de se encontrar uma particula § em uma camada esférica
de espessura dr, a uma distancia r da particula «, posicionada na origem. Levando
em consideracao as coordenadas cartesianas retiradas das trajetorias de simulagao,

a funcao radial de pares pode ser dada por:
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g(r) = p2 <Z > 6(ri)d(r; — r)> = % <Z > o(r— rl-j)> . (2.28)

i Ay i iAg

Por conseguinte, para o numero de particulas N(r), localizado na regiao Ar a uma

distancia r da origem, a distribuicao radial fica na forma:

9(r) = 4]:7551)\7

(2.29)

Além da distribuicao radial, as trajetorias possibilitam o célculo de médias
como o desvio quadratico médio (" Root Mean Square Devation- RMSD), que fornece
a diferenca estrutural do sistema num determinado passo da simulagao em relagao
as configuragoes iniciais. Na DM, esse desvio é usado para comparar as coordenadas
atomicas das estruturas moleculares e, através disso, observar as flutuagoes em torno
da posicao de equilibrio e as regides mais instaveis da estrutura. A equagao que rege

as flutuacoes ao redor da posicao de equilibrio é:

— \/ > [mj(vm ol 00,

na equagao acima 7;(¢;) ¢ a distancia do dtomo j no passo i da simulagao, ry é a
distancia de referéncia e N o nimero total de atomos.
Na situacao que se deseja observar, os atomos ou as regioes da estrutura

que flutuam mais ou menos, tem-se a equacgao:

(RMSD;) = \/Zj1 [X}(Z; TO)P, (2.31)

sendo M o nimero de configuracoes e At o intervalo de tempo entre os passos da
simulagao, o resultado da multiplicagao dessas duas varidveis é o tempo total da

simulagao.
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2.2 Docking Molecular

A técnica de docking molecular é uma abordagem in silico amplamente
utilizada para auxiliar na descoberta e na concepcao de novos compostos bioativos.

No docking ligante-receptor, busca-se a conformacao e a orientagao de um
ligante com relagao a um determinado receptor quando a estrutura deste é conhecida
ou pode ser modelada. Em geral, existem dois objetivos a serem alcancados no
estudo de docking: uma modelagem estrutural e a previsao dos modos de ligagao.
No entanto, a identificacao de caracteristicas moleculares que sao responséveis por
reconhecimento biolégico especifico, ou a previsao de modificagoes estruturais que
melhorem a poténcia do composto, sao questoes complexas que muitas vezes sao
dificeis de entender e, ainda mais, de simular em um computador [73]. Em vista
desses desafios, o processo do docking é dividido em etapas no qual cada passo
introduz um ou mais graus adicionais de complexidade, mas pode ser resumido em
dois momentos: no primeiro é necessario um algoritmo que explore a superficie de
energia e preveja a conformacao preferencial do ligante no sitio de agao biolégica do
receptor, que é a pose; e no segundo, coordenar as conformacgoes por intermédio de
uma funcdo de avaliagdo (scoring function), o que significa, aplicar um modelo de
ponderacgao da energia livre de ligacao, scorings, que separe os distintos modos de
ligacao do mesmo ligante, ou que, sendo os ligantes diferentes, selecione aquele com

maior afinidade pelo sitio ativo [74].

2.2.1 Funcoes de Scoring

Ao longo da execugao do docking, os algoritmos de busca investigam um
numero excessivo de conformagoes de ligantes, usualmente milhares. As fungoes de
scoring sao usadas para avaliar a qualidade desses modos, direcionando a busca para
conformacoes de ligante relevantes e, dessa forma, reduzindo custo computacional.

Geralmente, o método de docagem computacional é realizado com o em-

prego de um campo de forga simples e explorando-se uma regiao ampla do espaco
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conformacional. A depender do programa os campos de forca podem variar. A fun-
¢ao de scoring do programa AutoDock [75] é baseada no campo de for¢a molecular
AMBER.

No AutoDock, a energia livre de ligacao é a diferenca entre a energia do
ligante e receptor no estado nao-ligado e a energia do ligante e do receptor no com-
plexo. Isso acontece em duas fases: andlise das energias intramoleculares da transi-
¢ao do estado nao-ligado para o ligado, para cada uma das moléculas separadamente,
e a avaliacao energética intermolecular das moléculas no complexo.

O campo de forga abrange seis termos de potencias de interagao que en-
volve contribuigoes entre dtomos ligados e nao-ligados e um termo de contribuicao

entropica conformacional de ligagdo (ASc.nr) descritos na equacao abaixo:

AG = (‘/liLg;go - anégfligado) + (%ggﬁ - anzgiigado) + (V;Z;dLo - Vn]zgfligado + ASCO”f)’

(2.32)

L esta relacionado ao ligante e R ao receptor. Os primeiros dois termos sao referentes

as energias intramoleculares para os ligantes nos estados ligado e nao-ligado, e os dois

subsequentes sao correspondentes as energias intramoleculares dos receptores nos

mesmos estados. O ltimo paréntese constitui as mudancas de energia intermolecular
entre os estados ligado e nao-ligado.

Os termos atémicos por pares incorporam a dispersao/repulsao, as ligagoes

de hidrogénio, a parte eletrostatica e de dessolvatagao de acordo com a equagao a

seguir:

V = Wyaw Z 7“.1.; — — + Wr _tigacao Z r—lg - (2.33)
ij

6
i Tij i T

2
+Welec Z E(QI—QJ + Wsol Z Sz‘/} =+ SJ‘/;Q(?;)

TiJ)Tij ¥
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As contantes de ponderacao(W) sao otimizadas para ajustar a energia livre
empirica com base em um conjunto de complexos caracterizados experimentalmente.
O primeiro termo é o potencial de Lennard-Jones para interagoes de dispersao/re-
pulsao. As variaveis A e B foram extraidas do campo de forca AMBER. O segundo
termo é um potencial para ligagoes de hidrogénio. Os parametros C e D foram atri-
buidos para melhorar a descri¢cao do potencial de ligagao para O-H, N-H e S-H. As
interagoes eletrostaticas sao avaliadas segundo um potencial similar ao coulombiano
e o ultimo termo representa o potencial de dessolvatagao baseado no volume (V) dos
demais atomos em torno de um atomo definido, ponderado por um parametro de
solvatagao (S) e um termo exponencial devido a distancia. O termo para entropia

torsional é proporcional ao nimero de angulos de rotagao da molécula (Ny,s):

ASconf = Wcoantors- (234)

O nimero de angulos de rotagoes abarca todos os graus de liberdade tor-
cionais, incluindo rotagoes de atomos de hidrogénio polar em grupos hidroxila e
similares [76].

O AutoDock Vina é uma ferramenta de docking molecular que possui varios
algoritmos de busca implementados com base no Algoritmo Genético Lamarckiano
(do inglés, Lamarckian Genetic Algoritms - LGA) [77], que procura um minimo glo-
bal de energia de ligacao do complexo. Durante o processo de docagem, a proteina
¢ mantida rigida e as mudangas conformacionais sao feitas pelo ligante. A inclusao
da flexibilidade é de grande importancia para os resultados serem compativeis ao
sistema real, sendo fundamental para a compreensao das interagoes farmacobiologi-
cas. Apesar disso, a flexibilidade do sistema ainda é um desafio para os métodos de

docagem.
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2.3 Meétodos Computacionais voltados & Modelagem Mole-

cular

Nas tltimas décadas, ocorreram avancos significativos no desempenho com-
putacional. Esses avancos impactaram positivamente o ramo da Quimica computa-
cional levando a resultados mais precisos de diversas propriedades moleculares, em
especial as relacionadas a grandezas termoquimicas. Mesmo com o desenvolvimento
de métodos cada vez mais sofisticados e fungoes de base extensas para descrever
sistemas eletronicos, a realizacao de célculos envolvendo um grande ntmero de par-
ticulas ainda é uma tarefa com elevado custo computacional. Algumas estratégias
tém tido sucesso e tornado possivel a abordagem mais precisa de sistemas molecu-
lares relativamente grandes. Dentre elas destacam-se a Teoria do Funcional de Den-
sidade (DFT, do inglés Density Functional Theory), o método ONIOM (do inglés
Own N-layered Integrated Molecular Orbital and Molecular Mechanics) e também
os métodos compostos [78§].

O desafio central para os célculos estruturais em modelagem molecular é a

solugao da equacao de Schrédinger nao relativistica e independente do tempo:

Hy(r,R) = EY(r,R) (2.35)

sendo ¥ (r,R) a autofungao do sistema, r as coordenadas eletronicas, R as coordena-
das nucleares e H o operador Hamiltoniano molecular, escrito em unidades atomicas,

¢ dado por:

N M M-1 N—-1 N

__lzvz ZLV iiz%r iZAZB ZZ (2.36)
o2 =1 Z -1 Ma ! A=1 TAi Rap =

i—1 A AZ1 B>A

em que o primeiro termo é operador energia cinética dos elétrons, o segundo o

operador energia cinética dos nicleos, o terceiro a interacao coulombiana entre os
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nucleos e os elétrons, o quarto a interagao coulombiana entre os ntcleos e, por fim,
o quinto a interacao coulombiana entre os elétrons. M4 e Z4 é a massa e o niimero
atomico do nucleo A, respectivamente.

Substituindo a equagao (2.36) na equagao (2.35), temos a seguinte expres-

sao:

N M M N M—1 M
-1 1 ZA ZaZp
S PRI I o SE- N 9 91 L BNNCEY
2 = A=1 2M 4 A—1im1 A 4T Boa Rap
N1 N
+ — r,R) = EY(r,R
S3 | v = oty

Essa equagao (2.37) é extremamente complexa e solucioné-la, mesmo empregando
técnicas computacionais, se torna uma tarefa quase impossivel para a maioria dos
sistemas. Dessa forma, precisamos fazer o uso de aproximacoes para obtermos a
solucao desejada. No caso desse trabalho, a aproximacao usada é a aproximacao de

Born-Oppenheimer (ABO).

2.3.1 Aproximacao de Born-Oppenheimer

Pelo fato do niicleo ser mais massivo que os elétrons, ele se move muito
devagar. A ABO trata desse movimento, isto é, qualitativamente essa aproximagcao
considera o nicleo fixo com os elétrons se movimentando ao seu redor. Fazendo o
uso do teorema adiabatico, que afirma que se a perturbacao num sistema for lenta
o suficiente, o sistema possui a capacidade de ajustar-se & nova configuracao e seu
autoestado é conservado [79].

A partir desse teorema é possivel aplicar a expansao adiabatica na autofun-

¢ao do sistema molecular:
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Y(r,R) = ¢(r;R)x(R) (2.38)

na qual ¢(r;R) é a autofuncao eletronica que depende de forma explicita das coor-
denadas eletronicas e parametricamente das coordenadas nucleares e y(R) ¢ a au-
tofuncao nuclear que descreve o movimento dos niicleos. Desse modo, substituindo

essa expansao na fungao de onda da equagao (2.38), encontra-se

| X Moy M N M1 M,
DI G I e o N (2.39)
23 A=1 2M 4 a—1io (A U pea Rap
N1 N
D ;] o(r;R)x(R) = E(r;R)x(R)
=1 j>i LY

[_ 2 2A14AVA2X(R> T Z_ > Z}EﬁB — E| x(R)=—€¢R)x(R), (2.40)
A=1 A=1 B>A
[—‘; IRRICES D WD IS —] o) = (R)G(sR). (241)
=1 A=1i=1 "2 =1 j>i Y

O desacoplamento da equacao 2.39 nas equacoes 2.40 e 2.41 é conhecido
como a aproximagao Born-Oppenheimer. Sendo a localizagao dos ntucleos constante,

pode escrever-se para uma configuracao R, qualquer
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S >y ZZ% )= eRJGGR,) . (242)

O termo em colchetes é o hamiltoniano eletrénico, e a equagao (2.42) é a
equagao de Schrodinger eletronica, em que €(R,) representa a energia eletronica e
o(r;R,) é a autofungao eletronica para uma molécula de configuragao fixa (R,).

Como a energia eletronica é calculada para varias configuracoes nucleares,
hé a possibilidade de substituir esse conjunto de energias na equagao (2.40), o que

leva a

Moy ML Mo,
2 A4 B
_ = F 2.4
S VAT Y S P e(R) | x(R) = ERN(R). (243)
A=1 A=1 B>A
O valor do termo
M-1 M ZAZB
2.5 (R)
A—1 B>A ~AB

depende da configuragao nuclear e, além disso, ele representa a curva de energia
potencial, sistema diatomico, ou superficie de energia potencial, sistema com mais
de dois niicleos, para o movimento nuclear.

Ja as solugoes da equagao (2.43) descrevem a translagao, rotagao e vibragao
das moléculas, ou seja, a dinamica molecular, e ela é conhecida como equacao de

Schrodinger nuclear, e pode ser escrita como

-2 2]\14A Va?+V(R)| x(R) = E(R)x(R). (2.44)

em que
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M-1 M Z Z
VR)=> Y % +¢(R) (2.45)
A=1B>A ~AB

é o potencial efetivo ao qual os nucleos sao submetidos.

2.3.2 Equacgao de Schrodinger Eletronica

A equagao de Schrodinger eletronica, que deve ser resolvida para cada con-

figuracao nuclear R é:

H.6(x;R) = ((R)$(r; R), (2.46)

em que H, descreve o movimento dos elétrons para uma certa configuracao nuclear e
¢(R) ¢ o espectro eletronico, ou seja, corresponde as energias eletronicas do sistema.
Para resolver a equacao de Schrodinger eletronica, precisa-se de métodos
numéricos eficazes, pois resolvé-la analiticamente nao é factivel mesmo para uma
molécula simples como o Hy. Hoje, ha uma quantidade razoavel de métodos compu-
tacionais capazes de solucionar essa equacao. Esses métodos podem ser classificados

como semi-empiricos (SE), ab initio e DFT.

Teoria do Orbital Molecular

A teoria dos orbitais moleculares, uma ampliagao das ideias de Bohr, con-
sidera que nao s6 todos os elétrons de valéncia tém uma influéncia na estabilidade
da molécula, mas também que os orbitais atémicos do nivel de valéncia deixam de
existir quando a molécula é formada, sendo substituidos por um novo conjunto de
niveis energéticos correspondentes as novas distribuicoes da nuvem eletronica, que
¢ a densidade de probabilidade. Esses novos niveis de energia constituem uma pro-
priedade da molécula como um todo e sdo chamados de orbitais moleculares (OM).

De forma mais direta, ha uma funcao de estado para cada elétron e sua composi¢ao
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para formar a funcao de estado total dos N elétrons foi desenvolvida em primeira
instancia por Hartree, Roothan, Lowdin, dentre outros |76, 80].

A partir disso, tem-se o OM ¢;(r*) = ¢;(x*, y*, z") em que =¥, y*, z" sdo
as coordenadas do elétron p e 7 indica o estado eletronico. Sendo £(S*) a fungao de
spin, o produto entre ¢;(r*) e essa fungao resulta no spin-orbital molecular (SOM),

definido por:

(") = ¢ila’, y", 2)8(5") = di(p)é(n) = ¢5'€", (2.47)

a(p) T (spin up)

B(1) | (spin down)
Para satisfazer o principio de exclusao de Pauli, a fungao de estado total do

em que £(S*) =

sistema de N-elétrons (®) precisa ser escrita como um produto antissimétrico dos

spin-orbitais:

@ = (N3 A {pPud. ("}, (2.48)

na expressio acima A é o operador antissimetrizador, ®, ., x(q", ¢2, ..., q") & re-
presentado por ® e v;(¢") por @Z);‘ . A relagao 2.48 pode ser reescrita como um

determinante de Slater [81]:

e 1 1
R SR
L
o= - (2.49)
V/N! : : : :
_1/15]\[) oL %(VN) _

A funcao de estado acima possui duas propriedades: os SOM’s sao linear-
mente independentes e o principio de exclusao de Pauli é satisfeito reflexamente.
Além disso, a constante \/LNf' ¢ um fator de normalizagao e o determinante de Slater
inverte o foco do problema de achar a autofuncao para N-elétrons, ou seja, agora

precisa-se resolver N autofungdes para um tnico elétron [80].
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Como os spin-orbitais 1, sao linearmente independentes, é possivel escreveé-

los, formando um conjunto ortonormal, como:

[ vttt = (2.50)

Assim sendo,

/@*@dT =1. (2.51)

Expandindo a equacgao 2.51

/ >*Pdr = / M gy / LMy M dry = 1. (2.52)

Constituindo-se a energia do sistema na forma da seguinte equacao:

E= / d*Hddr = E[®)], (2.53)

na qual o operador Hamiltoniano em unidades atémicas é dado por:

H=> hu)+ % > T% (2.54)

HFV
e na equagao 2.54 h(u) é o operador hamiltoniano de uma particula para o u-ésimo
elétron movendo-se no campo dos nicleos, além de ser um operador hermitiano e
linear representado matematicamente, em u.a, por

2
) V2 1

() = == 3 =,
A

(2.55)

2

i P , . .
—* ¢ a energia cinética do elétron p, e o segundo termo a energia coulombiana de

interacao elétron-nicleo.

O método Hartree-Fock busca uma solu¢ao aproximada para o estado fun-
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damental de um sistema de elétrons em um &tomo, uma molécula ou um soélido
considerando apenas um determinante de Slater. A partir do determinante (2.49),
a parte espacial e a dependéncia relacionada aos spins podem ser escritas separada-

mente:

e = ¢ria(1) (2.56)

ou

w; = ¢7‘15(1):

nessas equagoes acima « e (3 sao, respectivamente, spin up T e down |. Se nao
houver restricao para os orbitais moleculares, o método é chamado de Hartree-Fock
nao Restrito(UHF), geralmente usado em sistemas de camada aberta. Sistemas de
camada aberta também podem ser descritos por uma autofuncao do tipo restrita,
na qual as partes espaciais dos spins-orbitais duplamente ocupados, sejam neces-
sariamente as mesmas. Nesse cenario, tem-se o método Hartree-Fock Restrito de
Camada Aberta (ROHF).J4 em sistemas que o estado eletronico for camada fechada,
hé a restricao que cada orbital espacial seja associado a dois elétrons, um com spin

« e outro com spin 3, ou seja, sem elétrons desemparelhados, nesse caso o método

¢ chamado Hartree-Fock Restrito(RHF) |79, 82].

Meétodo Hartree-Fock

O teorema variacional diz que a autofungao mais préoxima da solucao exata,
dentre todos os determinantes possiveis de Slater, ¢ aquela para a qual a energia é

minima [82]:

£) = Walhlin) + 3 3 ((Wuthhbuth) — (tulonti).  (257)

a a,b
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Isso significa que, para encontrar a autofungao, a energia é minimizada em
relagao as alteracoes nos orbitais de um elétron, a partir do qual o determinante
Slater foi construido. Para tanto, é necessario que as fungoes de spin sejam orto-

normais, isto é:

<¢aW)b> - 5ab =0 (258)

Como o objetivo é encontrar os melhores orbitais que minimizem a ener-
gia, ou que pelo menos permanecam estacionarios em relagao as mudangas em 1);,
mantendo a propriedade de serem ortonormais. Pelo principio variacional, a energia
calculada serd sempre maior que a energia real do estado fundamental. Nesse caso,
¢é necessario achar o conjunto de orbitais moleculares que minimizam o valor de &.
Entao, usando o "método dos multiplicadores indeterminados de Lagrange", no que

concerne aos orbitais moleculares, a funcao Lagrange pode ser escrita como:

L[] = EW] — eva((Yalthn) — dap) (2.59)

nessa equagao, €, sao os multiplicadores de Lagrange. Como L é real e (¢,|1) =
(p|the)*, os multiplicadores de Lagrange precisam ser elementos de uma matriz
Hermitiana, €, = €,. Haja vista essas condigoes, quando cada orbital molecular é
modificado por uma quantidade infinitesimal d,,, £ é um minimo e por isso 0L = 0,

tem-se:

0L =0E = > al(0althy) + (Yal0ths)) =0 (2.60)

a,b=1

Fixando J, e Ky como os operadores de Coulomb e de Troca, respectiva-

mente, por meio das equacgoes a seguir

A1) = ()

wb<2>> ba(1) (2.61)

1
12
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Ko(L)a(L) = <wb<2>

¢b<2>> (1), (2.62)

1
12

a energia com relagao as mudancas nos orbitais é escrita da seguinte forma:

0 = Z(<5¢a|h|wa> + <wa|h|5wa>) + Z (<5,‘7Z}a|u7b - ’Cb|¢a> + <wa|\7b - ICb|5,’7Z)a>)a

a,b=1

(2.63)

A partir da equagdo acima tem-se um novo operador, F(1) = h(l) +

> u(Tp(1) — Kp(1)), conhecido como operador de Fock. Ele é um operador efe-
tivo de um-elétron, associado a variacao na energia. Assim, colocando a expressao

energética em termos do operador de Fock:

08 = ((00al F()Wa) + (al F(1)|6¢0)). (2:64)
0L =Y ((00al F(1) ) +(thal FDI5a))+ Y ean((0%althp)+ (Wl 00)) = 0, (2.65)

reorganizando os termos da equagao 2.65, obtém-se a seguinte expressao, que é a

equacao Hartree-Fock(HF):

F(D)ha(1) = erathy(1) (2.66)

b=1

As equacoes de HF expressas em sua forma canoénica, F (1)1, (1) = ea1f, (1),
formam um conjunto de equagoes de autovalor. Um orbital de Fock especifico s6
pode ser determinado uma vez que todos os outros orbitais ocupados sao conhecidos
e, por isso, métodos iterativos devem ser empregados para determinar os orbitais.

Um conjunto de orbitais, que ¢ uma solugao para as equagoes de HF, sao chamados
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orbitais de campo autoconsistente (SCF, do inglés "Self-Consistent Field") [82].

Método de Hartree-Fock-Roothan

O método HF encontra uma solucao aproximada para o estado fundamen-
tal de um sistema de elétrons num atomo considerando apenas um determinante de
Slater. Como isso é feito de forma numeérica, para sistemas poliatémicos o calculo
torna-se inviavel. Essa barreira foi transposta pelas equagoes de Roothan-Hall [82],
que sao obtidas estendendo-se os conceitos do principio variacional e da combina-
¢ao linear de orbitais atomicos (LCAOs, do inglés " Linear Combination of Atomic
Orbitals") as equagdes de HF, que serdo obtidas através de um conjunto de fungoes
de base conhecidas (tipo Gaussianas ou Slater). Com um conjunto adequado de

fungoes de base, tem-se:

6p(r) =Y Cop(r), (2.67)

sendo g, (r) fungdes de base conhecidas, k o ntmero de fungdes do conjunto, C,,, os
coeficientes a serem determinados.

As fungbes mais usadas em calculos moleculares sao as gaussianas. Ao
escrever esse tipo de fung¢ao em coordenadas cartesianas, obtém-se a expressao a

seguir:

g(x,y,z) = leymz"e’o”z, (2.68)

em que [, m e n sao numeros inteiros, r = \/m e N uma constante de
normalizacao. Para as func¢oes gaussianas cartesianas, é possivel classifica-las de
acordo com a soma dos expoentes [, m e n. Se essa soma for 0, a funcao é do tipo
s, se for 1, do tipo p, 2, do tipo d e 3, do tipo f.

Substituindo 2.67 na equagao de HF (2.66), chega-se a seguinte expressao:
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Fr1) ) Copgn(rr) = & ) Cupgu(r1). (2.69)

Multiplicando a equagao 2.69 por g;(rl) e integrando, a equagao integro-diferencial

se transforma em uma equacao matricial,

ch/p 9,(D|F(1)]gw) _EPZCVP 9u(D)g0), (2.70)

e que gu(1> = gnu(rl)‘
A equacao acima possibilita a definicao de duas matrizes, sao elas: a matriz

de superposi¢ao com os elementos determinados por

S = (gu(Dlg) (2.71)

e a matriz de Fock com os elementos descritos por

Fu = (9u(VIF(1)]9)- (2.72)

Por meio dessas defini¢oes, pode-se escrever

> FuCup=eY_ SuCup, (2.73)

que em sua forma matricial fica

FC = SCe. (2.74)

Essa expressao é a equacao de Hartree-Fock-Roothan e € é a matriz diagonal das

energias orbitais €,, = €,04-
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2.3.3 Meétodos Semi-empiricos

As equagoes de Hartree-Fock-Roothaan, no caso restrito ou no irrestrito,
ficam limitadas & sistemas mais simples, pois o tempo computacional necessario
cresce com a ordem de M* em que M é o nimero de funcoes atomicas de base
[83]. Outra dificuldade é o fato desse método nao descrever de forma satisfatoria a
energia associada ao sistema, pois nao abrange a energia de correlagao eletronica.
Com o objetivo de se obter solug¢oes para problemas moleculares com um grande
ntmero de elétrons, surgiu a linha de pesquisa dos métodos semi-empiricos. Nele
o formalismo autoconsistente da teoria de orbitais moleculares usando a expansao
em orbitais atomicos (SCF-LCAOQO) ¢ mantido e o foco fica em torno de resolver as
dificuldades proprias do método HF com a introducao de parametros. Ha intimeras
aproximacoes usadas para implementar os métodos semi-empiricos e algumas delas
sao 0 CNDO(Complete Neglect Differential Overlap), o INDO(Intermediate Neglect
Differential Overlap) e o NDDO(Neglect of Diatomic Differential Overlap) todos
baseados na aproximagao ZDO(Zero Differential Overlap) [84, 85].

No presente trabalho, o método semi-empirico usado para fazer uma pri-
meira otimizagao, foi o Parametric Model 6(PM6). Esse método ¢ um aprimora-
mento dos modelos AM1(Austin Model 1) e PM3(Parametric Model 3), pertencentes
ao método MNDO(Modified Neglect of Diatomic Querlap) [86], feita por Stewart [87].
Além de usar um conjunto muito maior de dados de referéncia para os parametros, o
PM6 também introduziu varias melhorias nos termos niicleo-niicleo. Ele substituiu
as corre¢oes gaussianas para o termo nucleo-niicleo do AM1 e PM3 usando um termo
de correcao de nucleo-ntucleo, originalmente introduzido por Voityuk e Rosch, que
emprega parametros emparelhados em vez de paradmetros especificos de elemento.
O PM6 ainda usa diferentes potenciais de repulsao nucleo-niicleo para N-H, O-H,
C-C e Si-O com o intuito de corrigir falhas especificas na parametrizagao. Por fim,
o método PM6 também adiciona d-orbitais na base atomica para certos elementos,

assim como o método MNDO/d. O mais recente dos modelos PMx de Stewart é o
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PMT7, que inclui ainda uma correcao de dispersao e correcao de ligagoes de hidroge-
nio com base na correcao H™. Adicionalmente, varias integrais semi-empiricas sao
modificadas por fungoes de comutagao para impor convergéncia ao resultado cléssico

em distancias maiores [88].

2.3.4 Teoria do Funcional de Densidade

A teoria do funcional de densidade (DFT) permite calcular todas as pro-
priedades dos sistemas pela densidade de elétrons p(r) que é uma funcdo de trés
variaveis: p(r) = f(z,y,2). Como a densidade é uma fun¢ao da func¢do de onda,
refere-se a ela como um funcional. Para um sistema de N elétrons, a densidade ele-
tronica depende de 3N variaveis (ou 4N, se levar o spin em consideragio). Existem
dois tipos de densidades de elétrons para sistemas polarizados por spin, um para
spin up, p(r) T, e outro para elétrons spin down, p(r) |. O fato de que as proprie-
dades do estado fundamental sao funcionais da densidade eletronica foi introduzido
por Hohenberg e Kohn, em 1964, e é a estrutura basica dos métodos modernos de
funcionais de densidade. Em 1965, os cientistas Kohn e Sham desenvolveram o mé-
todo KS, que dava resultados mais acurados na aplicacao da DFT para a energia

cinética [78, 82]. Hohenberg e Kohn (HK) propuseram os seguintes teoremas:

e O potencial externo sentido pelos elétrons é um funcional da densidade eletro-

nica p(r).

e A energia do estado fundamental ¢ minima para a densidade exata.

Dessa forma, partindo da aproximagao de Born-Oppenheimer, o estado fun-
damental do sistema de elétrons é resultado das posi¢oes dos niicleos. No Hamil-
toniano, a energia cinética de elétrons e a interacao elétron-elétron se ajustam ao
potencial externo V.., proveniente dos niicleos. Uma vez que o potencial externo
comega a funcionar em um sistema, todo o resto, incluindo a densidade eletronica,

se organiza para fornecer a menor energia total possivel do sistema.
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A partir desse cenario, Kohn e Sham propuseram um funcional de energia

para um sistema de particulas nao-interagentes dado pela equacao:

Exslp] = Tolp] + Unlp] + Veatlp] + Vxclpl, (2.75)

em que Ty[p] é a energia cinética média, Uy |[p] é a energia coulombiana média entre os
elétrons, Ve.[p] € o potencial efetivo externo e Vxc[p] € o termo de troca e correlagao,
com corregoes para a energia cinética e para a energia de Hartree.

O método KS descreve a repulsao elétron-elétron de Coulomb e um funcional

universal G|p]:

Bl =6l + 5 [ [ 52  [ powiryar, (2.76)

sendo G|p| = T[p] + Evclp]. Ts[p] € o funcional de energia cinética de um sistema
de elétrons nao-interagentes, que possui a mesma densidade eletronica do sistema
interagente. F,.[p] abrange o termo de troca e correlagao, interagao elétron-elétron,
e a parte residual da energia cinética, T'[p| — Ts[p], sendo T'[p] a energia cinética
exata para o sistema interagente.

Para particulas nao-interagentes, é possivel excrever um Hamiltoniano com

um potencial local efetivo, v, ¢(r):

1
HKS=—§VW+%Aﬂ. (2.77)

A autofuncao ¥%° do estado fundamental para particulas que nao interagem
é aproximada por um produto anti-simétrico de N fun¢oes de onda de um elétron,

¥i(r;), podendo ser escrita como um determinante de Slater:
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55(7”1) 1/’5{5(7”1) T 11\55(7”1)
KS(y, ES(py) oo pKS(py

s - L | VAT (r2) -
9 rn) 058 (rn) - RS (rw)

Assim, os orbitais de Kohn-Sham(KS), ¥/, sdo determinados através da

equagao de Schrodinger de um elétron:

(=57 # ) 016° =i, (2.79)

em que &; sao os autovalores e v; sao as autofungoes.

O operador KS depende apenas de r, e ndo do indice (natureza) dos elé-
trons, ou seja, ¢ o mesmo para todos os elétrons. Os orbitais KS, ¥%% podem ser
usados de forma imediata para calcular a densidade, e a partir dela pode-se calcular
um potencial efetivo otimizado. Por conseguinte, a ligacao entre o sistema nao inte-
ragente e o sistema real a partir da escolha desse potencial otimizado, de modo que

a densidade eletronica resultante seja igual a do estado fundamental, é dada por

ps(r) = D _ 205 = por). (2.80)

A densidade também pode ser utilizada para o célculo da energia total,
equagao 2.75, e também para cacular a energia cinética Ts[p|, que é obtida dos
orbitais correspondentes:

1
— V2
2 (2

Ti=3 (e

(2

¢f{s> : (2.81)

Por meio da minimizacao da equacao 2.76 e considerando as fung¢oes de um

elétron ortonormais, obtém-se o potencial efetivo da seguinte forma:
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r
Ver(r) =v(r) + / |rp(_ 1T)l|dr1 + vge(r). (2.82)
Nessa equagao, v,. = 5E§;‘(f)[p 1. O termo E xc € o potencial de troca e correlagao, que

inclui todos os termos de interacao entre particulas. O tratamento desse termo é
complexo e um obstaculo para a DFT, mas existem aproximagoes que definem esse

potencial e, consequentemente, trazem confiabilidade para a teoria.

Funcional de Troca e Correlagao

Uma aproximacao muito usada no formalismo da DFT é expressar o funci-
onal de troca e correlacao em termos do gradiente da densidade de carga total. Ela
¢ conhecida como expansdo generalizada em termos do gradiente (do inglés, Gene-
ralized Gradient Approximation - GGA), e o seu funcional é escrito como a soma de

dois termos, um para a troca e outro para a correlacao:

EZEt = BSS4 + EGEA. (2.83)

Para a energia de troca, um dos funcionais mais usados é o de Becke, o B88,

dado por

EB88 _ pLSDA _ Z / (Pﬁ)gXi dr (2.84)
X X oo 1+ 6by,sinh 'y,

nessa equacio Yo = |V,o/(p?)¥3, sinh ™" = In[z + (22 + 1)*/2] e b & um fator semi-
empirico igual a 0,0042u.a. auferido apos o calculo de energia de troca pelo método

HF para varios d4tomos. EX5P4 ¢

B =2 (6—> / (0™ + (0°)3)dr. (2.85)

Outros funcionais de correlagao corrigidos pelo gradiente muito usados sao
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o de Lee-Yang-Parr (LYP) e os de Becke. Além desses, os funcionais hibridos sao
bastante empregados. Eles sao uma combinacao linear dos funcionais DF'T puros e
o termo de troca obtido pelo método HF(EXE). Para sistemas de camada fechada,

o termo de troca é dado pela seguinte expressao:

1 n n

Bx = -1 L3 (e mee)

i=1 j=1

1

vy — 1y

¢§<S<1>¢f“<z>> | (2.86)

Nesta pesquisa, para a otimizacao dos sistemas moleculares apoés o uso do
método semi-empirico PM6, foi usado o funcional hibrido B3LYP, que tem trés
parametros de Becke mais os funcionais de correlagao LYP. O B3LYP ¢é definido

pela expressao:

EXE = (1= a0 — a) EX*P! + a0 EX" + (1 — ac) B¢ + ac G, (2.87)

sendo o termo de correlagio EYWN

proveniente da aproximacao da densidade lo-
cal de spin - LSDA(do inglés, Local-Spin-Density Aprozimation), desenvolvida por
Vosko-Wilk-Nusair [89].

Devido a sua eficiéncia computacional e precisao razoavel, a DF'T com apro-
ximagoes semilocais & energia de troca e correlagao como, por exemplo, a LSDA e
o padrao Perdew-Burke-Ernzerhof (PBE) da GGA, ¢ um dos métodos de estrutura
eletronica mais amplamente usado em varias areas. As aproximagoes semilocais exi-
bem um cancelamento de erro bem compreendido entre troca e correlagao em regioes
de ligacao. Assim, alguns efeitos de correlacdo de médio alcance, importantes para
ligagoes fortes e fracas, sao realizados pela parte da troca da aproximagao. No en-

tanto, é sabido que essas aproximacoes nao podem produzir corretamente forgas de

dispersao assintoticas de longo alcance. Isso levanta duvidas sobre a adequagao de
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aproximacoes semi-locais para a descri¢cao de interagoes fracas, incluindo ligacoes de
hidrogénio e interagoes de van der Waals, mesmo perto do equilibrio. No entanto,
essa deficiéncia é solucionada por funcionais conhecidos como meta-GGAs (MGGA).

Comparados aos GGAs, que usam a densidade p(r) e seu gradiente Vp, os MGGAs

[Ves|?
2

adicionam a densidade de energia cinética positiva, 7= )", , dos orbitais ocu-
pados 1; [90]. O funcional MGGA usado neste trabalho para o célculo de energia
de single-point foi o funcional M06-L [91]. A energia de troca desse funcional, com
o referente ao momento angular de spin do elétron que pode assumir dois valores,

a(+1/2) e f(—1/2), é escrita da seguinte forma:

Bt =3 (IR 0 V) ) + 3P o, (289)

sendo hx(z,,2,), com ds = 0, definido por

do dlx?, + dQZO— ngﬁ + d4xizg + d522) , (289)

h(xy, z5) = +
(72 2) (vm,zo) (@0 20) (@0 20)

FEBE(p,,Vp,) ¢ a densidade da energia de troca do modelo de troca de Perdew-

Burte-Ernzerhof (PBE), e£5P4 ¢ a LSDA para a troca

1
3(3\?% 4
LSDA e B 3 )

e f(wy) é o fator de aprimoramento da densidade de energia cinética de spin

m

flw,) = Zaiwi, (2.91)

i=0
nessa expressao w, ¢ uma funcao de t,, que é uma funcao da densidade de energia

cinética de spin(7,) e da densidade de spin p,,
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o = ; 2.92
Wo =47 (2.92)
LSDA
N S (2.93)
To
e
3 5
Ty = E(67r2)%p3. (2.94)
A parte da energia de correlagao do funcional M06-L para spins opostos é
dada por:

B = /eZEG[gaﬁ(xa,wﬁ) + hap(Tap, Zap)]dr, (2.95)

sendo, na equagao acima,

- Yoap (2 + »T%))i
goc Loy T - CCa K 296
8(Ta, Tp) > s <1+vca,3(:v§) (2.96)

(2

e hag(Tap, 2a3) definido pela equagdo 2.89, com x2; = 22 4 23 € 2a3 = 20 + 25

Para spins paralelos tem-se:

EY = /eng[gg(xU + hoo(To, 25)| Dydr, (2.97)

em que

g ’YCJU(xi) )Z
oo\lo) = 00,i 2.98
g 0 o (1+70w($3) (2:98)

e hyo(Zs, 25) € definido pela equagao 2.89. D, é o fator de corre¢ao de auto-interagao,

que para sistemas de 1-elétron ele desaparece,



60

1,2

D,=1— —F"F——. 2.99
4(20 + CF> ( )
Nas equagoes 2.95 e 2.97, eg/fg e ¢VPY 3o a densidade da energia de corre-

lagao no limite do gés de elétrons uniforme (UEG, do inglés uniform-electron-gas)
para os casos de spins anti-paralelos e spins paralelos, respectivamente, e podem ser
extraidas da densidade total da energia de correlagao do UEG. A energia total de

correlacao é dada pela seguinte equacgao:

Ec=EY + EX + EZP. (2.100)

Os parametros nao lineares ycqop = 0,0031 € o = 0,006 sao dados pelo

trabalho de Zhao e Truhlar [91].

Conjuntos de Fungoes de Base

Os primeiros tipos de fungoes de base utilizados foram os orbitais do tipo
Slater (STO - do inglés, "Slater Type Orbital"), que apresentam semelhangas com as
funcoes hidrogenoides. As funcoes de Slater nao permitem uma resolucao analitica
rapida das integrais de dois elétrons de mais de um centro ou ainda integrais de
atracao nuclear de trés centros. Para resolver esse 6bice da solugao analitica de
integrais de energia, fungdes do tipo gaussiana (GTO - do inglés, "Gaussian Type
Orbitals") foram introduzidas [92].

Tendo em vista a melhora do desempenho computacional, usa-se a combi-
nagao linear de gaussianas, em que duas ou mais gaussianas primitivas (PGTOs, do
inglés " Primitive Gaussian-Type Orbitals") sdo combinadas linearmente, formando
gaussianas contraidas. Essas contragoes sao chamadas de contragao de orbitais do
tipo gaussiana (CGTO, do inglés " Contracted Gaussian-Type Orbitals") e a eficién-
cia computacional esta no fato que apenas as CGTOs sao calculadas. Ha incontaveis

conjuntos de bases voltados para o célculo de sistemas poliatémicos, por isso sera
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descrito nessa secao apenas as bases usadas neste trabalho.

O conjunto de base Pople aplicado nesta pesquisa corresponde ao conjunto
de bases K-nlmG ou k-nlm++G, conhecido também como conjunto de bases de
valéncia separada. Nesse conjunto, k é a quantidade de PGTOs contraidas para os
orbitais do niucleo, nlm indica a valéncia separada, ou seja, refere-se a quantidade de
PGTOs utilizadas para descrever os orbitais de valéncia, mais externos. Um tinico +
denota fungoes de difusao, (s, ps, py, p-), para os atomos pesados e ++ indica fungoes
de difusao para os atomos pesados e para os hidrogénios [93]. As bases usadas no
presente trabalho foram a 6-311G(d,p), para otimizacao do sistema molecular, e a
6-311+G(d,p), para o calculo de single point. Nessas bases, 6 fungoes gaussianas
contraidas descrevem cada orbital do nicleo, 3 GTOs contraidas referem-se a parte
mais interna da camada de valéncia, 1 GTO diz respeito a parte mais externa da
camada de valéncia e mais 1 gaussiana para descrever a parte externa da camada
de valéncia mais distante. Dessa forma, a funcao de base escolhida trata o orbital
interno por meio de trés gaussianas, e os orbitais médios e externos como gaussianas
tnicas (6-311 G).

Além disso, essas bases permitem acrescentar fungoes de polarizacao e fun-
¢oes difusas. Nesta pesquisa, foi acrescentada uma funcao de polarizacao de simetria
d aos atomos pesados, e fungoes de polarizacao de simetria p aos 4tomos mais leves,
hidrogénio (d,p). As fungoes de polarizagao retém informagoes sobre as deformagoes
ocorridas nos orbitais que participam de interagoes. Ja as fungoes difusas sao dota-
das de informacoes sobre uma regiao maior do espaco dos orbitais ocupados e sao
necessarias sempre que haja elétrons fracamente ligados. O uso de fungoes difusas
melhora a descricao de sistemas com densidade eletronica relevantes, que estejam

distantes do nucleo [79].
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2.3.5 O Método Integrado de N-camadas: ONIOM

A partir de meados da década de 70, surgiram os métodos hibridos de me-
canica quantica (QM) e mecanica molecular (QM/MM). Esses métodos consistem
na combinacao de diferentes tipos de aproximagoes, ab initio, semiempirico e mecé-
nica molecular, tentando assim aproveitar as vantagens de cada uma e contornando
algumas de suas limitagoes.

A aproximacao QM /MM envolve a separacao do sistema em regices QM e
MM, onde o potencial molecular é determinado parcialmente pelo calculo de estru-
tura eletronica por mecanica quéantica e parcialmente pelo campo de forca da MM.
O motivo dessa divisao sao varios fatores: tamanho dos fragmentos e natureza dos
atomos, moléculas presentes no sistema, tipo de propriedade de interesse, etc. Isso
significa que, nas partes consideradas mais dificeis (sistema "modelo"), nas quais ha
atomos nao parametrizados, intera¢oes incomuns, ou atomos diretamente partici-
pantes do estado de transigao (ET) de uma reagao, sao aplicados métodos precisos e
mais demandantes computacionalmente, enquanto o restante da molécula (sistema
"real"), constituida por interagoes consideradas mais simples, é tratado por méto-
dos rapidos, baseados na mecanica molecular |78, 94|. Para os métodos QM/MM, a
energia total para o sistema completo, Egur/arar, € escrita de forma aditiva, fazendo
uma soma da energia do sistema modelo pelo método QM (Egys), a energia do
sistema real pelo método MM (Ejp), e as interagoes (Egy—pa) entre o sistema

modelo QM e o sistema real MM:

EQM/MM = EQM + By + EQM—MM- (2.101)

As energias dos dois sistemas e as interagoes entre eles sdo adicionadas para
obter a energia do sistema como um todo. O acoplamento Hamiltoniano de QM /MM
(Egnm—mm), as interacoes entre os sistemas "modelo"e "real", geralmente inclui: in-
teragoes ligadas para ligagdes covalentes que cortam o limite QM /MM (alongamento,

contribuigdes flexiveis e torcionais) e interagoes nao-ligadas(van der Waals e inte-
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ragoes eletrostaticas). Todas as interagoes QM-MM sdo classicamente avaliadas,
embora as interagoes eletrostaticas possam ser computadas "semiclassicamente".

A primeira implementacao dessa nova geracao de métodos ficou conhecida
como Integrated Molecular Orbital and Molecular Mechanics (IMOMM), esse mé-
todo pode ser constituido de métodos MO (Molecular Orbital) em diferentes niveis
de aproximagao, a essa integracao de dois métodos MO deu-se o nome de método
IMOMO. Como esses métodos foram bem sucedidos, novos estudos foram realizados
para atingir uma maior versatilidade nos calculos de estrutura eletrénica. Assim,
apareceu o método ONIOM [95] , que pode ser descrito como uma superposi¢ao
de célculos como numa "cebola"e, além disso, ele abrange os métodos IMOMM e
IMOMO. De acordo com o esquema tedrico desse método, é possivel dividir qualquer
sistema molecular em diferentes niveis ligados seguindo a ordem mais conveniente
do problema estudado. Cada parte pode ser tratada sob qualquer nivel de céalculo e
ao integrar-se os resultados obtidos nessas partes, obtém-se uma extrapolagao atin-
gindo valores de energia mais precisos sobre todo o sistema [96]. Quando dois niveis
diferentes de aproximagao sao integrados, que foi o modelo usado para este trabalho

(ONIOM2), o método ONIOM segue o diagrama apresentado na Figura 2.3.
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Sistema .

B A Sistema “real”
modelo”; . ,
R ita: Camada baixa; nivel

nivel ”alto", “baixo”

Figura 2.3: Diagrama esquematico do método ONIOM para duas camadas.
Fonte: Elaborado pela autora

Ao contrario dos esquemas aditivos de QM/MM que estimam a Egy—
(2.101), o IMOMM ¢é um método "subtrativo"ou "extrapolativo": a energia total
do sistema completo ("real") é calculada como a energia MO (ou QM) do sistema
modelo (E(oum,modery) Mais a energia MM do sistema real (E(aasrear)) € menos a
energia MM do sistema modelo (E(a/as,moder), que remove a "contagem dupla"das

contribui¢oes MM:

Erviommr = Eonromaum:vny = Eigum, modety + Evintrealy — Evuntmodery,  (2.102)

Embora o ONIOM possa ser usado como um método QM /MM de duas
camadas, ele também pode, exclusivamente, combinar diferentes métodos de QM e
QM e, dessa forma, ser estendido para varias camadas [96].

Dessa forma, tendo o diagrama como base, a equacao para a energia final

de um sistema com duas camadas é definida pela seguinte expressao:
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E = E(high, model) + E(low,’real) - E(low, model) (2103)

sendo high e low referente aos niveis de teoria "alto"e "baixo"de aproximacao, en-
quanto model e real descrevem os sistemas de tamanho "pequeno"("modelo") e
"real", respectivamente. No caso desta pesquisa, os sistemas moleculares estudados
passaram por trés etapas: duas de otimizacao e uma de single point. Em todas elas,
no nivel "baixo"foi implementado o campo de forca AMBER como método de MM.
Para nivel "alto"(QM), a aproximagao usada foi o PM6, na primeira otimizagao, e

B3LYP para as tltimas duas etapas.



Capitulo 3

Resultados e Discussoes

No presente capitulo seré apresentado o comportamento das estruturas se-
cundarias do peptideo Af;_4o ao longo da DM. Esse comportamento sera avaliado
via RMSD. Logo apos, serao mostradas as nuvens de soluc¢ao advindas do docking,
as quais apresentam as poses preferenciais do ligante. Em seguida, serao descritas
as energias alcangadas via QM/MM em fungdo das distancias encontradas entre
peptideo e os ligantes para as configuragoes escolhidas. Por fim, a partir dessas con-
formacoes de interesse, serao exibidas as provaveis interacoes entre o alvo molecular
e os ligantes que levam a um minimo de energia dentro dos resultados encontrados
nesta pesquisa. Juntamente com essas possiveis interacoes, serao mostrados os or-
bitais de fronteira relativos aos compostos naturais. Neste capitulo, também sao

descritos os detalhamentos da aplicacao de cada um dos métodos empregados.

3.1 Resultados da Dinadmica Molecular

3.1.1 Configuracoes Iniciais e Equilibragao do Sistema

A simulacao de dindmica molecular para o receptor, tanto a partir da sua
forma cristalografica de a-hélice (Codigo PDB:1Z0Q, modelo 25) quanto de folha-
p(Codigo PDB:2NAO, cadeia A), foi realizada no pacote computacional NAMD [97],
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com o campo de forca CHARMMS36 [98]|. As moléculas de agua foram adicionadas
usando o modelo TIP3P [60] e as caixas ctubicas de simula¢ao com dimensoes 67 x 51
X 40(&)3, para a a-hélice, e 36 x 58 x 77(&)3, para a folha-g (Figura 3.1). O sistema
foi neutralizado e moléculas de NaCl foram adicionadas para reproduzir a solugao
fisiologica de concentragao 0,15 uM. A distancia entre pares de interagoes nao-ligados
teve o cut off de 12 A. O PME foi utilizado para as interagoes eletrostaticas de
longo alcance.

Nessa simulagao, considerou-se constante o ntimero de moléculas, a pres-
sao e a temperatura (ensemble NPT), usando a dinAmica de Langevin para manter
constantes a temperatura e a pressao, 300 K e 1 atm, respectivamente. As tra-
jetorias foram acumuladas com um passo de tempo, timestep, de 1 fs. O tempo
de amostragem total, incluindo a termalizacao e a relaxacao, foi de 211ns para a
conformacgao em a-hélice e 200 ns para a estrutura em folha-3, a evolu¢ao temporal
e a mobilidade do sistema foram computados pelo calculo do RMSD. O tempo de
simulagao para estagio de termalizacao e relaxacao do sistema foi de 11 ns para as
duas conformagoes iniciais do peptideo: a-hélice e folha-5. Os demais 200 ns, para
o primeiro caso, e 189 ns, para o segundo, consistem na amostragem da dinamica do
sistema. Cada arquivo de trajetoria corresponde a 1 ns composto por 100 frames,
totalizando 21042 frames, para o formato a-hélice, e 19938 frames, para o formato
folha-(, na simulagao completa.

As imagens tridimensionais, assim como a construgao e visualizagao do sis-
tema para a simulacao de DM, foram produzidas usando o programa grafico Visual

Molecular Dynamics (VMD) [99].
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Figura 3.1: Caixas das simulagoes com 13287 atomos, para a conformacao em -
hélice (& esquerda), e 14489, para a forma de folha-53 (a direita), sendo 627 &dtomos
do peptideo e o restante dividido em moléculas de agua e fons do NaCl.

3.1.2 Analise de RMSD das Conformacoes do Peptideo Af

O conhecimento das flutua¢oes conformacionais das proteinas é importante
para compreender as fung¢oes biologicas desenvolvidas pelos sistemas, pois a relagao
entre movimento e fung¢do proteica nao é totalmente conhecida 74|, ainda mais em
doengas neurodegenerativas ocasionadas por erro do folding proteico (Apéndice B),
como as causas de deméncia apresentadas neste trabalho, em que uma proteina
especifica modifica sua forma nativa. Assim, é de suma importancia conhecer essas
variagoes e mapea-las.

A dindmica conformacional do peptideo A nas suas varias extensoes, como
a APy 40 e a AfB_40, e de seus segmentos vem sendo amplamente estudada. Uma vez
que, é necessario compreender melhor o mecanismo pelo qual esse peptideo altera
sua forma nativa(a-hélice ou coil) para a forma em folha-f levando a formagao de
placas senis. Nesse sentido, foi realizada a analise das flutuagoes dos aminoacidos da
AB_49, para ambas as conformagoes, a partir de 11 ns de simulagao, pois para con-
trole da simulagao de DM, nos primeiros 11 nanosegundos o backbone do peptideo foi
liberado aos poucos até atingir uma dinamica em que o peptideo pode movimentar-se

livremente, sem qualquer rigidez, até alcancar o equilibrio termodinamico.
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Dessa forma, visando uma melhor descricao dessas flutuacoes para o alvo
molecular estudado neste trabalho, a verificacao da estabilidade do peptideo AS,
tanto no formato a-hélice quanto no de folha-3, foi feita utilizando o RMSD das
trajetorias no decorrer da simulagao, calculado sobre o backbone da proteina para
todos os frames gerados. Por conseguinte, todas as estruturas foram sobrepostas e
as flutuagoes em torno da posicao média, tendo como valor de referéncia o primeiro
conjunto de coordenadas do sistema, sao mostradas nos graficos da presente segao.

Assim sendo, o peptideo AS;_4o seré descrito considerando toda sua exten-
sao, que tem como estrutura primaria os aminoacidos 'DAEFRHDSGY "EVHHQKLVFF
2LAEDVGSNKGA 3IGLMVGGVV #TA (detalhes dos codigos e estruturas dos
aminoécidos estdao no Apéndice A). A partir dessa divisdo, também serao analisadas

algumas regioes especificas.

Conformacao Inicial de a-hélice

Nesta parte da secao, serao feitas discussoes sobre os resultados obtidos
considerando a divisao do peptideo nas suas duas regioes de a-hélice, segmentos
compreendidos pelos aminoécidos Ser8-Gly25 e Lys28-Gly38, e nas regioes que te-
nham alguma particularidade a ser mencionada.

No grafico da Figura 3.2, tem-se o RMSD de toda extensao do peptideo
para sua conformacao em a-hélice desde o principio da DM. Nota-se que a partir
da marca de 126 nanosegundos de simulacao as variacoes em torno da posicao de
equilibrio, até os 211 nanosegundos finais, alcangam o equilibrio, flutuando em torno
de 7A indicando alta mobilidade do peptideo. Mesmo com um RMSD aparentemente

alto, o valor alcancado nessa simulagao ¢ menor do que o descrito na literatura

[25, 31, 100].
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Figura 3.2: RMSD da extensao total do peptideo AfB;_4 com conformagao inicial
de a-hélice durante 211ns de simulagao de DM. O segundo grafico detalha o RMSD
a partir do momento que o peptideo flutua na posicao de equilibrio.
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A Figura 3.3 ilustra as mudancas do peptideo a cada 20 ns da simulacao.
Aos 20 ns, observa-se que o peptideo comega a perder a estrutura de a-hélice na
regiao dos aminoacidos Lys28-Val39 e ela é completamente desfeita aos 40 ns. A
partir de 80 ns em diante, a regiao que compreende os aminoacidos Ser8-Asp23
fixa sua forma de a-hélice, ao passo que a regiao dos aminoicidos Gly29-Val36
assume a forma de folha- e, aos 120 ns, a regiao compreendida pelos aminoacidos
[le31-Leu34 formam uma dobra (essa aproximagao pode ser vista através da Figura
3.4). A desestruturacao da a-hélice proxima ao C-terminal do peptideo, coloca os
residuos hidrofobicos presentes nessa regiao, que sao quase todos com excecao das
glicinas (aminoéacidos 33, 37 e 38), em contato com o solvente, o que provavelmente
contribui na oligomerizacao da A(;_4o para minimizar o acesso do solvente a essa
area [31, 35, 101|. A instabilidade da «a-hélice dessa regiao se deve, possivelmente,
a presenca de uma tnica ponte de hidrogénio entre os backbones dos aminoacidos
[le32 e Met35 e de interagoes hidrofébicas, que sao interagoes mais fracas e mais

faceis de serem desfeitas.
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/ C-terminal

60 ns
120 ns
160 ns 180 ns 200 ns

Figura 3.3: Mudancas sofridas pelo peptideo Af;_4o a cada 20 ns da simulacao. A
primeira figura mostra a conformacao a-hélice do cristal(PDB:1Z0Q) e suas prin-
cipais estruturas. Na sequéncia estao dispostas representacoes das modificacoes do
peptideo ao longo dos 200 ns da simulacao.
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A dobra da regiao Ile31-Leu34 é composta por uma maioria de aminoacidos
apolares com excecao da Gly33. Esses aminoacidos sao reportados na literatura
como componentes do nicleo de pentameros, forma preferencial de agregacao do
peptideo Ay _4o [35]. Logo, pode ser que essa seja uma formagao que favorega o

processo de amiloidose.

141 -
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Distancia ILE 31 - LEU 34 (&)
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Figura 3.4: Medida de distancia entre os aminoécidos Ile31(laranja) e Val34(cinza),
a partir do centro massa de cada um deles, durante 200 ns de simulagao de DM.

Na regiao Val24-Asn27 ha um afastamento de seus aminoacidos mostrados
na Figura 3.5. Esse aumento de distancia impede a formacao de uma ponte salina
pelos aminoéacidos aspartato(23) e lisina(28). Essa ponte esté presente no peptideo
A1 _40, que possui uma taxa de agrega¢do muito menor que o Af; 4 [31]. Assim,
a auséncia dessa estrutura pode ser um dos fatores que corroboram para a taxa
de agregacao do mondémero Af;_4o ser maior que a do Af;_49, pois é menos uma

interagao para manter a conformagao do mondémero em a-hélice estavel.
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Figura 3.5: Medida de distancia entre os aminoacidos Val24(branco) e Asn27(verde),
a partir do centro massa de cada um deles, durante 200 ns de simulagao de DM.

A seguir, os graficos das Figuras 3.6 e 3.7 mostram, respectivamente, uma
alta flutuagao da regiao dos aminoacidos Lys28-Gly38, com RMSD em torno de GA,
provocada pela mudanca no seu formato, de a-hélice para folha-3, e uma baixa
flutuagao da regiao dos aminoacidos Ser8-Asp23, com RMSD em torno de 2,51&,

demonstrando sua tendéncia a permanecer em a-hélice.
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Figura 3.6: RMSD da regiao dos aminoacidos Lys28-Val39 do peptideo A 42 com
conformacao inicial de a-hélice durante 200ns de simulagao de DM.
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Figura 3.7: RMSD da regiao dos aminoacidos Ser8-Gly25 do peptideo AB;_4o com
conformacao inicial de a-hélice durante 200ns de simulagao de DM.

Conformacao Inicial de folha-g

Nesta parte da secao, serao feitas discussoes sobre os resultados obtidos con-
siderando o peptideo como um todo e sua divisao nas regioes de folha-f - segmentos
compreendidos pelos aminoacidos Aspl-Asp7, GInl15-Ala21 e Val39-Ala42.

Para o RMSD do peptideo completo, apresentado no grafico da Figura 3.8,
o momento em que o alvo molecular mostra uma menor flutuagao e um possivel
equilibrio é observado a partir dos 85 ns até os 200 ns flutuando em torno do valor
de 13,5 A. Esse valor elevado mostra uma grande mobilidade do peptideo, que

também foi constatada na sua forma de a-hélice.
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Figura 3.8: RMSD da extensao total do peptideo AB;_4 com conformagao inicial
de folha-f durante 200ns de simulacao de DM. O segundo grafico detalha o RMSD
a partir do momento que o peptideo flutua numa posi¢ao com menores variagoes de

RMSD.

Nas regioes de folha-, nota-se uma maior estabilidade, visto que os RMSDs

encontrados sao de valores bem menores. Para a regiao entre os aminoécidos Aspl e

Asp7, o valor calculado foi de 3,5 A (Figura 3.9), para GIn15-Ala21 de 4,5 A (Figura

3.10) e para Val39-Ala42 de 2,5 A (Figura 3.10).
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Figura 3.9: RMSD da regiao dos aminoacidos Aspl-Asp7 do peptideo AB;_4 com
conformacao inicial de folha-3 durante 189 ns de simulagao de DM. O segundo grafico
detalha o RMSD a patir do momento que a regiao analisada flutua na posicao de

equilibrio



RMSD (A)

3%

[+

76

T L 1 T T [ T T ] 1T L T ST T L T T L

e b e e e b e b e e e b b 0"l\\lll‘\lll\‘ll|\\|ll‘\l|l\

40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (ns) Tempo (ns)

Figura 3.10: RMSD das regioes dos aminoéacidos Glnl5-Ala21 (& esquerda) e dos
Val39-Alad2 (a direita) do peptideo AS;_42 com conformagao inicial de folha-/3 du-
rante 189 ns de simulagao de DM.

Observando os baixos valores dos RMSDs das regioes de folha-3, pode-se
dizer que nao hé grandes mudancas nessa estrutura secundaria. Esse fato é confir-
mado pela Figura 3.11, que mostra as varias poses do peptideo durante os 189 ns
de simulacao de DM que ele esta completamente livre, sem rigidez. Nessa figura, as
regioes que apresentam folha-3 permanecem na mesma conformacao. A mudanca
mais significativa observada é a aproximagcao das regioes Aspl-Asp7 e Glnl5-Ala21
(Figura 3.12), que sugere uma afinidade desses aminoacidos e indicam dois segmen-
tos com provaveis parcelas de responsabilidade pela agregacao desse peptideo. Uma
possivel explicacao seria que quando essas regides interagem devem conferir estabi-
lidade aos oligbmeros formados pelo Af;_45. Essa aproximagao durante a simulagao

de DM é mostrada na Figura 3.12.

160

180
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Figura 3.11: Mudancas sofridas pelo peptideo Af;_42 a cada 20 ns da simulagao. A
primeira figura mostra a conformagao folha-f do cristal(PDB:2NAO) e suas prin-
cipais estruturas. Na sequéncia estao dispostas representacoes das modificacoes do
peptideo ao longo dos 189 ns da simulacao.
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Figura 3.12: Medida de distancia entre os aminoéacidos His4(branco, folha-8 ma-
genta) e Vall8(branco, folha-§ azul), a partir do centro massa de cada um deles,
durante 189 ns de simulacao de DM.

3.2 Resultados de Docking Receptor-ligante

Os estudos de docking foram realizados usando as conformacoes do pepti-
deo encontradas na DM. Essas nuvens de solu¢oes sao uma clusterizacao das poses
fornecidas pelo programa Autodock Vina e mostram a densidade dessas solugoes
distribuidas ao longo do peptideo.

O Docking realizado para os compostos aqui estudados e suas nuvens de
solucoes obtidas para as conformacoes a-hélice e folha-3 do peptideo Af;_4o serao
apresentadas a seguir. Na forma de a-hélice, foram geradas 8600 solugoes para os
trés ligantes. Na folha-3, foram 9400 solugoes para os trés compostos naturais.

As especificagoes de cores usadas nas figuras sao as mesma para todos os
ligantes. As cores vermelho e azul estao relacionadas & orientacao dos atomos dos
ligantes. Nesta pesquisa, essa questao nao sera analisada, mas na Figura 3.13 tem-
se um exemplo dessas orientagoes para o cinamaldeido na a-hélice. No que tange

a essas orientagoes dos atomos do ligante, observa-se um espectro de cores entre
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o vermelho e o azul [102]. Conforme o ligante muda sua orientac¢do entre as duas
posicoes mostradas na Figura 3.13, tem-se um vermelho mais claro, passando por
um azul claro até chegar no azul escuro da conformacao apresentada na figura. A

cor branca ¢é a auséncia do ligante naquela posicao.

C-terminal 17.33

ol

<

N-terminal

Figura 3.13: Nuvem de docking do cinamaldeido na conformacao de a-hélice do pep-
tideo Af_42. A segunda figura mostra as orientacoes do ligante determinadas pelas
cores azul e vermelha, mesmas cores das nuvens nas regioes que essas conformagoes
sao encontradas.

Na figura acima, nota-se uma preferéncia de conformacao, dada pela cor
azul, na regiao dos aminoacidos Leul7-Gly33 e na area proxima ao N-terminal ha
tendéncia para a outra conformacao possivel do cinamaldeido, dada pela cor verme-

lha.



80

N-terminal

C-terminal

Figura 3.14: Nuvem de docking do cinamaldeido na conformagao de folha-5 do
peptideo AB;_45. A segunda figura detalha a posigdo do peptideo da imagem &
esquerda.

Na nuvem representativa das solugoes do aldeido cindmico para a folha-g3,
observa-se uma preferéncia da conformacao do peptideo no N-terminal, que apre-
senta uma cor vermelha mais intensa do que nas outras regides do peptideo.

Para a curcumina, tem-se as nuvens de docking em ambas conformagoes do
A B _4o mostradas nas figuras 3.15 e 3.16. Na a-hélice, observa-se a mesma tendéncia
de separacgao das conformacoes preferenciais vista no cinamaldeido. Na folha-3, nao
existe uma divisao tao clara, mostrando uma nuvem voltada para a cor vermelha

distribuida de maneira mais homogénea por todo o peptideo.
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Figura 3.15: Nuvem de docking da curcumina na conformacao de a-hélice do pepti-
deo ApBi_4. A segunda figura detalha a posicao do peptideo da imagem a esquerda.

N-terminal

‘ )
b

C-terminal

Figura 3.16: Nuvem de docking da curcumina na conformacao de folha-3 do peptideo
AB1_4o. A segunda figura detalha a posicao do peptideo da imagem & esquerda.
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No ambito do acido rosmarinico, suas nuvens estao desenhadas nas figuras
3.17 e 3.18. Observa-se um comportamento bastante parecido com o da curcumina.
No entanto, na conformagao de a-hélice do peptideo nao existe uma divisao para a
preferéncia de orientacao do composto entre os aminoacidos dos dois terminais, héa
uma preferéncia clara por uma orientacao do acido rosmarinico pelos aminoacidos

do N-terminal.

C-terminal

1

N-terminal

Figura 3.17: Nuvem de docking do &cido rosmarinico na conformagao de a-hélice
do peptideo AB;_4. A segunda figura detalha a posicao do peptideo da imagem &
esquerda.
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N-terminal

C-terminal

Figura 3.18: Nuvem de docking do acido rosmarinico na conformagao de folha-g3
do peptideo AB;_45. A segunda figura detalha a posi¢ao do peptideo da imagem &
esquerda.

3.3 Resultados das Energias do Complexo Receptor-Ligante

via ONIOM

A fim de obter as energias dos complexos formados pelos compostos naturais
mais o peptideo AfB;_4o via método ONIOM?2, neste trabalho, ap6s a docagem dos
compostos no peptideo, foram escolhidas 50 poses de docking para cada ligante
considerando as duas conformagoes do peptideo, totalizando 300 poses.

Para encontrar as poses em que as duas estruturas estao mais proximas, o
peptideo foi dividido em dois dominios: um hidrofilico (aminoécidos Aspl-Lys28)
e o outro hidrofébico (aminoéacidos Gly29-Ala42) [30]. Esses dominios sdo determi-
nados com base nas caracteristicas das cadeias laterais da maioria dos aminoacidos
presentes em cada regiao. Assim, essas conformagoes foram escolhidas com base na
distancia do centro geométrico desses dois dominios do peptideo até o centro geo-
métrico do ligante por meio de um script em linguagem Python. A distancia limite

fixada foi de até 31&.
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A partir dessa triagem, os aminoacidos selecionados para ficarem na camada
alta do input do ONIOM juntamente com o ligante foram escolhidos de acordo com o
seu posicionamento dentro das poses adotadas. Desse modo, para todos os ligantes,
foram selecionados 3 aminoacidos, além do ligante, para constituirem a camada alta.

Tendo esse cenéario como ponto de partida, os inputs para realizar os cal-
culos de energia eletronica via método ONIOM2 foram construidos com o auxilio
do pacote Toolkit to Assist ONIOM Calculations (TAO) [103] e de scripts para au-
tomatizar os comandos disponibilizados por esse pacote (alguns dos scripts usados
estao disponiveis no Apéndice C). Os detalhes desse procedimento para cada ligante
serdao apresentados nas se¢oes oportunas.

Assim sendo, para encontrar as energias eletronicas das conformacoes com
maior precisao, fez-se duas otimizagoes usando o programa Gaussian 09 [104]: uma
com o método PM6 e outra com o nivel de célculo BSLYP e a base de Pople 6-
311G(d,p), ambos para o tratamento da camada alta. O PM6 foi usado como uma
"pré-otimizagao". Com as estruturas otimizadas, foi feito um calculo de single-point
usando o nivel de calculo M06-L e a base de Pople 6-311+G(d,p) na camada alta.
Esse nivel de calculo foi escolhido para contemplar possiveis contribui¢oes dispersivas
nas interacoes envolvendo o peptideo e os ligantes. Tanto nas otimizagoes como no
single-point, a camada baixa foi tratada pelo campo de for¢ca AMBER.

Apo6s o calculo da energia do complexo, fez-se um single-point apenas para
o peptideo, preservando as divisoes das camadas alta e baixa, e outro apenas para o
ligante, com o intuito de observar a contribuicao energética das estruturas separadas

e ficar apenas com a energia eletronica envolvida nas interagoes (Equagao 3.1) [105].

AE = Ecomplexo - Epeptideo - Eligante- (31)

Com o AFE determinado, observou-se as poses de maior e menor energia
dos complexos formados pelo peptideo mais cada um dos ligantes, com o intuito de

mapear as provaveis interagoes presentes que contribuem para uma maior estabi-
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lidade dessas conformacoes. A compreencao dos fatores estruturais que permitem
um alcance de minimos de energia é imprescindivel para o planejamento de farma-
cos. Assim sendo, serdao apresentados os resultados alcangados para cada composto

estudado em segoes separadas.

3.3.1 Energias Eletronicas das Interacoes do Cinamaldeido com o Pep-
tideo A61_42

Apos todo o processo de otimizacao, nem todas as conformacgoes convergi-
ram. Por conseguinte, para o composto cinamaldeido, das 25 conformagoes iniciais
de cada dominio (hidrofilico e hidrofébico) obteve-se 18 estruturas otimizadas para
cada um dos dois dominios do peptideo na forma de a-hélice. Na forma de folha-£,
foram 16 para o dominio hidrofilico e 8 para o hidrofébico.

A camada alta, na conformacao de a-hélice do peptideo, foi formada pelo
aldeido cindmico mais os aminoacidos His13, Hisl4 e Leul7 - dominio hidrofilico.
Para o dominio hidrofébico, os aminoacidos selecionados foram Ile32, Gly33 e Met35.
Na folha-8, os aminoécidos da camada alta foram Phe4, His6, Phel9 - dominio
hidrofilico -, Ile31, Leu34 e Met35 - dominio hidrofébico.

Os resultados obtidos para cada uma das conformagoes do peptideo sao

apresentados a seguir em secoes separadas.

ApBi_45 em a-hélice

A Figura 3.19 apresenta a distribuigao da diferenca de energia para os dois
dominios do peptideo em a-hélice. Nota-se que as menores energias, em sua maioria,

estao localizadas no dominio hidrof6bico.



86

Aldeido cindmico

a—hélice
-10 T T T T T I T T T T T
- mi |:|D O Dominio Hidrofilico | |
| O O  Dominio Hidrofébico | |
O O i
[m}
20+ o} ]
L (] ] O i
_— o
E - O o o o) o | 7
35 O o]
= a0l _
3 B o .
4 7 o © I
O
L o -
40— ]
o]
- O o D —
L o -
ol 1 e Ty
2 3 4 5 6 7 8 9

distncia centro a centro (A)

Figura 3.19: Distribuicao da diferenga de energia eletronica do complexo formado
pelo peptideo Af;_4o mais o cinamaldeido, levando em consideragao a divisao do
peptideo nos dominios hidrofilico e hidrofébico. A distancia apresentada é do centro
geométrico do ligante para o centro geométrico do grupo de aminoacidos escolhidos
para a camada alta.

As Figuras 3.20 e 3.21 mostram, para cada dominio considerado, as confor-
macoes de menor e de maior energia. Por meio dessas figuras, é possivel observar
que os tipos de interagoes mais importantes, em termos energéticos, sao:

a) Interagao por ponte de hidrogénio entre o grupo amina da cadeia lateral da Lisina
16 (LYS 16) e a carbonila do ligante;
b) Interagao hidrofoébica da cadeia carbénica da Lys16 com a cadeia do ligante.

Além dessas, existem interac¢oes hidrofébicas que possuem uma contribuicao
energética menor, mas também levam a um minimo de energia, que sao o w-stacking
da Fenilalanina 20 (PHE 20) com o anel aromético do cinnamaldeido e a interacao

do anel da Histidina 13 (HIS 13) com a cadeia carbonica do ligante. Em outras con-
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formagoes, é bastante provavel que o m-stacking ocorra com a Fenilalanina 19 (PHE
19). No dominio hidrofébico, a interagao mais relevante é a ponte de hidrogénio
do grupo amina da cadeia lateral da Asparagina 27 (ASN 27) com a carbonila do
aldeido cinamico. O restante das interacoes nesse dominio sao puramente hidrofébi-
cas, a saber: a cadeia lateral da Ile31 com o anel do cinamaldeido e a cadeia lateral

da Met35 com a cadeia carbonica do ligante.

=1

AE=-42,23 kcal/mol AE=-13,43 kcal/mol

Figura 3.20: Interagbes do aldeido cindmico (representacao de esfera e varetas) com
os aminoacidos (representagao em varetas) do Af;_ 4o no dominio hidrofilico. A
cor vermelha mostra os oxigénios, a azul os nitrogénios e a branca os hidrogénios.
As distancias sao mostradas em Angstroms. As interagdes mostradas na figura da

esquerda (menor energia) sao m-stacking com a Phe20 (4,52.&), uma ligagdo de hi-
drogénio com a Lys16 (1,99/1) e duas interacoes hidrofébicas, uma com o anel da

His13 (3,58&) e outra com a cadeia carbonica da Lys16 (3,70&). Na figura da direita
(maior energia), observa-se apenas interagoes hidrofobicas com os aminoacidos mos-

trados: cadeia carbonica da Lys16 mais o anel do ligante (4,39.&), cadeias carbonicas
do ligante mais da Leul7 (4,69A) e cadeia carbonca do ligante com o anel da His13
(4,56A).
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AE=-48,85 kcal/mol AE=-20,41 kcal/mol

Figura 3.21: Interagdes do aldeido cindmico (representacao de esfera e varetas) com
os aminoacidos (representacao em varetas) do Af3;_4 no dominio hidrofébico. A
cor vermelha mostra os oxigénios, a azul os nitrogénios e a branca os hidrogénios.
As distancias sao mostradas em Angstroms. As interagdes mostradas na figura da

esquerda (menor energia) sao uma ligagao de hidrogénio com a Asn27 (2,15&) e duas
interacoes hidrofobicas, uma do anel do ligante com a cadeia lateral da Ile31 (3,50&)

e outra da cadeia carbonica do ligante com a cadeia lateral da Met35 (3,96}1). Na
figura da direita (maior energia), observa-se apenas interagoes hidrofobicas com os
aminoacidos mostrados: cadeia carbonica do ligante com a cadeia lateral da Val40

(4,281&) e anel do ligante mais a cadeia lateral da Ile41 (3,751&).

Partindo das interagoes apresentadas nas Figuras 3.20, 3.21 e da Figura 3.22,
que ilustra os orbitais de fronteira do cinamaldeido (HOMO - Highest Occupied Mo-
lecular Orbital, e LUMO - Lowest Unoccupied Molecular Orbital) nas configuragoes
de menor energia e também do ligante isolado, sem estar interagindo com o pepti-
deo, é possivel ver a alteracao das nuvens eletronicas de acordo com as interagoes
do ligante com os aminoéacidos ao seu redor. As principais alteragoes sao observadas
nos orbitais HOMO, que sofrem um deslocamento na regiao do ligante e possuem
uma maior superficie de densidade quando héa interacoes do peptideo com o ligante.

Além disso, quanto menor a energia, maior a superficie de densidade dos orbitais
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HOMO na regiao da carbonila do aldeido cinamico.

¢

HOMO LUMO
(HYB) (HYB)

Figura 3.22: Representacao dos orbitais HOMO e LUMO para o cinamaldeido iso-
lado e interagindo com o peptideo A(3;_4o em sua conformacao de a-hélice. De cima
para baixo, a representagdo do HOMO e LUMO do ligante isolado (sem interagao),
depois a representagao do HOMO e LUMO da interagao do cinamaldeido no dominio
hidrofilico (HIF) do peptideo - configuracao de menor energia - e, por fim, a repre-
sentagao do HOMO e LUMO da interagao do cinamaldeido no dominio hidrofébico
(HYB) - configuracdo de menor energia

ApBi_45 em Folha-§3

Para a conformagao em folha-3, a Figura 3.23 mostra a distribui¢ao da

diferenca de energia para os dois dominios do peptideo. Nessa Figura, é possivel ob-
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servar que, diferentemente dos resultados para a conformacao a-hélice do peptideo,

os dois dominios possuem energias bem similares.
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Figura 3.23: Distribuicao da diferenca de energia eletronica do complexo formado
pelo peptideo Af;_4» mais o cinamaldeido, levando em consideragao a divisao do
peptideo nos dominios hidrofilico e hidrofébico. A distancia apresentada é do centro
geométrico do ligante para o centro geométrico do grupo de aminoacidos escolhidos
para a camada alta.

Com base na Figura 3.23 e analisando as conformacoes de menor e maior
energia, dentro de cada um dos dominios (Figuras 3.24 e 3.25), é possivel observar as
interacoes mais relevantes energeticamente. De fato, no dominio hidrofilico, tem-se
a ponte de hidrogénio entre o grupo amina do backbone da Lisina 16 (LYS 16) e a
carbonila do ligante, seguida das interacoes proprias de anéis aromaticos, um empi-
lhamento do anel do ligante com a Fenilalanina 19 (PHE 19) fazendo um n-stacking
ou um T-stacking com a Fenilalanina 4 (PHE 4). Além dessas, ha a interagao hi-

drofébica da cadeia carbonica do ligante com o anel da Histidina 13 (HIS 13). No



91

dominio hidrofébico, a interagao mais substancial observada é uma ligacao de hi-
drogénio do grupo amina do backbone da Glicina 29 (GLY 29) com a carbonila do
cinamaldeido e a cadeia lateral desse mesmo aminoacido com a cadeia carbdnica do
ligante. O restante das interagoes provaveis nesse dominio sao hidrofébicas: cadeias

laterais da Gly33 e Leu34 com o anel do cinamaldeido.

AE=-39,70 kcal/mol AE=-17,41 kcal/mol

Figura 3.24: Interagdes do cinamaldeido (representacdo de esfera e varetas) com
os aminoados (representacao em varetas) do Af;_4o no dominio hidrofilico. A cor
vermelha mostra os oxigénios, a azul os nitrogénios e a branca os hidrogénios. As
distancias s@ao mostradas em Angstroms. As interagoes mostradas na figura da

esquerda (menor energia) sao 7m-stacking com a Phel9 (3,78&), T-stacking com a
Phed (4,111&), uma ligagao de hidrogénio com a amina do backbone da Lys16 (2,04&)
e a interagao do anel da His13 (3,79&) com a cadeia do ligante. Na figura da direita
(maior energia), observa-se: um T-stacking com a Phe19(3,94;&) e uma ponte de

hidrogénio da carbonila do ligante com a amina do backbone da T yr10(2,091&).
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AE=-34,11 kcal/mol AE=-21,08 kcal/mol

Figura 3.25: Interagbes do aldeido cindmico (representacao de esfera e varetas) com
os aminoados (representacao em varetas) do Af;_4o no dominio hidrof6bico. A
cor vermelha mostra os oxigénios, a azul os nitrogénios e a branca os hidrogénios.
As distancias sao mostradas em Angstroms. As interagoes mostradas na figura
da esquerda (menor energia) sdo uma ligagao de hidrogénio da amina do backbone

da Gly29 com a carbonila do composto (2,55&) e trés interagoes hidrofobicas, duas
interagoes possiveis com o anel do ligante, uma com a cadeia lateral da Gly33 (3,61&)
e outra com a cadeia lateral da Leu34(3,86§), e a cadeia lateral da Gly29 com a
cadeia do composto (3,501&) . Na figura da direita (maior energia), observa-se as
interagoes: cadeia carbonica do ligante com a cadeia lateral da Ile32 (3,55:&), cadeia
lateral da Val39 e anel do ligante (2,86&) e uma ligagao de hidrogénio da amina do
backbone da Gly33 com a carbonila do cinamaldeido (2,13&).

Haja vista as interacoes apresentadas nas Figuras 3.24 e 3.25 e da Figura
3.26, que ilustra os orbitais de fronteira do cinamaldeido (HOMO e LUMO) nas
configuragoes de menor energia e também do ligante isolado, sem estar interagindo
com o peptideo, é possivel ver a alteragao das nuvens eletronicas de acordo com as
interacoes do ligante com os aminoacidos ao seu redor. As mesmas alteracoes vistas
nas interagoes com o peptideo em a-hélice sao observadas para as interacoes com o

peptideo em folha-{.
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Figura 3.26: Representacao dos orbitais HOMO e LUMO para o cinamaldeido iso-
lado e interagindo com o peptideo Af;_4o em sua conformagao de folha-5. De cima
para baixo, a representagdo do HOMO e LUMO do ligante isolado (sem interagao),
depois a representacao do HOMO e LUMO da interagao do cinamaldeido no dominio
hidrofilico (HIF) do peptideo - configuragao de menor energia - e, por fim, a repre-
sentacao do HOMO e LUMO da interacao do cinamaldeido no dominio hidrofébico
(HYB) - configuracdo de menor energia

3.3.2 Energias Eletronicas das Interacoes da Curcumina com o Peptideo
AB a2

Para a curcumina das 25 conformacoes iniciais de cada dominio obteve-se 6

estruturas otimizadas para o dominio hidrofilico e 13 para o hidrofébico, na forma de
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a-hélice do peptideo. Na folha-(3, 7 para o dominio hidrofilico e 5 para o hidrofébico.

A camada alta, na conformacao de a-hélice do peptideo, foi formada pela
curcumina mais os aminoacidos Tyr10, His13 e Hisl4 - dominio hidrofilico. Para
o dominio hidrofébico, os aminoacidos selecionados foram Ala30, Met35 e Val39.
Na folha-beta, os aminoacidos da camada alta foram Phe4, His6, Phel9 - dominio

hidrofilico -, Ile31, Leu34 e Met35 - dominio hidrofébico.

ApBi_4s em a-hélice

A Figura 3.27 mostra a distribuicao da diferenca de energia para os dois
dominios do peptideo em a-hélice. Nota-se que, assim como no cinamaldeido, as

menores energias estao localizadas no dominio hidrofébico.
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Figura 3.27: Distribuicao da diferenga de energia eletronica do complexo formado
pelo peptideo A3;_4o mais a curcumina, levando em consideracao a divisao do pep-
tideo nos dominios hidrofilico e hidrofébico. A distancia apresentada é do centro
geométrico do ligante para o centro geométrico do grupo de aminoacidos escolhidos
para a camada alta.

Tendo a Figura 3.27 como ponto de partida e, também, as conformagoes
de menor e maior energia dentro de cada um dos dominios (Figuras 3.28 e 3.29)
é possivel observar os tipos de interacoes mais relevantes. No dominio hidrofilico,
sdo uma possivel ligagao de hidrogénio com a cadeia lateral da Glutamina 15 (GLN
15) com a carbonila do ligante e outra ligacdo de hidrogénio com a carbonila do
Glutamato 22 (GLU 22) mais uma das hidroxilas do anel da curcumina. A interagao
hidrofébica observada foi com a cadeia lateral da Valina 18 mais um dos anéis
aromaticos do ligante. Para o dominio hidrofébico, a interacao mais relevante é a
ponte de hidrogénio do grupo amina da cadeia lateral da Asparagina 27 (ASN 27)

com o oxigénio entre o anel aromético e o grupo metila da curcumina. As interagoes
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hidrofébicas nesse dominio foram com as cadeias laterais dos aminoécidos Ile32 e

Ile41 mais os anéis aromaéticos da curcumina.

AE=-68,80 kcal/mol AE=-35,38 kcal/mol

Figura 3.28: Interagdes da curcumina (representagao de esfera e varetas) com os
aminoados (representacdo em varetas) do Af;_4o no dominio hidrofilico. A cor ver-
melha mostra os oxigénios, a azul os nitrogénios e a branca os hidrogénios. As
distancias sao mostradas em Angstroms. As interagdes mostradas na figura da es-

querda (menor energia) sdo uma ligacdo de hidrogénio com a GInlb (2,78&) e outra

com o Glu22(2,12.&), interacao hidrofébica com a Va118(3,591&). Na figura da di-
reita (maior energia), observa-se apenas interagoes hidrofébicas com os aminoacidos

mostrados: um 7-stacking com a Hisl3(3,79§), uma do anel da Phe20 com o grupo
metila do ligante (3,78/1) e uma da cadeia lateral da Leul7 com a parte central da

curcumina (2,82&).
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AE=-92,86 kcal/mol AE=-56,51 kcal/mol

Figura 3.29: Interagoes da curcumina (representacao de esfera e varetas) com os
aminoados (representagdo em varetas) do Af; 4o no dominio hidrofébico. A cor
vermelha mostra os oxigénios, a azul os nitrogénios e a branca os hidrogénios. As
distancias s@ao mostradas em Angstroms. As interagoes mostradas na figura da

esquerda (menor energia) sao uma ligacdo de hidrogénio com a Asn27 (2,85;&) e
duas interagoes hidrofébicas, uma do anel do ligante com a cadeia lateral da Ile32

(3,87;&) e outra da cadeia lateral da Ile41 com um dos anéis da curcumina (3,521&).
Na figura da direita (maior energia), observa-se as seguintes interagoes: cadeia lateral

da Ile31 com um dos anéis (3,741&), cadeia lateral da Leu34 no mesmo anel da Ile31
(3,81;&), ligacao de hidrogénio da amina da Gly37 com a carbonila da curcumina

(2,961&)e a cadeia lateral da Ile41 com um dos anés arométicos do composto (3,051&).

Partindo das interacoes apresentadas nas Figuras 3.28 e 3.29 e da figura
3.30, que ilustra os orbitais de fronteira da curcumina nas configuragoes de menor
energia e também do ligante isolado, sem estar interagindo com o peptideo, é possivel
ver a alteracao das nuvens eletronicas de acordo com as interagoes do ligante com
os aminoacidos ao seu redor. As principais alteracoes sao observadas nos orbitais
HOMO, que apesar de continuar mais concentrado em uma regiao da curcumina,

ele também se desloca para o outro anel do ligante, apresentando pequenas porgoes
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da sua superficie, e também para a regiao central, onde estao os grupos hidroxila e

carbonila.

HOMO LUMO
(HYB) (HYB)

Figura 3.30: Representacao dos orbitais HOMO e LUMO para a curcumina isolada
e interagindo com o peptideo Af;_4o em sua conformacao de a-hélice. De cima
para baixo, a representagdo do HOMO e LUMO do ligante isolado (sem interagao),
depois a representagao do HOMO e LUMO da interacao da curcumina no dominio
hidrofilico (HIF) do peptideo - configuracao de menor energia - e, por fim, a repre-
sentagao do HOMO e LUMO da interagao da curcumina no dominio hidrofébico
(HYB) - configuracao de menor energia
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ApBi_45 em Folha-j3

Em se tratando da folha-3, ao observar a distribuicao da diferencga de energia
para os dois dominios do peptideo (Figura 3.31), percebe-se uma faixa de energia

menor para o dominio hidrofilico.

Curcumina
Folha-3
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Figura 3.31: Distribuicao da diferenca de energia eletréonica do complexo formado
pelo peptideo Af3;_4o mais a curcumina, levando em consideracao a divisao do pep-
tideo nos dominios hidrofilico e hidrofébico. A distancia apresentada é do centro
geométrico do ligante para o centro geométrico do grupo de aminoécidos escolhidos
para a camada alta.

Tendo a Figura 3.31 como ponto de partida e, também, as conformacoes

de menor e maior energia dentro de cada um dos dominios, mostradas nas Figuras
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3.32 e 3.33, é possivel observar que os tipos de interagoes mais relevantes, no domi-
nio hidrofilico, dadas por uma possivel interacao cation-m com a cadeia lateral da
Arginina 5(ARG 5) e a ponte de hidrogénio entre o grupo amina da cadeia lateral
da Lisina 16 (LYS 16) e a carbonila do ligante. A interagao hidrofébica vista é o
m-stacking da Fenilalanina 4 (PHE 4) com um dos anéis aromaticos da curcumina.
No dominio hidrofébico, as interagoes de maior relevancia energética sao:

a) Uma ponte de hidrogénio do grupo carbonila do backbone da Valina 36 (VAL 36)
com a hidroxila central da curcumina mais interacao da cadeia lateral desse aminoa-
cido com o anel aromatico;

b) Outra liga¢ao de hidrogénio da amina do backbone da Valina 39 (VAL 39) com a
carbonila central do composto, além da interacao da cadeia lateral desse aminoacido
com o anel aromatico e

¢) Interagao da cadeia lateral da Isoleucina 41 (ILE 41) com um dos anéis arométicos.
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AE=-102,56 kcal/mol AE=-36,46 kcal/mol

Figura 3.32: Interagoes da curcumina (representacdo de esfera e varetas) com os
aminoados (representagdo em varetas) do Af;_4o no dominio hidrofilico. A cor
vermelha mostra os oxigénios, a azul os nitrogénios e a branca os hidrogénios. As
distancias sao mostradas em Angstroms. As interagoes mostradas na figura da

esquerda (menor energia) sdo uma interagao cation-m com a Argh (3,53}1), uma

ligagdo de hidrogénio com a Lys16 (2,01&) e um m-stacking com a Phe4(3,751&).
Na figura da direita (maior energia), observa-se as interagoes: um T-stacking com a

Phe19(3,09A), uma ligagao de hidrogénio da cadeia lateral da GIn15 com a carbonila
central da curcumina (3,271&) e duas interacoes com a Vall2, uma da cadeia lateral
com um dos anéis da curcumina (3,50&) e uma ligagao de hidrogénio da carbonila

do backbone do aminoacido com uma das hidroxilas do ligante (2,27&).
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AE=-94.70 kcal/mol AE=-36,46 kcal/mol

Figura 3.33: Interagoes da curcumina (representacdo de esfera e varetas) com os
aminoados (representagdo em varetas) do Af;_4o no dominio hidrofébico. A cor
vermelha mostra os oxigénios, a azul os nitrogénios e a branca os hidrogénios. As
distancias s@ao mostradas em Angstroms. As interagoes mostradas na figura da

esquerda (menor energia) sao duas com a Val36, uma ligagdo de hidrogénio (2,48%)
e outra interacao hidrofébica com um anel da curcumina (4,24.7&), duas com a Val39,
uma ligagao de hidrogénio (2,1310{) e outra interagao hidrofobica com um anel da

curcumina (3,151&), e uma interacao hidrofébica com a Ile4l (2,71A). Na figura da
direita (maior energia), observa-se as seguintes interagoes: duas com a Asn27, uma
ligagao de hidrogénio da carbonila central da curcumina com a amina do backbone

do aminoacido (2,12&) e a carbonila do backbone do aminoacido com a hidroxila
central do ligante (2,52&), e outras duas interagoes hidrofobicas, a cadeia lateral da
[le31 com um anel aroméatico (4,11&) e a cadeia lateral da Val40 com o outro anel

aromético da curcumina (3,59&).

Tendo em vista as interagoes apresentadas nas Figuras 3.32 e 3.33 e da
figura 3.34, que ilustra os orbitais de fronteira da curcumina nas configuragoes de
menor energia e também do ligante isolado, é possivel ver a alteracao das nuvens
eletronicas de acordo com as interagoes do ligante com os aminoécidos ao seu redor.
Para as interagoes da curcumina na folha-3, também ha um deslocamento do orbital

HOMO, mas isso ocorre de forma mais igualitaria pela superficie do ligante do que
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nos complexos com o Af;_4o em conformacao de a-hélice, o que provavelmente
ajuda a alcancar uma menor energia e uma maior estabilidade do complexo, pois

as energias dessas configuracoes sao menores do que as energias dos complexos da

curcumina com o peptideo em a-hélice.

=000 LUMO
" i) f) (HYB)
Figura 3.34: Representagao dos orbitais HOMO e LUMO para a curcumina isolada
e interagindo com o peptideo Af;_4o em sua conformacao de folha-5. De cima para
baixo, a representagdo do HOMO e LUMO do ligante isolado (sem interagao), de-
pois a representacao do HOMO e LUMO da interagao da curcumina no dominio
hidrofilico (HIF) do peptideo - configuracao de menor energia - e, por fim, a repre-
sentacao do HOMO e LUMO da interagao do ligante no dominio hidrofébico (HYB)
- configuracao de menor energia
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3.3.3 Energias Eletronicas das Interacées do Acido Rosmarinico com o
Peptideo AB_4

Para o acido rosmarinico das 25 conformagoes iniciais de cada dominio,
obteve-se 8 estruturas otimizadas para o dominio hidrofilico e 7 para o hidrofébico,
na forma de a-hélice do peptideo. Na folha-(3, 12 para o dominio hidrofilico e 7 para
o hidrofébico.

A camada alta, na conformacao de a-hélice do peptideo, foi formada pelo
composto mais os aminoacidos His13, Leul7 e Phe20 - dominio hidrofilico. Para
o dominio hidrofébico, os aminoacidos selecionados foram Ile32, Gly33 e Met35.
Na folha-f3, os aminoacidos da camada alta foram Phe4, Argh e Phel9 - dominio

hidrofilico -, Ile31, Leu34 e Met35 - dominio hidrofébico.

ApBi_4 em a-hélice

Na Figura 3.35 é mostrada a distribuicao da diferenca de energia para os
dois dominios do peptideo em a-hélice. Nota-se que, assim como no cinamaldeido e

na curcumina, as menores energias estao localizadas no dominio hidrofébico.
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Acido rosmarinico
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Figura 3.35: Distribuicao da diferenca de energia eletréonica do complexo formado
pelo peptideo AS;_45 mais o acido rosmarinico, levando em consideragao a divisao do
peptideo nos dominios hidrofilico e hidrofébico. A distancia apresentada é do centro
geométrico do ligante para o centro geométrico do grupo de aminoécidos escolhidos
para a camada alta.

A partir da Figura 3.35 e, também, as conformagoes de menor e maior ener-
gia dentro de cada um dos dominios, mostradas nas Figuras 3.36 e 3.37, é possivel
observar que os tipos de interagoes mais relevantes, no dominio hidrofilico, sao da-
das por uma possivel ligacao de hidrogénio com a carbonila da cadeia lateral da
Aspartato 23 (ASP 23) com a hidroxila do ligante e outra ligagao de hidrogénio com
a carbonila do backbone da Leucina 17 (Leu 17) mais uma das hidroxila do acido
rosmarinico. A interagao hidrofébica observada foi um w-stacking com o anel aro-
maético da Fenilalanina 20 (PHE 20). Para o dominio hidrofébico, as interagoes mais
relevantes foram as pontes de hidrogénio formadas pelos backbones dos aminoacidos
Glutamato 22 (GLU 22), Leucina 34 (LEU 34), Metionina 35 (MET 35) e Valina
39 (VAL 39) com o acido rosmarinico, além da ponte de hidrogénio da carbonila do

Glu22 com a hidroxila do ligante.
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AE=-66,81 kcal/mol AE=-40,27 kcal/mol

Figura 3.36: Intera¢oes do acido rosmarinico (representagao de esfera e varetas)
com os aminoados (representagao em varetas) do Af;_4o no dominio hidrofilico. A
cor vermelha mostra os oxigénios, a azul os nitrogénios e a branca os hidrogénios.
As distancias sao mostradas em Angstroms. As interagdes mostradas na figura da

esquerda (menor energia) sao um m-stacking com a Phe20 (4,601&), uma ligagao de
hidrogénio com Asp23(3,27j&) e outra com a Leul7 (1,8&&) e, por fim, um anel
do composto com a cadeia lateral da Leul7 (4,69&). Na figura da direita (maior
energia), percebe-se as interagoes: um 7-stacking com a His14 (4,221&), uma ligacao
de hidrogénio com a His13 (3,34;&) e a cadeia lateral da Vall8 com um anel aromatico

do acido rosmarinico (3,941&).
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AE=-46,88 kcal/mol

Figura 3.37: Interagoes do acido rosmarico (representacao de esfera e varetas) com
os aminoados (representacao em varetas) do Af; 4o no dominio hidrof6bico. A
cor vermelha mostra os oxigénios, a azul os nitrogénios e a branca os hidrogénios.
As distancias sao mostradas em Angstroms. As interagoes mostradas na figura
da esquerda (menor energia) sao todas ligagoes de hidrogénio, a saber: Glu 22,

carbonila do backbone do aminoicido com hidroxila do ligante (3,16&) e outra da
carbonila da cadeia lateral do Glu22 com hidroxila do composto (2,04&), Leu 34,
grupo amina do backbone do aminoacido com carbonila do ligante (2,991&), Met35,
grupo amina do backbone do aminoacido com carbonila do ligante (3,34,7&), e Val39,

carbonila do backbone do aminoacido com hidroxila do ligante (3,02&). Na figura da
direita (maior energia), observa-se as seguintes interagoes: uma ligagao de hidrogénio
da carbonila do backbone do aminodcido Val39 com hidroxila de um dos anéis do
acido rosmarinico (2,19A), e outras duas interagoes hidrofobicas, a cadeia lateral da

Ala30 com um anel aromético (3,36&) e a cadeia lateral da Gly37 com o outro anel

aromético da curcumina (2,69A).

Tendo em vista as interagoes apresentadas acima e da figura 3.38, que ilustra
os orbitais de fronteira do adcido rosmarinico nas configuragoes de menor energia e
também do ligante isolado, é possivel ver a alteragao das nuvens eletronicas de

acordo com as interagoes do ligante com os aminoacidos ao seu redor. Ao contrario
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dos outros dois compostos, o acido rosmarinico apresenta um deslocamento tanto do

orbital HOMO, quanto do orbital LUMO em relagao aos orbitais do ligante isolado.

HOMO
(HYB)

LUMO )

(HYB)

Figura 3.38: Representacao dos orbitais HOMO e LUMO para o acido rosmari-
nico isolado e interagindo com o peptideo AfF;_4o em sua conformacao de a-hélice.
De cima para baixo, a representacio do HOMO e LUMO do ligante isolado (sem
interagao), depois a representacao do HOMO e LUMO da interagao do acido ros-
marinico no dominio hidrofilico (HIF) do peptideo - configuracao de menor energia
- e, por fim, a representacao do HOMO e LUMO da interacao do ligante no dominio
hidrofébico (HYB) - configura¢do de menor energia
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ApBi_45 em Folha-j3

Em se tratando da folha-3, ao observar a distribuicao da diferencga de energia
para os dois dominios do peptideo (Figura 3.39), percebe-se uma faixa de energia

menor para o dominio hidrofilico.

Acido rosmarinico Acido rosmarinico

Distincia centro a centro (A) Distéincia centro a centro (A)

Figura 3.39: Distribuicao da diferenca de energia eletronica do complexo formado
pelo peptideo A4 mais 4dcido rosmarinico, levando em consideragao a divisao do
peptideo nos dominios hidrofilico e hidrofébico. A distancia apresentada é do centro
geométrico do ligante para o centro geométrico do grupo de aminoécidos escolhidos
para a camada alta.

Analisando a Figura 3.39 e, também, as conformagdes de menor e maior
energia dentro de cada um dos dominios (Figuras 3.40 e 3.41) é possivel observar
que os tipos de interagoes mais relevantes, no dominio hidrofilico, que possui nas
duas conformagoes energéticas valores bem menores comparados a todos os outros
encontrados nos resultados deste trabalho, sao dadas por ligacoes de hidrogénio ob-
servadas com os aminoécidos Arginina 5 (ARG 5), amina do backbone do aminoacido
com carbonila central do ligante, Glutamina 15 (GLN 15), carbonila do backbone
do aminoacido com hidroxila do ligante - configuragao de menor energia -, Glicina 9
(GLY 9), carbonila do backbone do aminoéacido com hidroxila do ligante, Histidina

13 (HIS 13), carbonila do backbone do aminoacido com hidroxila central do ligante,
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e Argh, carbonila do backbone do aminoacido com hidroxila central do ligante - con-
figuracao de maior energia. As interacoes hidrofébicas sao todas por empilhamento,
sao elas: dois T-stacking com os aminoacidos Phed e Phe20, para a configuracao de
menor energia, e um 7-stacking com a His6 e um T-stacking com com a Phel9, na
configuracao de maior energia.

No que tange ao dominio hidrofébico, as interacoes de maior relevancia
energética sao:
a) As ligagoes de hidrogénio do grupo carbonila do backbone dos aminoécidos Ile32,
Gly33, Met35 e Gly37 com as hidroxilas dos anéis do acido rosmarinico;
b) A ligagdo de hidrogénio do grupo amina do backbone da Val39 com a carbonila
central do composto, além da interacao da cadeia lateral deste aminoacido com o
anel aromatico e
c¢) A interacao hidrofébica da cadeia lateral da Isoleucina 31 (ILE 31) com um dos

anéis aromaéticos do ligante.

Lo

AE=-330,18 kcal/mol AE=-217,91 kcal/mol

Figura 3.40: Intera¢oes do acido rosmarinico (representagao de esfera e varetas)
com os aminoacidos (representagao em varetas) do Af;_4o no dominio hidrofilico.
A cor vermelha mostra os oxigénios, a azul os nitrogénios e a branca os hidrogénios.
As distancias sao mostradas em Angstroms. As interagoes mostradas na figura da
esquerda (menor energia) e na figura da direita (maior energia) estao descritas no
texto.
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AE=-90,97 kcal/mol AE=-61,48 kcal/mol

Figura 3.41: Intera¢oes do acido rosmarinico (representagao de esfera e varetas)
com os aminoacidos (representagdo em varetas) do Af;_42 no dominio hidrofébico.
A cor vermelha mostra os oxigénios, a azul os nitrogénios e a branca os hidrogénios.
As distancias s@ao mostradas em Angstroms. As interacoes mostradas na figura da
esquerda (menor energia) sao todas ligagoes de hidrogénio e estao descritas no texto.
Na figura da direita (maior energia), observa-se as seguintes interagdes: ligagoes de

hidrogénio do grupo carbonila do backbone dos aminoacidos Ala30 (1,991&), Ile32
(2,54&) e Gly33 (3,30&) com as hidroxilas dos anéis do acido rosmarinico e , também

do grupo amina do backbone da Val36 com a carbonila do acido rosmarinico (3,05&).
A interagao hidrofébica persente é da cadeia lateral da Ala30 com um dos anéis do

ligante (3,55&).

Considerando as interagoes apresentadas nas Figuras 3.40 e 3.41 e os orbitais
de fronteira do acido rosmarinico nas configuragoes de menor energia e também do
ligante isolado (Figura 3.42), é possivel ver a alteracao das nuvens eletronicas de
acordo com as interacoes do ligante com os aminoacidos ao seu redor. E observado

as mesmas alteragoes vistas com os complexos do peptideo em a-hélice.



112

HOMO

2 HoMO LUMO
(HYB) (HYB)

Figura 3.42: Representagao dos orbitais HOMO e LUMO para o 4dcido rosmarinico
isolado e interagindo com o peptideo A ;42 em sua conformacao de folha-3. De cima
para baixo, a representagdo do HOMO e LUMO do ligante isolado (sem interagao),
depois a representacao do HOMO e LUMO da interagao do é&cido rosmarinico no
dominio hidrofilico (HIF) do peptideo - configuragao de menor energia - e, por fim,
a representagao do HOMO e LUMO da interagao do ligante no dominio hidrofébico
(HYB) - configuracdo de menor energia



Capitulo 4

Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho foi feito um estudo de reconhecimento molecular dos com-
postos naturais cinamaldeido, curcumina e acido rosmarinico pelo peptidio AB; 4.
A fim de viabilizar esse estudo, fez-se o uso de dindmica molecular para avaliacao da
flexibilidade do peptideo, da estabilidade de suas estruturas secundarias, a-hélices e
folhas-3, e para amostrar um grande niimero das possiveis conformacoes desse alvo
molecular. A partir do ensemble de conformacoes adquirido por meio da DM fez-se
o docking molecular para localizar os possiveis sitios de interacao dos compostos
naturais no alvo molecular. Partindo desse cenério, as energias dos complexos obti-
dos via docking foram estimadas através de calculos hibridos de QM /MM, usando
o método ONIOM2, para serem observadas as configuracoes mais estaveis. Por fim,
caracterizou-se as possiveis interagoes dos complexos com menor energia usando
medidas de distancia e anélise dos orbitais de fronteira.

Diante dos resultados obtidos, pode-se sugerir que os aminoacidos possi-
velmente dotados de um papel importante para impedir a agregagao do peptideo
A1_45 ou minimamente manter sua estrutura de a-hélice proxima do N-terminal
ao interagir com os compostos estudados sao Phe4, Leul7, His13, Phel9, Phe 20,
Ile31, Ile32 e Val39. Esses aminoacidos tiveram interacao com os trés compostos.
Ha também os aminoacidos que compartilharam interacoes com pelo menos dois

dos compostos e, provavelmente, também tém uma participacao, a ser considerada,

113
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para evitar o processo de agregacao, sao eles: Argb, Hisl4, GInl5, Lys16, Glu22,
Asn27, Gly33, Leu34, Met35, Val36, Gly37 e Iledl. A importancia desses aminoaci-
dos esta vinculada as interacoes do tipo ligacoes de hidrogénio e empilhamento de
anéis aromaticos. Sendo as ligacoes de hidrogénio feitas com o backbone dos ami-
noacidos, as que levam a menor energia. Portanto, ¢ bastante provavel que, quando
0 Af_4o sofre a mudanca da sua estrutura secundéaria de a-hélice para folhas-f3, o
que faz esses compostos naturais impedirem a agregagao do peptideo para formar
placas neuriticas sejam as interacoes dessa natureza, pois, assim, impede-se que um
nucleo de estruturas do tipo folha-f seja formado. Lembrando que este ntcleo é o
que caracteriza as proteinas como amiloidogénicas, ou seja, formadoras de placas
neuriticas.

A partir dessas interacoes, também pode-se perceber que grupos funcionais
como anéis arométicos, carbonila e hidroxila sao personagens importantes para se
ter acao no peptideo Af;_4o. Embora, a curcumina e o acido rosmarinico tenham
mostrado energias menores em seus complexos em comparacao com o cinamaldeido,
entende-se, por meio dos resultados obtidos nesta pesquisa, que o tamanho da estru-
tura quimica nao é o mais importante para obter-se um farmaco com agao no A3y 4o
e sim estruturas que tenham seus anéis aromaticos acoplados a hidroxilas (grupo ca-
tecol) e grupos carbonila ao longo da cadeia carbonica do ligante, mesmo que nao
seja uma cadeia extensa. Além disso, a flexibilidade do ligante parece ter influéncia
na obtencao de minimos de energia, pois o acido rosmarinico, que apresentou as
menores energias dos resultados obtidos, mostrou uma flexibilidade na sua regiao
central, que contribui para o alcance de aminoacidos com um papel importante na

agregacao do peptideo.

Perspectivas

Esse estudo abre varias perspectivas futuras, entre os quais mencionamos:
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1) Realizar um estudo de decomposi¢ao da energia total de interacao dos complexos
formados pelo peptideo AfB;_49 € 0s compostos naturais cinamaldeido, curcumina e
acido rosmarinico. Este estudo visa determinar as principais contribui¢oes das inte-
ragoes nao-covalentes (troca, coulomb, dispersao e difusao) para entender com mais
detalhes como os compostos naturais cinamaldeido, curcumina e acido rosmarinico
podem inibir o processo de oligomerizacao do peptideo AfS;_4o. A realizacao deste
estudo pode ser realizada utilizando o método SAPT (do inglés Symmetry-adapted
perturbation theory);

2) Determinar a transferéncias de cargas durante as intera¢oes entre o peptideo
AB_49 e 0s compostos naturais cinamaldeido, curcumina e écido rosmarinico. Esse
estudo torna-se importante pois complementa o estudo da decomposi¢ao das prin-
cipais componentes das interacoes dos complexos aqui estudados;

3) Estimar, através da teoria das estruturas de transigao, a taxa de rea¢ao em funcao
da temperatura (com e sem efeitos de tunelamento), do primeiro estagio antes do
inicio do processo de oligomerizagao, ou seja, o rearranjo conformacional do peptideo
AB_4o ao passar de a-hélice para folha-3. A viabilizacao deste estudo pode ser
importante para conhecer como se da a construcao de agregados de varios tamanhos
(dimeros, trimeros, tetraméros, etc) até chegar na forma de placas senis, o produto
final da agregacao. Esse estudo pode ser estendido para os complexos formados pelo
peptideo AB_4o e compostos naturais cinamaldeido, curcumina e acido rosmarinico;
4) Utilizar o mesmo protocolo do presente trabalho para realizar um novo estudo
com outros ligantes. A escolha dessas novas moléculas pode ser feita através do
método virtual screening. Os critérios de selecao dos possiveis novos ligantes podem

ser baseados nos resultados obtidos nesta tese de doutorado.
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Apéndice A

Estrutura Quimica dos Aminoacidos

Os aminoécidos sao moléculas organicas que participam na formacao de
proteinas como unidade fundamental. Em sua estrutura molecular (Figura A.1) ha
sempre um carbono central (C,) ligado a um hidrogénio (H), a um grupo carboxila
(COOH), a um grupo amina (NHs) e a um radical "R", que varia de aminoacido

para aminoacido. Esse radical é que determina as caracteristicas do aminoécido

106, 107).

Radical (Cadeia lateral)

: 0
N C, C/
H/ AN

OH

H

Grupo Amina Grupo Carboxila

Figura A.1: Formula geral dos aminoécidos.

Quando dois aminoacidos se unem, eles sao chamados de dipeptideo, se

sao trés forma-se um tripeptideo e assim sucessivamente, sendo que a uniao de

129



130

varios aminoacidos constréi uma cadeia polipeptidica. Sao conhecidos 20 aminoa-
cidos - Alanina, Arginina, Aspartato, Asparagina, Cisteina, Fenilalanina, Glicina,
Glutamato, Glutamina, Histidina, Isoleucina, Leucina, Lisina, Metinonina, Prolina,
Serina, Tirosina, Treonina, Triptofano e Valina - encontrados nas proteinas, com
sua sintese controlada por mecanismos genéticos, envolvendo a replicagao do DNA
e transcricao do RNA. A metade dos aminoacidos é sintetizada pelo organismo e
¢ destinada a suprir as necessidades celulares. Os aminoacidos que nao sao produ-
zidos pelo proprio organismo precisam estar presentes na dieta e sao chamados de
aminoacidos essenciais, os que sao sintetizados sao conhecidos como nao-essenciais
[107].

Os aminoacidos sao frequentemente dividos pelas caracteristicas das suas
cadeias laterais, pois o backbone é o mesmo para todos. Abaixo segue a lista dos
20 aminoacidos presentes nas proteinas separados por sua classificacao em apolares,
polares, basicos(grupo amina como cadeia lateral) e acidos(grupo carboxila como

cadeia lateral).

Apolares

0 0 )\ |
m e H,C
ol \‘/\OH A

NH2 NH2
Glicina (Gly ou G) Alanina (Ala ou A)  Valina (Val ou V)

]
CH; O 0 &‘AOH
chvk H;C NH,
OH Y OH

H, CH; NH,
Isoleucina (Ile ou I) Leucina (Leu ou L) Fenilalanina (Phe ou F)
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L, o Oy

Metionina (Met ou M) Prolina (Pro ou P) Triptofano (Trp ou W)

Polares

50
/\
]AOH HS ]/KOH H;3C I/KOH
N

Hy
Serina Ser ouS)  Cisteina ( Cys ou C) Treonina (Thr ou T)
\‘AOH
OH
Asparagma Asn ou N) Glutamina (Gln ou Q) Tirosina (Tyr ou Y)
Basicos

NH 0 H

IS

CI) )}\ HN OH
HQNV\/H/\ H,N~ “NH ou | =N [NH,
OH NH,
NH,

Lisina (Lys ou K) Arginina (Arg ou R) Histidina (His ou H)
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Acidos

HO OH HO |
NH,

OH
O NH,
Acido glutamico ou Glutamato (Glu ou E)  Acido aspartico ou Aspartato (Asp ou D)



Apéndice B

Enovelamento(folding) Proteico

Quando aborda-se os biomarcadores presentes na maioria das doencas neu-
rodegenerativas, o principal achado histopatolégico compartilhado entre elas sao os
agregados e as inclusoes anormais de proteina compostos por proteinas "mal eno-
veladas'"como, por exemplo, as placas neuriticas presentes na DA. Esses acutmulos
ocorrem devido ao erro de enovelamento proteico (misfolding, em inglés) (Figura
B.1) resultando em agregados que nao possuem a fungao da proteina enovelada cor-
retamente (folding, em inglés) e, algumas vezes, sdo grandes o suficiente para serem

insoluveis [108, 109].
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(a) Cadeias polipeptidicas parcialmente enoveladas Correctly folded proteins
Enovelamento
(folding)
e — 5
Desenovelamento
(1nifolding)
Agregado dimérico A """ Fibria

Figura B.1: Processo de agregagao das proteinas.(a) cadeias polipeptidicas parci-
almente dobradas, liberadas pelos ribossomos (estruturas que fazem a sintese das
proteinas), normalmente tornam-se proteinas na sua forma nativa e, portanto, funci-
onal.(b) no entanto, polipeptideos parcialmente dobrados podem as vezes associar-se
a cadeias semelhantes para formar agregados. Os agregados variam em tamanho,
desde dimeros e trimeros soltveis até estruturas fibrilares insoltveis. Ao contréario da
maioria das proteinas dobradas corretamente, agregados soltuveis e insoluveis podem
ser toxicos para as células através de mecanismos ainda desconhecidos

Fonte: Adaptado de Ellis & Pinheiro[109]

Para que uma proteina possa funcionar corretamente, ela precisa de uma
estrutura tridimensional tinica que determina sua fungao biologica. Essa estrutura
¢ chamada de nativa, sendo ela o produto final do folding proteico da cadeia de
aminoacidos que compoe a proteina. Basta uma falha, por menor que seja, na
estrutura nativa para que esta nao funcione da maneira correta [110].

H& quatro niveis de organizagao para a estrutura de uma proteina: a es-
trutura priméaria, que é a sequéncia dos aminoacidos formadores da proteina; a
secundaria, que sao as conformacoes locais como folhas-3 e a-hélices; a terciaria
(nativa), que é seu arranjo tridimensional; e a quaternéria, que é um arranjo tri-
dimensional de varias estruturas terciarias em um complexo multi-proteico (Figura
B.2). O processo pelo qual uma cadeia linear de aminoacidos (estrutura primaria)
chega ao seu estado tridimensional nativo ¢ chamado de enovelamento de proteinas

[111]. Assim, quando h& uma falha nesse procedimendo surgem os agregados a partir
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de estruturas intermediarias que expoem temporariamente suas regioes hidrofébicas
na sua superficie, permitindo que interajam com outras moléculas ao invés de se

voltarem para a parte interna da estrutura final [109].

“ o-hélice —
(i Sl 4 ® \ @ .

aminozicidos
folhas-f

Figura B.2: Niveis estuturais de uma proteina.(a) Estrutura primaria,(b)
Estrutura secundaria, (c) Estrutura terciaria e (d) Estrutura quaternaria.
Fonte: Adaptado de Openstax biology [112]

Nesse cenario, percebe-se que o processo defeituoso do folding é a porta de

entrada para as doengas neurodegenerativas como a DA.



Apéndice C

Scripts para Gerar os Inputs do ONIOM

Nesta sec¢ao, serao apresentados alguns dos scrips usados para gerar os inputs
para o calculo com o ONIOM, que foram preparados a partir dos arquivos pdb

produzidos no docking.

Dicionario dos tipos atémicos do Apf;_4» da topologia CHARMM para
AMBER

#!/bin/bash

# Ajusta os tipos atdmicos apenas da proteina beta amiléide para o gaussian
reconhecé-los
dir=/diretorio/dos/pdbs/do/docking
for i in $dir

do sed -i ".bck’ -e "s/HT1/H /g;
s/HT2/H /g;

$/HT3/H /g;

$/HN/H /g:

s/HSD/HID/g;

s/HB2 ASP/HB3 ASP/g;
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s/HB1 ASP/HB2 ASP/g;
s/HB2 ASN/HB3 ASN/g;
s/HB1 ASN/HB2 ASN/g;
s/HB2 ARG /HB3 ARG /g;
s/HB1 ARG/HB2 ARG /g;
s/HG2 ARG/HG3 ARG/g;
s/HG1 ARG/HG2 ARG /g;
s/HD2 ARG /HD3 ARG/g;
s/HD1 ARG/HD2 ARG/g;
s/HB2 GLN/HB3 GLN/g;
s/HB1 GLN/HB2 GLN/g;
s/HG2 GLN/HG3 GLN/g;
s/HG1 GLN/HG2 GLN/g;
s/HB2 GLU/HB3 GLU /g;
s/HB1 GLU/HB2 GLU/g;
s/HG2 GLU/HG3 GLU/g;
s/HG1 GLU/HG2 GLU/g;
s/HA2 GLY /HA3 GLY /g;
s/HA1 GLY/HA2 GLY /g;
s/HB2 HID/HB3 HID/g;
s/HB1 HID/HB2 HID/g;
s/HG12 ILE/HG13 ILE/g;
s/HG11 ILE/HG12 ILE/g;
s/ HD1 ILE/HD11 ILE/g;
s/ HD2 ILE/HD12 ILE/g;
s/ HD3 ILE/HD13 ILE/g;
s/CD ILE/CD1 ILE/g;
s/HB2 LEU/HB3 LEU/g;
s/HB1 LEU/HB2 LEU /g;
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s/HB2 LYS/HB3 LYS/g;
s/HB1 LYS/HB2 LYS/¢g;
s/HG2 LYS/HG3 LYS/g;
s/HG1 LYS/HG2 LYS/g;
s/HD2 LYS/HD3 LYS/g;
s/HD1 LYS/HD2 LYS/g;
s/HE2 LYS/HE3 LYS/g;
s/HE1 LYS/HE2 LYS/g;
s/HB2 MET/HB3 MET/¢g;
s/HB1 MET/HB2 MET/g;
s/HG2 MET/HG3 MET/g;
s/HG1 MET/HG2 MET/g;
s/HB2 PHE/HB3 PHE/g;
s/HB1 PHE/HB2 PHE/g;
s/HB2 SER/HB3 SER/g;
s/HB1 SER/HB2 SER/¢g;
s/HG1 SER/HG SER/g;
s/HB2 TYR/HB3 TYR/g;
s/HB1 TYR/HB2 TYR/g;
s/OT1 ALA/O ALA/g;
s/OT2 ALA/O ALA/g;

s/ A/ /g

s/0.00 AB/0.00 /g;"$i

done

Observagao: também foi feito um script igual a esse para cada ligante.
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Comando pdb2oniom do Pacote TAO

Esse comando transforma o arquivo pdb em um snput para o ONIOM.

#!/bin/bash

b="input"

mkdir -p ../$b

cp /home/../corelist.txt /home/../pdb2oniom/
dir=/home/../pdb2oniom

name=—nome.

cd $dir

for ((1=0;i<=24;i++))

do /home/../taopackage/pdb2oniom -1 $name$i.pdb -resid corelist.txt -near 5 -o
$name$i.gjf

mv $dir/$names$i.gjf $name$i.gjf.onb /home/.. /input

done

Observagao: Para esse comando reconhecer o ligante é preciso gerar um

arquivo .prep, que é proprio do pacote AmberTools.

Arquivo .prep do Ambertools

O comando abaixo do Ambertools gera o arquivo prep a partir de um ar-
quivo pdb com cargas RESP(comando bcc), tipico do AMBER, para que o Gaussian
reconhecga os atomos do ligante na hora de gerar o input do ONIOM.
antechamber -fi pdb -fo prepi -i arquivo.pdb -o arquivo.prep -c bcc -pf y

Observacao: Pode usar outras cargas. O manual do Ambertools mostra

cada um dos codigos.
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Procedimento apés a escolha das camadas

Apo6s usar os scripts descritos acima, as camadas foram escolhidas para
apenas um arquivo. De forma a transformar esse arquivo em um modelo e facilitar
os outros processos, que serao descritos a seguir. A escolha das camadas do ONIOM
foi feita no software Gaussview.

Logo depois de escolher as camadas, usou-se os seguintes comandos do pa-

cote TAO:

chargesum -g arquivo.gjf

parmlook -g arquivo.log -o arquivo.txt

O primeiro comando calcula as cargas de cada camada e o segundo é usado
para definir os parametros que o programa Gaussian nao encontrar.

Com todos esses parametros definidos para um tnico arquivo, foi usado o
script abaixo nos outros arquivos para trocar apenas as colunas das coordenadas,
que sao trés, pois a tabela de conectividade e a camada alta foi a mesma dentro do

contexto de cada ligante.

#!/bin/bash
c¢="inputopt"
mkdir -p ../$c
dir=/.. /input
name=nome.

name2=nomedois.

cd $dir for ((i=1;i<=24;i++)) # nao colocar o nimero do arquivo que usar de

modelo
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do awk 'FNR==NRa|NR|=$3;b|NR|=%4;d[NR|=$5;next FNR>=13FNR<=656%$3=a|FNR];
$4=b|FNRJ;$5=d[FNR|1’ $name$i.opt.gjf arquivo.0.gjf > $name2$i.gjf
mv $dir/$name2$i.gjf /home/../inputopt

Os numeros 3, 4 e 5 correspondem as colunas de coordenadas. Os niimeros
13 a 656 sao o intervalo de linhas que as coordenadas ocupam.
Observagao: Quanto a tabela de conectividade, o proprio Gaussview gera

quando o arquivo é salvo.

Comando do pacote TAO para pegar a ultima geometria da otimizacgao

#!/bin/bash
b="inputopt2"

mkdir -p ../$b
dir=/home/.. /inputopt
name=norme

name2—nome?2

cd $dir

for ((i=0;i<=24;i++))

do

/home/ .. /taopackage/oniomlog -oi -t $name.$i.gjf -fo $name2.$i.gjf -1 $name.$i.log
mv $dir/$name2.$i.gjf /home/../inputopt2

done

Exemplo do cabegalho do input do ONIOM

Y%chk=nome.chk
Yomem=3700MB
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Y%nprocshared—9
#p oniom(b3lyp/6-311g(d,p):amber=hardfirst) nosymm geom=connectivity
iop(2/15=3) test opt=quadmac

A chave b3lyp/6-311g(d,p) é para a camada alta e a chave amber=hardfirst

é para a camada baixa.
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