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Resumo

A interacdo entre farmacos e proteinas tem sido amplamente estudada desde a década de 1970,
quando a cristalizacdo dos primeiros complexos macromoleculares permitiu a investigacdo, em
nivel molecular, dos tipos de forcas envolvidas nestes sistemas. A determinagdo de estruturas tridi-
mensionais por meio de técnicas experimentais de raios X e espectroscopia de RNM proporciona-
ram um significativo avanco no estudo da func¢do e estrutura de proteinas, bem como da interagao
proteina-ligante, auxiliando de maneira decisiva no design de novas drogas e no desenvolvimento
da modelagem molecular. Neste escopo, diversas aproximagdes computacionais t€ém se mostrado
importantes na otimiza¢do do processo de concepcao de novos farmacos. Desta maneira, muitas
destas metodologias computacionais estdo empenhadas em predizer detalhadamente as interacdes
especificas entre proteina e ligante. Dentre estas, destacam-se as abordagens baseadas em Meca-
nica Molecular (MM) e Mecanica Quantica (MQ), que tém sido muito utilizadas para uma descri-
cdo mais acurada das interagdes envolvidas no reconhecimento molecular entre o alvo receptor e
a molécula ligante. Neste trabalho, serdo calculadas as energias de interacdo entre a molécula do
Anti-Inflamatério Nao-Esteréide (AINE) Ibuprofeno (IBU) com a proteina Albumina do Soro Hu-
mano (ASH) através dos métodos quanticos Hartree-Fock (HF), Teoria do Funcional da Densidade
(DFT) e o Método Perturbativo de Mgller-Plesset de segunda ordem (MP2), onde sdo estudados
os efeitos da interagdes de longo alcance, como as interagdes eletrostdticas, que foram inseridas
nos cdlculos como um fundo de cargas pontuais remanescentes e por meio do ajuste das interacdes

Coulombianas proporcionadas pelo funcional hibrido CAM-B3LYP.

Palavras-chave: Ibuprofeno, Albumina do Soro Humano, Interacdo farmaco-proteina, MFCC,

Métodos QM/MM.
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Abstract

The interaction between proteins and ligands has been extensively studied since the 1970s
when the crystallization of the first macromolecular complexes allowed molecular investigation of
the types of forces involved in these systems. The determination of three-dimensional structures
by means of experimental X-ray techniques and NMR spectroscopy provided a significant advance
in the study of protein function and their structure, as well as protein-binding interaction, contri-
buting to the development for design of new drugs and for molecular modelling. In this scope,
several computational approaches have been shown to be important in the optimization of the de-
sign process of new drugs. In this way, many of these computational methodologies are engaged
in predicting in detail the specific interactions between protein and ligand. Among these, we high-
light the approaches based on Molecular Mechanics (MM) and Quantum Mechanics (MQ), which
have been widely used for a more accurate description of the interactions involved in molecular
recognition between the receptor target and the binding molecule. In this work, the interaction
energies between the molecule of the Nonsteroidal anti-inflammatory Drug (NSAID) Ibuprofen
(IBU) and the Human Serum Albumin Protein (HSA) (HF), Density Functional Theory (DFT) and
second-order Mgller-Plesset Perturbative Method (MP2), where the effects of long-term interacti-
ons are studied, such as the electrostatic interactions, which were inserted into the calculations as
a background of remaining point charges and for using the Coulomb-attenuating provided by the

CAM-B3LYP hybrid functional.

Keywords: Ibuprofen, Human Serum Albumin, Protein—Ligand Interactions, MFCC, QM/MM
Methods.
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Capitulo 1

Introducao

A elucidacdo da estrutura molecular e atdbmica de macromoléculas biolégicas, assim como de
seu funcionamento e desempenho nos mais variados tipos de organismos, € crucial para a compre-
ensdo dos varios processos de vida bdasicos, tais como os mecanismos de reacdo de uma enzima
farmaco-conversora, a transducao de sinal de uma proteina para outra, os modos de a¢do de uma

droga e as consequéncias de uma mutacdo sobre uma enzima [1].

Os estudos de sistemas bioldgicos a nivel microscopico, como por exemplo a andlise detalhada
de uma molécula individual e sua interacdo com pequenas estruturas que formam organismos vi-
vos complexos, incorporam conhecimentos de biologia molecular, bioquimica e biofisica [2]. Por
outro lado, o avango desta drea se deu principalmente a partir do desenvolvimento da modelagem
computacional, por meio da elaboracdo de modelos tridimensionais de moléculas bioldgicas via
computacdo gréfica sofisticada, assim como por meio de informagdes estruturais detalhadas forne-

cidas por cristalografia de raios-X e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear [1, 3].

As proteinas sdo moléculas complexas e €é esta mesma complexidade que transmite sua ativi-
dade bioldgica. Deste modo, o estudo de proteinas nao € um trabalho trivial, embora sua funcao e

estrutura estejam fortemente relacionadas. Assim sendo, existe uma grande variedade de métodos
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dedicados ao estudo de proteinas. Sejam no sentido de compreender a relacdo entre estrutura e ati-
vidade, ou no entendimento das interacdes enredadas no processamento da ag@o bioldlgica destas
macromoléculas, sao diversas as técnicas experimentais e tedricas que se complementam e bus-
cam desenvolver e ampliar o conhecimento sobre estas estruturas moleculares fundamentais para a

desenvolvimento, regulacdo e funcionamento de organismos vivos [3].

Dentro do amplo espectro de interesses que envolvem o estudo de proteinas, o entendimetno
de como as drogas interagem com estas macromoléculas € um dos principais objetivos da inter-
disciplinar quimica medicinal, além disso a compreensdo dos mecanismos envolvidos na interacao
ligante-proteina possui um papel essencial na descoberta e planejamento de novas drogas [4, 5].
O design racional de farmacos integra uma importante drea baseada no desenvolvimento de dro-
gas a partir do conhecimento dos alvos moleculares biologicamente ativos [6]. Neste ensejo, a
modelagem molecular computacional e as técnicas experimentais sdo duas correntes paralelas que
contribuem para o impulso deste ramo, pois enquanto a modelagem molecular (In silico) se ba-
seia principalmente em estimativas e probabilidades, a biologia experimental (In vitro e In vivo)
¢ considerada mais precisa e confidvel. No entanto, ambas atuam em uma espécie de simbiose,
uma vez que informacdes geradas experimentalmente podem aperfeicoar a capacidade de cdlculo e
estimativa da modelagem molecular, por sua vez, esta ultima pode revelar problemas de resultados

experimentais e auxiliar no entendimento dos mesmos [7].

As técnicas experimentais sdo indispensaveis e mantém sua importancia em todas as fases da
concepgdo de novos farmacos, porém sdo dispendiosas e carecem de longos periodos para alcancar
resultados bem sucedidos [8]. Em contrapartida, o uso da modelagem molecular, ou ainda, a utili-
zacdo de simulacdes In Silico auxilia na investigacdo das interacdes entre um dado ligante com o
seu alvo receptor, permitindo a exploracao dos fatores estruturais relacionados ao efeito bioldgico,
de forma rédpida e satisfatéria. O emprego de ferramentas computacionais, principalmente nas eta-
pas iniciais do design racional de drogas, possibilitam uma rdpida andlise da descri¢cao da geometria
e das propriedades dos farmacos, viabilizando o entendimento das bases quimicas e moleculares

envolvidas na interacdo farmaco-receptor. A alta disponibilidade de bancos de dados e de softwa-
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1.1 Proteinas 3

res de quimica computacional sdo ferramentas poderosas na geracdo de informacdes, facilitando
assim o emprego e utilizacdo de técnicas de modelagem computacional na pesquisa de farmacos e

proteinas [2, 9].

Utilizando uma metodologia baseada em modelagem computacional, este estudo pretende in-
vestigar a influéncia das corre¢des de longo alcance na energia de interacdo entre o farmaco Ibu-
profeno (IBU) e a proteina Albumina do Soro Humano (ASH). Por meio de métodos de mecanica
molecular e mecanica quantica (MM/MQ), foram calculadas as energias de interagao do IBU com
aregido bioativa da ASH, onde foram inseridas as contribuicdes das forgas de longo alcance, assim
como foram averiguados os efeitos decorrentes da presenga de cargas pontuais na energia entre
ligante e receptor. Neste capitulo serdo introduzidas as caracteristicas gerais de proteinas, quais
os métodos tradicionais sdo mais utilizados no estudo da sua estrutura, atividade e interacdo com
drogas. No segundo capitulo serdo apresentados os modelos tedricos de mecanica molecular e me-
canica quantica aplicados ao estudo da interagdo entre fairmacos e macromoléculas, os quais foram
usados nesta investiga¢cdo. J4 o terceiro capitulo mostrard a aplicacdo computacional dos métodos
tedricos expostos no capitulo anterior, no sistema de interesse IBU-ASH, apresentando detalhada-
mente os métodos e os resultados obtidos mediante a metodologia proposta. Finalmente, no quarto
capitulo serd apresentada a conclusio e suas devidas discussdes acerca dos resultados decorrentes

do referido estudo.

1.1 Proteinas

Devido a importancia das vérias fun¢des que desempenham nos diversos tipos de organismos,
as proteinas sdo as moléculas cujas formas sdo mais exploradas, visto que, além do esclarecimento
do funcionamento e estrutura dos seres vivos, o conhecimento sobre estas macromoléculas pode
fornecer a chave para o desenvolvimento de novos medicamentos, materiais e procedimentos diag-
nésticos. Além disso, o estudo da estrutura e dinamica molecular de macromoléculas bioldgicas,

especialmente de proteinas e dcidos nucléicos, viabiliza a caratcterizacdo da base molecular de
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4 Introdugao

muitas doencas, podendo também fornecer terapias especificas para estas [2].

Proteinas sdo grandes sistemas macromoleculares formados por aminodcidos que unem-se co-
valentemente por meio de ligacdes peptidicas. Tipicamente, as proteinas contém entre 50 e 2000
aminodcidos, de modo que cada proteina possui uma sequéncia particular de aminoacidos. Dito
isto, a estrutura bésica de cada aminoécido é composta por um dtomo de carbono central (carbono
«) ligado a um grupo carboxilico (COO-), um grupo aminico (NH;f), um 4tomo de hidrogénio (H)
e uma cadeia lateral caracteristica (denotado por R), onde as diferentes propriedades quimicas das
cadeias laterais designam o papel de cada aminodcido na estrutura e funcdo das proteinas [10]. A
figura 1.1 mostra a estrutura molecular geral dos aminodcidos, notando-se que em meios com pH

fisiolégico, o funcional carboxilico e o grupo aminico sdo ionizados.

Figura 1.1: A estrutura molecular dos aminoécidos consiste em um carbono central C,, ligado a um hidrogénio, um
grupo funcional carboxila, a um grupo amino e uma cadeia lateral R. Ressaltando-se que os grupos carboxila e amina

sao ionizados em meios com pH fisiolégico.

Cadeia Lateral
R

Amina ENE{—cCo—@®8 cCarboxila

H

Fonte: Cooper, 2007

A tabela 1.1 lista os 20 principais aminodcidos, os quais podem ser classificados de acordo
com as propriedades de suas respectivas cadeias laterais. Desta forma, sdo considerados apolares
os aminodcidos Glicina (GLY), Alanina (ALA), Valina (VAL), Leucina (LEU), Isoleucina (ILE),

Prolina (PRO), Cisteina (CYS), Metionina (MET), Fenilalanina (PHE) e Triptofano (TRP). Tais
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aminodcidos possuem cadeias laterais hidrofébicas e carga liquida nula. Por outro lado, os ami-
nodcidos Serina (SER), Treonina (THR), Tirosina (TYR), Asparagina (ASN) e Glutamina (GLN)
apresentam cadeias laterais com carga liquida nula, no entanto sdo polares uma vez que possuem
grupos quimicos suscetiveis para a formagdo de pontes de hidrogénio, como a carboxila e a amida.
No caso dos aminoacidos com cadeias laterais carregadas, a Lisina (LYS), Arginina (ARG) e a
Histidina (HIS) s@o aminodcidos bdsicos cujas cadeias laterais detém carga liquida positiva. No
caso do Acido Aspértico (ASP) e do Acido Glutimico (GLU), também chamados de Aspartato e
Glutamato respectivamente, suas cadeias laterais sdo negativamente carregadas. Os aminodcidos
carregados positivamente ou negativamente sao hidrofilicos e tendem a se localizar na superficie da
proteina, enquanto que os aminodcidos hidrofébicos, como os de cadeia lateral apolar, geralmente

encontram-se no interior protéico [8, 10].

Fonte: Patrick, 1995

A estrutura protéica pode organizar-se em quatro niveis diferentes: Primdria, Secundaria, Ter-
cidria e Quaterndria. A estrutura primdria consiste no nivel mais simples de conformagao da pro-
tefna, visto que € a sequéncia de residuos aminodcidos unidos entre si por ligagdes covalentes
(incluindo ligagcdes disulfidicas) em uma cadeia polipeptidica. Estruturas secunddrias referem-se
a arranjos estaveis de aminoacidos que formam padrdes estruturais recorrentes, como no caso das
estruturas de Alfa-Hélice e Folha-Beta. Ja as estruturas tercidrias se caracterizam pelo dobramento
tridimencional de um polipeptideo. O arranjo espacial de duas ou mais subunidades polipeptidicas
configuram uma estrutura quaterndria [11]. A figura 1.2 mostra os quatro diferentes niveis organi-

zacionais de uma proteina, onde a Hemoglobina € utilizada como modelo para exemplificd-los.

Instituto de Fisica - UFAL



Introdugao

Tabela 1.1: Os 20 aminodcidos (AA) normalmente encontrados como residuos em proteinas. Ou-
tros menos comuns, decorrentes de modificagdes em aminodcidos comuns apds a sintese protéica,

também ocorrem em proteinas.

Aminoéacidos sintetizados no corpo humano Carga liquida da cadeia lateral (Polaridade)

Alanina (ALA)
Arginina (ARG)
Asparagina (ASN)
Acido Aspértico (ASP)
Cisteina (CYS)
Acido Glutamico (GLU)
Glutamina (GLN)
Glicina (GLY)
Prolina (PRO)
Serina (SER)
Tirosina (TYR)
Aminoacidos essenciais a dieta
Histidina (HIS)
Isoleucina (ILE)
Leucina (LEU)
Lisina (LYS)
Metionina (MET)
Fenilalanina (PHE)
Treonina (THR)
Triptofano (TRP)
Valina (VAL)

neutra (apolar)
positiva
neutra (polar)
negativa
neutra (apolar)
negativa
neutra (polar)
neutra (apolar)
neutra (apolar)
neutra (polar)
neutra (polar)

positiva
neutra (apolar)
neutra (apolar)

positiva
neutra (apolar)
neutra (apolar)
neutra (polar)
neutra (apolar)
neutra (apolar)

Figura 1.2: A figura representa os diferentes niveis estruturais de uma protefna. A estrutura primdria consiste na

sequéncia de aminodcidos ligados covalentemente via ligacdes peptidicas. A Estrutura secunddria configura cadeias

polipeptidicas dispostas repetidamente, formando assim estruturas protéicas caracteristicas, como por exemplo uma

Alfa-hélice, que por sua vez pode integrar a estrutura tercidria de um polipepfideo dobrado. As vdrias subunidades de

polipeptideos dobrados formam uma estrutura quaterndria, como por exemplo o arranjo protéico da Hemoglobina.

Estrutura
Terciaria

Estrutura
Primaria

Estrutura
Secundaria

Ly
Gl
Gl

-]
y
y

al

IE
w

Leu
[His | _

Aminoacidos
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Alfa-hélice

Cadeia Polipeptidica

Estrutura
Quaternaria

Subunidades Agregadas
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De um modo geral, o entendimento da estrutura da proteina precede ao entendimento do funci-
onamento dos processos envolvidos na sua interagdo com os farmacos. Assim sendo, a conforma-
cdo dos niveis de estrutura, principalmente da estrutura tercidria em uma proteina pode definir sua
funcido e interacdo com drogas. Os dobramentos ocorrem automaticamente e dependem da forma
como as proteinas sdo sintetizadas nas células. No entanto existe outros fatores determinantes da
forma que uma estrutura protéica assumird. Dentre eles, pode-se citar as for¢as envolvidas entre
as cadeias laterais dos residuos que constituem uma cadeia peptidica. Os residuos interagem en-
tre si, atraindo ou repelindo um ao outro, fazendo com que a proteina atinja a conformagao mais

favoravel, isto €, a estrutura terciaria [8].

As ligacdes intramoleculares envolvidas entre os residuos desempenham importante papel no
que diz respeito a formacao e estabilidade da estrutura protéica. Sendo assim, os tipos de ligagdo
que se destacam nestes processos sao as de natureza atrativa, tais como: as ligacdes covalentes, as
ligacdes i0nicas e as ligacdes de hidrogénio. Em compensacao, as ligacdes de Van der Waals e as

interacoes hidrofébicas também sdo relevantes na formagdo da estrutura e funcdo das proteinas.

1.1.1 Sitio de ligacao

A interacdo, ou ligacdo, de uma molécula farmacolégica com seu alvo macromolecular ocorre
em regides especificas conhecidas como sitio de ligacao (figura 1.3). Desta forma, os aminodcidos
presentes no sitio ativo desempenham um importante papel na funcao da macromolécula, de modo
que tais aminodcidos podem estar diretamente envolvidos na ligacdo do substrato com o sitio ativo,

ou estar envolvido no mecanismo de reagao.

Instituto de Fisica - UFAL



8 Introducgdo

Figura 1.3: Representagio do sitio ativo de uma macromolécula.

Sitio Ativo Sitio Ativo

Fonte: Patrick, 1995

Era usual comparar a ligacao da droga no sitio ativo com o encaixe perfeito de uma chave (que
seria o substrato) em sua fechadura (o alvo macromolecular), como podemos ver na figura 1.4.
Porém existem casos em que a mesma proteina pode ligar-se a diferentes substratos, com maior ou
menor eficiéncia. Logo,nestes cendrios niao cabe a analogia da chave e fechadura. Assim, a Teoria
do Ajuste Induzido de Koshland assume que a ligagao do substrato no sito ativo ndo se dd a partir de
um encaixe perfeito, mas ao entrar na regido ativa ocorre um processo de ajuste do sitio em relagdao
ao ligante, como mostra de modo (figura 1.4). Todavia, o substrato deve induzir a siitio de ligacao
ao melhor ajuste, ndo necessariamente a forma mais estavel, de maneira que o sitio de ligacdo nao

tenha sua forma excessivamente modificada, preservando assim o mecanismo de reacdo [8].
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Figura 1.4: Modelos de interagio do substrato com o sitio ativo.

/
ENZIMA " "
/ / FECHADURA E CHAVE

Y o

"AJUSTE INDUZIDO"

ENZIMA

Fonte: Patrick, 1995

E comum os sitios de ligacdo estarem localizados préximos ou na prépria superficie das pro-
tefnas. Por esse motivo, as for¢as iOnicas assumem importante papel na ligacdo do substrato com
o sitio ativo. Ademais, as for¢as intermoleculares envolvidas na ligacdo do substrato com a en-
zima sao as mesmas forcas intramoleculares que controlam a formacao e estabilidade da estrutura
protéica. Assim, embora algumas drogas reajam de modo irreversivel ligando-se covalentemente'
com o sitio ativo de uma macromolécula, na maioria dos casos o substrato se liga ao sitio ativo
por meio de interagdes intermoleculares menos fortes, como por exemplo as ligacdes iOnicas (ou
eletrostéticas), as interacdes de Van der Waals, as pontes de hidrogénio e as interagdes repulsivas.

Portanto, vamos agora considerar os possiveis tipos de interagdo intermolecular que ocorrem no

' As ligagdes covalentes apresentam altas energias com cerca de 47,80 a 95,60 kcal/mol
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processo de ligacdo de uma droga com a regido bioativa de um alvo macromolecular.

1.1.2 Interacoes ionicas (ou eletrostaticas)

As interacOes eletrostdticas ocorrem entre grupos atdmicos eletricamente carregados e envol-
vem forgas atrativas e repulsivas. A natureza destas interacoes depende dos sinais das cargas elé-
tricas dos dtomos, isto €, para cargas de mesmo sinal ocorrerd interagdo atrativa, enquanto que para
cargas opostas havera repulsao elétrica. De um modo geral, dois tipos de forca eletrostatica sao

dominantes em proteinas. Sao elas, a interacdo i0nica e as interacdes de hidrogénio [12].

Figura 1.5: Ligacdo idnica entre o fon carboxilato do residuo dcido aspdrtico e o fon amdnio da lisina.

y ' ? Ionic Bond
CH; O~
*COo;, @
ASP HaN—(CHz)s—

LYS

Fonte: Patrick, 1995

A interacdo idnica (1.5) envolve a atracdo de fons ou moléculas com cargas permanentemente
completas de sinais opostos e € a mais forte entre as for¢as intermoleculares, com energia em torno
de 4,78 a 9,56 kcal/mol. Este tipo de interacao € muito comum em macromoléculas e desempenham
funcdes como estabilizar a estrututura de proteinas e sua interacdo com outras moléculas, além de

direcionar as catdlises enzimadticas [13]. Este tipo de interacdo € descrita pela lei de Coulomb para
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duas cargas pontuais em um meio uniforme, assim, a energia desta interacao € inversamente propor-
cional a distancia entre os dois 4tomos carregados. Portanto as intera¢des iOnicas (ou eletrostaticas)

sdo consideradas de longo alcance.

De acordo com a lei de Coulomb, esta interagdo possui também a dependéncia com a constante
dielétrica, isto é, o meio € um aspecto relevante na magnitude da mesma. A constante dielétrica
representa a habilidade de mascarar a interacao eletrostdtica, destarte no meio cuja constante dile-
trica seja alta, deve ocorrer uma diminuic@o na energia de interacdo entre as cargas. No caso das
regides internas da proteina, tais como suas regides bioativas, a constante dielétrica varia, sendo
necessdria a inclusio da energia de polarizacdo do meio protéico. Ja no caso dos sitios de ligagdao

das proteinas, os quais sio hidrofébicos, o efeito das interagdes iOnicas sdo mais evidentes [14].

A parte eletrostatica da energia de interacdo intermolecular total é bastante proeminente. As-
sim, muitos programas de mecanica molecular incluem o termo energético correspondente, os quais
dependem das cargas parciais atdbmicas. Deste modo, a energia eletrostatica de macromoléculas
pode ser calculada por meio de diversas aproximagdes, tais como procedimentos topoldgicos, ou
através de métodos de fungoes de onda na MQ, onde utiliza-se a andlise populacional de cargas

[15].

1.1.3 Interacoes de hidrogénio

Interacdes de hidrogénio sdo muito comuns em proteinas, de maneira que sdo consideradas

fatores importantes para a formacao destas estruturas supramoleculares [16, 17, 18].

Instituto de Fisica - UFAL



12 Introdugao

Figura 1.6: Representagdo de uma ponte de hidrogénio. O dtomo doador (denotado por D) estd ligado ao hidrogénio

que ¢é fornecido para o dtomo aceitador (denotado por A).

Donor Acceptor
\ o— S+ &— o+ /

D——H A =—=C
/\_ J \
v
Bond length

Fonte: Kessel, 2011

Com uma energia que varia entre 3,82 e 14,34 kcal/mol, a ponte de hidrogénio (ver figura 1.6)
se da entre um heterodtomo Y eletronegativo, isto €, que possui um par de elétrons desemparelhados
(geralmente um Oxigénio (O) ou Nitrogénio(N)) e um hidrogénio que normalmente esta ligado
covalentemente a um 4dtomo X também eletronegativo (O ou N). Assim, o 4tomo protonado X-H
tende a se aproximar do dtomo eletronegativo e o hidrogénio passa a compartilhar cargas com o
mesmo, criando desta maneira a ponte de hidrogénio. Neste caso, o grupo que fornece o dtomo de
hidrogénio para a ligag@o € conhecido como doador (D) e o grupo que fornece o &tomo com elétrons
excedentes sdo denominados aceitadores (A). Visto que os dtomo envolvidos neste proceeso de
interacao sdo parcialmente carregados, entdo a ponte de hidrogénio é considarada uma interagao
eletrostdtica fraca. As distancias caracteristicas para a formacao de pontes de hidrogénio ficam em

torno de 1,5-2,2 A [8].

Moléculas de dgua no interior de proteinas também podem formar pontes de hidrogénios entre
si e com as cadeias laterais da proteina. De outra maneira, &tomos de carbono (do tipo C-H) podem
fornecer hidrogénios mais fracas do que pontes de hidrogénio convencionais, pois a eletronegativi-

dade de C ¢ mais baixa que a do oxigénio e do nitrogénio [19].
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1.1.4 Interacoes de Van der Waals

A interacdo de van der Waals resulta da interagdo entre moléculas hidrofobicas, como por
exemplo a interacdo entre anéis aromadticos” (figura 1.7). Consideradas interacdes fracas com ener-
gias tipicas de 0,48 a 0,96 kcal/mol, a forca destas interagdes diminuem rapidamente com a distan-
cia entre as moléculas, com um decaimento da ordem da sétima poténcia da distancia de separagao.
Desta forma, as interagdes de van der Waals sdo cruciais na descri¢do das forcas envolvidas em

regides apolares da proteina [8].

Figura 1.7: Interagdo de van der Waals entre duas Fenilalaninas (PHE), que sdo dois residuos aromdticos e hidrof6-

bicos.

Fonte: Patrick, 1995

Devidos as flutua¢des quanticas transitérias nos elétrons, dipolos atdmicos sdo gerados e suas
mudancas constantes de direcdo, levam a variacdes no campo elétrico do d&tomo, o que significa
que dois elétrons a uma distancia em torno de 7 A induzem mudangas opostas no campo elétrico

um do outro. Deste modo, os dois dipolos opostos interagem eletrostaticamente e como resultado,

2 Aproximadamente 60 % das cadeias laterais aromaticas estio envolvidas em interacdes do tipo 7-7 e préton-m
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se atraem. Porém, na medida em que os 4tomos se aproximam, suas nuvens eletronicas comecam a
se repelir, obedecendo assim o principio da exclusdo de Pauli ®. Estas forcas atrativas e repulsivas
constituem as interacdes de van der Waals, e ocorrem em atomos adjacentes de maneira que as
distancias interatdmicas sao suficientemente curtas para permitir interacdes atrativas, mas distantes
o bastante para ndo produzir repulsdo (figura 1.8). Conseqiientemente, cada dtomo recebe um
raio de van der Waals, que € igual a melhor distancia do nicleo do dtomo ao invélucro exterior
dos atomos vizinhos. Nas macromoléculas, como as proteinas, os dtomos sdo frequentemente
embalados uns contra os outros de modo que a distancia entre eles produz consideravel energia de

van der Waals [12, 20].

3De acordo com o principio da exclusdo de Pauli, os elétrons niio podem se sobrepoder espacialmente.
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Figura 1.8: A energia de interagdo de van der Waals como uma fung¢do da distancia entre o nicleo e um dimero

de argdnio. Nota-se claramante a atracdo eletrostdtica (intera¢do de longo alcance) e a interag@o repulsiva devido ao

principio de exclusdo de Pauling (interagdo de curto alcance).

Repulsion
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distance

Fonte: Kessel, 2011

A equacdo 1.1 descreve o potencial de Lennard-Jones, onde a interacdo de van der Waals é
descrita empiricamente, jd que para a mesma ndo possui uma expressdo exata. Neste caso, 7;;
sdo as distancias entre os nicleos atdmicos, enquanto que as constantes A;; e B;; representam

propriedades fisico-quimicas especificas de cada par de d&tomos [21].

Evdw = Tg - 7“6] (11)
ij ij
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As interagdes de van der Waals sdo constituidas por trés tipos diferentes de forcas, conhecidas

como: interagdes de Keeson, interacdes de Debye e interacdes de dispersdo de London.

Interacoes de Keeson ou interacoes dipolo permanente-dipolo permanente

As interacoes de Keeson sdo as mais fortes dentre as interacdes de van der Waals. Este tipo de
interacao ocorre entre dois dipolos permanentes, em que a parte negativa do dipolo de uma molécula
interage com a parte positiva do dipolo de outra molécula. A energia de interagdo dipolo-dipolo

depende da orientagdo entre os dois dipolos e varia com 1/r3 [22].

Interacoes de Debye ou interacoes dipolo permanente—dipolo induzido

As interacdes de Debye ocorrem entre moléculas polares e apolares. Assim, quando uma
molécula com dipolo permanente se aproxima de outra molécula com alta polarizabilidade, de
modo qua a primeira molécula possa induzir um dipolo nesta tltima, ocorre uma interag¢do dipolo
permanente-dipolo induzido. Este tipo de interacdo varia com o inverso da quarta poténcia da

distancia intermolecular 1/ r [22].

Interacoes de dispersao de London ou interacoes de dipolo induzido-dipolo induzido

A interacdo de dispersdo de London decorre em todas as intera¢cdes moleculares, de maneira
que para moléculas apolares, tal interacdo € a unica for¢a presente. Quando duas moléculas apolares
se aproximam, ambas perturbam a densidade eletronica uma da outra, originando assim dipolos

induzidos. Esta é a forca mais fraca entre as interagdes de van der Waals e varia com 1/r°[22].
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1.2 Estudo de proteinas via Métodos de Modelagem Molecular

Inicialmente, aproximadamente até a década de 80, os medicamentos eram desenvolvidos atra-
vés de metodologias baseadas em triagem cega, onde eram realizados diversos ensaios biolégicos
para varias moléculas, que eram testadas aleatoriamente, sem conhecimento dos mecanismos de
acdo e interacdo dos ligantes com o alvo receptor [23, 24]. No entanto, apesar de muitos fairmacos
utilizados nos dias atuais terem sido obtidos através destes métodos, eram necessarios tempos cada
vez maiores e altos custos para a descoberta e desenvolvimento de novas drogas, por esses proces-
sos. Neste cendrio, o avanco da biologia molecular e das técnicas experimentais para isolamento e
preparacdo de proteinas, a identificacdo de diversos alvos moleculares relacionados a doengas e o
crescimento de informacdes estruturais, proporcionados principalmente por projetos como GENO-
MAS e PROTEOMAS, conduziram ao desenvolvimento de ferramentas e métodos computacionais
para o auxilio no planejamento de novos medicamentos [25]. Por conseguinte, muitos bancos de
dados disponibilizam estruturas moleculares, tanto de complexos macromoleculares (como o Pro-
tein Data Bank), quanto de moléculas ligantes (Cambridge Structural Database) permitindo desta

maneira um grande avanco nas estratégias computacionais de planejamento de farmacos [26]

Diversas técnicas computacionais, como visualizagcdo, docking, simula¢des moleculares, qui-
mica quantica e design de novo, foram concebidos com o proposito de identificar os tipos de in-
teracdo envolvidas em sistemas ligante-proteina, assim como tentar estimar a afinidade com novas
entidades moleculares bioativas. Dentro deste contexto foi desenvolvida a drea de Desenho Racio-
nal de Farmacos Baseados em Estruturas (DRBE), que € um conjunto de metodologias sistemaéticas
que tem como objetivo encontrar compostos prototipos. Para isto, € realizado o estudo de estruturas
tridimensionas das macromoléculas receptoras, levando em consideragdo as interagdes intermole-
culares envolvidas no processo de ligagdo do farmaco com o sitio ativo do alvo macromolecu-
lar. Dentro do DRBE estao diversas metodologias amplamente utilizadas tanto para a descoberta,

quanto para a otimiza¢do de compostos ja conhecidos [27, 28].

A partir da identificacdo de alvos macromoleculares, conseguida através de técnicas experimen-
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tais como raios x e NMR, € feita uma triagem In Silico dos ligantes que podem desencadear o efeito
bioldgico esperado. Para isso os métodos tedricos computacionais como QSAR ((sigla para Quan-
titative Structure—Activity Relationship)) e Docking sao amplamente utilizados, principalmente nas
fases de otimizagdo do composto lider, onde modificacdes mais precisas sdo essenciais para que a

molécula ligante se ajuste ao perfil d¢ ADME-tox * sem perder a afinidade com o alvo [4, 28].

O método QSAR (Quantitative Structure—Activity Relationship) estuda a relacdo quantitativa
entre estrutura e atividade, podendo ser descrito como uma aplicacdo de métodos de andlise de
dados estatisticos para o desenvolvimento de modelos que possam predizer a atividade ou proprie-
dade biolégica de compostos baseados em suas estruturas moleculares, ou seja, um modelo QSAR
correlaciona as propriedades estruturais, fisico-quimicas e conformacionais com suas atividades
bilogicas, utilizando-se de aproximacdes estatisticas [29]. Existem diferentes abordagens para este
método, das quais podemos citar os métodos QSAR-2D (que faz uso de descritores > obtidos ex-
perimentalmente e calculados a partir da estrutura molecular bidimensional), 0 QSAR-3D (que
utiliza descritores moleculares obtidos de estruturas tridimensionais pode ser classificado como um
método dependente ou independente do receptor) e 0 QSAR-4D (que inclui flexibilidade confor-
macional e liberdade de alinhamento como quarta dimensao) [30, 31, 32, 33]. O método CoMFA
(Comparative molecular field analysis) € um tipo de método QSAR-3D, que inclui Anélise compa-
rativa de campo molecular e considera que as interacdes intermoleculares entre o ligante e o sitio
ativo do alvo macromolecular, especialmente as estéricas e eletrostaticas contribuem fortemente

para agdo bioldgica [34].

Aproximacdes computacionais de reconhecimento molecular, chamadas de metodologias de
docking, "ancoram"pequenas estruturas moleculares nas regides bioativas de alvos macromolecu-
lares (biorreceptor que pode ser uma proteina), a fim de ativar ou bloquear sua funcao bioldgica.

Estas metodologias sdo extensamente aplicadas na identificacio de compostos prot6tipos novos,

*ADME-tox é o acronimo utilizado na farmacocinética e na farmacologia para as caracteristicas que definem a
performance e a atividade farmacoldgica dos compostos moleculares, como absor¢do, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo, levando em consideracdo a sua toxicidade

Descritores moleculares sdo propriedades estruturais calculadas ou medidas experimentalmente
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assim como para a otimizacdo de moléculas bioativas ja conhecidas. A partir do conhecimento do
alvo terapéutico e a determinacdo de sua estrutura molecular tridimensional (obtidos por meio de
técnicas experimentais e disponiiveis em bancos de dados como o PDB), de modo semelhante as
metodologias tradicionais, € realizada uma triagem in silico nos bancos de estruturas moleculares
, com o0 objetivo de selecionar os candidatos mais promissores a composto prototipo [4]. Através
de metodologias docking mais acuradas, os candidatos mais promissores passam por otimizagdes
e refinamentos em suas estruturas moleculares, de modo que suas fun¢des esperadas sejam poten-
cializadas e suas propriedades farmacocinéticas sejam sejam condizentes com as de um farmaco

apropriado para consumo.

As metodologias de docking mais especificas se propdem a descrevem as interagdes intra e
intermoleculares envolvidas no reconhecimento molecular entre a micro molécula ligante e o alvo
macromolecular receptor. Todavia, predizer a energia de ligacdo entre ligante-receptor de forma
precisa exige um alto custo computacional. Assim, para a fase de busca conformacional, muitos
programas de docking utilizam modelos de funcdes simples para a energia potencial, baseadas em
campos de forca cldssicos via mecanica molecular. J4 as funcdes scoring, consideradas mais sofis-
ticadas, incluem termos entrépicos oriundos da solvatacdo do sistema e s@o utilizadas para avaliar
as conformagdes do complexo geradas a partir das primeiras. Em sintese, as fun¢des utilizadas
pelos programas de docking se dividem em trés classes [35], baseadas em campos de for¢a (como
os campos GROMOS [36], AMBER [37], CHARMM [38] e MMFF94 [39]), em fun¢des empi-
ricas (estas reproduzem dados experimentais da energia livre de ligacdo, e sdo implementadas em
programas como GOLD [40], LUDI [41], FlexX [42]) e em fun¢des baseadas em conhecimento
(utilizam informagdes estruturais experimentais, porém avaliam a mudanca de energia livre em
funcdo de coordenadas intratdmicas, através da estatistica de Boltzman, como o por exemplo pro-
grama DrugScore [43]). Além disso, muitas metodologias docking ligante-receptor incluem cada
vez mais variantes, como maior grau de flexibilidade por exemplo, na tentativa de buscar o maior
nimero de solugdes e encontrar o resultado mais acurado possivel. Para isto, programas de docking

utilizam métodos de Dinamica Molecular [44] e Monte Carlo [45] em seus algoritmos, na tentativa
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de encontrar a energia minima destes tipos de sistema [27, 4].

1.3 Estudo de proteinas através de métodos baseados em Me-

canica Quantica

Os sistemas ligante-recepetores sdo complexos e possuem considerdvel flexibilidade, assim
como funcdes dcidas e basicas que podem induzir ao equilibrio tautomérico e conferir diferentes
conformagdes e caracteristicas estéricas e eletronicas [46, 47, 48]. Neste ensejo, o uso de métodos
de quimica quantica tem se tornado um importante tipo de abordagem no estudo das interagdes
ligante-proteina. Esta via de estudo constitui modelos que visam um entendimento mais aprofun-
dados das propriedades fundamentais de farmacos [49, 50]. O uso desde métodos ab initio °, como
Hartree-Fock (HF), até métodos pos HF, aliados as metodologias mais tradicionais como QSAR
e mecanica molecular, tem permitido sitematicamente o refinamento das descricdes da interacoes
intra e intermoleculares em complexos ligante-proteina [S0]. Aproximacdes do tipo QM/MM (do
inglés Quantum Mechanics/ Molecular Mechanics) t€ém se mostrado metodologias promissoras na
predicdo da afinidade e energia de ligacdo entre ligante e proteinas, porém na maioria dos casos,
devido ao tamanho extenso da proteina, esta € calculada via mecéanica molecular, enquanto que
somente as moléculas dos ligantes sdo tratados via mecanica quantica, afetando assim a confiabili-

dade dos calculos realizados mediante QM/MM [51, 52, 53].

O problema dos altos custos computacionais, devido a larga escala dos sistemas protéicos,
foram em certa medida solucionadas a partir do desenvolvimento dos métodos de escala linear ba-
seados no fracionamento molecular, como o MFCC (Molecular Fractional with Caps Conjugated),
onde célculos mais sofisticados, a nivel de DFT (Density Functional Theory) por exemplo, podem
ser aplicados em sistemas de milhares de dtomos [54, 55, 56]. Os detalhes tedricos em que se ba-

seiam tais métodos serdo apresentados no proximo capitulo, ressaltando que no presente trabalho,

%0 termo ab initio (palavra origindria do latim, significa "desde o inicio") estd relacionado aos cdlculos que buscam
a resolucdo das equagdes sem referéncia a outros resultados
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além de aplicarmos os métodos HF e DFT, realizaremos também o estudo das energias de intera-

¢do no sistema proposto a nivel perturbativo via MP2 (Método perturbativo de Mgller-Plesset de

segunda ordem).
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Capitulo 2

Métodos Quanticos

Métodos computacionais baseados em mecanica quantica (MQ) sdo importantes ferramentas
para o entendimento e/ou predi¢cdo de interagdes quimicas-bioldgicas, auxiliando no desenho ra-
cional de farmacos [57]. No entanto, resultados computacionais dependem tanto dos parametros,
como da qualidade dos conjuntos de bases utilizados nas modelagens de sistemas bioldgicos via
MQ. Deste modo, novos métodos tedricos de quimica quantica foram e tém sido desenvolvidos,
com o objetivo de tratar sistemas macromoleculares, como dcidos nucléicos e proteinas. A des-
cricdo de aminodcidos e peptideos t€m sido frequentemente realizadas via métodos ab initio ou
semiempirico e suas energias sdo calculadas com o auxilio de cdlculos que envolvem o uso de

campos de forca e métodos de mecanica molecular [58].

Os métodos quanticos podem ser classificados em duas classes de acordo com suas funciona-
lidades: uma classe que inclui os métodos usados para quantificar energias e otimizar estruturas,
enquanto que outra classe abrange aqueles que sdo voltados para o célculo de propriedades mole-
culares, tais como cargas parciais, comprimentos de ligacdes e angulos de tor¢ao [59]. Outrossim,
um aspecto importante em relacdo a cada método quantico € o seu custo computacional. Desta

maneira, como alguns métodos s@o consideravelmente mais dispendiosos que outros, a escolha do
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método deve levar em consideracdo, dentre outras questdes, o tamanho do sistema molecular. As-
sim, o custo computacional do método Hartree-Fock € proporcional a N3, com N sendo o nimero
de funcdes base, isto €, se o nimero de funcdes base dobrar, o custo do cdlculo aumentard em 8
vezes. No caso de métodos mais acurados esse custo € maior, como no caso do método pertur-
bativo de Mgller-Plesset de segunda ordem, o qual escala nominalmente como N 5 0 método da
Teoria do Funcional da densidade apresenta escala nominal semelhante ao método de Hartree-Fock
(cerca de N?3), porém devido a termos de proporcionalidade maiores, na pritica exibem célculos

computacionais mais onerosos [60].

A aplicacdo direta de métodos quanticos em sistemas macromoleculares depende do tamanho
da proteina, uma vez que o poder computacional atualmente disponivel ndo € suficiente para ge-
rar resultados com nivel de seguranca similar aos experimentais. Desta forma, para aumentar a
precis@o dos célculos e possibilitar o estudo e descri¢des de macromoléculas, sdo propostas meto-
dologias hibridas que mesclam mecanica quantica e mecanica molecular (MQ/MM), assim como
sdo empregadas diferentes abordagens, como por exemplo as estratégias de fragmentacdo molecu-

lar, denominadas MFCC (sigla do termo inglés Molecular Fractional with Caps Conjugated) [59].

Neste capitulo serdo abordadas as bases tedricas dos métodos quanticos que sustentam a me-
todologia proposta neste trabalho, isto €, os métodos que foram usados na descricao e investigacao
do efeito de interacdOes de longo alcance na energia entre farmaco e proteina. A primeira se¢do trata
sobre os métodos ab initio, enquanto que a segunda apresenta os fundamentos da Teoria do Funci-
onal da Densidade (DFT). Serdao mostrados os conceitos e fundamentacdes tedricas sobre as cargas
pontuais e a corre¢do de longo alcance para os efeitos eletrostaticos. O método perturbativo de

Mgller-Plesset de segunda ordem (MP2) também sera discutido, assim como a implementagdo das
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estratégia de fragmentagdo molecular (MFCC) para o estudo das interagdes entre ligante e proteina.
2.1 O método Hartree-Fock

Obter solugdes exatas da equacdo de Schrodinger para sistemas poliatdbmicos nao € uma ta-
refa factivel. No entanto, o uso de algumas técnicas e metodologias torna possivel a obtencdo de
solucdes aproximadas bastante precisas. Desta forma, proriedades de sistemas atdbmicos e mole-
culares podem ser obtidas por meio de métodos aproximativos como por exemplo o método de

Hartree-Fock (HF) [4].

Embora o método de Hartree-Fock forneca solu¢do aproximada satisfatdria para o problema de
muitos elétrons, ele é considerado como um ponto de partida para outros métodos, tais quais for-
necem resultados mais proximos da solucdo exata. A partir da aproximagdo de Born-Oppenheimer

(BO) o0 método de HF busca a solugdo para a equacdo de Schrodinger eletronica 2.1,
Hy(r;R) = E(R)y(r; R) 2.1)

Neste caso, as dependéncias temporais (o interesse central € obter solugdes para estados estaciond-
rios) e os efeitos relativisticos sdo desprezados. Héa parte eletronica do operador hamiltoniano do
sistema e F os autovalores da energia eletronica. A funcdo de onda, representada por ¢ descreve
os estados eletronicos nas posicdes r com parametrizacdo em R, que consiste no conjunto fixo das

posi¢cdes dos nucleos atdmicos.
O hamiltoniano para a equacgdo 2.1 € dado por:
N

v Zre? 1 "L e >
Z Z Z dmegry; 5 %: dmegri; (2:2)

onde m,. € a massa do elétron, Z; o nimero atdmico do niicleo I, R;; a distidncia entre o n "ucleo
I e o elétron 7 e r;; a distancia entre os elétrons 7 e j. Os indices n e N se referem ao nimero de

elétrons e nicleos, respectivamente.
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O hamiltoniano eletronico 2.2 pode ser reescrito utilizando o sistema de unidades atdmicas de

Hartree (a.u.) ', tomando a seguinte forma:

A- iy vy iyl 23
=32 Vim XD -
i i I ' ig Y

O primeiro termo descreve a energia cinética dos elétrons movimentando-se no campo dos ntcleos
atdmicos estaciondrios. O segundo termo se refere a interagdo elétron-nicleo e o ultimo 4 interacao
elétron-elétron dos sistema. Em cdlculos de estruturas moleculares € convencional ndo incluir o
termo de repulsdo nicleo-nicleo no hamiltoniano, uma vez que o mesmo depende somente do
parametro R e contribui como uma constante. Além disso, tal interacdo pode ser adicionada como

um termo classico no final dos calculos [61].

Para obter a melhor aproximacgdo possivel na descricdo de um sistema de muitos elétrons, o
método de HF baseia-se no uso de fungdes de estado expandidas em formas de determinantes,
visto que estas fungdes de ondas devem ser antissimétricas mediante uma permutagdo entre dois
elétrons. A expansdo da fun¢do de onda dos elétrons em um conjunto completo de funcdes de

estado para um sistema de N-elétrons € conhecida como o determinante de Slater (2.4),

xi(x1)  xe(x1) oo xwv(x1)

1| xa(x2)  xa(x2) -+ xn(x2)
cbozﬁ (2.4)

x1(xy) x2(xn) - xnv(xXn)

Assim, a introdu¢do de um tnico determinante de Slater simplifica o problema de se encontrar uma
tnica fun¢do de onda para N elétrons de um sistema, que agora centra-se em calcular N fun¢des de

onda de um elétron, chamadas de spin-orbitais moleculares. Por outro lado, a fung¢do de onda de

'No sistema de unidades atémicas: m, = h = e = 1 /Ameg = ag = 1, com energia expressa em Hartree e a
distancia em termo do raio de Bohr ay.

Tese de Doutorado



2.1 O método Hartree-Fock 27

HF, dada pelo determinante de Slater, pode ser reescrita da seguinte forma:

Lo
b = N 2(—1)”3{)(1(?(1))(2?(2 XN (XN)} (2.5)

onde F; é o operador permutacdo de /N elementos e p; € o nimero de transposi¢des de F;.

As fungdes x’s denotam os spin-orbitais moleculares (SOM) de cada elétron e podem ser se-

paradas em termos das coordenadas espaciais e do spin, isto €,

Xa(X1) = ¢p(ri)a(l) (2.6)

ou

Xa(X1) = ¢p(r1) (1) (2.7)

onde o spin "up"é representado por o e o "down"por 3. Notada por ¢, a parte espacial da funcao

de estado eletrdnica é conhecida como os orbitais moleculares (OMs).

A depender das restricdes impostas sobre os orbitais moleculares, o método HF pode ser ndo
restrito (UHF) e restrito (RHF) 2. Geralmente, o método UHF € aplicado ao caso de sistemas com
camadas abertas, onde ndo sdo feitas restricoes sobre os SOM. Ja no caso de sistemas com camadas
fechadas, onde os orbitais moleculares sdo ocupados por pares de elétrons, um com spin "up"(«) e

"down"(3), é recomendado o uso do método RHF[62].

2.1.1 A equacio canodnica de Hartree-Fock

Os spin-orbitais moleculares (SOM) que compdem o determinante de Slater dado pela equagdo
2.4 sdo obtidos por meio da equagdo de autovalor de Hartree-Fock (HF). No entanto € necessério

desenvolver um critério de escolha destas func¢des de estado, o qual € fornecido através do método

2UHF ¢ a sigla em inglés de Unrestricted Hartree-Fock e RHF vém do termo Restricted Hartree-Fock.
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variacional [63, 64, 65].

O teorema variacional pode ser util para a dedu¢do da equacdo de Schrodinger independente
do tempo, a partir do argumento de que a mesma obedece a condi¢do de extremo do funcional de
energia F[¢], que é justamente o valor médio do operador Hamiltoniano. Por outro lado, o uso
do teorema variacional consiste na obtencdo de funcdes de estado dependentes de parametros que

minimizem E[¢], de modo que,

El¢] > Ey (2.8)

onde E[¢] = ( ®|H|P).

A equacdo 2.8 mostra uma das defini¢des do teorema variacional, onde £ deve ser sempre
maior ou igual 4 energia do estado fundamental £,. Assim quanto menor £, mais proxima estara
da solucdo procurada. Em outras palavras, a fun¢do de onda mais préxima da solucdo exata é
aquela que minimiza F, e esta ultima € o valor médio do operador hamiltoniano H. Logo, como H

€ um funcional dos spin-orbitais moleculares a energia também o serd. Assim sendo, temos:

E = (9| H|y) = E[x] (2.9)

Da equacio 2.9, t€ém-se que a minimizacdo da energia implica na minimiza¢do do valor médio do

operador H,

<‘I)0‘ﬁ|‘bo> = (90|01 + Oz o) (2.10)

Com,

H =0+ 0, (2.11)
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onde,

Yoo N 7z
= Zh(z) = Z {—iv? - ZT—“} (2.12)

Oy = ZZ% (2.13)

O primeiro termo da equacgdo 2.11 € definido como o operador de um elétron 2.12, enquanto que o

segundo termo como o operador de dois elétrons (2.13).

Os valores esperados dos operadores de 1 e 2 elétrons sdo

N
(®o|O:|Do) = (alha) (2.14)
a=1
e
TR
(@] 01[) = > ) (abl|ab) (2.15)
a=1 b=1
respectivamente.

A partir das equacdes 2.14 e 2.15, o valor esperado do hamiltoniano pode ser escrito como:
N 1N
(Do H|Do) = > (alhla) + QZZ ab||ab) (2.16)

a=1 a=1 b=1

Finalmente, utilizando o funcional 2.16 a equacao 2.9 se torna,

B = 3 fralhl) + 5 3 (o) = b)) @17
a,b

a
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onde o operador de 2 elétrons € notado a partir da definicdo
(abl|aby = (ablab) — (ab|ba) (2.18)

O funcional dado em 2.17 deve ser minimizado sob a condi¢do de ortonormalidade dos SOM’s,

isto €,
(XalXb) — 0ap =0 (2.19)

Devido ao vinculo 2.19, a técnica de multiplicadores de lagrange pode ser aplicada a minimizagao

do funcional 2.17, ou seja,

LiX] = E[X] =Y eral(Xalxs) — 0a) (2.20)

onde os multiplicadores de Lagrange sao os coeficientes ¢, € L é real. Desta forma, como £ é real,

entdo o segundo termo da equacdo 2.20 também deve ser, logo

(Xalxp)" = (XblXa) 2.21)
Da expressao 2.21, pode-se concluir que:
€ab = €ba (2.22)

Portanto, os multiplicadores de lagrange sao os elementos que formam uma matriz hermitiana.

Prosseguindo com o procedimento de minimiza¢do de L, uma pequena variagao nos SOM’s

produzird uma variacdo em L dada por,

0L =" (0xalllXa) + D (6XaXslXaXb) = (OXaXolXbXa) = Y €an(OXalXs) + .. (223)

a a,b a,b
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com c.c. sendo o complexo conjugado dos demais termos.

Ao utilizar a seguinte notacao,

(X0 xas) = <xa(1)5xb(2) . Xa(l)xb(2)>
(xoxalxoxe) = <5Xb(1)xa(2) \i Xb(l)xa(2)>

(2.24)

sdo definidos os operadores de Coulomb (7;) e de troca (K;), expressos nas respectivas equacgoes

TW)xall) = <xb<2> L xb<2>> Ya(1) (225)
Ko(L)xa(1) = <xb<2> - xa<2>> w(l) (2.26)

Em termos dos operadores de Coulomb (2.25) e de troca 2.26, a equacdo 2.23 pode ser reescrita

como,

h(1) + > [F(1) = Ko(1)]

a

0L =) (Oxa(1)| {

IXa(1) Zebalxb }+c.c. (2.27)

Para minimizar L faz-se 6L = 0, e como dY, € arbitrario, temos

{ )+ Z [ (1 ]} Xa(1) = ebaxn(1) (2.28)

b

O termo da expressao 2.28 que se encontra entre chaves é chamado de operador de Fock,

D)+ [7(1) = Ky(1)] (2.29)
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Reescrevendo a equacdo 2.28 em termos de 2.29, obtemos

FDxa(1) = éaxs(1) (2.30)

b

Como os multiplicadores de lagrange sob uma transformacao unitaria podem ser escritos na forma

matricial,
¢ =UfeU (2.31)

. . .. - - e, . . . ’
onde € é uma matriz hermitiana. Entdo, para uma tranformacao unitdria que diagonalize €, os

elementos desta ultima matriz serdo dados por,
€ = €0a (2.32)
Utilizando 2.32, equagdo 2.30 se torna,

Fx)xa(1) =D eabarxy(1) = €,x(1) (2.33)
b

que pode ser reescrita, sem as linhas, como
Fx1)xa(1) = €axa(1) (2.34)

A equagdo 2.34 é denominada como equacdo candnica de Hartree-Fock, enquanto que os SOM’s
obtidos por meio desta sdo conhecidos como spin-orbitais candnicos. Além disso, substituindo o
operador de Fock na mesma, multiplicando pela fun¢do x? (1) e integrando a expressao resultante,

tém-se:

ea = (Xa(D[R(1) + D _[F(1) = Kp(1)]xa(1)) (2.35)
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que expressa as energias orbitais.

Ao utilizar as expressdes dos operadores J;,(1) e Kp(1) em 2.35, chegamos a,

€a = (alhla) + > (ab|ab) (2.36)

b

Comparando 2.36 com a expressao para o funcional 2.17, temos a equagdo para a energia eletronica

total:

1
E = Z =3 ;mbﬂab) (2.37)

Assim, a energia resulta do somatorio das energia orbitais, que sd@o autovalores do operador de

Fock. Com a replusdo elétron-elétron é contada duas vezes, a mesma € subtraida.

Visto que o operador de Fock depende da solu¢do dos spin-orbitais calculados pela equagao
de HF, e cada SOM existe uma equacdo que depende de outros orbitais por meio do operador
de Fock, as equacdes sdo resolvidas iterativamente através de aproximagdes. Devido a isto, o
método HF € dito autoconsistente. O método de HF se aplica melhor a sistemas de poucos elétrons,
uma vez que para sistemas moleculares maiores, a resolu¢do numérica da equagcdo de HF nao é
factivel. Neste ultimo caso, sao utilizadas as equacdes de Hartree-Fock-Roothaan ou de Pople-
Nesbet, cujas resolugdes sdo baseadas em métodos que expandem a parte espacial dos SOM’s
a partir de um conjunto de fungdes-base conhecidas. Nao obstante, 0 método HF utiliza uma
metodologia variacional baseada em um unico determinante. Dessa maneira, este método perde
alguns detalhes relacionados as interagdes eletronicas, pois o movimento correlacionado entre as
particulas passa a ser tratado por uma interacado média autoconsistente [65]. Por esta razdo, se faz
necessdrio definir uma energia de correlacdo como sendo a diferenca entre a energia calculada via

método HF restrito e a energia exata F, isto &,

Ecorr = EO — Egr. (238)
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Deste modo, diversos métodos tedricos foram desenvolvidos visando obter a energia de correlagao
eletrobnica. Dentre eles, destaca-se o Método Perturbativo de Mgller-Plesset (MPPT), que sera

apresentado adiante.

2.2 O Método Perturbativo de Mgller-Plesset (MPPT)

A Teoria de Perturbacdo de Muito Corpos (MBPT)? é um dos métodos p6s-HF que incluem a

correlagdo eletronica na descri¢do da estrutura eletronica de 4&tomos e moléculas [66].

Na teoria de perturbacao, o hamiltoniano do sistema € separado em duas partes distintas,
H=Hy+V (2.39)

onde Hj é o hamiltoniano ndo-perturbado, com autovalores e autoestados conhecidos. J4 o termo
V' € definido como a perturbacdo no sistema. assim, a energia exata I € dada pela resolucio da

equacgdo independente do tempo de Schrodinger:
HIY) = Ely), (2.40)

expressa como uma soma de contribui¢des dependentes da perturbacao V.

A teoria de perturbacido de Mgller-Plesset (MPPT do ingl€s Mgller-Plesset Perturbation The-

ory) define o hamiltoniano ndo perturbado, H,, como a soma dos operadores de Fock, isto é,

Ho=Y F(p) =) {fz(u) + 2 i) = f@-(u)]} - (2.41)

SMBPT é a sigla proveniente do termo em inglés Many Body Perturbation Theory.
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A perturbacio 1% pode ser obtida através de:

V=H-H, (2.42)

onde, abrindo os termos do hamiltoniano chegamos em,

N
V-3

k=1

1

o

- VHF(M)] : (2.43)

v

O 1ultimo termo se refere ao operador de Hartree-Fock, dado por:

VI () = 3 [0 = Ry @44

J

Os autovalores de energia Eéo) correspondentes ao sistema ndo-perturbado descrito pelo hamilto-

niano 2.41, sdo calculados pela soma das energias de todos os spin-orbitais ocupados [1/*)*, ou

seja,
IA{D|<DO> = E(gO) = (51 + €9 + -+ 5N)|¢§1)7¢§2)7 e 777ZJJ(VN)>A (245)
onde,
N
B =Y e, (2.46)
a=1

As funcdes de onda de HF (%) constituem o espaco P, enquanto que as fungdes ®* formam
o espaco Q e sdo geradas pelas excitagdes simples (S), duplas (D), triplas (T), etc. dos elétrons
de spins orbitais ocupados 1);,1;, - - - para orbitais virtuais ¢, ¥y, - - -. As fungdes P e * sdo

ortogonais entre si, o que simplica o cdlculo das diferentes corre¢des de energia. Assim, dado o
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operador perturbacdo (equacdo 2.43),

=y {Z — =3 itn) - f(j(u)]} @47)

entdo, ao aplicar o operador perturbacdo no estado de referéncia de HF, teremos a correcdo de

(1)

primeira ordem na energia, £, ', dada por:

ESY = (| H| D). (2.48)

De onde, usando as regras de Condon-Slater para o termo de duas e uma particula, nesta mesma

ordem teremos,

Or=> Y 1 (2.49)

Op =Y V(). (2.50)

o
Portanto, a aplicacao destes operadores no estado de referéncia resulta em:
N

(®o|Oa] o) = % > (waylliid;) (2.51)

,j=1

N
(o] O1|Dg) = Z (Wit lvigy) (2.52)

Assim, a corre¢@o de primeira ordem € dada como,
N

By = —% > (Wi llbig). (2.53)

ij=1
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Logo, a equacdo 2.53 revela que a energia de HF € idéntica a energia calculada através de MP1,

N

N
1 ,
Ey = E(()O) + E(()l) = Z € — 2 Z (Viillvii) = Enr (2.54)
i=1

ij=1

que € a propria energia de HF para o estado fundamental. Deste modo, o método de HF € correto
até a primeira ordem do MPPT e a energia de correlacdo comeca a aparecer da segunda ordem em
diante. Isso ocorre também para o momento de dipolo, a densidade eletronica e outras propriedades

eletronicas [67].

2.2.1 A correcao de Segunda Ordem

A correcdo na energia de correlagdo, MP2, é dada por:

v
Z| (olV|¢3)|* (2.55)

o — &4
onde o somatdrio é sobre todos os orbitais moleculares ocupados. As autofungdes |@g) corre-
pondem ao determinante de Slater do estado de referéncia de HF, equanto que os autoestados ¢;
correspondem aos determinantes de Slater para as excitacdes simples, duplas e de ordens superio-

Ics.

"), os orbitais ocupados a séo subtituidos pelos orbitais virtuais

r. Assim, temos:

(b0l VIgo) = (do| H|¢p) — (¢ Hol ) (2.56)

Como consequéncia do Teorema de Brillouin o termo (¢o| H|¢") se anula. J4 o segundo termo nos

da:

(ol Hol ) Zej (poldy) = (2.57)
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Dessa maneira, chegamos a,

(60| V|¢)) = 0. (2.58)

Portanto, o resultado da equagdo 2.58 revela que excita¢des simples ndo alteram a energia do estado

de referéncia de HF.

De modo andlogo, as excitagdes duplas, |¢/7), onde os orbitais ocupados a e b sdo substitui-
dos pelos orbitais virtuais r e s, apresentam contribui¢io nula para os operadores de um elétron,

contribuindo somente para o operador de dois elétrons, o que resulta em

(60| V|gos) = (ab|rs). (2.59)

Finalmente, usando o resultado 2.59, a expressao 2.55 pode ser escrita como,

E(()2) _ Z [(abllrs)|? . (2.60)
etk Ea T Ep—Er — &g

que expressa a energia de segunda ordem e inclui somente substitui¢des duplas. Além disso, como
a correcdo de primeira ordem recupera apenas a energia de HF, a corre¢do de segunda ordem (ou

método MP2) € o tratamento de mais baixa ordem em MBPT.

2.3 A Teoria do Funcional de Densidade (DFT)

A Teoria do Funcional de Densidade (DFT) # é uma alternativa ao método de HF para a reso-
lucao do problema de N corpos. Desenvolvida em 1964 por Hohenberg, Kohn and Sham, a DFT se
baseia na idéia de que as propriedades do estado fundamental de um sistema de muitas particulas

podem ser caracterizadas em termos da densidade eletrdnica total do sistema [68]. Deste modo,

“DFT é a sigla para o termo em inglés Density Functional Theory
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este método converte o problema de encontar uma funcdo de onda com 3N varidveis (se o spin
nao for considerado) em um problema de calcular a densidade eletronica do sistema com somente
trés varidveis. O uso da DFT tornou-se popular devido a fatores como: o baixo custo computa-
cional (quando comparada com métodos pds HF), pode ser usada nos calculos de moléculas com
Niomos = 20 em um tempo significativamente menor que os métodos baseados na metodologia
de HF, além de reroduzir frequentemente resultados muito préximos de resultados experimentais

[61].

O proprio nome da teoria sucede do fato de que a energia é um funcional da densidade ele-
tronica p(r), isto é, E[p(r)]. Porém, o uso da densidade eletronica como varidvel bésica tem sido
amplamente explorado em modelos de condugio térmica e elétrica, baseados na aplicac¢do da teoria
dos gases a metais. Dentre estes modelos, pode-se apontar o modelo de Tomas-Fermi para o gés
de elétrons, que posteriormente foi aperfeicoado por Dirac, que incluiu a energia de troca. Assim,

o funcional de energia de Thomas-Fermi-Dirac (TFD) € expresso da seguinte forma:

Brrolol =\ [ ptr7dr+ [ ptryutr)ar
WS PR (%)” ’ / 3y

2 |1 — 7o | T

(2.61)

com,

_ 3 a 2v23
A= 1O(37r) .

O primeiro termo do lado direito, representa a energia cinética dos elétrons, enquanto que o
segundo se refere a energia decorrente da interagao elétron-nicleo. O terceiro termo corresponde
ao potencial de Coulomb, isto é, a energia de interacdo elétron-elétron e o tltimo termo € a energia
de troca ou exchange de um gas de elétrons livres. A densidade eletrOnica € representada por p, o

potencial devido aos niicleos é denotado por v(r) e as coordenadas sdo notadas por 7.

A introdug¢do do conceito de energia como funcional da densidae p, juntamente com a interpre-

5 Neiomos designa o nimero de dtomos que formam um sistema molecular. No caso em que Ngomos = 20, 0s
sistemas sdo considerados de moderados a grandes.
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tacdo de Slater para o termo de exchange, o qual depende principalmente da densidade eletronica
do sistema, foram essenciais para a formulacao da DFT, uma vez que Hohenberg e Kohn se basea-
ram em tais idéias para desenvolver os fundamentos da mesma. Sendo assim, em 1964 e 1965 os
teoremas de Hohenberg, Kohn e Sham foram propostos em dois artigos , onde as concepgdes bési-
cas da DFT foram enunciadas. Esta teoria causou um grande impacto nos célculos de propriedades
de moléculas e solidos e apresenta alta aplicabilidade (que continua em expansiao) em diversos pro-
blemas. Assim, devido a importancia da DFT, em 1998 Walter Kohn dividiu o prémio Nobel de

Quimica com John Pople® pelo desenvolvimento desta teoria.

2.3.1 Teoremas de Hohenberg e Kohn

A DFT apoia-se sobre dois teoremas propostos por Hoemberg e Kohn [69] que estabelecem a
existéncia de um funcional dnico da densidade e que a energia do estado fundamental ¢ minima
para esta densidade. Entretanto, antes de enunciar e analisar tais teoremas, deve-se lembrar que o
hamiltoniano de um sistema eletrénico molecular, considerando a aproximacao de BO e despre-

zando os efeitos relativisticos é,
N 4 M N 7 N N 1
> A
oo =3 4v- 30 ey e
— 2 1 - |RA_Ti| . |Ti—7”j|
1 7 7/<] J
onde os indices i e j se referem aos elétrons, enquanto que A e B representa os nucleos. Ja as

coordenadas dos elétrons e dos nicleos sdo dadas por r; € R 4, respectivamente .

Da equacio 2.62, o operador energia cinética I’ corresponde ao primeiro termo, ao passo que
o operador da energia potencial U € representado pelo segundo termo. O terceiro termo configura

os operadores de interac@o repulsiva elétron-elétron V.. Dessa forma, rescrevendo o hamiltoniano

6John Pople recebeu o prémio Nobel de quimica pelo desenvolvimento de métodos computacionais em quimica
quantica.
7A equacdo 2.62 estd expressa em unidades naturais.
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eletronico em termos dos operadores, obtemos

~

H=T+U4+V, (2.63)
de onde, pode-se escrever a equacao de Schrodinger eletrdnica 2.1 como,

Y = (T+0+V.) v = Ev (2.64)
Por sua vez, a densidade eletronica € definida pela equagio:

p(r) = /~~/\I/(r1,'r2,-~ N W(ry,re, - ry)dredrs .. dry (2.65)

onde W(rqy,re,- -+ ,ry) deve ser a solu¢do para o estado fundamental. Assim, a energia total do

sistema € determinada por,
E= / U(ry, 7o, 78) HpoW(r1, 7o, -+, ry)dridry . .. dry = (U|Hpo|¥).  (2.66)
Separando o potencial externo como um funcional da densidade, a energia total fica:
Eo = (U|(T + V,)|¥) + /p(r)v(r)dr. (2.67)

Assim o hamiltoniano do sistema é definido pelo nimero de elétrons e pelo potencial externo em

que estes se movimentam.

Teorema 2.3.1 (Primeiro Teorema de Hohenberg e Kohn). O potencial externo v(r) sentido pelos

elétrons é um funcional vinico da densidade eletronica p(r).

Assim sendo, considerando que para um sistema cujo estado fundamental seja ¥, o hamilto-
niano H que descreve o sistema possua um potencial externo v(r). Para o caso em que hd outro

potencial externo dado por v’ (r), o hamiltoniano correspondente sera H' e o estado fundamental
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/ . . . . ,
U'. Por outro lado, consideremos que a densidade p(r) deve ser igual para ambos os casos, isto &,

para v(r) e v (r). Desse modo, de acordo com o teorema variacional, temos,
(WH|W) < (W[HW) = (U H W) + (V|0 - 0)|¥) (2.68)
Usando a expressdo para o potencial externo,

U=> uv(r) (2.69)

%

e integrando seu valor esperado em relacao as posi¢des eletrOnicas, a equacao 2.68 se torna,

/

E<F —|—/ [v(r) —v (r)} p(r)d’r (2.70)

Procedendo do mesmo modo, para (U'|H'|¥"), entdo
E <E +/ [v/(r) — U(T)} p(r)d*r (2.71)
Somando 2.70 € 2.71, obtem-se:
E+E <E+E (2.72)

Porém, como a densidade eletronica deve ser a mesma para v(r) e v' (1), a equagdo nio é viavel,
pois ¥ # W' Assim, para evitar este conflito, assumir a unicidade da densidade p(r) implica em
considerar ¥ = W', Portanto, a densidade do estado fundamental p(r) deve conter todas as infor-
macodes da funcao de onda deste estado. Dito isto, como o valor esperado de um dado observavel

fisico (designado pelo operador 0) é determinado do seguinte modo:

O = (V|0]¥) = Olp(r)] (2.73)
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Entdo este operador devera ser um funcional tinico da densidade.

Teorema 2.3.2 (Segundo Teorema de Hohenberg e Kohn). A energia do estado fundamental Ey|p]

¢é minima para a densidade p(r) exata,

Elp] = (U|(T + U + V,)[¥) (2.74)

O segundo teorema define a energia como sendo um funcional da densidade eletronica p, cujo
valor minimo dever ser fornecido pela densidade do estado fundamental. Para isto, considerando
p a densidade para um considerado estado ® e p a densidade para o estado fundamental ¥, entéio

a equacdo 2.74 pode ser escrita como:

Elp] = (V' |(T+U + Vo) |¥) Eolp] = (¥|(T+ U + V)| ¥) (2.75)

De onde, através do teorema variacional € possivel demonstrar que,

/

Eylp] < Elp] (2.76)

onde a energia de um estado qualquer devera ser igual a do estado fundamental se as densidades

eletronicas forem iguais.

De acordo com os teoremas de HK, o estado fundamental de um sistema para um dado potencial
externo pode ser obtido utilizando-se a densidade eletronica tridimensional como varidvel bésica.
Assim, o funcional da energia pode ser calculada a partir da deficdo de um funcional universal,
dado por:

Flpl = (¥[(T + Vo) |¥) (2.77)

com T e V, vélidos para qualquer sistema coulombiano. Logo, a equacdo 2.74 pode ser escrita
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como,
Elp] = Flp] + (¥|U|¥) (2.78)

onde o potencial externo U depende do sistema eletronico em questio. Por outro lado, visto que as
interagdes de Coulomb sdo de longo alcance, convém separar a contribui¢cdo coulombiana classica

do funcional universal, de modo que,

/ / Pr)Prs) 4y + Gl (2.79)
r —To

Assim, o funcional da energia se torna,

Elp) / / |r1—7“2| / o(r)o(r)dr (2.80)

onde G[p] € um novo funcional universal da densidade, definido como,
Glp] = Tolp] + Euclp] (2.81)

para Tg[p] sendo o funcional de energia cinética de um sistema eletrdnico sem interacéo entre os
elétrons e com densidade p. O termo E,.[p| é a energia de exchange e correlagdo de um sistema
eletronico interagente com densidade p e inclui também a correcdo da energia cinética do referido
sistema. Dessa forma, ao definir esta primeira aproximagéo para a forma de G[p|, Kohn e Sham
introduziram a estratégia de usar um sistema de particulas independentes como referéncia, para
o cdlculo da estrutura eletronica de sistemas de muitas particulas. Por fim, vale ressaltar que o
funcional E,.[p] ndo possui uma férmula analitica, sendo necessério buscar formas aproximadas

para este termo.

Tese de Doutorado



2.3 A Teoria do Funcional de Densidade (DFT) 45

Considerando o funcional de energia,

Bl =Tilol + [ o) Buptrir 5 [ AP [opuar, @)

estabelecendo que a condicdo de que a carga eletrdnica total seja fixa, isto &,

/ p(r)dr = N (2.83)

entdo pelo principio variacional, o funcional de energia deve satisfazer a condicao de extremo,

5 <E[p] _ [ / p(r)dr — ND 0. (2.84)

Assim, utilizando a definicdo de derivada funcional a um funcional da densidade F'[p] em relagdo

a uma variag@o dp(r):

0 F[p]
op(r)

= Flp+ 6p(r)] — Flo(r)] = / 5(r)dr (2.85)

sendo que o funcional a ser derivado é o préprio funcional da densidade, dado pela equagdo 2.82,

chegamos a seguinte expressao:

/5p {5T0 v(r) + / |TpYil|dr + Vgelp] — M} dr =0, (2.86)

em que o termo conhecido como potencial de exchange-correlagio, v...[p|, € dado por:

0E,.
exc = . 2.87
Veael Pl = =5 (2.87)
Dada a densidade de carga auxiliar,
N
= |w(r)P, (2.88)
=1
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a equacdo 2.86 pode ser resolvida através da equagdo de Schrodinger de uma particula,
1
(—5V2 + vKS[pJ) v = ey (2.89)

onde, a energia cinética € calculada de forma autoconsistente, por meio da seguinte equacao:

N
_ ks |_loel, ks
T.Jp] —;<¢i SVilv > (2.90)
O termo,
v = v(r) —i—/ plr) dry + vge(p) (2.91)
=]

€ o potencial efetivo de Kohh-Sham, o qual € uma funcio de da variavel espacial r e deve ser local,

isto ¢, ndo depende dos valores de v.s(r) em outros pontos do espago, 7.

A equagdo 2.89 pode ser reescrita em termos do hamiltoniano de Kohn-Sham, h'S | como
RIS YRS — g, K3 (2.92)

que é conhecida como equacdao de Kohn-Sham (KS) e é resolvida iterativamente, posto que o
potencial efetivo v™° depende da densidade, que por sua vez depende de v, Portanto, os orbitais

de Konh-Sham, @/}iK S sd0 obtidos através de um cdlculo autoconsistente.

Por sua vez, a energia eletronica total € determinada por:

L [ p(ri)p(ra) /
E=Ye-5 [ 2002 Eyolpl - 2
Z &i 2 Ir1 — 7o dridra + Eqc[p] p(7)Vgedr (2.93)

onde ¢; sdo os autovalores da equacdo de KS. Assim, o esquema autoconsistente de KS fornece
a densidade eletronica do estado fundamental, a partir da qual todas as outras propriedades do

sistema podem ser obtidas.
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2.3.2 Funcionais de Correlacao e Troca

No método DFT ndo € conhecida uma forma exata para os funcionais de correlagdo e troca
E..[p]- Logo, algumas aproximagdes sdo realizadas para este funcional, de modo que a dependén-

cia deste com a densidade eletronica é dada por:

E.olp] = / p(r)eze[p(r)]d’r (2.94)

A quantidade ¢,.[p(r)] representa a densidade de energia e pode ser expressa como,

Eaelp(r)] = ex[p(r)] + clp(r)], (2.95)

ou seja, o termo de troca é dado por €, [p(r)], enquanto que £.[p(r)] representa o termo de correlagdo

eletronica.

Entre as aproximagdes para o termo de correlacdo e troca mais utilizados, estdo a Aproximagao
da Densidade Local (LDA)® e Aproximacdo do Gradiente Generalizado (GGA)°, sendo esta tltimo

uma versao mais refinada da LDA.

Aproximacao LDA

A aproximagao LDA, foi proposta por Kohn e Sham, podendo descrever adequadamente sis-
temas cuja densidade eletronica seja aproximadamente uniforme [70]. Para este funcional é con-
siderado que em cada ponto r a densidade eletronica p(r) é constante. Isto posto, a energia de

correlacdo e troca é dada por:

8LDA ¢ a abreviagio para o termo em inglés Local Density Aproximation
°GGA é o acréonimo do termo em inglés Generalized Gradient Approximations
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ELPA — / p(r)eh [r]d°r, (2.96)

com £”_[p(r)] sendo a energia de correlagdo e troca por elétron, em um gds homogéneo de elétrons

interagentes, enquanto que p(r) a densidade eletrénica dada no ponto r.

A energia por elétron pode ser dividida em dois termos correpondentes ao termo de troca e ao

de correlagdo, isto é:

eh =gh 4 et (2.97)
onde £ € calculado analiticamente através de:
3 /3,\ /3
h(r) = -5 (?’)) (2.98)

a0 passo que obtém-se £ de forma aproximada!® através da expressio,

0,44
=" 2.99
¢ re+ 7,8 (2.99)

™
>

sendo 7, (o raio da esfera) dado por:

10A melhor aproximagio para o termo de correlagio foi obtida por Ceperley e Adler em 1980.
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3\ /3
rs = (—) (2.100)
4dmp

Aproximacao GGA

A aproximagdo GGA [71] deve ser utilizada para sistemas cuja densidade eletronica ndo seja
uniforme. Os erros devido a heterogeneidade do meio sdo corrigidos pela inclusdo da dependén-
cia do funcional da densidade de energia ¢,. com o gradiente da densidade eletrOnica. Assim, o

funcional assume a seguinte forma:

GGA 3

EGGA CGAp(r), vp(r)]d’r,

Il
—

to

(2.102)

GGA

xc

onde €77 [p(r)] possui dependéncia com p(r) (a densidade de energia) e com 1/p(r) (o gradi-

ente da densidade).

Funcionais Hibridos

Os funcionais hibridos sdo tipos de funcionais que mesclam parte do funcional de troca do
método HF com partes de outros funcionais de correlacdo e troca do método DFT. Assim, estes

tipos de funcionais sdo escritos da seguinte forma:
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Epe = aoEll" + Y a;EL,. (2.103)

1>0

Com ay e a; representando os parametros da fracdo do termo de troca para o método HF
e correlacdo e troca para o DFT, nesta ordem. Tais parametros podem ser determinados semi-

empiricamente por meio de métodos experimentais.

Nos célculos de energia realizados no presente trabalho, foram utilizados os funcionais hibridos

B3LYP e CAM-B3LYP. O primeiro (B3LYP) € dado pela seguinte expressao:

BT = (1= a) BP0 4 BT + DA EPS 4+ (L— o) BN + cEXT, (2.104)

onde a = 0,20, b = 0,72 e ¢ = 0,81 sdo parametros semi-empiricos do funcional B3PW91

proposto por Becke [72].

No caso do funcional hibrido CAM-B3LYP, sdo incluidas corre¢des de logo alcance por meio

atenuagio dos efeitos de Coulomb [73]. E a corregdo de longo alcance na energia (E) é dado por:

occ occ ( )

E:—%ZZZ [ [t x T 0w 2105

onde ¢;, € o i-ésimo spin-orbital molecular e o pardmetro ;1 determina o balanco entre os

funcionais de troca DFT e HF na distancia r-.
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24 O método MFCC (Molecular Fractionation with Conju-

gate Caps)

O método MFCC (Molecular Fragmentation with Conjugate Caps) € uma aproximagao de es-
cala linear capaz de fornecer cdlculos quantitativos e eficientes da energia de interacao de proteinas
com compostos moleculares através de métodos ab initio, DFT ou com nivel mais alto, como
métodos perturbativos por exemplo, os quais exigiriam alto custo computacional para sistemas ma-
cromoleculares (da ordem de milhares de 4&tomos). Como regra geral, o custo computacional de
um método mecanico quantico promissor para sistemas moleculares grandes deve ser linearmente
escalar em relagc@o ao tamanho do sistema a ser tratado. Uma abordagem de escala linear baseia-se
principalmente na propriedade local da interacdo de elétrons, porque o efeito da perturbacdo de
energia em uma drea é geralmente localizado em sua vizinhanca e decai rapidamente se afastando
dela. Nessa abordagem, os métodos de divisdo e conquista (DAC)!! e similares sio comumente
empregados em cdlculos tedricos [54, 74, 75, 76, 77]. Isto €, a idéia principal € dividir a ener-
gia de interacdo de pequenas moléculas com macromoléculas (como uma proteina, por exemplo),
em somas individuais de intera¢do que possam ser calculadas por métodos baseados em mecanica

quantica [56].

Proposto originalmente por Zhang et al [78], o método MFCC consiste na fragmentacdo da
proteina a partir da quebra das ligacdes peptidicas, e no lugar em que a quebra das ligacdes € feita
sdo introduzidos os caps'? conjugados, com o intuito de preservar as propriedades da ligacdo de
valéncia e simular o efeito da parte molecular cortada na parte eletronica do fragmento, isto €, os
caps conjugados devem na medida do possivel, mimetizar o ambiente protéico em torno da por¢ao

fragmentada.

Na metodologia MFCC de Zhang, a energia de interagdo entre uma molécula M e a proteina

""DAC & a abreviatura do termo inglés Divide and Conquer, que se refere ao paradigma em que algoritmos sdo
construidos para resolver problemas maiores, dividindo-os em problemas menores.

120 termo em inglés caps pode ser traduzido como "capas"e se refere a um grupo de dtomos ou radicais inseridos
nas extremidades do fragmento.
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P, denotada por V(M — P) é calculada através da seguinte expressdo:

N N-1
V(M= P)=> V(M —-C"ACl) = Y V(M —Ci, Ci) (2.106)

onde o primeiro termo representa a interagéo entre a molécula M e o fragmento encapado V' (M —
Ci 1 ACL ), isto é, um dado aminodcido A; unido covalentemente aos caps conjugados C; " *Cy .
Ja o segundo termo expressa a energia de interacdo entre a molécula M (ligante) e os caps conjuga-
dos. Desta forma, através da equagdo 2.106, € possivel obter a energia de intera¢io entre a proteina
e uma molécula ligante por meio da soma das energias individuais dos fragmentos, as quais podem
ser calculadas via métodos baseados em quimica quantica, tais como métodos ab initio, DFT e até

niveis mais sofisiticados.

2.4.1 Estratégias para o refinamento do MFCC

De um modo geral, através do MFCC o problema de se calcular a energia entre o ligante e a
proteina se resume a célculos individuais da energia de intera¢do do ligante com cada aminodcido
componente da proteina em questdo, acoplado com seus caps, diminuindo consideravelmente o
tamanho do sistema a ser estudado. Desta forma, normalmente cada célculo possui um nimero

reduzido de dtomos, possibilitando assim o uso de métodos quanticos [79].

Interacdes em sistemas macromoleculares tem sido amplamente estudados através do esquema
de fragmentacdo molecular MFCC [80, 81, 82, 83]. Por outro lado, a necessidade de incluir efeitos
nao locais na interacdo dos aminodcidos com as moléculas ligantes e tornar a descri¢do dos siste-
mas mais realisticas levaram ao desenvolvimento de outras metodologias, que embora mantenham
a idéia principal do MFCC original, incorporam modelos e técnicas que pretendem aumentar a

eficiéncia dos cdlculos da energia de interacao de sistemas complexos como proteinas-ligantes.
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As variagdes do método de Zhang et al [ 78] incluem efeitos negligenciados nesta primeira apro-
ximacao. Tais metodologias procuram melhorar a descri¢do da interacio entre proteinas e ligantes,
citando-se o aprimoramento na mimetizacdo do meio protéico e o aumento do efeito da blinda-
gem eletrostdtica nos sitios ativos através da insercdo de varios caps conjugados [84], assim como
o uso de modelos de solvatacdo continua com constantes dielétricas tipicas para meios protéicos
[85] e a incorporacgdo de efeitos eletrostaticos [86]. Em seguida, alguns métodos de fragmentagdo

modificados serdo sucintamente apresentados.

2.4.2 Aproximacao MFCC-CPCM

A aproximag¢dao GMFCC-CPCM acopla o uso da estratégia MFCC com o método de solvatagdo
eletrostdtica, conhecido como conductor-like polarizable continuum model (CPCM). Neste tipo de
calculo, a proteina € tratada como soluto, que por sua vez é decomposta em fragmentos via MFCC.
O potencial eletrostatico na interface soluto-solvente é calculado através da soma das contribui¢des
de cada fragmento, subtraindo-se a interacao dos caps conjugados. Dito isto, as cargas induzidas
na interface soluto-solvente € resolvida iterativamente através do modelo da cavidade condutora
COSMO 3. Finalmente, a carga induzida € utilizada como um background de cargas no qual o

soluto tera sua estrutura eletronica calculada via MQ [87].

Considerando que o hamiltoninao de uma molécula de soluto em solugéo seja,
H=Hy+H, (2.107)

com H, representando a fase gasosa do soluto, enquanto que H' representa a perturbagio causada

pelo solvente, dada por:

! qMZa qM
H = — — . 2.1
2 TR 2T (2.108)

13COSMO ¢ a sigla para o termo em inglés conductor-like screening model
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onde as cargas superficiais sdo representadas por ¢, € suas respectivas distdncias por 7,. ja as
cargas nucleares sdo denotadas por Z,, e suas posi¢des sdo representadas por R,. As coordenadas
do i-ésimo elétron é dada por r;. Assim sendo, a energia de solvatagdo eletrostética (G (ele)) é dada

por:

G(ele) = E(wfd) + G(es). (2.109)

Na equagdo 2.109, o primeiro termo do lado direito se refere 4 energia de polarizagdo do soluto,
onde a sigla "wfd"é a sigla para wave function distorsion, isto €, a distor¢cao da fun¢do de onda e o

ultimo termo € a energia de interagdo eletrostatica entre soluto e solvente.

O método CPCM define uma cavidade que envolve esferas centradas nos atomos do soluto. A
superficie da cavidade € formada por por¢des caracterizadas pela sua posi¢do, drea e vetor normal
[88]. Assim, o meio solvente continuo € polarizado pelo soluto ao passo que ocorre uma indugdo de
cargas na superficie. Esta superficie discreta de cargas induzidas q € calculada através da resolugdao

da equacao linear,
B+ Aq =0, (2.110)
onde a carga g, € o produto da densidade de carga o, € a drea da superficie .S,,, isto €,
G = 0, (2.111)
Os elementos da matriz A (eq. 2.110) s@o dados por:
1 AT

Ap=———1=08,,)+ 107/ —0,0 2.112
12 |T;J,_TU’( 12 )+ S,u H, ( )
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J4 os elementos da matriz B sdo dados por:

(67

Za
B, = Z TRy ) (2.113)

em que o potencial eletrostitico na superficie do sitio x € representado por ¢(r,). O termo 7, nos

d4 a posicao desta superficie do sitio x4 criada pelos elétrons do soluto.

Vale ressaltar que a equacao 2.110 é valida somente para condutores com constante dielétrica

infinita. Porém, a superficie de cargas € corrigida pela constante dielétrica finita através da equagao,

e—1
€

q= s (2.114)
com ¢ sendo a constante dielétrica do solvente. No caso de macromoléculas, em que sdo definidas

largas superficies, € necessario resolver a equagao linear 2.110 via métodos iterativos [88].

2.4.3 Aproximacio EE-GMFCC

Uma das estratégias de melhoramento do MFCC € a aproximac¢do EE-GMFCC (Electrostati-
cally Embedded Generalized Molecular Fractionation with Conjugate Caps), que combina a meto-
dologia de fragmenta¢cdo molecular (MFCC) generalizada com a incorporagao dos efeitos eletros-
taticos [89, 86]. A energia total da proteina é calculada por meio de uma combinacgdo linear da
energia obtida via MQ dos residuos vizinhos com a energia de interacdo (MQ) entre dois-corpos
de residuos nao-vizinhos que estejam espacialmente em contato [90]. Todos os fragmentos dos
calculos sdo introduzidos em um campo de cargas pontuais representando o meio protéico restante.
Essa aproximacao baseia-se em um método proposto por He et al. [90] denominado GMFCC/MM,
em que os campos de forcas moleculares sdo inseridos para representar as interacdes de longo
alcance entre os fragmentos nao-vizinhos mais distantes, enquanto que as interagcdos de curto al-
cance sdo calculadas via MQ. No entanto, a aproximagdo GMFCC/MM nao inclui o efeito do meio

eletrostatico nos célculos dos fragmentos.
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Diversos estudos tém mostrado que a polarizacao eletronica advinda do meio € importante para
incluir o efeito da interacdo de muitos corpos em modelos de fragmentacdo [89, 91, 92, 93, 94].
Por sua vez, o método EE-GMFCC adota estes efeitos a partir da incorporacdo do campo de cargas
pontuais no célculo da energia de cada fragmento, com o objetivo de mimetizar o meio eletros-
tatico do sistema remanescente. Este método é capaz de descrever, satisfatoriamente, a estrutura

eletronica de grandes sistemas de proteinas nos niveis de cdlculos HF, DFT e MP2 [86].

No EE-GMFCC, a energia total da proteina € dada pela expressao,

N—1 N—2
Erg—cvmrcc = Z(Cf_lRiCiH Z CrCitq)
i—2 =2

(2.115)

DN E TR D B e D DD DL e &
i,j<it+2 ki mn 0,§>i42 !
onde E representa a soma sobre a autoenergia do fragmento e a energia de interacdo entre o frag-
mento e background de cargas dos sistema restante. As energias dos residuos ¢ e j, cujas ligacoes
peptidicas foram substitidas por hidrogénios, sdao denotadas por E; e Ej, respectivamente. Ja o
termo E,»j representa a energia do dimero formado pelos residuos 7 € j. As cargas pontuais refe-

rente ao m-€simo dtomo do fragmento & sdo denotadas pelos termos g, x).

2.4.4 Aproximacio EE-GMFCC-CPCM

Na aproxima¢do EE-GMFCC-CPCM a distor¢do da funcio de onda € obtida através da expres-
Sao,

Nae

Ewia) = ZéEk—ZéEkJrZé EJ —E —E)) (2.116)

onde E representa a soma das autoenergias de cada fragmento e seu correspondente background

de cargas. Os termos N, N. e Ng. denota o nimero de residuos individuais anexados aos seus
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respectivos caps, concaps e Geoncaps, nessa ordem. Ja o termo J( Fy, se refere a energia das fungdes
de onda distorcidas dos fragmentos individuais, a medida que a energia da distor¢ao da fun¢do de
onda dos caps conjugados ¢ denotada por 6(E5. A interagdo de dois-corpos com residuos nao-

vizinhos colocados em contato préximo é ddenotada por 6(E}) — Ei — EY).

No que diz respeito a energia da interagdo eletrostdtica soluto-solvente G(es), a mesma é ex-

pressa por,

1
G(s) =5 D o (1), 2.117)
I

em que o potencial eletrostitico ¢, da superficie generalizada, em decorréncia dos elétrons e nu-

cleos do soluto, é agora corrigido pela adi¢do da interagao de dois-corpos. Assim,

P(r,) = Z Pr(ry) — Z Q1) + z:c[ Zj(ru) - Qﬁc(rn) - ?bi(ru)]' (2.118)
1 k=1 k=1

Portanto, na abordagem EE-GMFCC-CPCM a correcao de dois-corpos € introduzida na ex-
pressdo da energia total e no potencial eletrostédtico da superficie da cavidade. Desta maneira, esta
sistematizacao aumenta o nivel de precisio da energia de distor¢cdo da funcio de onda, assim como
da energia de interacdo eletrostatica entre soluto e solvente. A partir de métodos da MQ, cada
fragmento tem sua energia calculada na presenca das cargas superciais e a nova funcdo de onda
obtida ¢ utilizada para determinar as cargas superficiais por meio da equagao 2.110. Logo, o pro-
cesso se repete iterativamente até a carga superficial da cavidade convergir e a energia de interacao

eletrostatica soluto-solvente final ser encontrada [89].

24.5 Aproximacio EE-AMFCC

No presente trabalho, as energias de interacdo foram calculadas usando uma adaptacdo do

esquema MFCC que inclui o efeito das interacdes eletrostiticas, EE-GMFCC [89, 86]. Neste caso,
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a diferenca entre a presente metodologia e a metodologia EE-GMFCC, reside no fato de que no
corrente método (EE-AMFCC)'*, as interagdes sdo inseridas por meio das cargas pontuais dos
atomos do sistema remanescente em cada termo dos cdlculos de energia. Isto €, em todos os termos
de energia os dtomos dos aminodcidos implicitos sdo inseridos através de suas respectivas cargas
atdomicas, considerando-se assim um background de cargas pontuais e sua contribuicao eletrostatica
na energia de interagdo. Desta forma, a expressdo para a energia de interagdo (E(;_g,)) entre um

dado residuo de interesse (R;) e o ligante (L) é dada por:

E(L — Rz) = E(L — CiflRiCZLFl — CJCP) — E(CiflRiC;}i»l — C;p)
(2.119)
—E(L = Ci-1Ci1 — CF) + E(Cim1Cia — CFF),

com C;,1 e C;_; denotando os caps sucessor e antecessor, respectivamente. O primeiro termo
do lado direito da equacdo 2.119 se refere a energia de interagc@o entre o ligante (L) e o residuo
de interesse ([?;) acoplado com seus respectivos caps (C;—; € C;41), 0 segundo termo representa
somente a interacdo do residuo de interesse com seus caps conjugados, o terceiro termo representa
a energia do ligante com os caps e o quarto termo representa apenas a energia de interagdo dos
caps. O indice cp representa as cargas pontuais, enquanto que j caracteriza o conjunto de residuos
em torno do residuo referéncia R;, sem considerar os Caps, onde cada dtomo € substituido pela
sua carga elétrica. Assim sendo, o conjunto de cargas pontuais, denotado por C’;p ¢ introduzido em

todos o termos da equagdo 2.119.

“EE-AMFCC ¢ a sigla para o termo inglés Electrostatically Embedded Adaptation of MFCC.
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Capitulo 3

Aplicacao: Interacao do Ibuprofeno (IBU)

com a Albumina do Soro Humano

No presente capitulo, serd apresentado o sistema macromolecular adotado para a aplicacao da
metodologia proposta neste trabalho. Tal metodologia, composta por métodos quanticos utilizados
em conjunto com uma estratégia de fragmentacdo molecular MFCC, serd exposta em detalhes
neste capitulo. Todavia, primeiramente serdo apresentados os interesses bioldgicos e as principais
caracteristicas estruturais da proteina Albumina do Soro Humano (ASH). Do mesmo modo, serd
exposto um breve levantamento das propriedades farmacoldgicas do ligante Ibuprofeno (IBU). Em
seguida, serd feita uma descricdo minuciosa da metodologia empregada para obter as energias de
interacao entre a molécula ligante e os aminoécidos do sitio ativo (vizinhanga) da proteina. Ao final

do capitulo, os resultados serdo exibidos, e oportunamente explanados, levando-se em consideracao
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o escopo e os métodos explorados neste estudo.
3.1 A proteina Albumina do Soro Humano (ASH)

A Albumina do Soro Humano (ASH) € a proteina mais abundante no plasma sanguineo, repre-
sentando cerca de 50% a 60% das proteinas constituintes do sangue humano [95]. Ela € sintetizada
no figado e possui uma concentracdo tipica de 5 g/100ml [96, 97]. A ASH € um proteina versitil,
e além de servir como uma proteina entreposto, ela também possui vasta capacidade de transportar
diferentes tipos de moléculas insoliveis em agua, como os 4cidos graxos por exemplo. A ASH
pode se ligar a varios tipos de compostos endogenos e exdgenos, influenciando fortemente como

eles sdo transportados pelo corpo humano [98].

Uma das principais fun¢des da ASH € manter o pH e a pressd@o osmética do plasma sanguineo.
Porém, podemos destacar que sua capacidade de ligar-se reversivelmente a uma grande variedade
de ligantes e fazer o transporte de fArmacos aos 6rgaos alvos, pode ser pensado como um dos papéis
fisioldgicos mais interessantes que a ASH desempenha [96]. Além disso, a presenca abundante da
ASH no sangue € um fator importante na farmacocinética de muitas drogas, afetando diretamente
a taxa de transporte do ligante, tal como sua eficicia [99]. A importancia fisiolégica e uma relativa
facilidade para isolar e purificar a ASH em larga escala levaram a um grande nimero de estudos
envolvidos na tentativa de compreender suas propriedades fisioldgicas e farmacololdgicas, bem
como sua alta afinidade com diferentes estruturas moleculares, incluindo metais, dcidos graxos e

uma grande variedade de drogas [95, 96, 98, 99, 100, 101].

3.1.1 Caracteristicas estruturais da ASH

Classificada como uma proteina com baixo peso molecular, a albumina possui uma massa mo-
lecular em torno de 66, 348 Da [102]. Esta proteina apresenta uma estrutura primaria simples que

€ composta por trés dominios homoélogos numerados em I, 11 e 111, os quais sdo agrupados em sub-
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dominios A e B (conforme Figura 3.1). Cada tipo de subdominio (A ou B) apresenta caracteristicas

estruturais similares entre si [96, 99].

A sequéncia primdria da HSA apresenta uma cadeia tnica contendo 585 aminodacidos, in-
cluindo 17 pontes de enxofre (ou ligacdes dissulfeto) e uma cisteina livre (Cys34)[96, 103]. As
ligacdes dissulfetos proporcionam estabilidade a estrutura dobrada de proteinas plasmadticas, aju-
dando assim a manter suas fungdes durante a frequente movimentacdo das proteinas no sistema
circulatério [104]. A ASH contém apenas uma molécula de triptofano, uma das caracteristicas
responsdveis pela fluorescéncia ultravioleta da proteina, o que favorece o uso de métodos espec-

troscopicos para o estudo dos seus mecanismos moleculares de ligagdo [97].
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Figura 3.1: Estrutura da proteina HSA composta por trés dominios, subdivididos em subdominios Ia (Amarelo), Ib

(verde), IIa (vermelho), IIb (magenta), IIla (azul) e IIIb (ciano).

Fonte: Sugio et al., 1999

Embora a ASH seja composta por uma Unica cadeia polipeptidica, ela se comporta como se
fosse composta por vérias subunidades e apresenta vérios sitios de ligacdo, dos quais os que pos-
suem maior afinidade com moléculas organicas se localizam em aberturas hidrofébicas [97, 105].

Contudo, estruturas cristalinas com alta resolu¢do revelam que existem dois principais sitios em
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que a maioria das moléculas se ligam, tais quais possuem formas e potenciais eletrostaticos dife-
rentes. Estes sitios ficam localizados nos subdominios Ila e IIla (ver Figura 3.2) e sdo conhecidos,

respectivamente, como sitios de Sudlow I e II.

O sitio de Sudlow I (localizado numa area sobreposta a regiao tambem conhecida como FA7) se
carateriza por uma cavidade formada pelas cadeias laterais de aminoécidos hidrofébicos. Por outro
lado, a entrada desta cavidade € cercada por residuos carregados positivamente, como Argininas,
Lisinas e Histidinas. J4 no sitio de Sudlow II (formado por sitios de ligacdo também denominados
FA3 e FA4), além das cadeias laterais hidrofébicas que revestem o interior da cavidade, ¢ marcada

a presenca de uma ponte dissulfeto [96, 99].

Figura 3.2: Sitios de Sudlow I e II, os quais encontram-se nos subdominios Ila e IIla (também denominados FA7 e
FA3/FA4, respectivamente). Na figura sdo mostrados os principais sitios da ASH revelados pelo estudo cristalografico

da ASH complexada com 4cidos graxos de cadeia longa e média.

b 1
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(Heme site)

s
—

‘__,}

™

FAS
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(Sudlow’s site IT) (Sudlow's site T)
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Fonte: Fanali et al., 2012
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Estudos tedricos de relagdo quantitativa estrutura-atividade, o QSAR (sigla para Quantitative
Structure—Activity Relationship), assim como simulagdes de docking molecular e observacdes da
estrutura cristalina, evidenciam a contribui¢do de forcas hidrofébicas, elestrostéticas e de ligacoes
de hidrogénio na formacdo do complexo macromolecular HSA-ligante [1]. Desta forma, os cdl-
culos de energia intermolecular entre o ligante e os residuos da ASH sdo fundamentais para um
entendimento mais preciso das interagdes que envolvem a ligag¢do entre esta proteina e a molé-
cula de interesse. Em contrapartida, hd a necessidade de aferir quais métodos descrevem melhor a
energia e a contribuic@o dos diferentes tipos de for¢cas envolvidas na intera¢io entre o ligante e os

residuos do sitio ativo do sistema macromolecular.

3.2 O ligante Ibuprofeno (IBU)

O Ibuprofeno (IBU) é um farmaco anti-inflamatério nao-esterdide (AINE). Os AINE’s estdao
entre os medicamentos mais prescritos em todo o mundo, visto que sdo utilizados em muitos cuida-
dos paliativos, assim como no tratamento de dor aguda, febre e inflamagdes [85]. O IBU encontra-
se entre os medicamentos mais importantes e essenciais em um sistema bdasico de saidde, segundo
lista publicada pela OMS (Organizacdo Mundial de Sadde) [106]. Este fairmaco foi produzido
como uma alternativa segura a aspirina. Incialmente, a partir da década de 70, seu uso medicinal
era aplicado ao tratamento de artrite reumatdide e somente anos mais tarde, mais precisamente em
1983, passou a ser o primeiro AINE (além da aspirina) licenciado e acessivel para a venda sem

receita médica nos paises do Reino Unido [107].

A molécula do IBU possui formula molecular C13H1802 e dispde das seguintes nomencla-
turas, segundo normas da IUPAC: &cido (RS)-2-(4-(2-metilpropil)fenil)propandico, acido 2-(4-
isobutilfenil)propandico e dcido 2-(4-isobutilfenil)propionico. Sua estrutura molecular é derivada
do 4cido propidnico, apresentando assim um grupo carboxilico na por¢ao propionato da molécula,
como mostra a figura 3.3. Esta molécula também € constituida por uma regido ndo polar, composta

pelo anel aromédtico do benzeno ligado ao grupo metilpropil [108]. Por possuir um elevado peso
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molecular e uma baixa polaridade, o IBU possui solubilidade praticamente nula (muito baixa) em
agua, mas apresenta alta solubilidade em alguns solventes organicos como metanol, etanol, cloro-
férmio e acetona [109]. Devido a quiralidade do carbono na posi¢ao-« da cadeia lateral proveniente
do 4cido propidnico, o IBU manifesta isomerismo 6ptico, apresentando as formas S-Ibuprofeno e
R-Ibuprofeno. Normalmente existe uma mistura racémica na produ¢do do IBU, porém o isdmero
dextrégiro (S-Ibuprofeno) € a forma que desempenha maior atividade biolégica. Neste estudo usa-

mos os dados cristalogaficos do isomero S-Ibuprofeno co-cristalizado com a proteina ASH.

Figura 3.3: Estrutura molecular do ligante Ibuprofeno (IBU). A estrutura molecular é composta por um grupo
quimico carboxilico na regido do propionato, onde ocorre a presenca do carbono quiral do composto (na posi¢ao-«).

A outra por¢ao da molécula é constituida pelo anel aromédtico do benzeno juntamente com o grupo metil propil.

Posicdo-a

Fonte: Autora, 2017

Os AINE’s inibem as duas isoformas da enzima ciclo-oxigenase (COX), conhecidas como
COX-1 e COX-2. Estas enzimas convertem o dcido aracdonico em prostaglandinas H2(PGH2),
que por sua vez, sdo as proteinas responsaveis por regular atividades inflamatdrias no organismo
[110]. Portanto, as acdes farmacoldgicas antiinflamatéria, analgésica e antipirética dos AINE’s
ocorrem devido a sua capacidade de inibir a COX-1 e COX-2, reduzindo assim a sintese das pros-
taglandinas mediadoras da dor febre e inchaco. O IBU € designado como um AINE tradicional (ou

convencional) e apesar de ndo ser seletivo (inibe tanto a COX-1 quanto a COX-2) esta molécula
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exibe um alto poder de inibicao da COX-1 [111].

A funcio individual de cada isoforma da COX no efeitos analgésicos e antiinflamatdrios, assim
como nos efeitos colaterias provocados por cada tipo de AINE ainda s@o incertos e amplamente dis-
cutidos, de modo que diferentes compostos moleculares apresentam diferentes niveis de analgesia
e reacoes adversas [112]. Embora o IBU apresente atividade anti-inflamatéria menor que outros
AINE’s, ele oferece menos efeitos colaterais, como o risco de infarto do miocardio e diminui¢ao

de hemorragias gastrointestinais, com seu uso continuo [113].

Estudos epidemioldgicos prévios afirmam que o uso de AINE’s, especialmente do IBU, esta
relacionado ao baixo risco de desenvolvimento de doengas neurodegenerativas como Alzheimer e
Parkinson, uma vez que o IBU apresenta potencialmente o efeito neuroprotetor que outros analgé-
sicos ndo possuem [114, 115]. Por outro lado, o uso muito prolongado do IBU poderia desenca-
dear diversos danos, como por exemplo, problemas nos sistemas vasculares, urinario e digestivo

[111, 116].

3.3 Detalhes da metodologia

A metodologia aplicada para calcular a energia de interacdo entre o IBU e os residuos da ASH
se baseia no uso de métodos quanticos de primeiros principios, como o Hartree-Fock (HF), além de
métodos ab initio como o método da Teoria do Funcional de Densidade, DFT (Density Functional

Theory), e do método perturbativo de segunda ordem MP2 (Mgller—Plesset perturbation) !.

Célculos quanticos de sistemas com muitos dtomos demandam alto custo computacional, im-
pondo assim uma restricdo no tempo gasto para obter a energia de interacdo em sistemas macro-
moleculares. Por outro lado, métodos de fragmentagdo molecular podem auxiliar na obten¢do das
energias de interacdo farmaco-proteina, uma vez que o sistema total de milhares de 4&tomos se reduz

a vérios sistemas menores da ordem de algumas dezenas de 4tomos, minimizando desta forma o

ITodos os métodos foram calculados através do software G09 [117]
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custo computacional e, consequentemente, tornando vidvel o uso de métodos quanticos nestes sis-
temas. Deste modo, para o sistema proposto, utilizamos o método de fragmenta¢dao molecular com
caps conjugados, o MFCC (sigla para o termo em inglés Molecular Fractionation with Conjugate
Caps). Através do uso da estratégia MFCC no sistema IBU-ASH, a energia de interag@o entre o

ligante IBU e cada aminodcido, F/(I BU — R;), foi calculada considerando-se a seguinte relagio:

E(IBU — R;) = E(IBU — C;_1R;Ci1) — E(IBU — C;_1Ci4,)
(3.1)
—E(Ci_lRiCi+1) + E(Ci—lci-i-l)a

Onde C);_; e C; ;1 representam os caps conjugados, isto €, os aminodcidos precedentes e subsequen-
tes ao residuos de interesse R; na cadeia peptidica. O termo E(/BU — C;_1R;C;41) corresponde
a energia total do sistema composto pela molécula do IBU e o residuo acoplado aos caps, ao passo
que E(IBU — C;_1C;41) é a energia total do sistema formado pelo ligante e os caps. A energia
total dos caps em conjunto com o residuo R; é dada pelo termo E(C;_;R;C;41), e finalmente,
o termo E(C;_1C;11) reproduz a energia total do sistema formado somente pelos caps conjuga-
dos. Vale mencionar que os dtomos de nitrogénio (N) e carbono (C) ligados aos terminais de cada
cap conjugado, onde a cadeia peptidica € segmentada no processo de fragmenta¢do molecular, sdo

substituidos por d&tomos de hidrogénio.

A fim de verificar a contribuicao eletrostdtica na energia de interacao ligante-residuo, foi adici-
onada a contribui¢do da polarizacao induzida pelo campo gerado pelas cargas atdmicas da proteina.
Para isso, os demais dtomos da proteina, aqueles que ndo entram explicitamente nos cédlculos de
energia sao considerados como cargas pontuais. Onde as cargas pontuais atdmicas sdo calculadas,
via métodos auto consistentes (via HF e DFT), a fim de fornecer o potencial eletrostatico molecu-
lar apropriado [118]. Neste caso, as cargas pontuais representam a propria carga atdmica efetiva,

reproduzindo assim o potencial eletrostatico molecular [119, 120].

Ao acrescentar a contribuicdo eletrostdtica nos termos da energia, a equagdo 3.1 se torna:
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B(IBU — R) = E(IBU — C; 1 RiCyy — C?) — B(IBU — Ci_1Cyyy — CP)
(3.2)
—E(Cio1 RiCisy — CfF) + E(Ci—1Cigr — CF),

Onde o indice cp representa as cargas pontuais, enquanto que j caracteriza o conjunto de residuos
em torno do residuo referéncia 1?;, sem considerar os Caps, € onde cada dtomo € substituido pela

Sua carga.

Com o objetivo de refinar a descri¢cao da interagdo entre o IBU e os residuos da ASH, foi
incluida a correcdo de longo alcance no método DFT, por meio do funcional hibrido de correlagdo
e troca chamado CAM-B3LYP. Por conseguinte, cada termo contribuinte na expressao da energia
de interacao foi calculado por meio dos métodos quanticos HF, DFT, DFT com funcional CAM-
B3LYP (onde CAM se refere a correcao de longo alcance) e MP2, mediante o uso dos conjuntos
de bases gaussianas 6-31+G(d) e 6-311+G(d), onde o sinal + e o (d) indicam a presenga de uma
funcao difusa e uma polarizada, respectivamente.

Tabela 3.1: Nesta tabela, temos a relagao de quais métodos quanticos foram empregados no cédlculo

da energia de interacio residuo-ligante, assim como quais conjuntos de base e em quais casos foi
incluido o backgroud de cargas pontuais.

Métodos Quanticos Conjunto de bases Cargas pontuais
Hartree-Fock (HF) 6-31+G(d), 6-311+G(d) Auséncia/Presenca
DFT 6-31+G(d), 6-311+G(d) Auséncia/Presenca
DFT com funcional CAM-B3LYP 6-31+G(d), 6-311+G(d) Auséncia/Presenga
MP2 6-311+G(d) Auséncia

Fonte: Autora, 2017

A tabela 3.1 ordena os métodos quanticos usados para os célculos de energia, com as devidas
especificacdes do conjunto de bases e a consideracdo do efeito eletrostético por inclusdo de cargas

pontuais. Ressalta-se que, devido ao elevado custo computacional, o método perturbativo MP2
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foi aplicado somente com o conjunto de bases 6-31+G(d) e na auséncia do background de cargas
pontuais. Nao obstante, foram utilizadas as bases 6-31+G(d) e 6-311+G(d) nos seguintes métodos
quanticos: HF, DFT e DFT com funcional CAM-B3LYP. Nestes mesmos métodos os cdlculos de

energia foram realizados tanto na ausé€ncia, quanto na presenca das cargas pontuais.

Os dados cristalogréficos do IBU complexado com a ASH foram retirados do arquivo PDB
(Protein Data Bank) identificado por 2BXG. A co-cristalizagdo do complexo IBU-ASH foi obtida
através de métodos de difracio de raios X, apresentando assim uma resolucdo de 2.7 A. O cristal
2BXG apresenta estrutura com duas cadeias monoméricas, a cadeia A e a cadeia B. Cada cadeia
possui dois sitios ativos ocupados pelas moléculas do ligante IBU. Os ligantes localizados no sitio
FA3/FA4 (também denominado sitio 2 de Sundlow) foram nomeados por IBUO1, enquanto que os
ligantes no sitio FA6 sdo chamados IBUO2. A figura 3.4 mostra a cadeia A e os sitios ocupados

pelas moéculas correspondentes IBUO1 e IBUO2.
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Figura 3.4: Estrutura cristalina do IBU complexado com a proteina ASH. Os dados crsitalogréficos, encontrados no

arquivo PDB identificado por 2BXG, foram obtidos através de difracdo de raios x e possuem uma resolucao de 2,7 A.

Cadeia A

Fonte: Autora, 2017

Os atomos de hidrogénio espalham os raios x muito fracamente. Desta forma, as posi¢cdes dos
hidrogénios nao podem ser definidas por meio da técnica de difracdo de raios x, motivo pelo qual
a estrutura cristalogrifica ndo fornece as posicdes atdomicas destes dtomos, sendo estes inseridos
e em seguida otimizados via campo de forca CHARMM, enquanto que os 4tomos pesados como
Carbono, Nitrogénio, Oxigénio e Enxofre sdo mantidos fixos. Feita a otimiza¢do dos dtomos de
hidrogénio, partimos para a fragmentacao via MFCC, ou seja, a separagdo dos aminodcidos (junta-
mente com seus caps conjugados) cujas energias devem ser calculadas. Para os cédlculos de energia,

foram escolhidos os aminodcidos do sitio ativo do ligante IBUO1 da cadeia A, onde também fo-
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ram considerados os aminodcidos na circunvizinhanga do sitio. Ao todo, foram selecionados 73
aminodcidos, distribuidos num raio de 13 angstrons (A) em relacdo ao centroide da molécula do
ligante. A figura 3.12 destaca a regido onde se encontram os aminodcidos selecionados para os
célculos de energia, enquanto que a tabela 3.2 aponta tais aminodcidos e suas respectivas posicoes

na distribuicdo radial feita em torno do centro de massa do IBUOI.

Figura 3.5: Nesta figura é possivel visualizar a regido do sitio ativo FA3/FA4 (drea sombreada) e o raio de 13
angstrons (A), tragado em torno do centro do farmaco, que delimita a regido que contém os residuos inclusos no

célculo das energias de interagao.

Fonte: Autora, 2017
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Tabela 3.2: A tabela lista os aminodcidos do sitio ativo (marcados com ) e cincunvizinhanga para

os quais foram calculadas as energias de interagdo com o ligante IBUO1. No total, foram escolhidos

73 residuos, distribuidos num raio de 13 A em torno do centréide do ligante.

Raio (A)
3 | LEU453*
4.5 | LEU387* ASN391*
5| ILE388* PHE403* LEU407* ARG410* LEU430*
5,5 | VAL433* ARG485*
6 | ALA449%
6,5 | TYR411* SER489*
7 | GLY431  GLU450
7,5 | CYS392% GLY434* LEU457
8 | PHE395 TYR452
8,5 | PRO384 GLN390 LEU394 LYS414* (CYS437* CYS438* VAL456
9 | LYS389  ASN429 LYS432  PHE488*
9,5 | ASN386 GLN404 VAL426 SER427 MET446 SER454
10 | GLU383 GLU393 ALA406 SER435  ARG445 (CYS448 ASP451 PROA486
10,5 | GLN385 LYS436  VAL455
11 | ARG348 LEU408 ARG428 ARG484  ALA490
11,5 | VAL344 GLU396 LEU398 PRO447
12 | GLU400 ASN458 LEU460 CYS487 LEU491
12,5 | SER342  GLY399 LYS402 ASN405 LYS439  ASN483
13 | GLU382 GLN397  VAL409 GLU425 HIS440

Fonte: Autora, 2017
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3.4 Resultados

A estrutura do ligante IBUO1, conforme figura 3.6, foi dividida em trés regides de interesse
com as quais os aminodcidos interagem, sdo elas a regido i, ii e iii. Essa divisao foi feita a fim
de proporcionar uma andlise mais detalhada e constatar a localidade do ligante em que os residuos
apresentam uma maior afinidade. A regido i compreende o grupo carboxilico e com maior eletro-
negatividade em relacdo ao restante do farmaco, onde esse grupo quimico favorece a formagao de
interagdes mais fortes, tais como as que sdo mediadas por interagdes de hidrogénio. J4 a regido ii,
representa o grupo Arila e contempla o anel arom &tico, enquanto que a regido iii compreende aos

carbonos que compdem o grupo metilpropil (grupo Isobutilo) anexado ao benzeno da molécula.

Figura 3.6: Estrutura molecular do ligante Ibuprofeno (IBU). A fim de da facilitar a andlise das interacdes da molé-

cula com os re’iduos da proteina, o IBU € dividido nas regides ii, ii e iii. A regido i compreende o grupo carboxilico,

da molécula.

//C'z

01—C1 /C'E_'_C'IE
\ N
‘pg—cg/ {311_[:2
N il )
C? I:12—'[41;; [43 c4
Regioni  Region ii r:/
Region iii

Fonte: Autora, 2017

Conforme os célculos realizados por meio dos métodos quanticos DFT, DFT com funcional
CAM-B3LYP e MP2, mediante o uso do background de cargas pontuais, foram detectados peque-
nas flutuacdes na energia de interacdo entre o IBUO1 e os dados residuos. Estas diferencas sao

identificadas em relagdo ao uso dos diferentes conjuntos de bases, 6-31g e 6-311g, bem como em

Instituto de Fisica - UFAL



70 Aplicacdo: Interacao do Ibuprofeno (IBU) com a Albumina do Soro Humano

relacdo ao uso das cargas pontuais. Por outro lado, o nivel de cdlculo assumido pelos diferentes
métodos, também proporciona essas flutuacdes na energia de interacdo. Nas tabelas de 3.3 a 3.14,
sdo mostradas todas as energias obtidas segundo cada método empregado. Nota-se que para a mai-
oria dos residuos, de acordo com a devida metodologia aplicada, as energias convergem para um
dado valor, ndo sofrendo grandes variagdes de um método para outro. No entanto, alguns resi-
duos carregados, sofrem considerdveis variacdes conforme alguns refinamentos siao introduzidos
nos célculos. No caso de alguns aminodcidos polarizados € com carga oposta a do ligante, como
por exemplo a LYS414, a LYS432, a LYS402 e a LYS389, os quais sdo positivamente carrega-
dos, estes apresentaram energias com diferencas superiores a 10 kcal/mol quando se compara os
métodos que incluem a correcdo de longo alcance via funcional CAM-B3LYP. Na tabelas a seguir
sdo mostradas as energias calculadas para os 73 aminodcidos em acordo com cada um dos mé-
todos e correcdes de longo alcance empregados. Os resultados sdo comparados com as energias
dos resultados mostrados na referéncia [85]), onde as energias foram calculadas usando o método
DFT em conjunto com funcional de Perdew, Burke e Ernzerhof (PBE) adotando conjunto de bases
duplamente polarizada (DNP), juntamente com a corre¢cdo de longo alcance de Grimme (GGA +
D). Para aumentar a precisdao dos célculos da energia de intera¢do intermolecular entre o IBU e
os residuos da ASH, a metodologia utilizada em [85] se baseou no uso do modelo de solvatacao
continua COSMO (Conductor-like Screening Model), a fim de garantir uma eficicia maior nos
resultados e incluir a contribuic@o de forgas eletrostaticas. Neste caso, para a constante dielétrica

foram adotados os casos em que € = 0 e € = 40.
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Tabela 3.3: A tabela mostra as energias obtidas pelos métodos HF, B3ALYP e CAM utilizando o conjunto de bases 6-31+G(d),
comparando-as com as energias calculadas no resultado [85] através do método de solvatagado COSMO, com constantes dielétricas
¢ = 0 e e = 40, via funcional e base GGA + D/PBE/DNP.

Energia (kcal/mol)
Conjunto de bases 6-31+G(d) Conjunto de bases DNP!
Raio (A) Residuos Minima Distancia (A) HSA-IBUOL HF B3LYP CAM =0 e =40
3,0 LEU453 1,801 HD11 -iii(H9)C5 2,577 1,300 0,116 -6,700 -4,540
4,5 LEU387 1,891 HD21 -ii(H17)C12 5,203 1,444 0,744 -0,800 -0,740
4,5 ASN391 2,170 HB2 —iii(H1)C2 7,089 5,378 4,545 -1,580 -0,960
5,0 ARG410 1,983 HH21 -i(02)COO(-) -85,543 -85,110 -86,584 -84,850 -16,500
5,0 PHE403 2,612 HZ - iii(H1)C2 1,353 0,868 0,712 -3,530 -2,810
5,0 ILE388 2,668 HD13 - iii(H8)C5 1,017 1,190 0,886 -0,220 -1,340
5,0 LEU430 2,828 HD23 - ii(H14)C9 -1,610  -1,441 -1,835 -4,620 -3,160
5,0 LEU407 3,592 HDI11 -ii(H15)C10 0,670 0,508 0,379 -0,580 -2,720
5,5 VAL433 1,900 HGI11 -iii(H7)C5 3,806 3,292 1,364 -2,930 -2,700
55 ARG485 2,419 HD2 - i(H11)C7 -37,506 -39,019 -38,908 -37,440 -1,570
6,0 ALA449 2,087 HBI1 —iii(H8)C5 1,703 1,074 0,594 0,240 -0,040
6,5 SER489 1,411 HG - i(H12)C7 10,290 7,071 6,001  -15,810 -7,720
6,5 TYR411 1,878 HH -i(O1)COO(-)  -8947 9944 -11919 -5450 -1,380
7,0 GLY431 4,790 HA1 -ii(H15)C10  -0,081  -1,027 -0,216  -0,520 0,140
7,0 GLU450 5,041 HA -iii(H9)C5 29,937 30,190 30,126 30,510 1,020
7.5 GLY434 2,176 HAT1 - iii(H4)C4 0,433 0,272 -0,308 -0,420 -0,170
7.5 CYS392 3,641 SG -iii(H6)C4 -0,081 0,338 0,091 0,790 -0,030
7,5 LEU457 4,156 HDI11 -i(H11)C7 -1,216  -1,158 -1,195 -0,480 -1,250
8,0 PHE395 4,061 HBI - iii(H5)C4 -0,674  -0,518 -0,578 -0,960 -1,410
8,0 TYR452 4,445 HB2 - iii(H7)C5 -1,539  -1,673 -1,626  -2,150 -0,300
8,5 LYS414 2,475 HZ3 -i(01)COO(-) -93,335 -82,541 -93485 -81,410 -9,160
8,5 CYS438 3,412 SG - iii(H6)C4 0,655 0,676 0,379 0,370 -0,030
8,5 CYS437 3,704 HB1 —iii(H4)C4 -1,178  -1,148 -1,198 -0,780 -0,050

1 Energias calculadas em [85].
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Tabela 3.4: A tabela mostra as energias obtidas pelos métodos HF, B3LYP e CAM utilizando o conjunto de bases 6-31+G(d),

comparando-as com as energias calculadas no resultado [85] através do método de solvatagio COSMO, com constantes dielé-
tricas € = 0 e ¢ = 40, via funcional e base GGA + D/PBE/DNP.

L
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Energia (kcal/mol)
Conjunto de bases 6-31+G(d) Conjunto de bases DNP!
Raio (A) Residuos Minima Distancia (A) ~ HSA-IBUO1 HF B3LYP CAM =0 e =40
8,5 GLN390 6,154 HB2 -ii(H16)C12 -2,600 -1,243 -2,241 -0,250 -0,070
8,5 LEU394 6,224 HB2 -iii(HI)C2  -1,604  -1,535 -1,559 -0,490 -0,090
8,5 VAL456 6,374 HGI11 -ii(H14)C9 -1,722  -1,787 -1,784 -2,200 -0,200
8,5 PRO384 6,467 O -ii(H16)C12 1,223 1,170 1,191 0,940 0,050
9,0 PHE488 3,650 HB2 - i(H13)C7 0,303  -0,349 -0,220 0,350 -0,450
9,0 LYS432 5,402 C -iii(H4)C4 -20,970 -33,335 -21,830 -39,630 -0,990
9,0 LYS389 6,452 N -iii(H2)C2 -19,896 -32,722 -20,878 -23,940 -0,640
9,0 ASN429 6,457 0 -iii(H3)C3/0  -1,859  -1,865 -1,860 1,290 -0,100
9,5 MET446 6,077 HA -iii(H8)C5 1,143 0,951 1,160 -0,310 -0,010
9,5 SER427 6,532 HA -ii(H14)C9 0,166  -0,578 0,193 1,250 0,040
9,5 VALA426 6,865 HG13 -ii(H14)C9 0,887 0,750 0,781 0,660 -0,030
9,5 ASN386 6,984 O -ii(H16)C12 -1,044  -1,153 -1,124 0,120 -0,040
9,5 SER454 7,252 HN - iii(H9)C5 -0,246 0,020 -0,038 -0,260 -0,020
9,5 GLN404 7,667 HA -ii(H15)C10 0,973 1,005 1,037 -2,120 0,040
10,0 SER435 4,889 HN - iii(H4)C4 -0,536  -0,422 -0,454 -1,370 -0,020
10,0 PRO486 5,606 HA -i(H11)C7 2,848 2,496 2,944 0,080 0,040
10,0 ARG445 5,714 O - iii(H8)C5 -20,458 -20,918 -20,766 -23,970 -0,670
10,0 CYS448 5,814 C - iii(H7)C5 -0,830  -0,988 -0,941 -0,650 -0,010
10,0 GLU383 6,565 OE2 -i(H12)C7 31,517 31,185 31,298 32,790 1,070
10,0 GLU393 7,067 HN -iii(H6)C4 20,269 20,635 20,492 28,690 0,660
10,0 ASP451 7,196 HN -iii(H7)C5 20,602 21,022 20,881 25,030 0,690
10,0 ALA406 7,870 0-i(02)COO0(-) -0,547 -0,876 -0,800 0,190 0,010
10,5 LYS436 5,316 HN - iii(H4)C4 -1,344  -1,332 -1,340 -0,850 -0,040
10,5 GLN385 8,059 0O -ii(H16)C12 0,842 0,876 0,882 0,240 0,050
10,5 VALA455 8,675 HN - iii(H9)C5 -0,737  -0,744 -0,751 -1,230 -0,100
11,0 ALA490 5,610 HN - i(H13)C7 -0,819  -0,354 -0,469 0,350 0,180

! Energias calculadas em [85].
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Tabela 3.5: A tabela mostra as energias obtidas pelos métodos HF, B3LYP e CAM utilizando o conjunto de bases 6-31+G(d),
comparando-as com as energias calculadas no resultado [85] através do método de solvatagio COSMO, com constantes dielétri-
cas ¢ = 0 e ¢ = 40, via funcional e base GGA + D/PBE/DNP.

sopeInsoy ¢

Energia (kcal/mol)
Conjunto de bases 6-31+G(d) Conjunto de bases DNP!
Raio (A) Residuos Minima Distancia (A) HSA-IBUOL HF B3LYP CAM e=0 e =40
11,0 ARG484 6,335 O -i(H13)C7 -21,492 22,219 -21,889 -27,590 -0,810
11,0 ARG348 8,313 H22 -i(H11)C7  -24,253 -24,313 -24290 -36,300 -0,880
11,0 ARG428 8,355 O -ii(H15)C10  -19,419 -19,514 -19,472 -35,470 -0,770
11,0 LEU408 8,722 N -i(02)COO(-) 1,115 1,313 1,294 3,500 0,130
11,5 GLU396 7,408 HN - iii(H5)C4 18,845 19,319 19,159 20,960 0,640
11,5 PRO447 8,223 O - iii(H7)CS5 0,704 0,696 0,715 -0,260 -0,010
11,5 LEU398 9,160 HDI13 -iii(H1)C2  -1,091  -1,075 -1,086  -1,860 -1,000
11,5 VAL344 9,485 HG21 -i(HI1)C7  -0,670 -0,692 -0,693 0,210 -0,040
12,0 LEU491 6,370 HN - i(H13)C7 3,352 2,891 2,997 1,720 -0,030
12,0 CYS487 6,374 C-i(H13)C7 -1,204  -1,381 -1,337 1,050 0,180
12,0 GLU400 7,945 HA -iii(H5)C4 21,785 21,853 21,820 30,000 0,840
12,0 LEU460 8,307 HD23 -i(H10)C6  -1,263  -1,200 -1,228 -0,970 -0,110
12,0 ASN458 10,220 HN - i(H10)C6 -0,466  -0,204 -0,261 -1,280 -0,070
12,5 LYS439 7,159 HN - iii(H4)C4 -0,568  -0,406 -0,455 - -
12,5 ASN483 8,328 O-i(HIHC7/HN -0,015 -0,121 -0,094 2,290 0,320
12,5 GLY399 8,977 O - iii(H5)C4 0,771 0,648 0,676 -0,400 0,000
12,5 SER342 9,563 HB2 -iii(H8)C5  -0,147  -0,191 -0,175 0,110 -0,070
12,5 ASN405 10,545 0-i(02)CO0(-) 0,774 0,689 0,724 - -
12,5 LYS402 10,728 C - iii(H5)C4 -17,536  -32,930 -19,441 - -
13,0 HIS440 8,240 HN - iii(H6)C4 0,595 0,552 0,561 - -
13,0 VAL409 9,279 C-i(0OHCOO(-)  -1,283  -1,339 -1,348 - -
13,0 GLN397 9,362 HN - iii(H5)C4 -1,125  -1,085 -1,102 0,260 -0,010
13,0 GLU425 10,476 O -ii(H14)C9 19,819 19,930 19,887 - -
13,0 GLU382 10,689 O -ii(H16)C12 16,845 16,887 16,860 - -

1 Energias calculadas em [85].
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Tabela 3.6: A tabela mostra as energias obtidas pelos métodos HF, B3LYP e CAM utilizando o conjunto de bases 6-31+G(d) (na
presenca do background de cargas pontuais), comparando-as com as energias calculadas no resultado [85] através do método de
solvatagdo COSMO, com constantes dielétricas ¢ = 0 e ¢ = 40, via funcional e base GGA + D/PBE/DNP.

Energia (kcal/mol)
Conjunto de bases 6-31+G(d)

. Conjunto de bases DNP!
com cargas pontuals
Raio (A) Residuos Minima Distancia (A) HSA-IBUOL HF B3LYP CAM =0 e =40
3,0 LEU453 1,801 HDI11 -iii(H9)C5 3,964 2,773 1,578  -6,700 -0,070
45 LEU387 1,891 HD21 -ii(H17)C12 5203 4247 3484  -0,800 -0,090
4,5 ASN391 2,170 HB2 —iii(H)C2 12,267 10,748 9,846  -1,580 -0,200
50  ARG410 1,983 HH21 - i(02)COO(-) -81,171 -79,972 -81,617 -84,850 0,050
5,0 PHE403 2,612 HZ - iii(H1)C2 3,695 3255 3,087  -3,530 -0,450
5,0 ILE388 2,668 HD13 - iii(H8)C5 1,445 1,617 1,342 -0,220 -0,990
5,0 LEU430 2,828 HD23 - ii(H14)C9  -1,036 -0,839  -1,236  -4,620 -0,640
5,0 LEU407 3,592 HD11 -ii(HI5)C10 5,995 6,023 5,844  -0,580 -0,100
55 VAL433 1,900 HGI11 - iii(H7)C5 4,313 2,958 1,655  -2,930 -0,010
55  ARG485 2,419 HD2 - i(HI1)C7  -31,578 -32,173 -32,433  -37,440 0,040
6,0  ALA449 2,087 HB1 - iii(H8)C5 2,382 1,779 1,279 0,240 -0,030
6,5 SER489 1,411 HG - i(H12)C7 13,368 10,396 9,268  -15,810 -0,040
6,5 TYR411 1,878 HH - i(O1)COO(-)  -5,612 -7,302  -9,197  -5450 -0,020
7,0 GLY431 4,790 HA1 -ii(H15)C10  -0,200 -0,043  -0,073  -0,520 0,040
70  GLU450 5,041 HA - iii(H9)C5 30,373 30,388 30431 30,510 -0,020
75 GLY434 2,176 HAL - iii(H4)C4 0383 0,194  -0,378  -0,420 0,040
7,5 CYS392 3,641 SG — iii(H6)C4 0,058 0315 0,096 0,790 -0,670
75 LEU457 4,156 HD11-iHI)C7  -1,142  -1,166  -1,176  -0,480 -0,010
8,0 PHE395 4,061 HB1 - iii(H5)C4 0,920 -0,785  -0,837  -0,960 1,070
8,0  TYR452 4,445 HB2 - iii(H7)C5 0911 -1,189  -0,878  -2,150 0,660
8,5 LYS414 2,475 HZ3 - i(01)COO(-) -89,549 -88,060 -89,269 -81,410 0,690
8,5 CYS438 3,412 SG - iii(H6)C4 0372 0,352 0074 0,370 0,010
8,5 CYS437 3,704 HB1 -iii(H4)C4  -0,714 -0,820  -0,649  -0,780 -0,040

1 Energias calculadas em [85].
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Tabela 3.7: A tabela mostra as energias obtidas pelos métodos HF, B3LYP e CAM utilizando o conjunto de bases 6-31+G(d) (na
presenca do background de cargas pontuais), comparando-as com as energias calculadas no resultado [85] através do método de
solvatagdo COSMO, com constantes dielétricas ¢ = 0 e ¢ = 40, via funcional e base GGA + D/PBE/DNP.

Energia (kcal/mol)
Conjunto de bases 6-31+G(d)

. Conjunto de bases DNP!
com cargas pontuais
Raio (A) Residuos Minima Distancia (A) HSA-IBUO1 HF B3LYP CAM e=0 e =40
8,5 GLN390 6,154 HB2 -ii(H16)C12 -1,699 -1,610 -1,667 -0,250 -0,070
8,5 LEU394 6,224 HB2 -iii(H1)C2  -1,473  -1,370 -1,353 -0,490 -0,090
8,5 VAL456 6,374 HGI11 -ii(H14)C9 -1,401  -1,339 -1,381 -2,200 -0,200
8,5 PRO384 6,467 O -ii(H16)C12 1,859 1,744 1,815 0,940 0,050
9,0 PHE488 3,650 HB2 - i(H13)C7 5,761 5,924 5,835 0,350 -0,450
9,0 LYS432 5,402 C -1ii(H4)C4 -19,579 -19,447 -19,485 -39,630 -0,990
9,0 LYS389 6,452 N -1ii(H2)C2 -18,905 -18,974 -18,947 -23,940 -0,640
9,0 ASN429 6,457 0 -iii(H3)C3/0  -1,409 -1,119 -1,222 1,290 -0,100
9,5 MET446 6,077 HA -iii(H8)C5 1,263 1,193 1,233 -0,310 -0,010
9,5 SER427 6,532 HA -1ii(H14)C9 0,617 0,574 0,622 1,250 0,040
9,5 VAL426 6,865 HG13 -ii(H14)C9 1,284 0,985 1,206 0,660 -0,030
9,5 ASN386 6,984 O -ii(H16)C12 -0,717  -0,782 -0,717 0,120 -0,040
9,5 SER454 7,252 HN - iii(H9)C5 0,019 0,268 0,220 -0,260 -0,020
9,5 GLN404 7,667 HA -ii(H15)C10 1,490 1,454 1,526 -2,120 0,040
10,0 SER435 4,889 HN - iii(H4)C4 -0,414  -0,346 -0,364 -1,370 -0,020
10,0 PRO486 5,606 HA -i(H11)C7 3,257 3,115 3,258 0,080 0,040
10,0 ARG445 5,714 O - iii(H8)C5 -18,232 -18,318 -18,295 -23,970 -0,670
10,0 CYS448 5,814 C -1ii(H7)C5 -0,383  -0,514 -0,461 -0,650 -0,010
10,0 GLU383 6,565 OE2 -i(H12)C7 34,032 33,308 33,872 32,790 1,070
10,0 GLU393 7,067 HN —iii(H6)C4 19,881 20,519 20,039 28,690 0,660
10,0 ASP451 7,196 HN - 1ii(H7)C5 20,077 20,322 20,232 25,030 0,690
10,0 ALA406 7,870 0-1(02)COO(-) 0,265 0,006 0,072 0,190 0,010
10,5 LYS436 5,316 HN - iii(H4)C4 -0,941  -0,861 -0,886 -0,850 -0,040
10,5 GLN385 8,059 O -ii(H16)C12 0,979 0,954 0,993 0,240 0,050
10,5 VALA455 8,675 HN - iii(H9)C5 -0,707  -0,697 -0,717 -1,230 -0,100
11,0 ALA490 5,610 HN - i(H13)C7 -0,528 0,141 -0,041 0,350 0,180

! Energias calculadas em [85].
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Tabela 3.8: A tabela mostra as energias obtidas pelos métodos HF, B3LYP e CAM utilizando o conjunto de bases 6-31+G(d) (na
presenca do background de cargas pontuais), comparando-as com as energias calculadas no resultado [85] através do método de
solvatagdo COSMO, com constantes dielétricas ¢ = 0 e € = 40, via funcional e base GGA + D/PBE/DNP.

Energia (kcal/mol)
Conjunto de bases 6-31+G(d)

. Conjunto de bases DNP!
com cargas pontuals

Raio (A) Residuos Minima Distancia (A) HSA-IBUOL HF B3LYP CAM =0 e =40
11,0 ARG484 6,335 O-i(HI3)C7  -19,560 -19,901 -19,797 -27,590 -0,810
11,0 ARG348 8,313 H22 - i(H11)C7  -23,766 -23,724 -23,732  -36,300 -0,880
11,0  ARG428 8,355 O -ii(H15)C10  -19,339 -19,426 -19,378 -35,470 -0,770
11,0  LEU408 8,722 N-i(02)COO(-) 1,963 2263 2243 3,500 0,130
11,5  GLU396 7,408 HN - iii(H5)C4 17,872 18,260 18,075 20,960 0,640
11,5  PRO447 8,223 O - iii(H7)C5 0,929 0920 0943  -0,260 -0,010
11,5 LEU398 9,160 HDI13 - iii(H1)C2  -1,036 -1,008  -1,016  -1,860 -1,000
11,5  VAL344 9,485 HG21 -i(HI1)C7  -0,689 -0,697 -0,702 0210 -0,040
12,0  LEU491 6,370 HN - i(H13)C7 4498 4,115 4,193 1,720 -0,030
120  CYS487 6,374 C - i(H13)C7 0,339 -0,850  -0,494 1,050 0,180
12,0  GLU400 7,945 HA -iii(H5)C4 21,416 22,022 21,376 30,000 0,840
12,0  LEU460 8,307 HD23 - i(H10)C6  -1,313 -1,230  -1,268  -0,970 -0,110
12,0 ASN458 10,220 HN - i(H10)C6  -0,312 -0,035  -0,098  -1,280 -0,070
12,5  LYS439 7,159 HN - iii(H4)C4  -0,447 -0,300  -0,348 - -
12,5  ASN483 8,328 O-i(HIC7/HN 0,700 -0,300 0,578 2,290 0,320
12,5  GLY399 8,977 O - iii(H5)C4 0,985 0,834 0,893  -0,400 0,000
12,5  SER342 9,563 HB2 - iii(H8)C5  -0,137 -0,261  -0,195 0,110 -0,070
12,5  ASN405 10,545 0-i(02)CO0(-) 1,110 0,903 1,002 - -
12,5  LYS402 10,728 C-iii(H5)C4  -16,862 -17,165 -17,066 - -
13,0  HIS440 8,240 HN -iii(H6)C4 0,350 0236 0,291 - -
13,0 VAL409 9,279 C-i(ODCOO(-)  -1,025 -1,011  -1,031 - -
13,0 GLN397 9,362 HN - iii(H5)C4  -1,186 -1,094  -1,151 0,260 -0,010
13,0  GLU425 10,476 O-ii(H14)C9 20,158 20,558 20,265 - -
13,0  GLU382 10,689 O-ii(H16)C12 17,117 17,084 17,086 - -

1 Energias calculadas em [85].
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Tabela 3.9: A tabela mostra as energias obtidas pelos métodos HF, B3LYP, CAM e MP2 utilizando o conjunto de bases 6-311+G(d),
comparando-as com as energias calculadas no resultado [85] através do método de solvatagdo COSMO, com constantes dielétricas ¢ = 0 e
e = 40, via funcional e base GGA + D/PBE/DNP.

Energia (kcal/mol)
Conjunto de bases 6-311+G(d) Conjunto de bases DNP!
Raio (10%) Residuos Minima Distancia (A) HSA-IBUO1 HF B3LYP CAM MP2 e=10 e =40
3.0 LEU453 1,801 HDI1 - iii(H9)C5 2,238 1,122 -0,097 -5,530 -6,700 -4,540
4.5 LEU387 1,891 HD21 -ii(H17)C12 2,375 1,382 0,659 -2,955 -0,800 -0,740
4,5 ASN391 2,170 HB2 —iii(H1)C2 6,868 5,397 4513  -1,099 -1,580 -0,960
5,0 ARG410 1,983 HH21 -1(02)COO(-) -85,908 -85,246 -86,729 -88,771 -84,850 -16,500
5,0 PHE403 2,612 HZ - 1ii(H1)C2 1,268 0,910 2,164  -1,696 -3,530 -2,810
5,0 ILE388 2,668 HDI13 - iii(H8)C5 0,972 1,168 1,542 -1,618 -0,220 -1,340
5,0 LEU430 2,828 HD23 - ii(H14)C9 -1,715  -1,483  -1,868  -4,758  -4,620 -3,160
5,0 LEU407 3,592 HDI11 -ii(H15)C10 0,513 0,433 0,304  -1,961 -0,580 -2,720
5,5 VALA433 1,900 HGI11 -iii(H7)C5 3,638 3,250 1,230  -3,286 -2,930 -2,700
5,5 ARG485 2,419 HD2 - i(H11)C7 -37,596 -38,996 -38,930 -41,881 -37,440 -1,570
6,0 ALA449 2,087 HB1 -iii(H8)C5 1,523 0,981 0,464  -1,135 0,240 -0,040
6,5 SER489 1,411 HG - i(H12)C7 10,094 6,785 5,681 4,706  -15,810 -7,720
6,5 TYR411 1,878 HH - i(O1)COOC(-) -9,309  -10,279 -12,307 -14,379 -5,450 -1,380
7,0 GLY431 4,790 HA1 -ii(H15)C10  -0,074 -0,986 -0,170 -0,343  -0,520 0,140
7,0 GLU450 5,041 HA -1iii(H9)C5 29,953 30,240 30,172 29,788 30,510 1,020
7,5 GLY434 2,176 HALI - iii(H4)C4 0,373 0,290 -0,321 -1,878 -0,420 -0,170
7,5 CYS392 3,641 SG —iii(H6)C4 -0,100 0,319 0,077  -0,764 0,790 -0,030
7,5 LEU457 4,156 HDI11 - i(H11)C7 -1,280  -1,159  -1,198  -1,829  -0,480 -1,250
8,0 PHE395 4,061 HBI -iii(H5)C4 -0,688 -0,493 -0,550 -1,048 -0,960 -1,410
8,0 TYR452 4,445 HB2 -iii(H7)C5 -1,556 -1,696 -1,645 -2,038 -2,150 -0,300
8,5 LYS414 2,475 HZ3 -i(01)COO(-) -93.456 -82,774 -93,575 -93,629 -81,410 -9,160
8,5 CYS438 3,412 SG -1ii(H6)C4 0,531 0,590 0,292  -0,685 0,370 -0,030
8,5 CYS437 3,704 HB1 -iii(H4)C4 -1,246  -1,187  -1,236  -1,972  -0,780 -0,050

1 Energias calculadas em [85].
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Tabela 3.10: A tabela mostra as energias obtidas pelos métodos HE, B3LYP, CAM e MP2 utilizando o conjunto de bases 6-311+G(d),
comparando-as com as energias calculadas no resultado [85] através do método de solvatagdio COSMO, com constantes dielétricas € = (
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e ¢ = 40, via funcional e base GGA + D/PBE/DNP.

Energia (kcal/mol)
Conjunto de bases 6-311+G(d) Conjunto de bases DNP!
Raio (A) Residuos Minima Distancia (A) ~ HSA-IBUO1 HF B3LYP CAM MP2 =0 e =40
8,5 GLN390 6,154 HB2 -ii(H16)C12 -2,603 -1,260 -2,274 -2,986 -0,250 -0,070
8,5 LEU394 6,224 HB2 -iii(HI)C2  -1,605 -1,528 -1,550 -1,700  -0,490 -0,090
8,5 VAL456 6,374 HGI11 -ii(H14)C9 -1,744 -1,795 -1,792 -1,956 -2,200 -0,200
8,5 PRO384 6,467 O -ii(H16)C12 1,218 1,161 1,180 1,026 0,940 0,050
9,0 PHE488 3,650 HB2 - i(H13)C7 0,331 -0,353  -0,214 -1,422 0,350 -0,450
9,0 LYS432 5,402 C -iii(H4)C4 -20,944  -33,102 -21,768 -21,255 -39,630 -0,990
9,0 LYS389 6,452 N -iii(H2)C2 -19,879 -32,487 -20,813 -20,131 -23,940 -0,640
9,0 ASN429 6,457 0 -ii(H3)C3/0 -1,904 -1,865 -1,864 -2,027 1,290 -0,100
9,5 MET446 6,077 HA -iii(H8)C5 1,145 0,962 1,155 1,037  -0,310 -0,010
9,5 SER427 6,532 HA -ii(H14)C9 0,159  -0,590 0,179 0,071 1,250 0,040
9,5 VAL426 6,865 HG13 -ii(H14)C9 0,882 0,756 0,785 0,670 0,660 -0,030
9,5 ASN386 6,984 O -ii(H16)C12 -1,154  -1,215 -1,188  -1,319 0,120 -0,040
9,5 SER454 7,252 HN - iii(H9)C5 -0,241 0,009 -0,047 -0,044 -0,260 -0,020
9,5 GLN404 7,667 HA -ii(H15)C10 1,028 1,032 1,063 1,103  -2,120 0,040
10,0 SER435 4,889 HN - iii(H4)C4 -0,501  -0,378 -0,403 -0,550 -1,370 -0,020
10,0 PRO486 5,606 HA -i(H11)C7 2,903 2,559 2,958 2,794 0,080 0,040
10,0 ARG445 5,714 O - iii(H8)C5 -20,517 -20,935 -18,922 -21,024 -23,970 -0,670
10,0 CYS448 5,814 C -iii(H7)C5 -0,827 -1,004 -0,959 -1,163  -0,650 -0,010
10,0 GLU383 6,565 OE2 -i(H12)C7 31,486 31,165 31,274 31,137 32,790 1,070
10,0 GLU393 7,067 HN -iii(H6)C4 20,275 20,656 20,513 20,420 28,690 0,660
10,0 ASP451 7,196 HN -iii(H7)C5 20,606 21,044 20,904 20,886 25,030 0,690
10,0 ALA406 7,870 0-i1(02)COO0(-) -0,680 -0,900 -0,825 -1,121 0,190 0,010
10,5 LYS436 5,316 HN - iii(H4)C4 -1,345  -1,324  -1,334  -1,448 -0,850 -0,040
10,5 GLN385 8,059 0O -ii(H16)C12 0,850 0,873 0,878 0,841 0,240 0,050
10,5 VALA455 8,675 HN - iii(H9)C5 -0,740 -0,747 -0,753  -0,780  -1,230 -0,100
11,0 ALA490 5,610 HN - i(H13)C7 -0,314  -0,383  -0,490 -0,028 0,350 0,180

! Energias calculadas em [85].
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Tabela 3.11: A tabela mostra as energias obtidas pelos métodos HF, B3LYP, CAM e MP2 utilizando o conjunto de bases 6-311+G(d),
comparando-as com as energias calculadas no resultado [85] através do método de solvatagdo COSMO, com constantes dielétricas € = 0
e ¢ = 40, via funcional e base GGA + D/PBE/DNP.

Energia (kcal/mol)
Conjunto de bases 6-311+G(d) Conjunto de bases DNP'
Raio (A) Residuos Minima Distancia (A) ~ HSA-IBUOI HF B3LYP CAM MP2 ¢=0 e =40
11,0 ARG484 6,335 O -i(H13)C7 -21,552  -22,232  -21917 -22,063 -27,590 -0,810
11,0 ARG348 8,313 H22 -i(H11)C7  -24,290 -24319 -24,293 -24,405 -36,300 -0,880
11,0 ARG428 8,355 O -ii(H15C10  -19,238 -19,515 -19,473 -19,292 -35,470 -0,770
11,0 LEU408 8,722 N -i(02)COO(-) 1,142 1,308 1,290 1,260 3,500 0,130
11,5 GLU396 7,408 HN - iii(H5)C4 18,866 19,336 19,177 19,152 20,960 0,640
11,5 PRO447 8,223 O -iii(H7)C5 0,698 0,676 0,694 0,650  -0,260 -0,010
11,5 LEU398 9,160 HDI13 -iii(H1)C2  -1,096  -1,073  -1,083 -1,036  -1,860 -1,000
11,5 VAL344 9,485 HG21 -i(HI11)C7 -0,674 -0,686 -0,687 -0,705 0,210 -0,040
12,0 LEU491 6,370 HN -i(H13)C7 3,349 2,876 2,981 2,627 1,720 -0,030
12,0 CYS487 6,374 C-i(H13)C7 -1,233 1425 -1,385 -1,466 1,050 0,180
12,0 GLU400 7,945 HA - iii(H5)C4 21,795 21,859 21,824 21,778 30,000 0,840
12,0 LEU460 8,307 HD23 -i(H10)C6  -1,263  -1,186 -1,214 -1,220 -0,970 -0,110
12,0 ASN458 10,220 HN -i(H10)C6 -0,296  -0,205 -0,261 -0,074  -1,280 -0,070
12,5 LYS439 7,159 HN - iii(H4)C4 -0,569  -0,407 -0,456 -0,485 - -
12,5 ASN483 8,328 O-i(HI11)C7/HN -0,055 -1,187 -0,092 1,833 2,290 0,320
12,5 GLY399 8,977 O - iii(H5)C4 0,770 0,646 0,675 0,605  -0,400 0,000
12,5 SER342 9,563 HB2 -iii(H8)C5  -0,145 -0,186 -0,169 -0,174 0,110 -0,070
12,5 ASN405 10,545 0 -i(02)CO0(-) 0,850 0,683 0,717 0,810 - -
12,5 LYS402 10,728 C - 1ii(H5)C4 -17,514 -32,644 -19,317 -17,710 - -
13,0 HIS440 8,240 HN - iii(H6)C4 0,597 0,552 0,562 0,508 - -
13,0 VAL409 9,279 C-i(0nHCcoo(-) -1,311  -1,364 -1,373  -1,390 - -
13,0 GLN397 9,362 HN - iii(H5)C4 -1,130  -1,083  -1,099 -1,095 0,260 -0,010
13,0 GLU425 10,476 O -ii(H14)C9 19,815 19,926 19,883 19,886 - -
13,0 GLU382 10,689 O -ii(H16)C12 16,843 16,892 16,863 16,855 - -

1 Energias calculadas em [85].
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Tabela 3.12: A tabela mostra as energias obtidas pelos métodos HF, B3LYP e CAM utilizando o conjunto de bases 6-311+G(d) (na
presenca do background de cargas pontuais), comparando-as com as energias calculadas no resultado [85] através do método de
solvatacdo COSMO, com constantes dielétricas ¢ = 0 e € = 40, via funcional e base GGA + D/PBE/DNP.

Energia (kcal/mol)
Conjunto de bases 6-311+G(d)
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. Conjunto de bases DNP!
com cargas pontuals

Raio (A) Residuos Minima Distancia (A) HSA-IBUOL HF B3LYP CAM e=0 e =40
3,0 LEU453 1,801 HDI11 -iii(H9)C5 3,691 2,650 1,423 -6,700 -4,540
4,5 LEU387 1,891 HD21 -ii(H17)C12 5,059 4,246 3,464 -0,800 -0,740
4,5 ASN391 2,170 HB2 - iii(H)C2 12,219 10,778 9,831 -1,580 -0,960
50  ARG410 1,983 HH21 - i(02)COO(-) -81,268 -80,057 -81,710  -84,850 -16,500
5,0 PHE403 2,612 HZ - iii(H1)C2 3,623 3,292 3,128 -3,530 2,810
5,0 ILE388 2,668 HD13 - iii(H8)C5 1,397 1,567 1,296 -0,220 -1,340
5,0 LEU430 2,828 HD23 -ii(H14)C9  -1,096 -0,831  -1215  -4,620 -3,160
5,0 LEU407 3,592 HD11 -ii(H15)C10 5,976 6,100 5,923 -0,580 2,720
55 VALA433 1,900 HGI11 -iii(H7)C5 4,127 2,934 1,543 2,930 2,700
55  ARG485 2,419 HD2 - iHI1)C7  -31,544 -32,117 -32,397  -37,440 -1,570
6,0  ALA449 2,087 HB1 - iii(H8)C5 2,280 1,690 1,155 0,240 -0,040
6,5 SER489 1,411 HG - i(H12)C7 13,184 10,089 8920  -15,810 7,720
6,5 TYR411 1,878 HH - i(O1)COO(-)  -5938 -7,608  -9,565  -5,450 -1,380
7,0 GLY431 4,790 HAl -ii(H15)C10  -0,235 -0,054  -0,090  -0,520 0,140
7,0  GLU450 5,041 HA - iii(H9)C5 30,390 30,408 30452 30,510 1,020
75 GLY434 2,176 HAL - iii(H4)C4 0,306 0,184 0,416 -0,420 -0,170
7,5 CYS392 3,641 SG - iii(H6)C4 0,080 0,283 0,069 0,790 -0,030
75 LEU457 4,156 HD11-iHIDC7  -1,202  -1,151  -1,166  -0,480 -1,250
8,0 PHE395 4,061 HBI - iii(H5)C4  -0,931 -0,755  -0,805  -0,960 -1,410
8,0  TYR452 4,445 HB2 - iii(H7)C5 0,895 -1,189  -0,851  -2,150 -0,300
8,5 LYS414 2,475 HZ3 - i(01)COO(-) -89,591 -87,983 -89,225 -81,410 -9,160
8,5 CYS438 3,412 SG - iii(H6)C4 0269 0,262 -0,017 0,370 -0,030
8,5 CYS437 3,704 HB1 -iii(H4)C4  -0,768 -0,608  -0,680  -0,780 -0,050

1 Energias calculadas em [85].
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Tabela 3.13: A tabela mostra as energias obtidas pelos métodos HF, B3LYP e CAM utilizando o conjunto de bases 6-311+G(d)
(na presenga do background de cargas pontuais), comparando-as com as energias calculadas no resultado [85] através do método
de solvatagdo COSMO, com constantes dielétricas ¢ = 0 e ¢ = 40, via funcional e base GGA + D/PBE/DNP.

Energia (kcal/mol)
Conjunto de bases 6-311+G(d)

: Conjunto de bases DNP!
com cargas pontuals
Raio (A) Residuos Minima Distancia (A) HSA-IBUOI1 HF B3LYP CAM e=0 s =40
8,5 GLN390 6,154 HB2 - ii(H16)C12 -1,691 -1,602  -1,659  -0,250 -0,070
8,5 LEU394 6,224 HB2 - iii(H)C2  -1,445 -1,338  -1,315  -0,490 -0,090
8,5 VAL456 6,374 HGI1 -ii(H14)C9 -1,411 -1,335  -1,375  -2,200 -0,200
8,5 PRO384 6,467 0-ii(H16)C12 1,855 1,732 1,800 0,940 0,050
9,0 PHE488 3,650 HB2 - i(HI3)C7 5,786 5,909 5,832 0,350 -0,450
9,0 LYS432 5,402 C-iii(HH)C4  -19,519 -19,408 -19,445 -39,630 -0,990
9,0 LYS389 6,452 N-iii(H2)C2  -18,905 -19,010 -18,979  -23,940 -0,640
9,0 ASN429 6,457 0 -ii(H3)C3/0  -1,428 -1,136  -1,244 1,290 -0,100
9,5 MET446 6,077 HA -iii(H8)C5 1,260 1,190 1,228 -0,310 -0,010
9,5 SER427 6,532 HA -ii(H14)C9 0,607 0,557 0,601 1,250 0,040
9,5 VAL426 6,865 HG13 -ii(H14)C9 1,284 1,014 1,212 0,660 -0,030
9,5 ASN386 6,984 0-ii(HI6)C12  -0,762 -0,827  -0,769 0,120 -0,040
9,5 SER454 7,252 HN - iii(H9)C5 0,020 0,253 0,208 -0,260 -0,020
9,5 GLN404 7,667 HA -ii(H15)C10 1,544 1476 1,545 2,120 0,040
10,0  SER435 4,889 HN -iii(H4)C4  -0,388 -0,315  -0,325  -1,370 -0,020
10,0  PRO486 5,606 HA-i(HIC7 3,281 3,071 3,212 0,080 0,040
10,0  ARG445 5,714 O -iii(H8)C5  -18,220 -18,310 -18,286  -23,970 -0,670
10,0  CYS448 5,814 C - iii(H7)C5 0,371 -0,525  -0471  -0,650 -0,010
100  GLU383 6,565 OE2 - i(H12)C7 34,014 33278 33,856 32,790 1,070
10,0  GLU393 7,067 HN —iii(H6)C4 19,867 20,530 20,043 28,690 0,660
100  ASP451 7,196 HN - iii(H7)C5 20,079 20,340 20,250 25,030 0,690
10,0  ALA406 7,870 0-i(02)CO0(-) 0,248  -0,016 0,047 0,190 0,010
10,5  LYS436 5,316 HN - iii(H4)C4  -0,922 -0,833  -0,862  -0,850 -0,040
10,5  GLN385 8,059 0 -ii(HI6)C12 0,978 0,940 0,980 0,240 0,050
10,5  VALA455 8,675 HN -iii(H9)C5  -0,714 -0,705  -0,724  -1,230 -0,100
11,0  ALA490 5,610 HN -i(H13)C7  -0,528 0,117 -0,067 0,350 0,180

! Energias calculadas em [85].
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Tabela 3.14: A tabela mostra as energias obtidas pelos métodos HF, B3LYP e CAM utilizando o conjunto de bases 6-311+G(d)
(na presencga do background de cargas pontuais), comparando-as com as energias calculadas no resultado [85] através do método
de solvatagdo COSMO, com constantes dielétricas ¢ = 0 e ¢ = 40, via funcional e base GGA + D/PBE/DNP.

Energia (kcal/mol)
Conjunto de bases 6-311+G(d)

. Conjunto de bases DNP!
com cargas pontuals

Raio (A) Residuos Minima Distancia (A) HSA-IBUO1 HF B3LYP CAM e=0 e =40
11,0 ARG484 6,335 O - i(H13)C7 19,532 -19,901 -19,799  -27,590 0,810
11,0  ARG348 8,313 H22 -i(H11)C7  -23,755 -23,720 -23,727  -36,300 -0,880
11,0 ARG428 8,355 0-ii(H15)C10  -19.336 -19,431 -19,383  -35,470 -0,770
11,0  LEU408 8,722 N-i(02)COO(-) 1,980 2238 2,219 3,500 0,130
11,5  GLU396 7,408 HN -iii(H5)C4 17,880 18,261 18,078 20,960 0,640
11,5  PRO447 8,223 O - iii(H7)C5 0,919 0,899 0,919 -0,260 -0,010
11,5  LEU398 9,160 HDI13 -iii(H)C2  -1,037 -1,002  -1,007  -1,860 -1,000
11,5  VAL344 9,485 HG21 -i(HI1)C7  -0,693 -0,693  -0,699 0,210 -0,040
12,0  LEU491 6,370 HN - i(H13)C7 4501 4,106 4,181 1,720 -0,030
12,0 CYS487 6,374 C - i(H13)C7 0,386  -0910  -0,555 1,050 0,180
12,0 GLU400 7,945 HA -iii(H5)C4 21,418 22,032 21,369 30,000 0,840
12,0 LEU460 8,307 HD23 - i(H10)C6  -1,305 -1,206  -1244  -0,970 0,110
12,0 ASN458 10,220 HN -i(H10)C6  -0,313  -0,037  -0,098  -1,280 -0,070
12,5  LYS439 7,159 HN -iii(H4)C4  -0,447  -0,301 -0,349 - -
12,5  ASN483 8,328 O-iHIHC7/HN 0,704  -0,226 0,576 2,290 0,320
12,5  GLY399 8,977 O - iii(H5)C4 0,983 0,833 0,891 -0,400 0,000
12,5  SER342 9,563 HB2 - iii(H8)C5  -0,131  -0,251 -0,185 0,110 -0,070
12,5  ASN405 10,545 0-i(02)CO0(-) 1,099 0,883 0,983 - -
12,5  LYS402 10,728 C-iii(H5)C4  -16,840 -17,162  -17,065 - -
13,0 HIS440 8,240 HN - iii(H6)C4 0,350 0,237 0,291 - -
13,0 VAL409 9,279 C-i(ODCOO(-)  -1,063 -1,048  -1,068 - -
13,0 GLN397 9,362 HN -iii(H5)C4  -1,192  -1,092  -1,148 0,260 0,010
13,0  GLU425 10,476 O - ii(H14)C9 20,146 20,556 20,252 - -
13,0  GLU382 10,689 0-ii(H16)C12 17,113 17,083 17,083 - -

1 Energias calculadas em [85].
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3.5 Graficos BIRDs (Binding site, Interaction energy and Resi-

dues Domain)

Os resultados dispostos nas subsecdes subsequentes mostram o comportamento do perfil ener-
gético das interacdes entre os aminodcidos selecionados e a molécula do ligante. Para isto, sdo
analisados os graficos BIRDs (Binding site, Interaction energy and Residues Domain), os quais
nos permitem inferir a intensidade da interacao intermolecular entre o ligante e os residuos de inte-
resse. Cada grafico BIRD abrange os aminodcidos com energias maiores que 3 kcal/mol, os quais
se localizam no sitio ativo e num raio de 13 A a partir do centréide do ligante IBUO1. Os residuos

estdo dispostos em ordem crescente da minima distincia entre aminodcido e ligante.

Em virias situacdes, um dado residuo apresenta energia dentro do valor de corte quando cal-
culado através de um dado método, porém para outro método este mesmo residuo pode apresentar
energia inferior a 3 kcal/mol, pois métodos com correcdes de longo alcance e inclusdo de efeitos
eletrostdticos na descricao tendem a diminuir os valores superestimados de energia, de modo que as
energias de interacdo se aproximam de resultados mais realistas. Assim sendo, ocorreram casos em
que foram inseridos aminodcidos com energias inferiores a energia de corte a fim de comparacao
entre as energias individuais. Finalmente, com excecdo da andlise da convergéncia de bases, nas
outras subsec¢des as energias usadas para as aferi¢des foram calculadas com o conjunto de bases

6-311+G(d).

3.5.1 Convergéncia de Bases

Os graficos BIRDs mostram os aminoacidos que interagem mais fortemente com a proteina
HSA, de modo que as energias de interacdo entre ligante e proteina devem ser maiores que a energia
de corte aqui adotada (3 kcal/mol). Os graficos de 3.7 a 3.12 mostram os BIRDs comparando as
energias calculadas via métodos HF, DFT e DFT (com funcional CAM-B3LYP) por meio dos

conjuntos de base 6-31+G(d) (barras horizontais pretas) e 6-311+G(d) (barras horizontais cinzas).
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O perfil energético de interacdo IBU-ASH para todos os métodos aqui utilizados, mostram que
os residuos polares como as Argininas, Lisinas, Acido Aspirtico e Acido Glutimico exibem ex-
pressivas energias de interagcdo, com valores maiores que 20 kcal/mol. Por outro lado, aminoécidos
apolares como TYR411, ASN391 e SER489 também apresentam energias de interacdo intensas,
de modo que € notdvel que todos os aminodcidos pertencentes ao sitio ativo revelaram interacoes
significativas, e embora a maioria exiba energias repulsivas, as energias atrativas possuem valores

maiores em modulo.

No geral, ndo foram detectadas variagdes relevantes entre as energias calculadas por meio do
conjunto de bases 6-31+G(d) e 6-311+G(d). Assim, os residuos com interagdes mais intensas
mantiveram o padrdo energético em todos o métodos e as energias de interacdo convergem em

relacdo as bases adotadas neste estudo.

3.5.2 O efeito das cargas pontuais nas energias de interacao

Nos grificos BIRDs 3.13, 3.14 e 3.15 (para os métodos HF, DFT e DFT com funcional CAM-
B3LYP, respectivamente) as interacdes energéticas mais importantes sdo desvendadas, de maneira
que estas sdo comparadas mediante a inclusdo do background de cargas nos célculos. Logo, as
barras horizontais pretas assinalam as energias computadas sem o background de cargas, enquanto
as barras horizontais cinzas representam as energias obtidas na condicdo em que as cargas pon-
tuais s@o inseridas em cada cdlculo individual. As energias dispostas nos referidos BIRDS foram

computadas por meio do conjunto de bases 6-311+G(d).

No caso em que a contribuicao das cargas pontuais é adicionada o médulo das energias atrativas
diminui, enquanto que o das energias repulsivas aumenta. Assim, os residuos que na auséncia
do background de cargas pontuais possuem energias inferiores a 3 kcal/mol, como o LEU407,
LEU453, PHE403 e PHE488 também passam a compor o dominio de interacdes com energia maior

que o critério de corte.

Tese de Doutorado
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E visivel que os aminodcidos localizados no sitio de ligagdo da proteina, como SER489,
TYR411, ARG410, ASN391, ARG485, LYS414, LEU407 e PHE488, foram mais sensiveis as in-
teracoOes eletrostéticas proporcionadas pelas cargas pontuais dos residuos remanescentes. De outra
maneira, o método DFT com cargas pontuais superestima as interacdes entre ligante e proteina fora
do sitio ativo (LYS432, ARG484, ARG445 e GLU383), de modo que tais aminodcidos também sao
bastante suscetiveis as alteragdes provocadas pela inclusdo das cargas pontuais neste método. As
diferencas energéticas para a interagdes obtidas via DFT (com e sem cargas pontuais) superam 15

kcal/mol.

3.5.3 Comparacio entre os métodos

Os gréficos BIRDs de 3.16 a 3.17 mostram as interacdes energéticas mais relevantes, obtidas
por intermédio dos métodos HF (barras horizontais cinzas com listras diagonais cruzadas), MP2
(barras horizontais cinzas com listras diagonais), DFT (barras horizontais pretas) e DFT com fun-

cional CAM-B3LYP (barras horizontais cinzas) executados com o conjunto de base 6-311+G(d).

Para uma visualizagc@o mais clara, as energias dos 25 residuos computadas com os métodos sem
cargas pontuais estdo dispostas nos graficos 3.16 e 3.17. Com excec¢do dos aminoacidos LY S432,
LYS389 e LYS402, os residuos mais sensiveis aos efeitos eletrostaticos atribuidos as cargas pon-
tuais estdo localizados no sitio ativo da HSA. Destaca-se a interagdo do LEU453 obtida via MP2,
uma vez que a mesma torna-se inverte o sentido, tornando-se atrativa quando calculada com tal

método.

Embora as energias de intera¢do tenham convergido, em relagdo aos diferentes métodos aqui
utilizados, o método DFT descreveu energias de interacdo sobrestimadas para os residuos LY S432,
LYS389 e LYS402. Todavia, para os aminoécidos do sfio ativo, tal método foi o que calculou as
menores energias de interagcdo atrativa. Por outro lado, conforme o grafico 3.17, a inclusdo do
efeitos eletrostaticos gerados pelas cargas pontuais inibiu as variacdes mais intensas nas energias

de interacdo IBU-ASH.
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Figura 3.7: Painel gréfico BIRD obtido para o método quantico HF. Sdo comparadas as energias obtidas por meio

dos conjuntos de bases 6-31+G(d) (barras horizontais pretas) e 6-311+g(d) (barras horizontais cinzas).
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Figura 3.8: Painel grafico BIRD obtido para o método quéntico HF na presenca de cargas pontuais. Sdo compara-

das as energias obtidas por meio dos conjuntos de bases 6-31+G(d) (barras horizontais pretas) e 6-311+g(d) (barras

horizontais cinzas).
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Figura 3.9: Painel grafico BIRD obtido para o método quantico DFT. Sdo comparadas as energias obtidas por meio

dos conjuntos de bases 6-31+G(d) (barras horizontais pretas) e 6-311+g(d) (barras horizontais cinzas).
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Figura 3.10: Painel grafico BIRD obtido para o0 método quantico DFT na presenca de cargas pontuais. S3o compa-
radas as energias obtidas por meio dos conjuntos de bases 6-31+G(d) (barras horizontais pretas) e 6-311+g(d) (barras

horizontais cinzas).
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Figura 3.11: Painel grafico BIRD obtido para o método quantico DFT incluindo corregdo de longo alcance através
do funcional CAM-B3LYP. Sdo comparadas as energias obtidas por meio dos conjuntos de bases 6-31+G(d) (barras

horizontais pretas) e 6-311+g(d) (barras horizontais cinzas).
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Figura 3.12: Painel grifico BIRD obtido para o método quantico DFT incluindo corregéo de longo alcance através do
funcional CAM-B3LYP e na presenca de cargas pontuais. Sao comparadas as energias obtidas por meio dos conjuntos

de bases 6-31+G(d) (barras horizontais pretas) e 6-311+g(d) (barras horizontais cinzas).
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Figura 3.13: Comparagio em relagio a inclusio de cargas pontuais para as energias calculadas através do método

HF com conjunto de base 6-311+G(d). As barras horizontais pretas descrevem o caso em que ndo sdo consideradas

as cargas pontuais, a medida que as barras horizontais cinzas indicam que a inclusdo do background de cargas nos

célculos da energia de interagdo IBU-HSA.
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Figura 3.14: Comparagio em relagio a inclusio de cargas pontuais para as energias calculadas através do método
DFT com conjunto de base 6-311+G(d). As barras horizontais pretas descrevem o caso em que ndo sdo consideradas
as cargas pontuais, a medida que as barras horizontais cinzas indicam que a inclusdo do background de cargas nos

célculos da energia de interacdo IBU-HSA.
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Figura 3.15: Comparagio em relagio a inclusio de cargas pontuais para as energias calculadas através do método
DFT, com funcional para interacdes de longo alcance CAM-B3LYP, e conjunto de base 6-311+G(d). As barras hori-
zontais pretas descrevem o caso em que ndo sdo consideradas as cargas pontuais, a medida que as barras horizontais

cinzas indicam que a inclusdo do background de cargas nos célculos da energia de interacdo IBU-HSA.
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Figura 3.16: O painel gréfico BIRD (com 17 aminodcidos) obtido para as energias calculadas com conjunto de base
6-311+G(d), sem cargas pontuais, para os métodos HF (barras horizontais cinzas com listras diagonais cruzadas), MP2

(barras horizontais cinzas com listras diagonais), CAM (barras horizontais cinzas) e B3LYP (barras horizontais pretas).
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Figura 3.17: O painel gréfico BIRD (com 12 aminodcidos) obtido para as energias calculadas com conjunto de base
6-311+G(d), sem cargas pontuais, para os métodos HF (barras horizontais cinzas com listras diagonais cruzadas), MP2

(barras horizontais cinzas com listras diagonais), CAM (barras horizontais cinzas) e B3LYP (barras horizontais pretas).
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Figura 3.18: O painel gréfico BIRD obtido para as energias calculadas com conjunto de base 6-311+G(d), na

presenca de cargas pontuais, para os métodos HF (barras horizontais cinzas com listras diagonais cruzadas), MP2

(barras horizontais cinzas com listras diagonais), CAM (barras horizontais cinzas) e B3LYP (barras horizontais pretas).
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3.6 Caracteristicas estruturais das interacoes IBU-HSA

O perfil de interacdo entre o IBU-ASH (mostrados nos graficos BIRDs) evidencia que os re-
siduos cujas energias de interacdo sdo mais significativas, situam-se no sitio ativo. Enquanto que
os outros residuos com energias de interacdo relevantes localizam-se em regides distantes do sitio
ativo e possuem cadeias laterais carregadas. Desta forma, a fim de verificar-se quais caracteristicas
estruturais estdo envolvidas e contribuem com a energia de interacao entre a micromolécula IBUO1
e os residuos da proteina ASH, as figuras 3.19, 3.20 e 3.21 exibem os residuos que pertencem a
regido do sitio de ligagdo da proteina (com distancia minima de até 5,5 Ae possuem energia de

interacao igual ou maior que 5 kcal/mol (em médulo).

Os critérios designados para distinguir quais os aminoacidos mais importantes para a interacao
ligante-proteina, baseiam-se no fato de que o sitio FA3/FA4 (também denominado sitio de Sudlow
II) abriga uma cavidade hidrofébica formada principalmente por residuos com cadeias laterais neu-
tras e apolares, como a VAL433, LEU387, LEU407 e PHE403, que interagem diretamente com
os grupos Arila e Isobutilo correpondentes as regides ii e iii da micromolécula IBU, respectiva-
mente. Nestas regides, dominam interacdes de van der Waals, mediadas por for¢as dipersivas do
tipo dipolo induzido-dipolo induzido (interagdes de dispersdo de London). Por outro lado, nas
proximidades da entrada da cavidade hidrofébica localiza-se o fragmento centrado nos residuos
ARG410 e TYR411, que também inclui os aminodcidos LYS414 e SER489. Assim, as cadeias
laterais positivamente carregadas do ARG410 e LYS414, assim como as cadeias polares neutras
da TYR411 e LYS414, interagem com o grupo carboxlico, correspondente a regido i do IBUOI
(por¢do polar negativa da micromolécula). Assim, nesta regido prevalecem as interagdes eletrosta-
ticas (para os residuos ARG410 e LYS414), que proporcionam as energias de interacao mais fortes
no sistema IBU-ASH, e as intera¢des do tipo dipolo permanente-dipolo induzido (interacdes de

dispersao de Debye) para os aminodcidos TYR411 e SER489.

Finalmente, o arranjo do sitio de Sudlow II estabele um equilibrio entre as interacdes eletros-

taticas e de van der Waals, contribuindo assim para a estabilizacdo do complexo macromolecular
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IBU-ASH e conferindo ao ligante maior especificidade e afinidade nos modos de interagdo com a

proteina.

Figura 3.19: Disposigao estrutural de 4 dos 13 aminoécidos mais importantes nas interagdes do complexo IBU-HSA.

LYS414

r

u-j .

SER489

ASN391

Fonte: Autora, 2017
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Figura 3.20: Disposigdo estrutural de 4 dos 13 amino4cidos mais importantes nas interagdes do complexo IBU-HSA.

LEU387

PHE488 LEU407

Fonte: Autora, 2017
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Figura 3.21: Disposi¢do estrutural de 5 dos 13 aminoécidos mais importantes nas interagdes do complexo IBU-HSA.

N
VAL433 r V

2 % ARG410
.\ ’_..a"". 2! 4 d T -
A L/ -8 : 2
| ~ BUM
ARG485 /

Fonte: Autora, 2017

3.7 Desvio Absoluto (DA) e Relativo (DR)

Uma vez que através dos graficos BIRDs sao identificados os aminodcidos com as interacdes
atrativas ou repulsivas mais intensas, os resultados das proximas subsecdes servem para aferir-
mos acerca das flutuacdes nas energias, devido a inclusao da contribuicao das interagdes de longo
alcance. Assim, para avaliar a convergéncia dos cdlculos mediante os variados métodos e determi-

nar as variacdes decorrentes da inclusao das interacdes de longo alcance nos cdlculos da energia,
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foram calculados os Desvios Absolutos (DA) e Relativos (DR) das energias em relagdo a base
6-311+G(d), ao uso do funcional CAM-B3LYP, a inclusdo das cargas pontuais € em relagdo aos
métodos HF e MP2. Por conseguinte, o Desvio Absoluto (DA) € a diferenca absoluta entre um dado
valor e outro de referéncia, enquanto que o Desvio Relativo (DR) refere-se a concordéancia do valor
calculado com um nivel de referéncia. Deste modo, o DA (3.3) especifica a varia¢do absoluta entre
os valores individuais ao passo que o DR (3.4) estd associado a confiabilidade das medidas. Logo,

quanto menor o DR, maior a exatiddao do resultado, em relacdo ao dado utilizado como referéncia.

DA = Ereferéncia - Ex (33)
Ereferéncia - EJ:

DR = 34

Ereferéncia ( )

onde x representa os valores calculados por meio dos diferentes métodos e os valores de
re feréncia correspondem aos métodos em relacio aos quais sio calculados os Desvios Absoluto

e relativo.

3.7.1 Desvios Absoluto (DA) e Relativo (DR) em relaciao a base 6-311+G(d)

O Desvio Absoluto (DA) tomando como referéncia os valores de energia calculados com a
maior base usada neste estudo, 6-311+G(d), aponta a convergéncia da energia para os diferentes
conjuntos de base. Portanto, foi calculada a diferenca entre as energias calculadas com a base me-
nor 6-31+G(d) e com a base maior 6-311+G(d), os valores de energia convergiram e nao apresen-
taram grandes discrepancias. Assim, com excecdo dos aminoacidos LEU387, PHE403, ARG445

e ASN483, que apresentaram DA maior que 1 kcal/mol, as energias de interagdo entre o IBU e os
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residuos da HSA néo exibiram grande variacdo em relagcdo ao uso do conjunto de base 6-311+G(d),
principalmente para os métodos DFT, DFT com correcdo de longo alcance CAM-B3LYP e métodos

em que as cargas pontuais foram inclusas.

Os gréficos 3.22 e 3.23 expressam o DA e o DR, respectivamente, das energias obtidas com
o método HF, DFT e DFT com corre¢do de Coulomb (via funcional CAM-B3LYP) na auséncia
e presenca das cargas pontuais. Destarte, nota-se que para os métodos onde foi inclusa a descri-
cdo eletrostatica do background de cargas pontuais, o DA da energia flutua em torno de valores
proximos de zero. Quanto ao DR demonstrado no grafico 3.23, dentre os seis residuos que exibi-
ram DR maior que 1, o0 CYS438 (5,26) e o LEU453 (2,20) expressaram DR mais significativos,
evidenciando-se assim a convergéncia das energias em relagdo ao uso da base 6-311+G(d). A ta-
bela 3.15 lista a média dos DRs da energia mediante a mudanca de base, onde € constatado que as
energias de interacao obtidas via método HF (sem cargas pontuais) apresentam maior dispersao em
relacdo a mudanga do conjunto de bases, enquanto que o método DFT (CAM-B3LYP) com cargas
pontuais apresenta a maior média do DR (6,13%), expressando assim maior dispersdo nos valores
de energia.
Tabela 3.15: Esta tabela mostra a média (em porcentagem) dos desvios relativos da energia,

considerando-se a mudanca de base, isto €, quando com as energias calculadas via base 6-311+G(d)
sdo definidas como os valores de referéncia.

Média dos Desvios Relativos
Com Carga Pontuais

HF 4,07% 0,32%
DET 1,30% 0,13%
DFT (CAM-B3LYP) 2,39% 6,13%

Fonte: Autora, 2017
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Figura 3.22: Desvio Absoluto tomando como referéncia o uso do conjunto de base 6-311+G(d). A a maioria dos
desvios flutua em valores muito préoximos de zero, onde somente os residuos LEU387, PH403, ARG445 e ASN483
obtiveram DA superior a lkcal/mol (indicado pela linha tracejada vermelha). O eixo das abscissas dispde as minimas

distancias em ordem crescente. Os residuos estdo dispostos de acordo com a ordem crescente das minimas distancias.
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Fonte: Autora, 2017
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Figura 3.23: Desvio Relativo tomando como referéncia o uso do conjunto de base 6-311+G(d). Excetuando os
residuos CYS438, LEU453, LEU387, ALA490, SER454 ¢ ALA406 que mostram desvios maiores que 1, a maioria

apresenta DR abaixo desse valor. Os residuos estdo dispostos de acordo com a ordem crescente das minimas distancias.

LI | LILILIL | LI IAI LI | LILILIL | L | e | LILILIL I LI | T | UL I i | LI | LBLELIL | LI

- D -

50 | CYS438 ° B3LYP _

- A CAM-B3LYP 1

B o HF - com cargas pontuais -

g (o] B3LYP - com cargas pontuais 7

40 B A CAM-B3LYP - com cargas pontuais -

° - 2
= B .
35 3,0 - —
> S .
(v'd - |
o - i
S - o
% 2,0 | LEU453 ul
o L i
i = ALA406 ]

- ALA490 & il

2 [ B Eusst SER454 i
Gaovalosnalowao v lovnalovoslooooboonaboonaloooilosnabosnalosoilopnalynd

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Residuos

Fonte: Autora, 2017

3.7.2 Desvios Absoluto (DA) e Relativo (DR) em relacao ao uso do funcional

CAM-B3LYP

Na presente subsecdo, verificamos o DA (grafico 3.24) e DR (gréfico 3.25) usando como re-
feréncia o método DFT com corre¢do de longo alcance CAM-B3LYP na auséncia e presenca de

cargas pontuais, sendo os dois casos logrados com base 6-311+G(d). Para melhor visualizacdo da
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regido delimitada pelo retangulo com borda preta, o gréifico ao lado direito (Figura 3.24) se trata do
aumento da referida drea do grafico. Sendo assim, a maioria dos aminodcidos que sofreram maiores
desvios absolutos em relacdo ao uso do funcional de longo alcance CAM-B3LYP foram aqueles

cujas energias foram efetuadas com os métodos DFT e MP2, na auséncia das cargas pontuais.

Uma importante constatacao sobre o DA em relagdo ao uso do funcional CAM-B3LYP € a de
que os residuos polares como LY S414 (10,80 kcal/mol), LYS432 (11,33 kcal/mol), LYS389 (11,67
kcal/mol) e LYS402 (13,33 kcal/mol), calculados via DFT sem cargas pontuais, demonstram os
maiores DAs. Por conseguinte, o maior nimero de residuos (um total de 17) com DA maior que
1 kcal/mol tiveram suas energias obtidas pelo método MP2 na auséncia de cargas pontuais. Da
mesma forma, o DR indica que 14 aminoacidos calculados via MP2 (sem carga pontual) apresen-

taram DR acima de 1 kcal/mol.

Como os residuos estio dispostos segundo a ordem crescente das minimas distancias, a drea
destacada pelo retangulo nos graficos 3.24 e 3.25 representa as regidoes mais proximas do sitio ativo.
Assim, esta regido concentra a maior quantidade de residuos com DA e DR relevantes, mostrando
que os aminodcidos do sitio ativo sdo os que mais sofrem variacOes nos valores de energia em

detrimento do uso do funcional CAM-B3LYP.

Na tabela 3.16 sdo notdrios os altos valores nas médias dos desvios relativos em relagdo ao
uso do funcional CAM-B3LYP, principalmente para os métodos onde ndo € inclusa a contribui¢ao
eletrostatica das cargas pontuais. Desta forma, o uso do funcional CAM-B3LYP implica em mu-
dancgas significativas nas energias de interacdo, quando compara-se as energias calculadas através

de métodos na auséncia de cargas pontuais.

Fonte: Autora, 2017
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Tabela 3.16: A tabela mostra a média (em porcentagem) dos desvios relativos da energia,
considerando-se como os valores de referéncia as energias calculadas com a inclusao das interacdes
de longo alcance via funcional CAM.

Média dos Desvios Relativos
Com Carga Pontuais
HF  69,59% 62,67%
DFT  70,75% 46,87%
MP2 188,98% -

Figura 3.24: Desvio Absoluto tomando como referéncia o uso do funcional CAM-B3LYP. Para melhor visualizagdo
da regido delimitada pelo retdngulo com borda preta, o grifico ao lado direito se trata do aumento da referida drea do

gréfico. Os residuos estdo dispostos de acordo com a ordem crescente das minimas distancias.
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Fonte: Autora, 2017
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Figura 3.25: Desvio Relativo tomando como referéncia o uso do funcional CAM-B3LYP. Assim como no gréifico do
DA, érea delimitada pelo retdngulo estd expandida ao lado direito. Os residuos estdo dispostos de acordo com a ordem

crescente das minimas distincias.
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Fonte: Autora, 2017

3.7.3 Desvios Absoluto (DA) e Relativo (DR) em relacao a inclusao das car-

gas pontuais

Os gréficos 3.26 e 3.27 mostram os DA e DR da energias calculadas com os métodos HF, DFT
e DFT com funcional CAM-B3LYP, na situacdo em que a contribuicdo eletrostaticas das cargas

pontuais foram inclusas, onde suas respectivas energias sao utilizados como os valores referéncia.

A maioria dos residuos possuem DA da energia, em relacdo ao uso das cargas pontuais, va-
riando em torno de zero, porém trés regides de interesse podem ser destacadas. Os retangulos A,
B e C delimitam estas regides onde se encontram os residuos com DA maior que 1 kcal/mol. O

grifico 3.26 mostra a expansdo destas areas (A, B e C), onde a maioria dos residuos (num total
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de 11) que sdo sensiveis a inclusdo das cargas pontuais estdo localizados na regido A, isto €, nas
regides proximas do sitio ativo. Entretanto, a area C também se sobressai com os 9 aminoécidos
cujos valores do DA ultrapassam 1 kcal/mol. Deste modo, tais aminodcidos demonstraram sen-
sibilidade em relacdo a adi¢do de cargas pontuais em cada método confrontado, ou seja, nenhum
dos métodos (HF, DFT e DFT com funcional CAM-B3LYP) sobrelevou-se. Portanto, a inser¢ao
das cargas pontuais nos cédlculos de energia conferiu importante variagdo no DA, independente dos
métodos adotados. Interessante notar que, assim como no caso em que as interacdes de longo al-
cance adicionadas via funcional CAM-B3LYP, a inclusdo das interacdes eletrostaticas através do
background de cargas proporcionou uma variacdo significativa nas energias de interacdo dos resi-
duos carregados positivamente, como a LYS432, LYS389 E LYS402 (area B) calculados através do

método DFT.

O DR (grafico 3.27) indica que as energias calculadas via DFT sofreram os maiores desvios em
relacdo a presenga das cargas pontuais. No entanto, além de revelar desvios relativos significativos
(até 18,60 para a energia do ALA406), o método DFT com a corre¢do das interacdes de longo
alcance (funcional CAM-B3LYP) apresentou a maior quantidade de residuos cujas energias tiveram
DR maior que 1. As energias calculadas através do método HF foram as que exibiram menores DRs

em relagcdo aquelas obtidas via métodos com cargas pontuais.

Na tabela 3.17 sdo mostradas as médias dos desvios relativos da energia, em relagdo ao uso do
background de cargas pontuais. O método DFT exibe um visivel afastamento da energia quando
confrontada com a metodologia em que as contribuicdes eletrostéticas estao presentes. Dentre os
métodos aqui analisados, o HF apresentou o menor desvio relativo médio de 20%, demonstrando
assim que este tipo de método possui menor percep¢ao das corre¢des eletrostaticas originadas das

cargas pontuais.

Fonte: Autora, 2017
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Tabela 3.17: A tabela mostra a média (em porcentagem) dos DRs em relacdo as energias obtidas
na presenca de cargas pontuais.

Média dos Desvios Relativos

HF

21,80%

DFT

105,94%

DFT (CAM-B3LYP)

40,35%

Figura 3.26: Desvio Absoluto tomando como referéncia os métodos onde as cargas pontuais foram inclusas. Os

gréficos A, B e C correspondem as expansdes das regides delimitadas pelo retdngulos com borda preta A, B e C. Como

os residuos estiio dispostos de acordo com a ordem crescente das minimas distancias, o grafico A é compativel com

regides préximas do sitio ativo e concentra a maior parte dos residuos com DA maior que 1 kcal/mol (indicado pela

linha tracejada vermelha).

240
22,0
20,0
18,0
16,0
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

Desvio Absoluto (kcal/mol)

16,0

15.0

14,0

13,0

L L LR LR LR L R LR LN L LY ALY LAY LA el
LLGL LLLLTLLLLY LULL LY LLLLY RLLLY LELLY LLLL] RLLLI LLLL] LULLY LELLI LLLL LLY 11

B HF/6-311+G(d)
e  B3LYP/6-311+G(d)

- A CAM-B3LYP/6-311+G(d) 3
= &
L ® ] =
C B B
- A e
4]
Hll T-illll‘:‘l-----Illlll--l;’llnmll--llm::— ...-::.l:u

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Residuos

l|1lII|l|II'IIIII]I'III[IllllIIIII'IIITIIIII!I1II'|IIII

Lys402 ®

® LYS389
L]

L I N S O S S GO N R B

LYS432 1]

plovorloanoloonoboonalonenlopnnlovnelosnilonnaloney

25 30 35 40 45 S50 55 60 65 TO

7.0

6,0

5,0

4,0

3.0

2,0

1.0

3.0

2,5

2,0

15

1.0

A
NN N U N N N O [ R N O N N I N R
- 'ﬂREM-BS -
- A PHE488 -
3 ASN391. x E
E a .LYS"-'H- ... o E
= E LEU407 -
C ARG410 A [
:-SEMBQ o .
& © Leuss? 3
a ‘. PHE403 7
FTYR411 a =
E .LEU453 E
il N TN [N N T O Y TN T O T O T T O
5 10 15 20
C
ARLLLIRALERR AR AR AR NRRR RN RN RARRRRRRRR RRRN)
[ ARG445 GLU383 I
L [ ] .. .
H ARG484 B
[Am ¢ A
S A L LYS402 -
1L [7] £l
L A 1
- LYS389 1
T LYS432 1]
[ m ]
B LEU491 1
~ SERAZT | GLu3ce ]
-llllllllllll.IILlllIllII.II‘*ILII[IIII]IIIIJLIJI']HI-

25 30 35 40 45 50 55 60 65 7O

Fonte: Autora, 2017
Tese de Doutorado



3.7 Desvio Absoluto (DA) e Relativo (DR) 111

Figura 3.27: Desvio Relativo tomando como referéncia os métodos onde as cargas pontuais foram inclusas. As

energias calculadas via DFT sofreram os maiores desvios em relacdo a presencga das cargas pontuais.
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3.7.4 Desvios Absoluto (DA) e Relativo (DR) em relacao ao método HF

Na presente andlise, para o célculo dos desvios, as energias obtidas pelo método HF foram
usadas como valores de referéncia. Assim, os graficos 3.28 e 3.29 mostram os desvios absoluto

(DA) e relativo (DR), respectivamente.

Assim como no caso dos desvios em relacdo aos métodos em que as corre¢des de longo al-

cance foram inseridas (por meio do funcional CAM-B3LYP), os desvios das energias em relacdo
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ao método HF sdo mais evidentes para os residuos do sitio ativo e suas proximidades. Da mesma
maneira, conforme o grifico 3.28, o método que culminou com a maior quantidade de residuos
com desvios significativos na energia foi o MP2 (17 residuos). Todavia, evidencia-se que para os
aminoécidos polares, como LYS414 (10,68 kcal/mol), LYS432 (12,16 kcal/mol), LYS389 (12,60
kcal/mol) e LYS402 (15,13 kcal/mol), as energias de intera¢do calculadas pelo método DFT sem

cargas pontuais sofrem os maiores DAs em relacdo aquelas calculadas via HF.

Com excecdo dos aminodcidos distantes da regido do sitio de ligacdo como GLY431, CYS487,
SER427, SER454 e ASN483, a maioria dos desvios na energia foram constatados em residuos
localizados no sitio ativo da proteina. De modo que, As energias calculadas com o método MP2
sdo as que mais apresentaram DR (gréfico 3.29) superior a 1. As médias dos valores do DR estdo
expostas na tabela 3.18, segundo a qual os desvios em relacdo aos métodos onde foi inserida a
contribui¢o eletrostatica apresentaram menor dispersao, ou seja, apresentaram os menores valores
da média. Por outro lado, as energias calculadas por meio de métodos na auséncia de cargas
pontuais mostraram desvios maiores, evidenciando maior convergéncia para métodos em que €
inclusa a contribuicao eletrostética fornecida por meio do background de cargas pontuais. Desta
maneira, as energias de interacio calculadas pelo método HF com cargas pontuais, convergem com
aquelas obtidas por meio dos métodos DFT e DFT com funcional CAM-B3LYP.

Tabela 3.18: A tabela mostra as médias dos desvios relativos (DR) em relagdo ao método HF. As
médias mais altas correspondem a comparagdo entre as energias obtidas pelos métodos HF e MP2.

Outrossim, a média dos DRs s@o menores para as energias calculadas com métodos que incluem a
contribuigo eletrostdtica das cargas pontuais.

Média dos Desvios Relativos
Com Carga Pontuais

DFT 26,47% 1,13%
DFT (CAM-B3LYP) 9,34% 1,71%
MP2 76,91% -

Fonte: Autora, 2017
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Figura 3.28: Desvio Absoluto tomando como referéncia as energias calculadas pelo método HF. Visto que os resi-
duos estdo dispostos em ordem crescente, nota-se que muitos residuos com DA maior que 1 kcal/mol (indicado pela
linha tracejada vermelha) se concentram nas regides proximas do sitio ativo. A maioria destes desvios se referem as

energias calculadas com MP2.

30,0 FETTTT T T T T T T T T T T T TR T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ig T T T T T 7 T4
F Desvio Absoluto para HF/6-311+gd E B0  LEU453 o ASNIH 4
L ®  BILYPE-311+G(d) 4 C < ]
S - F Y CAM-BILYPI6-311+G(d) =] = -
5 0L S wp23neoE) - saE JVALa33 e
E I~ Desvio Absoluto para HF/6-311+gd - com cargas pontuals 5] C J
= L ©  BILYP/6-311+G{d) - com cargas pontuais ] E ]
E 20,0 [~ A  CAM-B3LYP/6-311+G(d) - com cargas pontuais =] 6,0 C 4
= F ] [SER4BD | i3y ]
= F LYS402 7 E ¢ .
150 - B 50 - g =
3 C Lys4az LYS389 b L TYR411 ARG485 -
_§ F LYS414 M . ] C A & ]
< 100F - E 40 g =
2 ] Fe ARGA410 PHE403 LEU430 ]
2 50 1 M 4 A0 ® % Leuer 7
o ASN483  |ys402 ] F 2 GLydds 2 < :
] F & d o ILE388

& 20 £ PHE488]
0.0 S, S ey i o A LYS5414 <
: ; F ® . o CYS438 ]
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 10 bt L2 ® Al 21 1]

2 4 6 8 10 12 14 16 18

Residuos

Fonte: Autora, 2017

Instituto de Fisica - UFAL



114 Aplicagdo: Interagdo do Ibuprofeno (IBU) com a Albumina do Soro Humano

Figura 3.29: Desvio Relativo tomando como referéncia as energias calculadas pelo método HF. Assim como em
casos anteriores, as regides proximas do sitio ativo concentram a maior quantidade de aminodcidos cujos desvios

ultrapassam 1 (indicado pela linha tracejada vermelha). A maioria destes residuos tiveram suas energias calculadas via

MP2.
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3.7.5 Desvios Absoluto (DA) e Relativo (DR) em relacao ao método MP2

Os desvios absoluto e relativo expostos nos graficos 3.30 e 3.31 utilizam as energias calculadas
via MP2 como valores de referéncia. Deste modo, prosseguimos avaliando estes desvios na energia

de interagdo calculadas por meio dos diferentes métodos.

Conforme o grifico 3.30, assim como em casos anteriores, os residuos cujas as energias que
mais apresentaram DA maior que 1 kcal/mol estdo localizados no sitio ativo e sua vizinhanga. Na
area expandida ao lado direito no grafico podemos visualizar melhor quais residuos e para quais

métodos os desvios absolutos maiores que 1 kcal/mol sdo detectados. Dessa forma, mesmo que
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o DA em relacdo ao método MP2 acima de 1 kcal/mol seja constatado com bastante frequéncia
para os métodos HF e DFT (CAM-B3LYP) (ambos com 17 residuos), o método DFT lidera com
23 residuos, para os quais o DA possui valor significante. Visto que os valores do DA variam
entre 1 e 15 kcal/mol, os residuos para os quais o DA superou os 5 kcal/mol sao LEU387 (5,33
kcal/mol), SER489 (5,39 kcal/mol), VAL433 (6,92 kcal/mol), LEU453 (7,77 kcal/mol), ASN391
(7,97 kcal/mol), todos com energias obtidas via HE. Outrossim, as energias dos residuos LYS414
(10,85 kcal/mol), LYS432 (11,85 kcal/mol), LYS389 (12,36 kcal/mol), LYS402 (14,93 kcal/mol),
as quais foram calculadas através do método DFT, apresentaram os maiores desvios absolutos.
Portanto, o método DFT demonstrou maior percep¢do em relacdo as energias calculadas com o

método perturbativo MP2.

Apesar dos residuos com DR superior a 1 estarem dipostos nas proximidades da regido ativa
da proteina, o grafico 3.31 mostra que os valores dos desvios em sua maioria nao ultrapassa 3.
Dentre os residuos com os DRs mais expressivos, podemos citar: SER454 (4,44), ASN391 (7,25)
e ALA490 (10,41), para o método HF; SER427 (9,36) para o DFT e ALA490 (16,77) para o DFT
(com funcional CAM-B3LYP). No geral, nenhum método se sobressai em relacdo a intensidade

dos desvios, nem em comparacio com a quantidade de residuos para os quais o DR seja extenso.

As informagdes da tabela 3.19 indicam o valor médio dos desvios relativos. Destarte, pode-se
inferir que, a despeito de o método HF ser considerado o menos refinado dentre os demais, 0 mesmo
demonstrou energias de interagdo com dispersdao de 12,01% em relacdo as energias calculadas
através do método perturbativo MP2. De outro modo, a média dos DRs das energias logradas com
o método DFT (com funcional CAM-B3LYP) revelou maior convergéncia em relagao aos valores

calculados por meio do método MP2.

Tabela 3.19: A tabela mostra os valores das médias do DR das energias em relagdo o método MP2.

Média dos Desvios Relativos
HF 12,01%
DFT 26,71%

DFT (CAM-B3LYP) 4,10%
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Fonte: Autora, 2017

Figura 3.30: Desvio Absoluto tomando como referéncia as energias calculadas pelo método MP2. Assim como

em casos anteriores, as regides proximas do sitio ativo concentram a maior quantidade de aminoacidos cujos desvios

ultrapassam 1 kcal/mol (indicado pela linha tracejada vermelha). A maioria dos residuos com DA significante tiveram

suas energias calculadas via DFT.
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Figura 3.31: Desvio Relativo tomando como referéncia as energias calculadas pelo método MP2. Assim como em
casos anteriores, as regides proximas do sitio ativo concentram a maior quantidade de aminodcidos cujos desvios rela-
tivos ultrapassam 1 (indicado pela linha tracejada vermelha). Os métodos sdo proporcionais nos quesitos intensidade

dos DRs e quantidade de residuos para os quais o DR seja extenso.

_IIIIIIIIIIII|IIII'IIII|I-||.I|I|||.I|II|IIII:||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII:II|_I _l | T | T I T I T | T | I T I T I ] N
24,0 - Desvio Relative para MP2/6-311+G(d) — 24 |- ALA -
a0 B  HFI6-311+G(d) b - o PHE403 :
“ @  B3LYPIE-311+G(d) ] C A ]
200~ A& CAM-B3LYP/6-311+G(d) - 22 - VAL433 -
o 180 B r . ]
> 160 A ALA490 J 20F o ILESSR ]
= - i C A cys4is ]
E 14,0 —] L LEU38T [ ] [ ] -
& 420 _ 18- n mi | ™ m
2 - = SER427 1 H .
s 100 . - ol 3
2 g0l AsSNao 1 er bR 7]
a " = T LEU453 @ CYS392 ]
- 3 SER454 . 14 ® Al A A e 3
40 L m ASN458] C LEU40T ]
GLY43 ASN4B3 8 1 C GLY434 ¥ el i3
e . — '} F S iple | 4 = A PHE488 ]
0.0 PRI YR YT T, A ERise A ]
| | | | 1,0 i T Y Y T i 1 i 1 | 1 (S D [ Y

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7O 2 4 B B 10 12 14 16 18 20

Residuos

Fonte: Autora, 2017

3.8 As Curvas CBPR (Converged Binding Pocket Radius)

Originalmente, o sitio ativo do complexo IBU-HSA abrange 19 aminoacidos. No entanto, para
uma avaliacdo mais abrangente da energia de interacdo entre farmaco e proteina, deve-se incluir
residuos distantes da molécula do ligante, isto é, os aminodcidos externos a camada mais proxima
da regido bioativa do complexo macromolecular [80, 82, 83]. Desta forma, expandimos a drea de
interesse e fizemos um estudo das energias de interacdo dos residuos num raio de 13 A, permitindo
assim uma andlise da convergéncia da energia total de interacdo entre firmaco e proteina. As

curvas de convergéncia da energia total de interagdo com o raio do sitio ativo, também chamada
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CBPR (Converged Binding Pocket Radius) tendem a se estabilizar conforme aumenta o raio das
camadas do sitio de ligacdo, isto €, os aminodcidos mais distantes desta regido passam a exprimir

contribui¢des menos relevantes no valor da energia total de interacdo com o farmaco.

Os graficos 3.32 e 3.33 mostram a convergéncia da energia total de interagdo em fungdo da
minima distAncia entre os residuos da proteina HSA e o ligante IBU. Todavia, até o raio (13 A)
em que foram selecionados os aminodcidos para o cdlculo das energias de interagdo, o sistema

IBU-HSA nao apresentou uma tendéncia de estabiliza¢do da curva de convergéncia.

No grafico 3.32, sdo mostradas as curvas CBPR para as energias obtidas pelos métodos quanti-
cos na auséncia do background eletrostédtico das cargas pontuais, ao passo que o grafico 3.33 exibe
as curvas CBPR para as energias calculadas por meio de método na presenca do background de
cargas pontuais. Além do que, as curvas CBPR calculadas via métodos de solvatagdo continua

(PCM) com constantes dielétricas € = 0 e € = 40 [85], também sdo inclusas em ambos os gréficos.

As curvas do grafico 3.32 apresentaram comportamento anidlogo a metodologia com nivel de
calculo GGA + D/PBE/DNP e constante dielétrica € = 0 (curva na cor ciano). Para o nivel GGA
+ D/PBE/DNP com constante dielétrica ¢ = 40 (curva na cor magenta) a energia total de interacao
converge com o raio em torno de 4 A, enquanto que para € = 0 em torno de 9 A. Para os demais
métodos, a energia total ndo converge, mostrando assim que até o raio considerado neste trabalho
as contribuicdes energéticas de outros aminodcidos sdo bastante significativas nas interacdes da
proteina com o farmaco, ou ainda, os métodos aqui utilizados ndo reproduziram uma blindagem
adequada das interacdes dos residuos eletricamente carregados, cujas intera¢des de longo alcance
interferem fortemente com os residuos do sitio ativo da proteina e do ligante IBU. Inclinacdes
negativas nestas curvas (em 2, 6 ¢ 8 A) se devem a inclusdo dos aminoacidos com cadeias laterais
eletricamente positivas como ARG485, LYS414, ARG484, LYS389, ARG348 e ARG428. Por
outro lado, as varia¢des positivas (5, 7,5 e 10 A) ocorrem devido a contribui¢do dos aminodcidos
polares negativos como GLU450, GLU400 e GLU425. Por conseguinte, na regido do sitio ativo (de

1 24,5 A), os métodos HF e DFT reproduzem resultados equivalentes. As curvas das interacdes

Tese de Doutorado



3.8 As Curvas CBPR (Converged Binding Pocket Radius) 119

totais calculadas via MP2 sdo muito préximas das obtidas no método PCM, porém no sitio de

ligacdo o mesmo apresentou energias totais mais baixas que as obtidas via método PCM com

e=0.

As curvas CBPR para os métodos nos quais as cargas pontuais foram inclusas (gréfico 3.33)
mantém a mesma forma das curvas que foram calculadas na auséncia das cargas pontuais. Porém,
as curvas para os métodos HF, DFT e CAM DFT sofreram um deslocamento em rela¢io aos va-
lores totais sem a contribui¢do eletrostitica das cargas pontuais. Assim, na presenga das cargas
pontuais, os valores das energias aumentaram, expressando assim interacdes totais menos atrativas.
Logo, para tais métodos, pode-se sugerir que a presenca do background de cargas favoreceu uma
blindagem mais expressiva das interacdes entre o farmaco e residuos eletricamente carregados que
se encontram em regides distantes do sitio de ligagdo. Dentre tais métodos, deve-se sublinhar que

as energias mais baixas foram calculadas via DFT com funcional CAM-B3LYP.

Em linhas gerais, percebe-se que os métodos que indicaram menores valores de energia foram
aqueles em que ndo se incluiu a contribuicao das interacdes eletrostéticas providas pelo background
de cargas pontuais. Vale ressaltar que o método DFT (CAM-B3LYP) resultou nos menores valores
da energia quando comparado com DFT e HF. Quanto aos métodos PCM, na descricdo do meio
com constante dielétrica nula, a heterogeneidade protéica nao € evidenciada, de modo que hd uma
forte blindagem das interacdes de longo alcance dos residuos da proteina. Ja para o caso em que
o meio € descrito por ¢ = 40, a forma da CBPR segue o mesmo padrao das curvas geradas pelos

métodos HF, DFT e CAM-B3LYP, tanto na presenga quanto na auséncia do background de cargas.
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Figura 3.32: Convergéncia da energia em fungo da distancia radial do residuo em torno do ligante. Cada curva,
denominada CBPR, representa um método empregado no cdlculo das energias de interacdo entre o IBU e a ASH. Aqui
sdo comparadas as energias obtidas pelos métodos HF, DFT, DFT (com funcional CAM-B3LYP) e MP2, ao método
DFT aliado a simulacdo em meio continuo PCM, com constantes dielétricas € = 0 (curva na cor ciano) e € = 40 (curva

no cor magenta) [85].
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Figura 3.33: Convergéncia da energia em fungo da distancia radial do residuo em torno do ligante. Cada curva,

denominada CBPR, representa um método empregado no célculo das energias de intera¢do entre o IBU e a ASH. Aqui

sdo comparadas as energias obtidas pelos métodos, na presenca das cargas pontuais; HF, DFT e DFT (com funcional

CAM-B3LYP), ao método DFT aliado a simula¢do em meio continuo PCM, com constantes dielétricas € =

na cor ciano) e € = 40 (curva no cor magenta) [85].
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Capitulo 4

Conclusao

Neste trabalho foram investigados os efeitos da intera¢des de longo alcance nas energias de in-
teracdo entre os residuos do sitio ativo da proteina ASH e o ligante IBU. Para isto foram adicionadas
nos cdlculos de energia as contribui¢des das interacdes de longo alcance eletrostaticas, através do
background de cargas pontuais e da contribui¢do Coulombiana inclusa no funcional CAM-B3LYP.
Neste ensejo, utilizou-se uma metodologia onde foram utilizados célculos de mecanica molecular
(MM) e de mecanica quantica (MQ). Os cdlculos de MM foram aplicados na otimizacdo das po-
sicdes atdmicas do dtomos de hidrogénio no sistema cocristalizado proteina-ligante, enquanto que
os célculos da energia de interacdo foram realizados por meio dos métodos quanticos HF, DFT e
MP2. Para a realizagdo dos cdculos individuais de energia, ou seja, da interacdo de cada residuo
de interesse com o farmaco, utilizamos o método de fragmentagdo molecular MFCC (Molecular

Fractionation with Conjugate Caps).

Inicialmente as posi¢des atdmicas dos dtomos pesados como Carbono, Oxigénio, Nitrogénio
e Enxofre foram mantidos fixos, ao mesmo tempo que os dtomos de Hidrogénio tiveram suas
posi¢cOes atOmicas otimizadas através da aplicacdo do campo de forca classico CHARMM. Apos

a referida otimizacao, foram realizados os célculos da energia de interagao entre o ligante IBU e
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os residuos do sitio ativo e vizinhanca, dentro de um raio de 13 A tracado a partir do centréide da

micromolécula.

Os célculos de energia foram efetuados por meio dos métodos HF, DFT, DFT com funcional
CAM-B3LYP e MP2. Com excecao do método MP2 que foi efetuado somente na auséncia das
cargas pontuais, todos os outros métodos foram implementados tanto na auséncia quanto na pre-
senca do background de cargas pontuais. Além disso, para os diferentes niveis de cdlculos via MQ,
foram utilizados dois conjuntos de bases gaussianas, 6-31+G(d) e 6-311+G(d), com uma func¢ao
polarizada e uma funcdo difusa. A partir das energias calculadas foram tragados os perfis energéti-
cos da intera¢do do IBU com o sitio de ligacao da ASH. Os perfis energéticos sdo esquematizados
no painel grafico BIRD (Binding site, Interaction energy an Residues Domain). No total, foram
calculadas as energias de 73 aminodcidos, que incluem os residuos do sitio ativo e a vizinhanca

dentro do raio estipulado.

Comparando os diferentes BIRDs foi possivel inferir a influéncia das intera¢des eletrostaticas
proporcionadas pela presenga das cargas pontuais remanescentes e as interagdes de longo alcance
descritas pelo funcional CAM-B3LYP. Desta maneira, com base nas verificacdes dos resultados
sistematizados nos BIRDs, ao considerar a inclus@o das contribuicdes eletrostaticas no calculos da
energia de interacdo por meio do background das cargas pontuais, pode-se concluir que além de
apresentarem significativa convergéncia em relagdo ao uso das bases 6-31+G(d) e 6-311+G(d), as
energias de interacdo diminuem em mddulo quando sdo consideradas as contribui¢des das cargas
pontuais, mudando assim o perfil energético das interagcdes entre o IBU e a ASH. Esta mudanca é
observada principalmente nos residuos com cadeia lateral carregada, como as Lisinas, Argininas
e Acidos glutamicos. Entretanto, residuos neutros do sitio ativo também exibiram variagdes rele-
vantes na energia, como o caso dos aminodcidos ASN391, SER489, TYR411, PHE403, PHE488 e

LEU407.

Em relagcdo aos Desvios Absolutos (DA) e Relativos (DR), a média dos DRs para o método

DFT com correcdo de longo alcance (via funcional CAM-B3LYP) revelou maior precisdo quando
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comparado com o método MP2, exibindo o menor valor médio do DR, quando o método MP2 é
utilizado como referéncia. Deste modo, embora o método perturbativo MP2 forneca um nivel mais
preciso, o método CAM-DFT apresentou resultados muito préximos a este € com um custo com-
putacional substancialmente menor. De um modo geral, a inclusdo da contribuicdo eletrostética
gerada tanto pelo background de cargas pontuais, quanto pela correcdo coulombiana via funcio-
nal CAM-B3LYP, inibiu variagdes mais intensas nas energias de interacdo, de modo que que os
aminodacidos mais sensiveis aos efeitos eletrostaticos estdo localizados no sitio ativo da HSA, com
excecdo dos aminodcidos LY S432, LYS389 e LYS402, os quais se encontram distantes do regido

bioativa da proteina.

As curvas CBPR evidenciaram os efeitos eletrostaticos providos pela inclusdo das cargas pon-
tuais, uma vez que para os métodos em que houve a inclusdo do background eletrostatico, a energia
total diminuiu. Ademais, a convergéncia das energias em funcao da minima distancia calculadas
por tais curvas, mostrou que na regido do sitio ativo o método MP2 descreve melhor as energias de
interacdo dos aminodcidos da IBU-HSA, de outra forma o método DFT (CAM-B3LYP) mostrou os
menores valores de energia se comparado com método HF e DFT, na auséncia e presenca da contri-
bui¢do eletrostatica. Finalmente, a introdu¢do de contribuicdes eletrostaticas fornece uma modesta
blindagem para as interacdes do IBU com aminodcidos com cadeias laterais polares distantes do

sitio ativo.

Em suma, o presente estudo demonstrou que efeitos de longo-alcance oriundos de interacdes
eletrostéticas precisam ser incorporados de forma sistematica em cdlculos baseados em MQ com
o intuito de obter perfis mais precisos da interacdo entre firmacos e proteinas. Esperamos que a
metodologia aqui introduzida venha a ser aplicada em outros sistemas, tornando-se padrdo entre as

técnicas tedrico-computacionais voltadas ao estudo de sistemas macromoleculares.
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