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“Esse gancho que tens no brago nio o inventaste tu,
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que sem aquela esta ndo ocorre, juntasse o couro e
o ferro, e também estes navios que vés no rio, houve
um tempo em que nio tiveram velas, e outro foi o da
invencgdo dos remos, outro o do leme, e, assim como
homem, bicho da terra, se tornou marinheiro por ne-

cessidade, por necessidade se fard voador.”

— José Saramago



Resumo

Interacdes a nivel molecular sdo fundamentais aos processos bioldgicos e entender o
seu papel corretamente passa pela utilizagdo do tratamento tedrico mais apropriado, que se
d& através do uso de métodos de Quimica Quéantica. A hipétese central desta tese é sobre
a capacidade de recuperar informag¢des moleculares importantes de processos biolégicos
através do calculo de descritores moleculares quimico-quénticos de biomoléculas. Para isso
foi desenvolvido o software PRIMoRDiA, com ferramentas especificas para lidar com as
particularidades da estrutura eletronica desses sistemas moleculares com muitos 4tomos,
geracdo de scripts para a automatizagdo de andlises estatisticas e visualizacdo dessas quanti-
dades teéricas, assim como, uma implementacao eficiente do cédigo para lidar com grande
volume de dados produzidos por pacotes de Quimica Quantica. Como teste de usabilidade
dos descritores modificados, os papéis de reatividade dos residuos de complexos enzima-
ticos foram estudados com o PRIMoRDiA. Para teste de aplicagdo, os descritores tiveram
sucesso na caracterizacdo tedrica de caminhos de reacdes enzimaticas, onde os resultados
e suas interpretacdes sdo explorados nessa tese. Foi possivel observar que os descritores
quanticos podem recuperar informagdes importantes de simula¢gdes em processos biologi-
cos a partir de métodos de estrutura eletronica com menor exigéncia computacional, como
os semiempiricos. Além disso, o programa ja contribuiu e vem sendo ttil em diversos
trabalhos, ao qual foi aplicado para estudos de interagdo proteina-ligante e para analise
da dependéncia da reatividade com diferentes conformagdes da Main Protesase (MPro) do

virus SARS-CoV-2.

Palavras-Chaves: PRIMoRDiA, Descritores Moleculares Quimico-Quanticos, CDFT, Sis-

temas Biologicos, Métodos Semiempiricos, Rea¢des Enzimaticas.



Abstract

Interactions at the molecular level are fundamental in biological processes. Understan-
ding the correct role played by these involves the most appropriate theoretical treatment,
which takes place through quantum chemistry methods. The central hypothesis of this the-
sis is about the ability to recover important molecular information from biological processes
through the calculation of chemical-quantum molecular descriptors of biomolecules. For
this, the PRIMoRDiA software was developed, with specific tools to deal with the particu-
larities of the electronic structure of these molecular systems with many atoms, generation
of scripts for the automation of statistical analyzes and visualization of these theoretical
quantities, as well as an efficient implementation of code to handle the large volume of data
produced by quantum chemistry packages. As an usability test of the modified descriptors,
the reactivity roles of residues from the active sites of enzyme complexes were studied with
PRIMoRDiA. As an application, the descriptors were successful in the theoretical characteri-
zation of enzymatic reaction paths, where the results and their interpretations are explored
in this thesis. It was possible to observe that quantum descriptors can recover important
information from simulations in biological processes from electronic structure methods
with less computational demand, such as semiempirical ones. In addition, the program has
already contributed and has been useful in several works, in which it was applied to studies
of protein-ligand interaction and for analysis of the dependence of reactivity with different
conformations of the Main Protease (MPro) of the SARS-CoV-2 virus.

Key-words: PRIMoRDiA, Quantum-Chemistry Molecular Descriptors, CDFT, Biological

Systems, Semiempirical Methods, Enzymatic Reactions.
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Introducio

“Aut inveniam viam aut faciam”

—Anibal de Cartago

Interagdes a nivel molecular sdo fundamentais aos processos biolégicos, desde reagoes
de auto-catdlise do RNA, dando origem a Vida,[” até a formacdo dos tecidos orgénicos.[2]
Portanto, o estudo dos mecanismos bioldgicos, sobretudo as suas descri¢des tedricas, in-
variavelmente passa pela consideracio da fisica e quimica de biossistemas."®! Indo mais
além, os fendmenos quénticos sdo fundamentais na explicagdo de vérios desses processos,
como no caso da absorc¢do de luz durante a fotossintese, magneto-recep¢do, e em nossos
mecanismos sensoriais: olfato, visio e paladar.!

As enzimas sdo um exemplo de estruturas proteicas com impressionantes fung¢des bio-
l6gicas, sendo responséveis por catalisar todas as reagdes quimicas necessarias a vida em
condicdes amenas. ! A sua agdo é normalmente o objeto de estudo de novos farmacos,”!
sendo, geralmente, a principal via de inibicio de metabolismo de micro-organismos.®’!
Com alta especificidade e taxa de conversao, as enzimas sdo os modelos ideais de catalisa-
dores, ganhando cada vez mais espaco nas aplicacdes industriais. "]

Especificamente para esses sistemas, os modelos tedricos e os métodos de simulagao
computacional sdo tdo importantes quanto as técnicas experimentais. Por exemplo, a Di-
namica Molecular (DM) é largamente empregada para explicar como sistemas de proteina

e DNA/RNA se comportam em ambiente fisiologico.!!1~13]

Entretanto, apenas a partir da
aplicacdo de métodos que consideram a estrutura de niveis de energia eletronicos, oriundos
da natureza quantica dos sistemas moleculares, é que se pode simular processos de que-
bra e formacdo de ligacdes quimicas, polarizacdo, transferéncia de elétrons e de carga, e a

contabilizacio de outros efeitos. 141!



Na prética, devido a questdes de recursos computacionais, para estudos de simulagao
de reagdes enzimaéticas sdo combinados os métodos de mecanica molecular, considerando

[16] Feges

campos de forca classicos (fisica Newtoniana), e métodos de quimica quantica.
protocolos de simulagdo sdo conhecidos como métodos Hibridos de Mecéanica Quantica/-
Mecanica Molecular, em inglés Quantum Mechanics/Molecular Mechanics (QM/MM), os quais
permitem a simula¢do dos caminhos de reacdo, determinagdo das estruturas de estado de
transicdo e cdlculos energéticos, que servem para predicdes e/ou confirmagdes de dados
cinéticos e termodindmicos desses sistemas biomoleculares.!”/!

Esses métodos de simulagdo ndo somente provam dados energéticos e estruturais, mas
também produzem o cdlculo da estrutura eletronica. Entre outras palavras, a fungdo de
onda resolvida, ou densidade eletronica de onde, teoricamente, é possivel extrair qualquer
propriedade observavel do sistema.['’l Contudo, na grande maioria dos casos, essa infor-
magcdo é descartada. Para pequenas moléculas, a andlise minuciosa dos niveis de energia é
significativamente mais praticada, onde os valores de energia e a distribui¢do espacial dos
orbitais moleculares sdo matematicamente processados para a produgao de descritores de
reatividade e de propriedades eletronicas, sendo amplamente aproveitados para explicagdo
e predicdo de reacgdes. 120211

Esses descritores fazem parte de um rico campo de teorias de reatividade, que evoluiu
para a unido de conceitos quimicos com escalas quantitativas extraidas de um rigoroso
tratamento matematico do DFT (Density Functional Theory).!*?! Mais especificamente, Parr
e Yang deram inicio ao que é conhecido como Teoria da Densidade Funcional Conceitual
(CDFT, do inglés Conceptual Density Functional Theory),'*! reunindo dentro do mesmo arca-
bougo tedrico as teorias de Acidos e Bases Duros e Moles de Pearson,!**! Eletronegatividade
de Muliken!®! e os indices de superdeslocalizabilidade de Fukui.?*%”]

Para o estudo de reagdes de quimica organica, esses descritores vém sendo largamente
empregados desde os anos 1990 com a popularizacdo de métodos de DFT e aumento de
recursos computacionais.?®! A origem do efeito da estrutura das enzimas na aceleracio das

[29-31] & s descritores oferecem ferramentas

reacOes ainda é alvo de varios estudos tedricos,
para investigar as forcas quimicas que tornam a reagdo possivel. 321 Por isso, a expectativa do
uso dessas ferramentas tedricas para sistemas biolégicos existiu desde que as aplicagdes dos
métodos de Quimica Quantica para esses sistemas se tornaram cada vez mais frequentes.
Ainda assim, o ntimero de trabalhos que aplicam descritores quanticos para macromo-

léculas é infimo quando comparado ao que hoje é publicado para todos os outros tipos de

sistemas. Isso porque a estrutura eletronica desses sistemas tém caracteristicas particulares,



como a ampla degenerescéncia nos niveis de energia proximos aos orbitais de fronteira,*’!

o qual prejudica o calculo dos descritores locais usando a aproximagdo de orbitais conge-

[34

lados.!*¥! J4 para o método de diferencas finitas, o grande niimero de elétrons que esses

sistemas comportam influenciam na devida perturbagdo de carga e na convergéncia dos
estados eletricamente carregados.!*®!

Além disso, a falta de softwares bem estabelecidos para o célculo desses descritores
dificulta que diferentes grupos de pesquisa acessem as mesmas quantidades tedricas e
com 0 mesmo tipo de aproximagao para diferentes sistemas. 361 Geralmente, os arquivos de
saida de programas de quimica computacional para estruturas de proteinas inteiras sdo na
escala de gigabytes e varios programas de pds-processamento de cdlculos quanticos acabam
apresentando grande dificuldade de carregar sistemas com 300 4tomos ou mais.

Em um trabalho recente do nosso grupo de pesquisa, >

oriundo da dissertacdo de
mestrado de Grillo, LB.,'*” ao qual o presente projeto de tese deu continuidade, nés mos-
tramos que é possivel utilizar métodos semiempiricos para obter a estrutura eletronica
necessdria para o cdlculo dos descritores de reatividade para um conjunto de polipeptideos.
Isso foi possivel através de dois métodos de combinacdo dos orbitais de fronteira, que foi
desenvolvido nesse trabalho.!>4%]

O proximo passo, que foi realizado nessa tese, foi tornar essas ferramentas tedricas

e computacionais, disponiveis por meio do desenvolvimento do PRIMoRDiA, (381

em um
programa que lida eficientemente com grande volume de dados, implementa todos os
métodos de aproximacdo, representacdo e tipos de descritores, em conjunto com esses
métodos computacionais adaptados para grandes moléculas.

O programa conta com versdes estdveis disponiveis em repositério online, com guia
de usuario e tutoriais (https://github.com/igorChem/PRIMoRDiA1l.0v). Durante o desen-
volvimento do trabalho, o PRIMoRDiA foi utilizado para a caracterizagdo de sitio ativo

em complexos enzima-substrato "]

[39,40

e para a avaliagdo da superficie de energia de rea¢des

enzimaticas. I'Além disso, o programa ja contribuiu e vem sendo ttil em diversos tra-

[4142] & para analise

balhos académicos, e aplicado em estudos de intera¢do proteina-ligante
da dependéncia da reatividade com diferentes conformagdes da MPro do virus da SARS-
CoV-IL[#3] Portanto, nesse trabalho, serd abordado o desenvolvimento do software, suas

funcionalidades e aplicagdes.



Referencial Tedrico

“Regretter un peu moins, a espérer un peu moins et a aimer un peu plus”

—André Comte-Sponville

Neste capitulo serdo tratados os tépicos que ddo a fundamentagdo tedrica necessaria
para o desenvolvimento dos métodos e interpretacdo dos resultados apresentados nesse
trabalho. Na primeira parte, a simulagdo computacional de sistemas biol6gicos é tratada em
carater de revisdo bibliogréfica, trazendo na parte introdutdria informag¢des fundamentais
sobre a natureza desses sistemas, e, por conseguinte, o papel de métodos de modelagem
molecular aplicados para eles. Na segunda parte, a base teérica dos descritores quanticos
é desenvolvida, desde a fundamentacdo matematica da Teoria Funcional da Densidade

Conceitual até sua aplicacdo para estudo de sistemas biolégicos.



2.1 Métodos Computacionais Aplicados a Biomoléculas

Quando é mencionado modelagem de biomoléculas, isso inclui os grandes sistemas mole-
culares relevantes para os processos biol6gicos, como as proteinas, e seus complexos com
moléculas organicas, e fragmentos de fitas de DNA/RNA. Esses sistemas sdo compostos de
centenas de aminodcidos, no caso de proteinas, que podem variar em, aproximadamente,

44]

vinte tipos.!**! Na Figura 2.1A e B sao mostradas as representacdes moleculares das ligacdes

peptidicas e da formagdo do copolimero.

B H o Hlo H o
I n I 1n I
-N-C-C-N-C{C-N{C-C-
[I A R R N ]
H R, H R, H | R,

Figura 2.1: Estrutura e representagdes de polimeros biolégicos. A) Ligagdo pep-
tidica mostrada em detalhe para a representacdo tridimensional dos &tomos.
Fonte: (https://www.tutorialspoint.com/biology_part2/biology_proteins.html) B) Liga-
¢do peptidica mostrada em detalhe na formacdo do copolimero biolégico. Fonte:
(https:/ /byjus.com/chemistry /food-chemistry/) C) Representagdo cartoon da estrutura
tercidria da 1-deoxyribonuclease (c6digo no PDB:1DNK). Fonte: Imagem do autor. D)
Representacdo da superficie dos atomos, usando raio de Van Der Walls, para a 1-

deoxyribonuclease. Fonte: Imagem do autor.

Essas estruturas macromoleculares estdo presentes em todos os organismos vivos e



10

também em virus, tendo estruturas e fungdes tinicas que dependem de como as cadeias
se enovelam em ambiente aquoso, o que por sua vez é dependente dessa sequéncia de
aminoécidos.!*”! Na Figura 2.1 sio mostradas duas representacdes gréficas dessas cadeias
ja enoveladas, conhecida como cartoon na Figura 2.1:C), e superficie determinada pelo raio
de Van Der Waals dos 4tomos na Figura 2.1:D). As proteinas assumem as mais diversas
func¢des nos organismos vivos, como de transporte, sinaliza¢do, estrutural e catdlise de
reagoes quimicas necessarias a vida. 40l

Essa tltima é desempenhada pelas enzimas, que agem através de suas interagcdes com
substratos para aumentar a taxa de conversdo em produtos, diminuindo a energia de ati-
vagdo da reagdo quimica, como ilustrado na Figura 2.2.1501 Iss0 permite que processos
quimicos nos organismos vivos ocorram em uma escala de tempo que possibilite sua ma-
nutengdo e reprodugdo. Das caracteristicas que mais se destacam nas enzimas em relagao a

catalisadores sintéticos, estdo sua alta especificidade e capacidade de catalitica em condi¢des

de temperatura amenas. !

A
E oo Estado de
s ? Transicao
Nao-Catalisado
©
© ¥
g AE
-
(O]
c
L
Catalisado
E Produtos
(0] S S Reagentes

 /

Coordenada de Reacéo

Figura 2.2: Esquema ilustrando o efeito das enzimas no abaixamento de energia de ativagdo

de reagdes quimicas. Fonte: Imagem do autor.

Devido a essas caracteristicas, as enzimas sdo em grande maioria os alvos de drogas
terapéuticas. E comum que farmacos utilizados no combate de microorganismos bacterianos
ajam inibindo a enzima que catalisa a reagdo de formacdo de membrana celular impedindo

[47]

sua reproducdo e causando sua eliminag¢do."*! Entretanto, devido a alta especificidade das

enzimas pelo seus substratos naturais, o desenvolvimento de drogas exige um volume
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significativo de informagdes sobre a estrutura e intera¢des enzima-substrato, e do préprio
mecanismo de catélise promovido pela enzima. !

Desde a determinacgdo da estrutura tridimensional da lisoenzima da clara do ovo em
1965,4] técnicas experimentais vém sendo amplamente utilizadas para o estudo desses
sistemas. Difracdo de raios X e ressonancia magnética nuclear sdo as principais técnicas
aplicadas para resolugdo estrutural e acompanhamento de estruturas intermedidrias dos

ciclos cataliticos, "]

assim como estudos cinéticos que permitem a determinacdo de cons-
tantes de velocidade e propriedades termodinamicas.’®!! Ademais, os mecanismos podem
ser investigados através de estudos de mutagdes, os quais revelam o papel de aminoécidos
especificos que definem o sitio ativo da enzima. ®?!

Entretanto, ha diversas limita¢des encontradas nas abordagens experimentais, fazendo
com que tentativas de determinacdo de mecanismos propostos por via experimental tenham

se mostrado falhas. 535

I Além disso, a falta de teorias que expliquem sistematicamente a
acdo das enzimas no aprimoramento das constante cinéticas de reagdo, evidencia a necessi-
dade de complementar os experimentos com métodos de fisica e quimica computacional.®!

Dentre essas limitagdes estdo: i) a determinacdo erronea das etapas limitantes das re-
acoes, devido ao neglicenciamento da dinamica dessas estruturas em solugdo, incluindo
grandes mudancas conformacionais as quais, muitas vezes, sdo as etapas mais demoradas;
ii) determinacgdo de estruturas de estados de transicdo e intermediarios das reacoes, devido
ao tempo de vida extremamente curto dessas estruturas; iii) limitagdes experimentais, onde
ndo é contabilizado o efeito que as mutagdes podem introduzir na estrutura tercidria e
geometria do sitio ativo, que pode alterar a interacio com os substratos.>°!

Hoje em dia, métodos de modelagem molecular sdo tdo usuais para estudar esses sis-
temas quanto métodos experimentais. Simula¢des de dindmica molecular, por exemplo,
podem determinar uma série de informagdes termodindmicas, mecanicas, e de interagdo
com outras moléculas nas requeridas condi¢des de temperatura, pressao, pH e composigdo

do ambiente quimico. 1171371

Entretanto, esses métodos de amostragem sdo geralmente uti-
lizados com campos de forga cléssicos, isto é, consideram os d&tomos como esferas rigidas,
ligados entre si como um sistema de massa-mola com cargas elétricas fixas. Para considerar
efeitos de polarizacdo e quebra e formagdo de ligagdes quimicas, e outras interagdes de
origem eletronica e de spin, é necessario considerar a natureza quantica dos sistemas. 141!
Para isso, é utilizado métodos de Quimica Quéantica, onde o sistema é descrito pela fun-
¢do de onda ou densidade eletronica, do qual podem ser retiradas todas as informagoes

observaveis através da aplicacio de operados matematicos. "]
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No entanto, o processo de resoluc¢do da fun¢do de onda, através do método de campo
auto-consistente, depende de processos de diagonalizacdo de matrizes e cdlculos de inte-
grais multidimensionais, no qual o custo computacional cresce exponencialmente com o
numero de elétrons ou fungdes que descrevem os niveis de energia correspondentes.[22]
Para sistemas biol6gicos, que geralmente contém um ntimero de 4tomos muitas vezes maior
que moléculas comuns na quimica organica/quimica fina, faz com que esses célculos de
estruturas inteiras se tornem bastante custosos.!*®! Por isso, os calculos de estrutura ele-
tronica de sistema biolégicos frequentemente sdo feitos usando duas estratégias: aplicagdo
de métodos de baixo custo computacional, tais como os semiempiricos, onde vérias dessas
integrais que compdem as matrizes sdo substituidas por valores calibrados para repro-
duzir propriedades experimentais;[®®! ou aplicacdo dos célculos somente para fragmentos
de interesse do sistema, considerando ou ndo o resto do sistema por meio de intera¢oes
couldmbicas se valendo de métodos hibridos de mecanica quantica/mecanica molecular. ]

Particularmente, os métodos semiempiricos tiveram, e ainda tém, grande importancia
para a investigacdo da estrutura eletronica de sistemas bioldgicos. Estudos recentes vém
demonstrando a sua utilidade e a vitalidade desses métodos para grandes moléculas, como
os estudos de parametrizacdo especifica para transferéncia de elétrons em &cidos nuclei-

[59,60]

cos; aplicagdo em protocolos de calculos de energia livre para reagdes quimicas através

do método umbrella sampling;!1>01]

[62-64]

interagdo proteina-ligante para o desenvolvimento de

inibidores; simula¢do de reagdes quimicas para sistemas biol6gicos em estado exci-

tado; 4! descri¢do acurada de intera¢des ndo-covalentes com aplicagdes em bioquimica; [65]

buscas conformacionais de carboidratos;[®°)

[67]

aplicacdo para o problema biolégico classico
do enovelamento de proteinas
Ja os métodos hibridos de QM /MM sdo praticamente o estado da arte na simulacdo de

caminhos de reacdo enzimaticos, [68]

o qual resultou no prémio Nobel de Quimica conce-
dido pela Academia Sueca de Ciéncias, em 2013, para Karplus, Levitt e Warshel, devido
a sua grande contribui¢do no desenvolvimento de métodos multiescala para simulacdo
de sistemas complexos.[69] As principais contribui¢des desses protocolos computacionais
hibridos sdo: a proposi¢do de mecanismos de reacdo enzimética através da estabilizagao

[70]

eletrostética do estado de transicdo dado pelo sitio ativo da proteina;'" a contabilizacdo do

efeito de tensionamento do substrato pela enzima,!”!! que geralmente reduz somente em
10% a energia de ativacdo em relagdo a estabilizacdo eletrostatica ja mencionada.[”?!
A partir dessas observagdes, o estudo dos mecanismos com essas técnicas vem sendo

utilizado para o teste de duas hipéteses mais populares na literatura para explicar esse
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abaixamento de energia de ativagdo: a desestabilizacdo do substrato, aproximando a sua
correspondente estrutura de transicdo; e a estabilizagdo de cargas da estrutura de transigdo
pelo sitio ativo. De acordo com a primeira hipétese citada anteriormente, a enzima, por
meio de seu sitio ativo, condiciona as estruturas dos reagentes a assumirem o que é cha-
mado em inglés de "Near Attack Conformation",”!! que em tradugao livre é Conformacio de
Quase Ataque. Dessa forma o poder catalitico das enzimas poderia ser explicado através da
restricdo das conformagdes possiveis dos substratos, tensionando a estrutura e provocando
sua evolucdo para o estado de transigdo. (73]

Outras aplicagdes relevantes que se abrem com o uso de métodos de quimica quantica
para enzimas estdo bem representadas nas simulacdes de QM /MM da enzima citocromica
P450cam, enzima bacteriana que catalisa a hidroxilacdo estereoespecifica da molécula de
canfora: (™! Estimativa dos efeitos da estrutura da proteina na distribuicio da densidade de
spin na porfirina e dos ligantes de enxofre através de ligacdes de hidrogénio dos residuos
do sitio ativo; predigdo de propriedades espectroscépicas; ocupacdo de orbitais em estados
excitados; energia de ligagdo de hidrogénio que mantém o substrato no sitio ativo; efeitos
de mutacdo na rede de ligacdo de hidrogénios, estimando sua importancia no abaixamento
da energia de ativagdo e portanto capacidade catalitica.

As contribui¢des da dindmica das proteinas é relativamente baixa, mas existe e é contabi-
lizada pelo coeficiente de transmissio.*] Assim como efeitos de tunelamento quéntico que
podem ser significativos, ja que grande parte das reacdes dos substratos com os aminodci-

dos durante a catdlise sdo transferéncias de prétons, [75]

ao qual, dependendo da distancia

entre o doador e o aceptor, apresentam barreiras de energia pequenas o suficiente para per-
iti 1 L7el d feréncia de protons ¢ vital no funci

mitir o tunelamento.'”™ O processo de transferéncia de prétons é vital no funcionamento

das enzimas e hd hipdtese de que elas evoluiram para serem mais ativas em temperatura

fisiolégica, onde o movimento térmico é ideal para a uma taxa de tunelamento apropriada

para as reacdes que elas catalisam.””]

2.1.1 Estrutura Eletrénica de Macromoléculas Biolégicas

Apesar das dificuldades da aplicagdo de métodos de quimica quantica para sistemas bio-
16gicos, é possivel citar algumas analises que provém desses calculos para o entendimento
das caracteristicas particulares da sua estrutura eletronica. Devido a essa composicdo parti-
cular desses polimeros biologicos, védrias de suas partes possuem propriedades eletronica

similares, contribuindo para a formagdo dos orbitais moleculares praticamente da mesma
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forma. Isso faz com que grandes moléculas biolégicas tenham uma alta degenerescéncia
nos niveis de energia de fronteira, os chamados HOMO (Highest energy Occupied Molecular
Orbital. Pt.: orbital ocupado de maior energia) e LUMO (Lowest energy Unoccupied Molecular
Orbital. Pt.: orbital virtual/desocupado de menor energia).!*3 Essa alta degenerescéncia dificulta
a convergéncia dos calculos de SCF (Self Consistent Field. Pt.: Campo Auto-Consistente), !
e quando acoplado ao grande ntimero de atomos desses sistemas, os tempos de simulagdo
de quimica quéntica se tornam impraticaveis. Portanto, é mais comum encontrar calcu-
los de propriedades termodindmicas e cinéticas considerando somente um fragmento do

sistema. "

Ohno e Colaboradores!®

| aplicaram o Hamiltoniano semiempirico AM1 B em com-
binagio com o MOZYME!®? para estimar os efeitos do solvente na estrutura eletronica
das proteinas. Ainda, o método de solvente implicito COSMO®3! foi aplicado também.
Nesse estudo, eles concluiram que os efeitos de solvente na estrutura da Ribonuclease T1
(PDB:4GSP) muda significativamente o ordenamento dos orbitais moleculares e seus valores
de energia. A consequéncia mais importante foi que os orbitais moleculares de fronteira
mudam sua localizagdo para os residuos do sitio ativo, mostrando a influéncia do ambiente
aquoso na descri¢do da reatividade desses sistemas.

Um estudo seguinte, realizado por Fukushima e colaboradores, [33]

expandiu signifi-
cativamente a andlise de estrutura eletronica de enzimas, aplicando o mesmo protocolo
computacional ao dltimo estudo citado; porém, dessa vez, para 112 proteinas selecionadas,
de forma a representar todas os tipos de catalise enzimatica catalogadas no PDB na época.
Uma das principais conclusdes desse estudo foi que de fato os orbitais moleculares de
fronteira estarem relacionados com a reatividade dos sistemas biol6gicos, e ndo somente
os orbitais HOMO e LUMO. Devido ao nimero de 4tomos que podem ser relevantes para
o sitio ativo, conforme o tamanho das enzimas aumenta, esses sistemas podem apresentar
um grande ntimero de orbitais moleculares importantes para a sua reatividade, estando
relacionado a sua importancia com o qudo similar é o seu valor de energia em relacdo ao
HOMO e LUMO.

Esse valor de energia vai determinar o tamanho da banda de orbitais moleculares de
fronteira a ser considerada e vai estar relacionada com a especificidade da enzima, sendo as
mais especificas apresentando uma reatividade mais localizada e, portanto, uma banda de
orbitais moleculares menor. Segundo o estudo do Fukushima, essa banda de energia pode
variar de 1 eV até 5 eV de diferenga entre o valor de HOMO, para os orbitais moleculares

ocupados, e LUMO para os virtuais. Esse estudo também mostrou a importancia do calculo



15

de estrutura eletronica considerando todos os d&tomos da proteina, o efeito do solvente e a
capacidade dos métodos semiempiricos de explorar as propriedades eletronicas de grandes

sistemas.
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2.2 Teorias de Reatividade Quimica

A racionalizagdo da reatividade das substancias a nivel molecular é o centro da ciéncia
quimica. Através das leis da termodindmica e equagdes da cinética de reacdo quimica, é
possivel determinar se uma reagdo vai acontecer ou ndo, a propor¢do de formagdo dos
produtos, pardmetros 6timos e sua velocidade. No entanto, essas teorias ndo explicam
o que leva uma substancia com determinado arranjo molecular a reagir com outra. Leis
ou modelos tedricos que pudessem descrever as forcas que regem os fendmenos a nivel
molecular seriam de grande utilidade na previsdao e desenho de novos processos quimicos.
Nesse contexto, as teorias de reatividade sdo o conjunto de regras que permitem relacionar
uma estrutura molecular com a reatividade, capacidade desse sistema doar ou receber
elétrons e propriedades relacionadas com regides e/ou atomos especificos. 4!

A teoria de 4cido e base de Lewis foi umas das primeiras tentativas de teoria de reati-
vidade, que depois da formulagdo da mecénica quantica comegou a utilizar da andlise da
simetria e ocupagdo de orbitais moleculares localizados para prever reagdes entre bases,
doadores de pares de elétrons, acidos e receptores.!®! No geral, as reacdes quimicas consis-
tem na quebra e formacdo de liga¢Ges entre os dtomos, sendo que sua configuracdo nuclear
tende a ndo mudar, variando somente a quantidade e distribui¢do de seus elétrons. Portanto,
muitas rea¢Oes eram racionalizadas somente pela andlise da diferenca de eletronegativi-
dade dos compostos, popularizando alguns métodos de célculo como os de Mulliken®! e
Sanderson,®”! fazendo com que comecasse a ser mais utilizada uma escala de reatividade
global atribuida as estruturas moleculares sem necessidade prévia de determinar qual seria
0 outro reagente.

Com essa mesma motivagdo, Pearson iniciou os estudos de principios que pudessem
determinar com melhor acurécia qual dcido teria mais afinidade com qual base, visto que
a teoria de Lewis ndo promove ferramentas, se ndo a prépria medida experimental, para
determinar uma escala de reatividade.®®! Através de cruzamento de dados experimentais
com propriedades atdomicas e moleculares, Pearson definiu de forma geral que dcidos duros
tendem a reagir mais com bases duras e dcidos moles com bases moles. Na concepgdo dessa
teoria, o que define um &cido e base duros sdo as caracteristicas moleculares relacionadas a
sua pouca polarizabilidade, como sistemas com alta densidade de carga, razado carga liquida
por volume, que portanto tendem a apresentar uma densidade eletronica mais rigida, o que
representa baixa tendéncia para transferéncia de carga. Ja o que define um 4cido e base

moles é exatamente o oposto, sistemas pouco carregados, ou com baixa densidade de carga,
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mais polarizaveis e apresentando transferéncia de carga da base para o 4cido.
Por sua vez, Fukui utilizou-se de métodos de quimica quantica semiempiricos, mais pre-
cisamente o modelo de Hiickel, estimando somente os elétrons 7t de moléculas organicas

com ligagdes insaturadas!®*"!

em conjunto com andlise da perturbacdo da energia, para
definir regras de reatividade. O principal resultado desses estudos foram os indices de su-
perdeslocalizabilidade, determinando que a densidade eletronica tende a se deslocalizar do
HOMO do sistema doador de elétrons para o LUMO do aceptor.”!] Entretanto, os primeiros
indices desenvolvidos por Fukui ignoram a contribui¢do de interagdo eletrostética, que foi
incluida no tratamento de perturbacio polieletronico feito por Klopman e colaboradores.*?!

Através da andlise das parcelas eletrostéticas e de transferéncia de elétrons, Klopman
e colaboradores definiram duas classes de rea¢des quimicas, as controladas por carga e as
controladas por orbital. A estabilizacdo da energia em rea¢des controladas por orbital é
determinada pela transferéncia de elétrons do orbital molecular de mais alta energia do do-
ador, o mesmo que o HOMO, para o orbital molecular virtual do aceptor de menor energia,
LUMO, corroborando o que Fukui ja tinha desenvolvido. Esse processo de transferéncia
ocorre dessa forma pois sdo os orbitais moleculares que apresentam menor penalidade
energética, que para o HOMO ¢é o Potencial de Ionizagado (PI) e para o LUMO é a Afinidade
Eletronica (AE), por isso as energias desses niveis eletronicos podem ser utilizados como
aproximagdo para o Pl e o AE.

Nessas reagdes controladas pelos orbitais, a estabilizacdo de energia é maximizada
quando a energia do HOMO do doador de elétrons é a mais préxima possivel da energia do
LUMO do aceptor, assim como a sobreposigdo dos mesmos orbitais, estimada pelo produto
dos coeficientes dos orbitais atdmicos e da matriz de sobreposicdo. Essas tdltimas infor-
macdes sdo relevantes pois a andlise de orbitais localizados proposta por Lewis tem sua
l6gica em parte preservada, ja que a necessidade de maximizar a sobreposicdo dos orbitais
moleculares significa nada menos que a regido espacial em que os dtomos vdo se mover
para formar a ligagdo quimica.

Ja para as reagdes controladas por carga, a estabilizacdo de energia depende basicamente
da aproximagdo de cargas contrdrias, mais comuns em rea¢des quimicas envolvendo ions, e
o balanceamento das repulsdes entre os elétrons e niicleos. Baseado nesses principios, foi
possivel determinar quais caracteristicas as moléculas devem apresentar para ter uma maior
probabilidade de reagir entre si. Klopman entdo associou essas informagdes com o principio
de Pearson de ABDM, ! entendendo que os acidos e bases duros reagem controlados por

cargas, e que os acidos e bases moles reagem controlados por orbitais. Portanto, a reacdo
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entre um 4cido duro e uma base mole, por exemplo, ndo gera uma estabilizagao significativa
nem na parcela eletrostética, pois o 4cido duro ndo encontra pontos de carga concentrada
na base mole, e nem uma estabiliza¢do no termo de transferéncia de carga, j4 que a energia
do orbital HOMO da base mole é muito distante do LUMO do &acido duro.

Conforme foram se desenvolvendo e ganhando popularidade, as teorias de reatividade
de Pearson, Fukui e Klopman foram convergindo e se complementando. No entanto, essas
teorias dependiam de modelos teéricos defasados, e a contabilizagdo da reatividade de uma
molécula ainda dependendo do outro reagente. Em 1978, Parr e Yang fizeram a primeira
publicacdo do que comegou a ser chamado de Conceptal Density Functional Theory (CDFT)
(traducao: Teoria do Funcional da Densidade Conceitual),®! definindo escalas quantitativas
para conceitos quimicos com uma fundamentagdo matemadtica sélida. Com isso todas as
teorias de reatividade citadas até aqui podem ser colocadas sob o guarda-chuva da CDFT,[>*]
e, portanto, onde todos os descritores quanticos mais relevantes sdo definidos.

Nas proximas subsegdes serd apresentado a base matematica dos descritores de reativi-
dade da CDFT, assim como suas interpretagdes, aplicacdo desses descritores para estudo de
caminhos de reacdo para moléculas pequenas, e aplicacdo desses descritores para estudar

sistemas grandes relevantes a processos biolégicos.

2.2.1 Teoria do Funcional da Densidade Conceitual

Os descritores de reatividade sdo quantidades globais ou fungdes locais que indicam o
quanto a energia ou a densidade eletronica variam durante algum processo de interacdo

(93]

quimica."””! Portanto, essas quantidades sdo taxas, mais precisamente derivadas da energia

eletronica e de suas expansdes em séries de Taylor.!**!

Dentro da DFT, a energia eletronica
E é funcdo da variacdo do ntimero de elétrons N e do potencial externo v, sendo escrita em
forma de uma diferencial total (Equagdo 2.1), que por sua vez é conhecida como a equagdo
fundamental do DFT. Isso porque através dela é definida as condi¢bes variacionais do
sistema que permitem a minimiza¢do da energia eletronica e a determinagdo da densidade

eletronica, p(r), do estado de referéncia.

dE = udN + /p(r)dv(r)dr (2.1)

Por sua vez, a fungdo de energia E|[p] é uma funcional da densidade eletronica p, dada
pela Equacdo 2.2, que é dividida em duas contribuicées: a funcional de energia eletronica

total F[p] e a interac¢do da densidade eletronica com o potencial externo. As funcionais sdo
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um tipo especifico de fungdo que toma como argumento outras fungdes. E nisso que o
DEFT se estabelece, tendo todas as suas fung¢des que entram nos métodos variacionais para a
determinacdo do estado de referéncia sendo funcionais da densidade eletronica, que, por

sua vez, é uma func¢ao das coordenadas tridimensionais 7.

Elp] = Flo] + [ p(r)v(r)dr 2

A funcional de energia eletrdnica total F[p] é composta por outras funcionais que re-
presentam os termos de energia relacionado aos elétrons do sistema, como a funcional de
energia cinética T[p], funcional da energia de repulsdo elétron-elétron J[p], e a funcional de

energia de troca-e-correlagdo E,.[p], dado na Equagéo 2.3.

Flo] = T[o] + JIp] + Exc[o] (2.3)

Portanto, a densidade eletronica é a quantidade central, dada a distribui¢do dos elétrons
no sistema e se integrado em todo o espaco tridimensional, tem de resultar no nimero
total de elétrons N, como mostrado na Equagao 2.4. Na DFT, a partir da densidade ele-
tronica do estado de referéncia, é possivel se extrair todas as propriedades do sistema, e,
portanto, as variagdes na densidade eletronica sdo consideradas como respostas do sistema

a perturbagdes que levam a reorganizacdo da densidade eletronica.

N = /p(r)dr (24)

Para determinar a densidade eletrdnica do estado de referéncia, a Equacado 2.2 deve ser
minimizada, ou seja, deve ser encontrada a densidade eletronica que zera a diferencial total
dada na Equacdo 2.1. Esse processo é dado pela busca do multiplicador de Lagrange y,

definido na Equacéo 2.5.

H= (aa—f]) =v(r)+ % (2.5)

Como definido na Equacdo 2.5, u é a derivada da energia em relacdo ao ntiimero de
elétrons, se tornando o primeiro descritor de reatividade, jd que representa a estabilizacdo
energética quando o sistema tem um incremento/decréscimo no ntimero de elétrons, ou seja,
processos de interagdo/rea¢do quimica, mudanga no estado de oxidagdo e entre outros. [25]
Esse descritor foi nomeado de potencial quimico eletronico (PQE), pela analogia com a

quantidade da termodinamica cléssica, potencial quimico molecular, j& que quando dois
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sistemas se aproximam ha a transferéncia de elétrons do sistema com maior y para o de
menor até que a diferenca zere.[”!

Nas proximas subsegdes desse capitulo serdo exploradas as dedugdes matematicas e
interpretacdes tedricas dos descritores, diferenciando eles entre os globais e locais. Logo
ap0s, as aplicagdes dos descritores derivados na CDFT para macromoléculas biolégicas

serdo alvo de revisdo e anélise.

2.2.1.1 Descritores Globais

O PQE é um descritor global, ou seja, o valor dele deve ser o mesmo em todo o sistema
molecular considerado. Isso gera diversas implica¢cdes que vamos explorar na subsegdo
relacionada aos descritores locais. Porém, de fato, como o PQE é um indicador de equilibrio
no que se refere a transferéncia de elétrons, se houvesse partes do sistema com valores
diferentes entdo se esperaria que também ocorresse um fluxo de elétrons de uma regido
para outra. Portanto, essa é a principal propriedade relacionada aos descritores globais,
que no CDFT sdo quantidades sempre relacionadas com a variagdo da energia do sistema
em processos de transferéncia de elétrons. Para a obtengdo do PQE é utilizado o método
de diferencas finitas, devido a descontinuidade no ntimero de elétrons, sendo necessario
calcular a energia do sistema carregado negativamente e positivamente, como dado na

Equacao 2.6.

_(9EY\ _ En-1—Enti
- () -

Os célculos em outros estados de carga sdo realizados na geometria molecular fixada do
estado de referéncia, obedecendo a restricdo de potencial externo constante. Esse descritor
acaba também por ser uma média entre o PI e a AE, que representam, respectivamente, a
energia necessdria para extrair um elétron e a energia liberada quando o sistema recebe um
elétron. O PI e o AE podem ser calculados pela diferenca de energia final e inicial desses
processos, ou como demonstrado pelo teorema de Koopmans,!”®! o PI ¢ aproximado pela

energia do HOMO (Equagdo 2.7) e a AE pela energia do LUMO (Equagdo 2.8).

Pl =En-1— En = —Enomo (2.7)

AE = ENy — Ent1 = —Erumo (2.8)
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Logo, o PQE pode ser definido em func¢do das energias desses orbitais também, como
mostrado na Equagdo 2.9, podendo ser obtido diretamente com um tnico calculo de estru-

tura eletronica para a configuragdo molecular de referéncia.

_ En-1—Eny1_ Egomo + Erumo

= = (2.9)
2 2

Para a expansdo de Taylor truncada em segunda ordem, a variagdo de energia em
respeito ao nimero de elétrons no sistema é dada pela Equacdo 2.10, onde surge a segunda
derivada da energia em respeito ao ntimero de elétrons, definida na Equacdo 2.11, que
também é a derivada do PQE. Essa quantidade representa a resisténcia do sistema de
transferir elétrons e, por isso, foi associada ao conceito de dureza quimica # definido por

Pearson. 8%

AE = uAN + %UANZ (2.10)
_ou [ 9%E
T=38 = (W)v (2.11)

Para o sistema em equilibrio, e, portanto, sem transferéncia liquida de elétrons para
ocorrer, com AN — 0, a relacdio do PQE com a dureza é dada pela Equagdo 2.12, defi-
nindo o calculo de 7 para diferencas finitas e aproximagdo de Koopmans na Equagédo 2.13.
Aproveitando a defini¢do da dureza quimica, a moleza quimica é dada pelo seu reciproco,
resultando na derivada segunda da variacdo do nimero de elétrons em respeito a energia,

ou a derivada do ntimero de elétrons em respeito ao PQE (Equagdo 2.14).

p=—51 (2.12)

= En-1+ Ent+1—2ENn = ELumo — Eromo (2.13)
9°N oN 1

g <_) _ (_) _1 (2.14)
oE2 ), \ou/), 71

Na Figura 2.3 é mostrado um diagrama genérico da energia do sistema em funcdo da
variacdo do niimero de elétrons, ilustrando os estados de carga utilizados para o célculo dos
descritores globais usando o método de diferencas finitas. Como mostrado na Figura 2.3, a
remoc¢do de um elétron é acompanhada por um acréscimo de energia ao sistema, e, quando

o sistema recebe um elétron, ele tende a liberar energia. De forma geral a primeira energia
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é maior que dltima citada. Entdo, moléculas duras tendem a apresentar uma energia de
retirada desse primeiro elétron maior que moléculas mais moles, indicando que o sistema
oferece uma maior resisténcia a variacdo no ntiimero de elétrons, maior dureza, assim como
se houver a transferéncia desse elétrons a variacdo positiva de energia vai ser grande e dada
pelo PQE. Ja o valor de energia do estado n 41, a AE, tende a influenciar pouco no PQE
mas para a dureza pode indicar que o sistema altera significativamente o PQE em relacdo

ao numero de elétrons.

n-1

Energia

neutro \ n+1

\/

Figura 2.3: Esquema genérico mostrando a variagdo de energia do sistema conforme o
numero de elétrons N varia, enfatizando os trés estados de carga necessérios para o calculo

de diferencas finitas. Fonte: Imagem do autor.

A andlise desses descritores a partir das energias dos orbitais permite inferéncias da
reatividade em fungdo da estrutura de niveis de energia eletronica. A Figura 2.4 ilustra de
forma genérica a relagdo dos valores de energia dos orbitais moleculares de fronteira com o
PQE e a dureza quimica. A principal caracteristica de moléculas moles é a baixa diferenca
de energia eletronica dos nivel de energia ocupado de mais alta energia, o HOMO, e o
virtual de mais baixa energia, o LUMO. As moléculas moles sdo mais polarizéveis, o que
significa que sua densidade eletronica é mais deformavel, e, portanto, os elétrons acessam
outros niveis com menor penalidade energética. Isso também significa que um elétron no
HOMO tem mais facilidade de ser promovido para o LUMO, o que pode ocorrer somente
com a energia provida pelas flutuagdes térmicas, ou pela incidéncia de uma radiagdo de

menor nimero de onda. Logo, uma molécula mole tende a mudar seu estado eletrdnico
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mais facilmente se tornando mais reativa.l%’!

A MOLE DURO
R — LUMO
8 n
4 o
e LUMO
W n
HOMO —@—@—
— @
4'—.7
— o 0
B -

Figura 2.4: Esquema genérico ilustrando a diferenca de energia entre orbitais ocupados e

virtuais nos casos de sistemas considerados moles e duros. Fonte: Imagem do autor.

Ja para moléculas mais duras a diferenca HOMO-LUMO ¢é bem maior, inviabilizando
a formagdo de um estado eletronico excitado e a transferéncia de elétrons do HOMO de
uma molécula dura para o LUMO da outra molécula dura. Por isso é dito que as interagdes
duro-duro sdo controladas por carga, ja que a transferéncia de elétrons é minima e vai
ocorrer principalmente intera¢des eletrostéticas. E a partir da Figura 2.4 também podemos
ver que hd uma grande distancia da energia do HOMO de uma molécula mole para o
LUMO de uma molécula dura, o que acaba por ser explicado o principio de Pearson de
acidos e bases duros e moles.

Até aqui foram definidos os descritores globais principais que podem ser extraidos de
derivadas de primeira e segunda ordem da energia. A partir dessas quantidades é possivel
definir uma escala quantitativa para moléculas sem predefinir os reagentes. Também é pos-
sivel definir quantidades de transferéncia de elétrons, ignorando os efeitos eletrostéticos e
da variacdo do potencial externo. Como por exemplo, o sistema quando em contato com um
doador ideal de elétrons, de potencial quimico igual a zero, se satura de elétrons e apresenta
a devida estabiliza¢do de energia dada na Equacdo 2.15, definindo a eletrofilicidade total
w. E quando o sistema chega no equilibrio, com AE — 0, a variacdo maxima no ntimero de

elétrons é dada por Equacao 2.16.
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‘u2
—AE=w= - (2.15)

ANy = —% (2.16)

As aplicagdes desses descritores globais sdo amplas e foram impulsionadas pela a popu-
larizacdo dos cdlculos de DFT no inicio dos anos 90. Citando alguns exemplos: correlagdo
com basicidade de aminas;!*®! predigio de varias reagdes organicas e ranqueamento de
reatividade de espécies radicalares;!*”! para reagdes entre moléculas e ons."! Ja a partir do
inicio do presente século, as aplica¢des dos descritores globais se concentraram bastante na
racionalizacdo de reagdes de Diels-Alder;'%1%! forca dcida e catalise acida.['% Domingo e
colaboradores sdo os principais pesquisadores na drea da racionalizagdo dessas reagdes, que
por natureza sdo polares e, desse modo, sdo exploradas de forma muito eficiente usando os

descritores de transferéncias de carga.!?!!

2.2.1.2 Descritores Locais

Os descritores locais sdo fungdes de posicdo, ou seja, tomam como argumento um conjunto
de coordenadas no espaco tridimensional, e, por isso, geralmente servem para explicar
regiosseletividade de rea¢des quimicas. Esses descritores sdo baseados na distribui¢do da
densidade eletronica quando hd variacdo no ntimero de elétrons e/ou no potencial externo,
causando a quebra e formacdo de liga¢des quimicas. A partir da Equacdo 2.1 é extraida
a derivada da densidade eletronica em respeito ao ntiimero de elétrons para o potencial
externo constante, que no CDFT foi batizada em homenagem a K. Fukui, representado pelo

simbolo f(r) (Equagao 2.17).1"!

f(r) = (ig—g?)y (2.17)

Como definido para as derivadas em respeito ao niimero de elétrons, as func¢des de Fu-
kui também sdo calculadas com métodos de diferencas finitas, sendo dividias em dois tipos,
uma para cada lado da aproximacao correspondendo a diferentes tipos de reatividade. A
funcdo de Fukui a esquerda f™ (r), representa as regides do sistema em que a densidade
eletronica se concentra quando o ha perda elétrons, ou seja, de onde essa densidade eletrd-
nica preferencialmente ird sair, dando a susceptibilidade ao ataque eletrofilico (SAE). Esse

descritor é calculado no método de diferentes finitas pela diferenca da densidade eletronica
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do estado de referéncia com N elétrons p(r)y pela densidade eletronica com um elétron a

menos p(7)y—1 (Equacéo 2.18).

f () =p()n —p(r)na (2.18)

Ja a fungdo de Fukui a direita, f* (r), representa as regides para onde a densidade flui

se o sistema ganhar elétrons, ou seja, onde a nova densidade eletronica vai se concentrar,
dando a susceptibilidade ao ataque nucleofilico. O calculo no método de diferentes finitas
é dado pela diferenca da densidade eletronica do estado com N + 1 elétrons, p(7)n+1, pela

densidade eletronica do estado de referéncia, p(r)n (Equagdo 2.19).

) =p(r)ne —p(r)n (2.19)
A média entre f7(r) e f(r) éa f°(r), definida em Equacao 2.20, originalmente pensada
em representar a susceptibilidade ao ataque radicalar, mas que na prdtica apresenta a

[105] Para o calculo desses descritores locais, usando o método

reatividade média do sistema.
de diferencas finitas, é necessario trés calculos de estrutura eletronica, sendo dois desses
considerando o dobro do ntimero de orbitais moleculares, com conjunto de orbitais alfa e
beta, também conhecidos como célculos de camada aberta onde a multiplicidade do sistema

geralmente é maior que um. 1%

fo(r) _ p(r)N+1 ;P(V)Nl (2.20)

Para os descritores globais, a partir do teorema de Koopmans, é possivel obté-los usando
somente as energias dos orbitais moleculares do sistema de referéncia, precisando somente
de um célculo de estrutura eletronica, que na maioria das vezes sdo de camada fechada. Para
as fung¢des de Fukui, também é possivel aproximar as derivadas pelos orbitais moleculares
de fronteira, como mostrado na Equacdo 2.21 para f (7). Nessa equagdo, a derivada da
densidade eletroénica de um sistema com M niveis eletronicos, cada um representado por
uma fun¢do de amplitude de probabilidade |¢(r)|, conhecidos como orbitais de Kohn-Sham
(KS) (equivalentes aos orbitais moleculares), para um decréscimo infinitesimal 6 no ntimero

de elétrons N.[107]

) M-1 9
£ = Jim P (P + L Sl @21

Lembrando que a densidade eletrénica é calculada como o somatério do modulo qua-

[22]

drado dos orbitais de KS ocupados |¢(r),cc|, mostrado na Equagao 2.23."*“! Por sua vez, os
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orbitais KS sdo definidos pela combinacao linear dos orbitais atdomicos x(7), onde os coefi-
cientes c; saem da solugdo do método variacional para encontrar a densidade eletronica do

estado de referéncia.

occ

p(r) = L 1¢(r)7| (2.22)

r)i= ZCiX(V) (2.23)

Esse método de calculo é conhecido como Aproximagdo de Orbital Congelado (AOC),
que desconsidera a segunda parcela da Equacdo 2.21, que é a contribui¢do dos orbitais
moleculares internos. Por isso a f~ (r) nessa aproximagdo fica definida como a densidade
do orbital ocupado de maior energia ¢pr(r), mais comumente conhecido como o HOMO
(Equacdo 2.24), ficando equivalente a aproximacdo para os descritores globais. A aproxi-
macao é possivel porque a contribuicdo desses orbitais internos é muito pequena, como ja

[108]

mostrado por Fukui em seus indices de superdeslocalizabilidade'®! e como ja entendido

em consenso na quimica, onde os elétrons mais importantes para reagdo quimica sdo os

elétrons da camada de valéncia. (%]

f(r) = |promo(r)|? (2.24)

Paraa f*(r),a derivada é dada na Equagéo 2.25, e, segundo a aproximagao, esse descritor
local é dado pela densidade do orbital ¢,141, que é equivalente ao LUMO (Equacgdo 2.26). A
f2(r) na AOC pode ser obtido pela média das densidade do HOMO e LUMO, no entanto,
a representagdo da susceptibilidade ao ataque radical tende a ser mais fiel quando utilizada

a densidade do orbital SOMO (do inglés: Single Occupied Molecular Orbitais) (Equagdo 2.27).

frr) = ggf‘”g—;‘;(” = o (r)]* + Z ~N|2i(r) (225)
() = lprumo(r)? (2.26)
£2(r) = lpsomo(r)|? (2.27)

A segunda derivada da densidade eletronica em respeito ao namero de elétrons f @)

[110]

também é uma funcdo local comumente utilizada. Através das relagdes de Maxwell,

se pode verificar que essa derivada ¢é igual a derivada funcional da dureza quimica em
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1M1 como mostrado na

respeito ao potencial externo com o namero de elétrons constante,
Equagdo 2.28. Essa derivada exprime a taxa com que o sistema evolui para a sua estabilidade
conforme o potencial externo muda, ou seja, a evolugdo da geometria molecular para o
estado de referéncia. Igualmente, é como a fun¢do de Fukui varia durante a variacdo do

ntmero de elétrons do sistema. 112

ro- (), (B) (), e

O método de célculo prético dessa derivada é dado pela Equagao 2.29, que acaba sendo

a reatividade efetiva entre eletrofilicidade e nucleofilicidade, normalmente chamado de
descritor Dual, por representar ao mesmo tempo as regides mais propensas a participar de
transferéncias de elétrons. Além disso, esse descritor acaba sendo citado como mais acurado
que as outras fung¢des de Fukui, devido ao cancelamento de erros das aproximagdes dada

pela subtraczo. ']

AfF=fr—f () (2.29)

Apesar da defini¢do tedrica da densidade eletronica se estender por todo o espago
tridimensional, na prética essas fungdes locais sdo obtidas para uma grade de pontos em
uma espaco delimitado, representada por uma caixa centrada no sistema com volume
suficiente para englobar praticamente todos os valores significativos. Cada ponto no espago
r em que a propriedade vai ser avaliada é chamada de voxel, correspondente tridimensional
do pixel, formando uma grade de valores escalares dessa propriedade nesse espaco ctbico.
Essa é uma das formas de representar os descritores locais, no qual essa informagao é
utilizada para gerar graficos de iso-superficies (superficies formadas entre voxels que apre-
sentam mesma faixa de valor), ou pela renderizacdo de varias dessas superficies, chamada
de volume. Para fins préticos, essa representagdo vai ser chamada de volumétrica durante
esse trabalho. Isso é importante pois ha outras formas de se representar os descritores locais,

como a representacao condensada por adtomos, 113!

onde o descritor I'(r) no espago r é inte-
grado em uma base comum () para determinado dtomo k, como mostrado na Equagéao 2.30.
Na Figura 2.6:A é mostrado o exemplo de representacdo volumétrica para o polipeptideo
TRP-cage, e na Figura 2.6:B o exemplo de representacdo condensada para a molécula de

4-aminopyrimidin-2(1H). [114]

T, — /Q () (2.30)
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Figura 2.5: A) Imagem retirada do trabalho de Grillo e colaboradores,!**! B) Imagem retirada
[114]

do trabalho de Jerbi e colaboradores

No célculo dessas propriedades, usando método de diferengas finitas, a densidade ele-
tronica de cada estado de carga é condensada para cada 4tomo em forma de carga parcial.
Nessa abordagem, a condensagdo é geralmente realizada por meio de anélises populaci-
onais, sendo a mais comum a de Mulliken. [115] Ja para a AOC, os orbitais de fronteira
sdo os que devem ser condensados para os atomos, e isso é feito de forma a particionar
esses orbitais moleculares por contribui¢cdo dos orbitais atdmicos AO de indice v e sua
sobreposi¢do com os outros orbitais 1 do mesmo dtomo k, contabilizando como o produto
cruzado ponderado pela matriz de sobreposigao, S,,. Esse processo pode ser realizado para
a condensacéo da densidade de probabilidade para qualquer orbital molecular ¢}, como

mostrado na Equagdo 2.31.

”—AOC2 Aoc-c-s 2.31
W’k’ _Z‘ vz’ +Z| Vi ]ul nv ( )
vek uév

Especificamente para as func¢des de Fukui, em f~ (r) a condensagdo é realizada para o
orbital HOMO (Equagio 2.32), e em f*(r) para o LUMO (Equagéo 2.33). Esse processo de

condensagdo promove a possibilidade de analisar as susceptibilidades aos ataques que o
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sistema pode sofrer em fungdo dos centros atdmicos, perdendo parte da informagao em
relagdo a orientac¢do espacial, mas ganhando na interpretacdo de quais &tomos apresentam

maior probabilidade de participar do processo quimico investigado.

AO AO

fi = poMO1 = Y |Cunomol* + Y ICuomoCruriomo| S (2.32)
vek uév
AO AO

5= 1pe"™O PR = Y ICorumol® + Y |CorumoCrurumo|Suv (2.33)
vek uév

As fungdes de Fukui indicam os locais na molécula onde ha a maior propensao de haver
ataques eletrofilicos ou nucleofilicos, basicamente reagdes onde ha uma transferéncia de
elétrons significativa, e portanto, de cardter mole-mole, resultando em liga¢des de maior
caracteristica covalente do que i6nica.!''®! No entanto, quando comparada a reatividade
local de diferentes moléculas, a fun¢do de Fukui ndo estd apta a identificar se a regido da
molécula A mais suscetivel a ataque eletrofilico, por exemplo, seja mais reativa do que a
regido de mesma caracteristica na molécula B. Entdo, é dito que as fun¢des de Fukui sdo
uteis para identificar a reatividade de cardter mole-mole, intera¢des controlados por orbitais,
e de tipo intramolecular, isto é, comparando diferentes regides da mesma molécula.[!1”]

Para as comparagdes intermoleculares existe o descritor de moleza local, definido pela
troca na derivada do ntiimero de elétrons pela densidade eletronica, que é a prépria versdo

local de N. Na Equacdo 2.34 é mostrada a defini¢do desse descritor local, que devido a

identidades ja conhecidas do CDFT, resulta no produto da fun¢do de Fukui com a moleza

global.[18]

- (50) - (3),(50) 50 e

Portanto, a moleza local é a distribui¢do da moleza global ponderada pela funcdo de
Fukui, sendo maxima onde a fun¢do de Fukui também é. O descritor de moleza local entao
é redundante para racionalizacdo da regiosseletividade intramolecular, mas ¢é ttil para
comparar regides de diferentes moléculas. Por causa da defini¢do matemadtica, a moleza local
acaba tendo suas equagdes de cdlculo baseadas na fun¢do de Fukui, apresentando a moleza
local para susceptibilidade ao ataque eletrofilico s~ (r) (Equagdo 2.35), susceptibilidade ao

ataque nucleofilico s (r)(Equacdo 2.36) e multifilico s* (r) (Equagdo 2.37). [119]

s (r)=Sf"(r) (2.35)
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st(r) =SfT(r) (2.36)

sT(r) = SFE(r) (2.37)

Nessa mesma ideia da multiplicacdo de um descritor global por um local, a eletrofi-
licidade local é definida de forma semelhante. Como mostrado na equacdo Equagao 2.38
representando a estabiliza¢do de energia local quando o sistema doa elétrons w™ (r), quando

recebe w™ (r) (Equacdo 2.39), e a para os dois processos ao mesmo tempo w=(r) (Equa-

¢do 2.40), definindo assim o que é chamado de descritor multifilico. 12!
w (r)=wf (r) (2.38)
wh (r) =w' f(r) (2.39)
Aw(r) = wf*(r) (2.40)

Esses descritores locais sdo amplamente encontrados na literatura para explicar a re-

giosseletividade de reacbes que tem significativa transferéncia de elétrons. Dos exemplos

de aplicacdo, é possivel citar: basicidade de aminas;!?!!

[122-124] 45,102,125]

reacOes de substituicdo aroma-

tica; reacdes de Diels-Alder;! ataques nucleofilicos em compostos carboni-

correlagio com pKa e capacidade de inibigdo de corrosio de aminoacidos;! 2!

114,127]

licos;mg]

racionalizacio de interacdes entre bases de DNA;!

catalise; 125131 na parte de quimica medicinal, dando suporte na busca de novos inibidores

132] [133]

aplicacdo para solidos, superficie e

usando os descritores como funcdo de escolha,! atividade

134,135]

capacidade antioxidante,
biolégical e correlacio com toxicidade.[3*137] As aplicacdes especificas para sistemas
biol6égicos e acompanhamento de reacdo quimica estdo separadas em outra se¢do desse
capitulo, e serdo trazidas com mais detalhes.

Na Figura 2.6, ¢ mostrado como o descritor dual f () ¢ utilizado para mostrar simulta-
neamente as regides susceptiveis a ataques eletrofilicos (vermelho) e a ataques nucleofilicos
(verde), para reac¢des de transferéncia de prétons acopladas com transferéncia de elétrons.
Ja na Figura 2.7 é exemplificado como e eletrofilicidade local wy, e seu inverso a nucleo-
tilicidade local Nj, mostram quais os 4tomos de carbono mais reativos que controlam a
formacdo do produto cinético, aquele que apresenta a barreira de energia livre de ativagdo

menor. %]
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Figura 2.6: Uso de descritores Dual para estudar processos de transferéncia de prétons
acopladas com transferéncia de elétrons. Regides em verde sdo as nucleofilicos e vermelhas

eletrofilicos A) reagdo: ArOH + ArO® B) reagdo: ArOH + CH300°. Imagem retirada do

trabalho de Liu e colaboradores! 138!
O\ O NMe,
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Figura 2.7: Selecdo do produto cinético através da reacdo entre os carbonos com maior
eletrofilicidade local wy (molécula 4 desse estudo) e com a nucleofilicidade N; (molécula
12). Entre parénteses na imagem estd a energia de ativacdo em kcal/mol. Fonte: Imagem

retirada do trabalho de Domingo e colaboradores!!?"!

2.2.1.3 O Problema da Dureza Local

Todos os descritores locais definidos até aqui estdo ligados a efeitos que governam a reati-

vidade dos sistemas pela transferéncia de carga e sobreposi¢do de orbitais, resumidamente,
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interagdes mole-mole. No entanto, hd também as rea¢des controladas por carga, ou seja,
aquelas em que os efeitos eletrostaticos ddo origem a forga que movem os dtomos em dire¢do

ao estado de transicio.”?

Ha também aqueles processos onde a aproximardo dos substra-
tos é governada por essas interagdes duro-duro, que tem um maior alcance, e quando hé a
aproximacgdo dos dtomos, a sobreposicdo e reorganiza¢do dos orbitais moleculares domina
como forga principal da reagéo.

Logo, é importante também um descritor local que descreva a regiosseletividade de
processos duro-duro. O préprio Potencial Eletrostatico Molecular (PEM) e as cargas parciais
dos dtomos sdo formas de representar localmente o efeito das interag¢des eletrostaticas. No

entanto, dentro do arcabougo tedrico do DFT a quantidade l6gica seria a dureza local #(r),

definida como o inverso da moleza local s(r) na Equagédo 2.41. [139]

n(r) = ( a%))v (2.41)

O grande problema dessa definicdo é que ela ndo integra para a quantidade global, como

é o caso da moleza local cuja integral em todo o espaco r resulta na moleza global. Como
mostrado na Equacdo 2.42, a dureza local s6 integra para dureza global se for em conjunto

com o produto da fungdo de Fukui, por causa da identidade mostrada na Equagdo 2.43.
1= [n)f)r 24)

dp(r) = f(r)dN (2.43)

Isso faz com que um descritor, que é de imensa importancia, tenha sua definicdo ma-
temdtica ambigua, mostrando uma falha no que deveria ser o ponto mais forte do CDFT,
que é seu rigoroso tratamento téorico-matemaético. Apesar disso, hd varias defini¢des para
dureza local, chamadas de equagdes de trabalho, que seriam formas de aplicar localmente

essa quantidade. !14"]

Dentre as solugdes possiveis, hd aquelas que se preocupam mais com
a capacidade de explicacdo do caradter duro-duro dos sistemas estudados e outras com uma
definicio matematica que respeite os requerimentos da CDFT.!14!]

Esse é o conhecido "problema da dureza local", que, em publicacdo recente reunindo
os principais nomes do CDFT para uma revisdo e direcionamento dos préximos passos na
area,['*2] foi dado de certa forma um ultimato ao problema da dureza local, onde se exige a

defini¢do de um s6 método de célculo e que se respeite as identidades matemaéticas estabele-

cidas na teoria. Por hora, nessa Tese, vao ser abordadas algumas das defini¢des de equagdes
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de trabalho para dureza local que foram testadas para sistemas biolégicos nos estudos de
caso contidos nesse trabalho e também implementado no software PRIMoRDiA. %!

A primeira estratégia consiste em desconsiderar a defini¢do pura da dureza local, utili-
zando uma fungdo auxiliar no qual a integral do produto entre ela e a definigdo de dureza
local resulte no valor global. Como ja dito anteriormente, isso pode ser realizado com o
produto da fun¢do de Fukui, mas outras fung¢des locais que sejam normalizadas podem ser
utilizadas também. 143!

Uma definicdo dentro das equagdes do CDFT para a dureza local foi desenvolvida

[139]

por Berkowitz e colaboradores, considerando o tratamento de fluido cldssico para um

sistema multi-eletronico das equag¢des de densidade eletronica, mostrado na

9 1 6°F

0= (5), = 2 | s 24

A partir dessa defini¢cdo, podemos retirar uma fungdo nao local da densidade eletronica,
que é um fungdo da posi¢do r que depende do valor em outro ponto do sistema r’, que
nesse caso é chamado de dureza de nicleo, definida na Equagdo 2.45. Descritores nao
locais sdo derivadas de maior ordem da funcional de energia em respeito a posicdo, e sdo
propriedades que representam efeitos perturbativos, onde o valor em r é acoplado com o
valor em 7/, representando o efeito de outros pontos do sistema na posigdo que se deseja

avaliar.

Loy OFl]
) = S ee()

Para definir, entdo, uma funcdo local para a dureza, precisamos entrar na defini¢do

(2.45)

de F[p], que é subdivida em trés funcionais da densidade (Equagédo 2.2), logo podemos
assumir que a dureza local seja particionada para cada dessas funcionais (Equagéo 2.46).
No entanto, para regides da superficie molecular, as funcionais de energia cinética e de
troca-e-correlagdo apresentam um decaimento abrupto, pelas aproximagdes do tratamento

estatistico de Tomas-Fermi-Dirac das funcionais de densidade.

ne(r) =nr(r) +u;(r) —nk(r) (2.46)

Logo, a dureza local pode ser aproximada como na Equacdo 2.47, aproximando F|p]
como a funcional de interagdo elétron-elétron J[p], mostrada na Equagdo 2.48. Essa equacdo
de trabalho é a primeira definicio que comegou a ser utilizada, onde é somado todos

os valores de densidade eletronica em todos os pontos do sistema que ndo sejam o r, e
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ponderado pela distancia entre r e 7’. Essa definigdo é de fato bastante similar ao potencial
eletrostatico molecular ® (Equacdo 2.49) quando ignorado as cargas Z dos ntcleos dos

atomos A.

52] P] Vdr' = 1 1 N
2N 5o(Map) U = N / TP (2.47)
1 /
l=35 / / —p|(: )_p(;|)drdr' (2.48)
p(r') .,
¢ Z|7—RA| / |r—r’|dr (2.49)

Por esse fato, muitos estudos comegaram a utilizar o préprio potencial eletrostatico
molecular, ou as cargas em excesso nos dtomos, como forma de dureza local. De fato, essas
formas de estimar o potencial de diferentes regides do espago de uma molécula de participar
em intera¢Oes duro-duro tem relacdo com os efeitos fisicos esperados. No entanto, nem na
defini¢do proposta na Equacdo 2.49 nem no uso de outras propriedades ligadas a carga, ndo
apresentam nenhuma rela¢do com a quantidade global da dureza quimica.

Outra equacdo de trabalho surge da derivacdo da definicdo anterior (Equacdo 2.48),
substituindo a densidade eletronica pela funcdo de Fukui, e eliminando o fator de nor-
malizagdo em relacdo ao nimero de elétrons (1/N), isso por que a funcdo de Fukui ja é
normalizada. Essa aproximagdo dé origem ao potencial de Fukui e é a prépria dureza no

r correspondente ao ntcleo dos dtomos. 144!

A equacgdo do potencial de Fukui fica como
mostrado na Equagdo 2.50, sendo que, nessa defini¢do, a fun¢do de Fukui é encarada como

a distribuigdo da densidade eletronica de fronteira, ou seja a mais reativa.

vy = f(r) dr’ (2.50)

=7

A defini¢do mais usual do potencial de Fukui se d4 com a func¢do de Fukui esquerda
f~, podendo ser tanto a densidade de probabilidade do HOMO, quanto a defini¢do de
diferencas finitas. A principio, essa fungdo de Fukui é a mais apropriada para aproximar
a densidade eletrdnica, j& que é relacionada a um orbital ocupado. No entanto, é possivel
utilizar as outras fun¢des de Fukui também, resultando em equacgdes de trabalho que podem
ser mais apropriadas para avaliar a reatividade de um sistema especifico, como mostrado

na Equacdo 2.51 e na Equacao 2.52.

v = / f) (2.51)

=7
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2.52
|r — r’| (252)

Um terceiro tipo de equacio de trabalho foi definida por Gal e colaboradores, 14!

com
a intencdo tanto de representar os efeitos de natureza duro-duro locais como também de
possibilitar a integracdo da quantidade, resultando na dureza quimica global. Para isso,
foi necessario desenvolver uma versdo local do PQE, que de fato é contraintuitivo com
a propria natureza da analogia com a quantidade termodinadmica cldssica. No entanto,
essa parte foi desconsiderada, de forma que, usando as propriedades matematicas bem
especificas das funcionais, mostrada na Equacdo 2.53, onde o potencial quimico eletronico
acaba sendo escrito como uma integral sobre o espaco de uma outra quantidade local, nesse
caso a densidade eletronica, como mostrado na Equagdo 2.54. Logo, retirando a integral na

Equagdo 2.54, o PQE se torna uma funcdo de r, isto é, uma fungdo local, que pode ser escrita

como na Equacao 2.55.

ﬁﬁ([f; = & [et)5s (2.53)
=< / 5E[p Lir (2.54)
(r) = P(r) OBl 4 r _ My (2.55)

N op(r) ’ N
Basicamente, o y(r) é uma distribui¢do da densidade eletrdnica normalizada, se tor-
nando um fungdo que serve para determinar a abundancia local do PQE. Com essa defi-
nicdo, a derivada da Equacédo 2.54 pode ser encontrada em relagdo ao ntimero de elétrons,

resultando na Equacdo 2.56.

n(r) = (p(HOMO) - &z\;)) S+ %n (2.56)

O dltimo tipo de equacdo de trabalho que serd abordado aqui, e talvez o mais simples,
sendo basicamente a distribuigdo da quantidade global em fung¢do da fun¢ado de Fukui, como

mostrado na Equagio 2.57.114¢]

Essa definicdo é de f4cil cdlculo, integra para dureza global e
ainda corrobora com a intui¢do quimica. Isso porque é esperado de um nucleéfilo duro que
sua energia de ionizagdo seja alta, se mostrando mais resistente a transferéncia de elétrons
mas que sua densidade eletrdonica mais reativa seja o ponto de interacdo com um eletréfilo
duro. No entanto, essa defini¢do acaba sendo redundante em apresentar as mesmas regides

de um sistema molecular tanto para interacdes duro-duro quanto mole-mole. 1!
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0(r) = PIf~(r) — AEF* (1) 2.57)

Grande parte do que pode ser encontrado na literatura sobre a dureza local é o desen-
volvimento matemdtico de equagdes de trabalho e da busca de uma defini¢do ndo ambigua
em relacdo ao CDFT. As aplicagdes sdo mais encontradas como testes para dtomos indivi-
duais e/ou ions. Ozen e colaboradores utilizaram a carga parcial,!'*”] PEM e a definicio
de dureza local dada na Equagdo 2.46 como equagdes de trabalho para correlacionar com a
energia de ligagdo de hidrogénio em moléculas organicas. Nesse estudo foi mostrado que
as ligagdes de hidrogénio correspondendo em até 15 kcal/mol sdo consideradas dominadas
praticamente por intera¢des eletrostédticos e correlacionam bem com as aproximagdes de

dureza local citadas.

2.2.2 Descritores Moleculares para Sistemas Bioldgicos

Os métodos hibridos de mecéanica quantica/mecanica molecular tornaram disponiveis a
obtengdo de propriedades cinéticas e termodindmicas de forma acurada para sistemas enzi-
maéticos, caminhos de reacdo e determinacdo de estruturas importantes, como ja discorrido
anteriormente nesse capitulo. Entretanto, informacdes valiosas que podem ser extraidas da
estrutura eletronica resolvida sdo negligenciadas pela grande maioria desses estudos. !
Depois de custosos procedimentos computacionais para resolver a estrutura eletrénica de
sistemas enzimadticos, as trajetérias geradas sdo racionalizadas somente com andlises de
distancia e liga¢des de hidrogénio, informagdes que ja sdo exploradas quando usados po-
tenciais classicos em simulagdes moleculares.

Os raros estudos, mas ainda relevantes, que exploraram a estrutura eletrdnica de sistemas
biolégicos serdo apresentados a seguir, assim como os desenvolvimentos mais recentes
protagonizados pelo nosso grupo de pesquisa. Essa se¢do é dividida da seguinte forma:
i) aplicagdo para fragmentos de sistemas bioldgicos, revisando os primeiros estudos que
consideraram a estrutura eletronica nas suas andlises; ii) tentativa de um CDFT biolégico,
no qual é revisado trabalhos do grupo do Geerlings, um dos principais pesquisadores do
CDFT, onde os descritores sdo aplicados para rea¢des enzimaticas; iii) Estratégias de célculo

dos descritores para macromoléculas; iv) descritores de banda, desenvolvidos pelo nosso

grupo.
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2.2.21 Aplicacao para Fragmentos

O primeiro trabalho que podemos citar sobre aplicacdo dos descritores do CDFT para

[148] Eles utilizaram a fungéo de

sistemas de interesse bioldgico foi o de Li e colaboradores.
Fukui para identificar a conformagdo mais reativa do substrato para a enzima fosfato 5-
enolpiruvilxiquimato-3 sintase (EPSP). Nesse estudo, os &tomos dos residuos da enzima nao
foram considerados nos célculos quanticos, somente os do substrato fosfato 5-enolpiruvato.
Esse substrato participa em mais dois outros ciclos cataliticos onde o fosfato também néao
é o0 grupo mais reativo. Isso é um exemplo de como o ambiente enzimético pode controlar
a seletividade e somente a intui¢do quimica ndo é o suficiente para explicar a reatividade
desses sistemas complexos. Nesse estudo, os autores concluiram que os dngulos de rotacdo
dos grupos em relacdo a ligagdo dupla carbono-carbono modificavam a reatividade do
substrato, e que, portanto, esse poderia ser um dos efeitos que o ambiente enzimatico teria
como influenciar na reacao.

Em 1998, Huang e colaboradores incluiram os d4tomos de quatro aminoécidos nos cal-
culos quénticos em conjunto com moléculas potenciais farmacos anti-HIV.91 O estudo
foi conduzido de maneira a investigar a reatividade dos ligantes nas regides chamadas de
"Zn-fingers", onde alguns residuos da proteina interagem com fons de zinco mantendo a
estabilidade estrutural da enzima nucleocapsidio HIV-1 (NCp7). Os descritores mostraram
que uma cisteina em especifico apresentava a maior nucleofilicidade, podendo formar liga-
¢des covalentes nesse sitio e, por conseguinte, destabilizando a estrutura tercidria da enzima
e a inibindo.

Alber e colaboradores !

usaram a diferenca de densidade eletronica entre os comple-
x0s, enzima e substrato, para a enzima timidina quinase, muito importante na recuperagao
de timidina no virus da herpes. Os célculos de DFT foram conduzidos somente com os
atomos dos aminodacidos do sitio ativo, tirosina-127, metionina-128 e o substrato timidina,
variando estados de carga e protonacdo. A partir dos resultados foi descartado intera¢des
de sobreposi¢do de orbitais, mostrando que a interacdo é puramente hidrofébica e ele-
trostatica. No entanto, a diferenga de densidade eletronica introduzida pelo substrato, ou
seja, a do complexo menos a densidade eletronica obtida somente para os residuos, ndo
é uma definicdo de descritor de reatividade do CDFT. A anélise das func¢des de Fukui, e
principalmente moleza local, j& que havia dois sistemas comparados com atomos diferentes,

poderia ser empregada para realmente descartar a hipétese de interagdes mole-mole. As

interagdes apontadas foram de natureza eletrostdtica somente, mas nenhuma analise com
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cargas parciais, potencial eletrostatico ou algum método de dureza local foi utilizado.

(1511 sublicado em 2002, as cargas parciais

Ja no trabalho de Mignon e colaboradores,
de Mulliken foram utilizadas para estimar a nucleofilicidade na catalise realizada pela
ribonuclease, onde o oxigénio do grupo hidroxila da ribose é ativado através da transferéncia
de préton de um aminodcido bésico para a quebra da guanosina. De fato, a transferéncia
de prétons é um processo duro-duro e nesse estudo foi aplicado os principios de Pearson
ABDM para racionalizar o processo. No entanto, as cargas parciais geralmente sdo escritas
nos arquivos de saida de calculos de quimica quantica e ndo necessitam de nenhum pds-
processamento matemadtico para serem utilizados nas andlises tedricas. Com quase duas
décadas depois das primeiras formula¢cdes de dureza local, nesse estudo foi utilizado a
quantidade local mais simples para racionalizar esse tipo de interacao.

[152]

Rivas e colaboradores, em 2004, usaram a moleza de grupo para descrever a regi-

oespeficifidade da reagdo de transferéncia de hidreto em um fragmento de isoalloxazine-

nicotinamid. Lee e colaboradores!!%°]

usaram os descritores para investigar sitios de ligagdo
com zinco em enzimas, em 2008. Os préximos trabalhos utilizando CDFT em contexto
biolégico s6 apareceram novamente em 2017, tirando os de Roos e colaboradores que foi se-
parada para uma anélise particular na préxima subsecio, onde Frau e colaboradores, 1541
usaram os descritores em fragmentos de peptideos para determinar sitios de glicacdo prefe-

156]

rencial. Rabi e colaboradores!>®! usaram as funges de Fukui condensadas para racionalizar

as interag¢des no sitio ativo da epdxido hidrolase.

Recentemente, Oller e colaboradores!”]

apresentaram uma aplicacdo do CDFT utili-
zando calculos das fung¢des de Fukui considerando temperatura finita. Essa abordagem tem
como objetivo de incluir os efeitos térmicos nos niveis de energia eletrdnico através da con-

[158] Nesse

tabilizacdo de vdrias configura¢des do sistema, representando os micro-estados.
trabalho, "] foi estudado rotacoes de alguns residuos do sitio ativo da enzima crotonil-CoA
caboxilase/redutase com NADPH. As diferentes configuragdes estruturais foram obtidas
de simulag¢oes de dinamica molecular MQ/MM com o método semi-empirico DFTB3, para
cada ponto no caminho de reacdo gerado. Eles conseguiram utilizar os descritores para
mostrar que o ambiente enzimatico aumenta a propensidade dos processos de transferéncia
de carga por meio da exclusdo da interacdo dos substratos com o solvente. No entanto,
as flutuagdes térmicas tiveram pouco efeito nos valores dos descritores. De fato, as contri-
buigdes térmicas para os niveis de energia eletronica s6 comecam a ter relevancia quando

consideradas temperaturas a partir de 1000K, o que para o caso de sistemas enzimaticos

ndo é relevante na grande maioria das vezes.
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2.2.2.2 Tentativa de DFT Conceitual Biolégico

Foi separado aqui em uma segdo especifica os trabalhos de Roos e colaboradores devido
ao seu pretendido impacto na area de calculo de descritores de reatividade para enzimas.
Outra informagdo relevante sobre esses trabalhos é que o autor correspondente é Paul
Geerlings, um dos mais proeminentes pesquisadores vivos na drea do DFT conceitual. Esses
trabalhos se iniciaram em 2003, uma séries de estudos aplicando descritores para um sistema
enzimatico especifico, arsentato redutase. No primeiro deles, Roos e colaboradores!!®’]
usaram a moleza quimica para elencar a reatividade de uma série de complexos de arsenatos
(H3AsO4/HaAsO, /HAsO, %/ AsO;°) e fosfatos (H3PO4/HyPO, /HPO,?/PO,?), com o
tiolato CH3S5™, que vem da da estrutura da enzima. Esses cédlculos foram realizados para os
sistemas isolados no vacuo com métodos de DFT.

Esse estudo caracterizou a interacdo do substrato com o enxofre da cisteina, aminoacido
presente no sitio ativo que realiza um ataque nucleofilico no centro metélico, como interacdo
mole-mole, isto €, interagdo controlada pela deslocalizacdo dos orbitais moleculares de
fronteira, com transferéncia de carga e formacdo de ligacdo covalente. Esse é um exemplo
de que as intera¢des entre enzima e substrato ndo sdo somente eletrostéticas e esse tipo de
interagdo jamais seria capturado por métodos de mecanica molecular apenas. No entanto,
a inclusdo dos efeitos do resto da estrutura da enzima s6 ocorreu no segundo estudo

realizado por Roos e colaboradores, 1]

através de esquema hibrido QM /MM, usando o
método ONIOM para otimizar os complexos antes dos calculos de estrutura eletronica para
a obtencdo dos descritores. Além disso, nesse segundo estudo, eles analisaram as ativa¢des
da nucleofilicidade do tiolato e da eletrofilicidade do 4tomo de arsénio (no segundo estudo
ndo foram analisados os fosfatos), assim como os efeitos de um ion de potassio presente no
sitio ativo.

[161] £6i estudado os mesmos complexos enziméti-

No terceiro estudo do grupo da Roos,
cos, dessa vez focando no desenvolvimento, aplica¢do e validagdo experimental de descrito-
res de nucleofugalidade. A reacdo analisada é a da formagdo do complexo enzima-arsenato,
depois ocorre a reducdo por uma molécula de adgua, e logo em seguida o arsenato reduzido
com o OH™ se dissociando. Nesse trabalho, eles usaram as propriedades eletronicas para
medir como o ambiente enzimdatico modula a saida desse grupo apés o ataque nucleofilico.
Eles concluiram que o ambiente enzimatico estabiliza a saida do grupo hidroxila, onde um

residuo de serina estabiliza a formagdo do complexo por ligacdo covalente.

Nesses trés trabalhos citados, nés podemos observar que o grupo aplicou os mesmos
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protocolos computacionais de DFT e formas de célculo dos descritores que ja era utilizado
para pequenas moléculas. Também, os sistemas e tipos de reagdes enzimaticas ndo foram
exploradas, focando somente em um sistema especifico.

Em 2009, o grupo publicou um trabalho de revisao intitulado de: "Enzymatic Catalysis: the
Emerging Role of Conceptual Density Functional Theory",13?! que teve como principal objetivo
revisar os trabalhos que utilizaram CDFT nos anos anteriores e de alguma forma estabelecer
como aplicar, criando o que seria o CDFT biolégico. No entanto, esse foi o tiltimo trabalho da
Roos em conjunto com o Paul Geerlings, que por sua vez também cessou suas contribui¢des
para os sistemas biol6gicos.

A partir das andlises desses trabalhos, é possivel perceber que sempre houve o movi-
mento em dire¢do ao tratamento da estrutura eletronica desses sistemas, e que os mesmos
ganharam forca com a popularizacdo de métodos computacionalmente mais eficientes de
DFT e com o aumento da aplicagdo de protocolos de calculos QM/MM. No entanto, ndo
houve uma preocupagdo desses estudos de adaptar o célculo desses descritores para as
particularidades dos sistemas biol6gicos, ou de incluir mais 4tomos para entender o efeito
que o resto da estrutura tem nos niveis de energia. Outrossim, o que é possivel notar a
falta de uma aplicacdo consistente de métodos de dureza local, um descritor que em tese
é 0 mais adequado para descrever interagcdes ndo-covalentes e de cardter majoritariamente
eletrostatico, que tem um papel fundamental em todos os processos quimicos que ocorrem
com sistemas moleculares de interesse bioldgico.

Ademais, podemos observar que hd um espacamento temporal grande entre os ar-
tigos publicados e um baixo ntiimero de aplicagdes para sistemas biolégicos. Enquanto
isso, o CDFT continua sendo amplamente aplicado para pequenas moléculas e com vérios
desenvolvimentos teéricos, como fung¢des ndo locais, descritores especificos para estados
excitados, cdlculos para temperatura finita, derivadas da energia eletronica de maior ordem
e etc. De fato, é interessante analisar todo o desenvolvimento do campo através de dois
trabalhos de revisdo liderados por Paul Geerlings, um de 2003 e outro de 2020. O primeiro,

[23] onde foi citado mais de 800 traba-

um trabalho publicado na revista Chemical Reviews,
lhos, incluindo as contribui¢des realizadas para sistemas biolégicos até aquele ano. Ja o
trabalho publicado em 2020, o objetivo foi o de discutir os desenvolvimentos e perspecti-
vas do campo, assim como também estabelecer regras para a criagdo de novos descritores.
Nesse ultimo trabalho, ndo houve uma contextualizagdo da aplicacdo do CDFT aplicado

para sistemas biolégicos, incluindo os trabalhos do préprio Paul Geerlings.

Recentemente, em abril de 2022, foi publicado um nova edi¢do de um livro que propde
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uma revisao geral de toda literatura do CDFT, incluindo os novos desenvolvimentos tedri-
cos, aplicagdes e implementagdes de célculos em softwares.! 192l Dentre seus 32 capitulos,
nenhum foi dedicado para aplicagdes especificas a sistemas biol6gicos. Entretanto, um novo

[163] ascrito somente

artigo de revisdo, publicado em agosto de 2022 na revista Pharmaceutics,
por Paul Geerlings, focou nos desenvolvimentismos do CDFT para sistemas biol6gicos com
a intencdo de mostrar o seu potencial para o desenvolvimento de novos agentes terapéuti-
cos. Nessa revisdo, os trabalhos de Roos que ja vimos aqui sdo citados, assim como alguns
trabalhos no nosso grupo.

O que ndo fica claro aqui é para que lado os principais desenvolvedores CDFT preten-
dem ir em relagdo aos sistemas biol6gicos e o chamado DFT conceitual biolégico. De fato, é
um campo incipiente e que tinha cessado suas aparigdes na literatura, mas que nos ultimos
anos parece estar tomando um novo folego. Os trabalhos de Flores e colaboradores, 104161
tém investido esfor¢cos em desenvolver um versdao do CDFT para o estudo de peptideos,
mais especificamente peptideos-circulares de origem de organismos marinhos, para uso
como possiveis farmacos. Eles empregaram descritores globais e locais do CDFT em con-
junto com ferramentas de bioinformatica e métodos estatisticos baseados em aprendizagem
de méquina. Para esse conjunto de técnicas, os autores chamaram de peptideologia com-
putacional (CP). Nesses estudos, foram utilizados métodos de DFT para toda a estrutura

das moléculas, mas que na verdade ndo passam em ntimero de d4tomos dos sistemas que ja

citamos aqui em forma de fragmento.

2.2.2.3 Descritores Modificados para Macromoléculas

Em paralelo ao desenvolvimento de um "CDFT biolégico", outros grupos tentaram aplicar
descritores de quimica qudntica para estruturas proteicas considerando todos os seus ato-
mos. Esses célculos tém como caracteristica a combinagdo de métodos semiempiricos com
algoritimos de escalonamento linear para que esses célculos sejam realizados em um tempo
computacional razoavel. Por considerar um niimero muito maior de atomos nos calculos de
estrutura eletronica, esses grupos de pesquisa focaram em meios de circundar algumas difi-
culdades na obtencdo dos descritores de reatividade. Como ja demonstrado por Khandogin

351 a perturbacdo padrao no numero de elétrons executada no método de

e colaboradores,
diferengas finitas praticamente nédo altera estrutura eletronica de macromoléculas a ponto
de indicar claramente os locais mais reativos pela funcdo de Fukui.

Por sua vez, a fun¢do de Fukui é uma quantidade central na descri¢dao da reatividade
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local dentro do CDFT, sendo necessdria até em algumas defini¢des de dureza local. Por-

tanto, Khandogin e colaboradores, [35,167]

tentaram modificar a forma com que é calculada
esses descritores, aplicando diferentes perturbagdes de carga para o célculo de diferengas
finitas. A func¢do de Fukui ficou como mostrada na Equagdo 2.58, onde o N é um inteiro

representando quantos elétrons serdo tirados ou inseridos no sistema.

fo(r) = i&[P(”)Nil —po(r)n] (2.58)

A definicdo do valor de AN é dependente do tamanho do sistema e da natureza de sua

351671 f£oi testado trés valores de

reatividade. No estudo de Khandongin e colaboradores,
AN: 1,5 e 10, para a proteina de envelope do virus do HIV complexada com um fragmento
de RNA. Além do desenvolvimento e aplicagdo de descritores especificos para macromo-
léculas, esse estudo apresenta algumas particularidades na configuragdo dos célculos de
quimica computacional. Primeiramente, os descritores foram calculados para todas as 25
estruturas disponiveis para esse complexo por experimento de RMN, usando o Hamiltoni-
ano PM3 com método de escalonamento linear Divide-and-Congquer (D&C). Essas estruturas
foram otimizadas com algoritimo steepest descent, as dezenove com o menor calor de forma-
¢do foram selecionadas para novos célculos de estrutura eletronica, dessa vez com raio de
corte de interacOes eletrostaticos mais alargado. Todos esses calculos foram realizados com
o método de solvente implicito COSMO. (8!

Os autores chegaram a conclusdo que o melhor valor de AN foi o de 5, sendo que o
menor testado, 1, apresentou grandes flutuagdes nos valores dos descritores, dada as vérias
estruturas. J& para o maior valor, de 10, eles verificaram que todos os 4tomos do sitio ativo
e de seus arredores estavam mostrando valores de reatividade significativos. Para o melhor
cendrio de célculo determinado pelos autores, eles encontraram uma reatividade similar a
outros estudos que aplicaram anélises para essa proteina de envelope do virus do HIV, mas
com novas informagdes sobre o papel de certos residuos que antes ndo tinham como ser
verificados, pois boa parte da estrutura do sistema ndo era considerada. Além disso, com
esse protocolo computacional, eles tiveram acesso a todos os niveis de energia, podendo
realizar uma andlise de densidade de estados. Através dessa andlise, eles verificaram que a
presenca do fragmento de RNA no complexo altera significativamente a energia dos orbitais
moleculares. Outro mérito desse estudo esta na parte da visualiza¢do dos resultados, que,
com o poder gréfico da época, conseguiu exprimir visualmente a reatividade local desses

sistemas, como é mostrada na Figura 2.8 a dureza local calculada para o complexo.
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Figura 2.8: Mapa de dureza local, calculada com a aproximagdo do Potencial de Fukui para
a proteina de envelope do virus do HIV complexada com um fragmento de RNA. Imagem

retirada do trabalho de Khandongin e colaboradores. !1*”]

Os descritores modificados dessa forma s6 foram aparecer novamente em 2010 no tra-
balho de Faver e Merz, [l onde eles investigaram a utilidade dos principios da teoria de
acidos e bases duros e moles para alguns tipos de simula¢des associadas com sistemas
biol6gicos e processos biofisicos, como por exemplo: Ancoragem molecular, classificando
quantitativamente complexos proteina-ligante; deteccdo de sitio ativo de enzimas; enovela-
mento de proteinas, usando as fun¢des de Fukui para classificar as estruturas mais préximas
da nativa. Essencialmente, nesse estudo, s6 foi utilizada as func¢oes de Fukui condensadas,
mostrando que essas quantidades tém potencial de explicacdo desses processos. Todos esses
célculos realizados por Faver and Merz utilizaram o Hamiltoniano semiempirico AM1 e o
algoritimo D&C em conjunto com o modelo de solvente implicito COSMO.

Faver e Merz também investigaram sobre a escolha 6tima do valor de perturbacdo AN
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no calculo dos descritores, no qual nesse ultimo estudo foi achado que o mesmo acaba
sendo muito particular de cada sistema. Isso torna essa abordagem de modificagdo dos
descritores dificil de difundir e aplicar, pois ndo hd uma sistematizacdo, necessitando de
calculos de exploragdo, o que aumentaria bastante o custo computacional total para a
avaliacdo da reatividade de uma macromolécula. Além disso, cada cdlculo desses necessita
ser feito para trés estados de carga, sendo que esses calculos com o sistema carregado
positivamente e negativamente geralmente oferecem mais desafios de convergéncia, se
somando ao problema de tempo computacional. Portanto, o método de diferengas finitas
combinado com esse estilo de modificacdo de descritores para macromoléculas acaba por
ser uma abordagem dificil de sistematizar e escalonar.

A alternativa ao método de diferengas finitas é uso dos orbitais moleculares, e como ja
citado nesse trabalho, Fukushima e colaboradores!®! tiveram sucesso em demonstrar que
a reatividade de enzimas estdo ligados a esses niveis de energia, mas que ndo podem ser
limitados somente andlise do HOMO e LUMO, como é feito geralmente para moléculas
pequenas. De fato, existe alguns trabalhos que atacam essa questdo, devido a significativa
degenerescéncia desses orbitais de fronteira para moléculas arométicas. Uma alternativa
simples é a combinacdo desses orbitais através de uma média aritmética dos niveis conside-
rados importantes.['*! J4 no método FERMO (Frontier Effective Reacitivty Molecular Orbital),

do grupo de Silva e colaboradores,[169]

os orbitais sdo escolhidos através de uma inspegdo
visual da sua distribuigdo espacial, sendo escolhidos aqueles que tém maior localizagdo en-
tre os 4&tomos nos quais se espera que participem da reacdo que estd em andlise. Também, no

grupo de Pino-Rios e colaboradores,[lm]

os orbitais moleculares ocupados sdo combinados
de forma que os mais préximos do HOMO tenham maior relevancia.

Todos esses estudos citados no pardgrafo anterior trazem visdes tteis de como os descri-
tores poderiam ser modificados para grandes biomoléculas. Todas essas estratégias foram
aplicadas para sistemas diferentes de proteinas, sem uma forma sistematica de escolha dos
niveis de energia. Principalmente a questdo de uma anélise visual de todos os niveis de
energia para um sistema biol6gico seria exaustivo e ndo produtivo.

Em 2020 foi publicado pelo nosso grupo o estudo resultante da dissertagdo de mestrado
predecessora desse trabalho.[3* Justamente nele foram testadas algumas hipéteses sobre o
calculo dos descritores para macromoléculas, como por exemplo: se métodos semiempiricos
se comparam aos de DFT para obtencdo da estrutura eletronica de peptideos e calculo

das fung¢des de Fukui; como os métodos de orbitais congelados se comparam com os de

diferencas finitas para um conjunto de peptideos considerando diversos Hamiltonianos
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AM1(FD) PM3LMO

Figura 2.9: Susceptibilidade ao ataque radical para a TRP-cage usando quatro protocolos
diferentes de calculo de descritores e estrutura eletronica. Fonte: Imagem adaptada do
trabalho de Grillo e colaboradores!>*!

semiempiricos; e finalmente como combinar os orbitais moleculares para obter a melhor
estimativa das fung¢des de Fukui.

Na Figura 2.9 é mostrado alguns dos resultados para o peptideo TRP-cage, onde é
possivel observar as variagdes nos padrdes da funcdo de Fukui média (f(r)?), obtidas com
os diferentes protocolos de calculo de estrutura eletronica avaliados. Além do mais, é
possivel notar que, para o método de diferengas finitas, ha mais sitios reativos que para
os outros métodos que utilizaram dos orbitais moleculares. Isso ocorre pelo fato de que o
método de diferencgas finitas considera a densidade eletronica total dos diferentes estados
de carga, o que faz com que outras regides da molécula que ndo estdo localizadas nos

orbitais HOMO e LUMO também possam aparecer como as mais reativas.
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Figura 2.10: Funcdo de Fukui Média para o peptideo 1AQG usando diferentes protocolos
de obtencdo (a) orbitais congelados a partir da estrutura eletronica do Hamiltoniano AM1;
(b) combinagdo de 5 orbitais moleculares de fronteira ocupados e 5 virtuais a partir da es-
trutura eletrénica do Hamiltoniano AM1; (c) Usando diferencas finitas a partir da estrutura
eletronica calculada com B3LYP. Figura Retirada do Trabalho e Grillo e colaboradores!>!
Apesar de o método de diferengas finitas ser mais completo na descri¢do da reativi-
dade local, nesse trabalho foi concluido que é possivel combinar orbitais moleculares para
complementar as outras dreas e minimizar o erro em relacdo ao protocolo computacional
de referéncia, que é o que emprega diferencas finitas a partir da estrutura eletronica dos
calculos de B3LYP. O resultado da combinagdo de 5 orbitais moleculares ocupados e 5 vir-
tuais, com as energias mais préximas do HOMO e LUMO respectivamente, é mostrada na
Figura 2.10. Com esses resultados foi possivel guiar os avangos para métodos mais robustos
e sistemdticos na obtencdo dos descritores para macromoléculas, sem descartar a agilidade

dos métodos semiempiricos e algoritimos de escalonamento linear.



Métodos

“As regras foram feitas para serem observadas”

—Ivo Vedana

Devido ao fato desse trabalho ser resultado de desenvolvimentos de diferentes publica-
¢oes, diversos métodos de simulagdo e protocolos computacionais foram empregados para
diferentes sistemas nos estudos de caso apresentados. Portanto, nessa se¢do encontra-se
um detalhamento bésico do uso de simulagdes, algoritimos e protocolos de cdlculo comuns
a todas as partes do trabalho. A metodologia especifica de cada parte é dada em secédo

correspondente, como esquematizado na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Fluxograma representando as partes em que o presente trabalho foi conduzido.

Na Tabela 3.1, sdo listadas todas as estruturas de proteinas utilizadas nos estudos de

caso durante esse trabalho, com o c6digo do banco de dados Protein Data Bank (PDB

), 0711

a resolucdo experimental em Angstroms e a indicagdo de qual aplicacdo e capitulo ela é

utilizada.
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Tabela 3.1: Estruturas moleculares utilizadas durante esse trabalho

PDB(A) Sistema Aplicacdo nesse estudo
1A0I(2,6) DNA-ligase Caracterizagdo de sitios ativo(Cap 5.)
1DNK(2,3) | Deoxiribonuclease I Caracterizagdo de sitios ativo(Cap 5.)
3-desidroquinato
1QFE(2,1) Caracterizacdo de sitios ativo(Cap 5.)
desidratase
DNA-
1XC8(1,95) | formamidopyrimidne Caracterizagdo de sitios ativo(Cap 5.)
glicosilase
3-desidroquinato
1DQS(1,8) Caracterizacdo de sitios ativo(Cap 5.)
sintase
1BTL(1,8) Beta-lactamase Caracterizagdo de sitios ativo(Cap 5.)
Chiquimato
2CY0(1,9) Caracterizagdo de sitios ativo(Cap 5.)
desidrogenase
Triosefosfato
1TPH(1,8) Caracterizagdo de sitio ativo(Cap 5.)
Isomerase
Protease
2CY0(2,16) Analise de reatividade(Cap 5.)
Principal SARS-CoV-II
Triosefosfato
7TIM(1,9) Caracteriza¢do de caminho de reagao(Cap 6.)
isomerase
Haloalcano
2DHC(2,3) Caracterizacdo de caminho de reacao(Cap 6.)
dehalogenase
Adenosina
5KB5(1,8) Caracterizacdo de caminho de reagao(Cap 6.)
quinase
Chiquimato
4P4G(1,70) Caracterizacdo de caminho de reagao(Cap 6.)
desidrogenase

3.1 Protocolos de Dinamica Molecular

Nesse trabalho, todas as simula¢des de dindmica molecular foram realizadas com campos
de forca de mecanica molecular, i.e., usando modelos baseados em fisica Newtoniana. O ob-

jetivo da aplicacdo desses métodos é o de amostrar estruturas representativas, considerando
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que esses polimeros biolégicos, como enzimas e/ou fitas de DNA, se encontram estaveis
em ambiente aquoso, em uma dada pressao e temperatura.

De forma geral, para todos os sistemas que passaram por no minimo uma simulagdo
de equilibragdo por dindmica molecular, certas etapas foram respeitadas: i) obten¢do do
arquivo de estrutura cristalografica de maior resolucdo possivel no banco de dados do PDB,
e que ao mesmo tempo tenha o maximo de todas as espécies moleculares de interesse,
como moléculas organicas e fons; ii) a edicdo dessas estruturas se necessario, isso porque
muitas vezes a enzima é complexada com um inibidor e ndo com o substrato natural; iii)
adicdo dos atomos de hidrogénio e configuracdo do estado de protonacdo dos residuos,

feitos todos no Tleap do AmberTools; ']

173]

iv) parametrizagdo das moléculas organicas com

172]

o campo de forca GAFFI'73] yusando o Antechamber do Ambertools;! V) parametrizagdo

das estruturas proteicas e/ou compostas de bases nitrogenadas comuns a DNA/RNA,

[174

usando o campo de for¢a amberff99sb; !4l vi) solvatacio por moléculas de 4gua do modelo

TIP3P'7?! e adicdo de fons de cloreto e/ou sédio até a neutralizacio da carga formal do
sistema; vii) arquivos de coordenadas e topologia sio escritos com o Tleap.!'7?!

Apoés essa etapa de preparagdo das estruturas, elas ja estdo aptas a serem utilizadas
para calculos de estrutura eletronica, considerando a geometria molecular assim como
foi determinada pelos experimentos de cristalografia. Para os protocolos de simulagdo
utilizados no capitulo 5, as estruturas preparadas com os protocolos descritos até aqui
serdo rotuladas com "L1". A nomenclatura escolhida foi a mesma utilizada na publicacdo

38] e, portanto, usamos o "L"de level para sinalizar o nivel de tratamento das

no periédico, |
estruturas.

As proximas etapas de simulac¢do, de minimizagdo, termalizagdo, pressurizacdo e equi-
libracédo, foram rodadas no software GROMACS. [176] Para isso, a biblioteca PARMED[!77]
foi utilizada para transcrever os arquivos de topologia do formato do Amber para o GRO-
MACS. A minimiza¢do de energia é feita com o algoritimo Steepest Descent, e foram usadas
condicOes periddicas de contorno em todas as dimensoes, sendo 5000 o nimero méximo de
etapas de otimizagdo, com parametro de tolerancia de forca maxima de 1000 kJ/mol/nm e
0.01kJ de etapa de variacdo de energia. O resultado dessa minimizacdo de energia produziu
as geometrias correspondentes ao nivel L2.

A partir das estruturas obtidas para L2, um protocolo de equilibragdo por simulagdo
de dinamica molecular foi aplicado para gerar as estruturas correspondentes ao nivel L3:

simulac¢do de 100ps no ensamble NVT para a termaliza¢do do sistema; simulacdo de 100ps

NPT para a pressurizagio e ajuste da densidade do solvente; 10ns de produgédo. Para essas
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simulacdes foi utilizado a temperatura de 310,15K, algoritmo LINCS!'7®! para a restricao
das vibragdes das ligagdes com dtomos de hidrogénio e 2fs para etapa de integracéo.

Nas simulag¢des de termalizagdo com NVT, os dtomos do complexo ficaram com os
movimentos restringidos, permitindo somente o movimento dos d4tomos do solvente para a
sua acomodagdo ao redor da proteina e determinagdo das velocidades iniciais dos 4tomos.
Com a temperatura, pressdo e densidade ajustadas, as simula¢des sem restri¢do nenhuma
foram realizadas com tempo de simula¢do de 10ns. Da etapa de producao, as coordenadas
foram salvas a cada 10ps, resultando em 1000 frames que foram utilizados para andlise de
clusterizagdo em fung¢do do raio de giro e RMSD da estrutura, obtendo assim para cada

sistema a estrutura mais provavel durante a simula¢do de producéo.

3.2 Meétodos Semiempiricos

Em vérias partes desse texto é mencionado o uso de métodos semiempiricos para a obtengao
da estrutura eletronica de sistemas moleculares. Esses métodos obedecem o mesmo for-
malismo do processo iterativo desenvolvido nas equacdes de Hartree-Fock-Roothaan.!””]
A diferenga se dd no calculo das integrais de repulsdo elétron-elétron, que por sua vez
sdo substituidos por parametros previamente treinados para reproduzir propriedades ex-
perimentais ou calculadas de um dado conjunto de sistemas.['®%] Essa é a aproximacao
mais impactante do formalismo matematico dos métodos semiempiricos, conhecida como
NDDO, do inglés Neglect of Diatomic Differential Overlap. Essa estratégia reduz drasticamente
o custo computacional do célculo de estrutura eletrénica, mas introduz diversos erros na es-
timativa de propriedades importantes, além de geralmente nado prover resultados acurados
para sistemas significativamente diferente dos utilizados para treinar os parametros.
Outras aproximagdes realizadas em relagdo aos métodos de ab initio sdo: a restri¢do dos
orbitais internos, onde os elétrons que ndo sado os de valéncia ndo entram nos célculos de
SCF; restricdo do ntimero de fung¢des de bases, limitando o potencial aumento do custo
computacional com a considera¢do de vérias fun¢des para representacdo dos orbitais atomi-

[180] Com 0 aumento do poder computacional, outros formalismos surgiram reduzindo

Cos.
as aproximacdes feitas no NDDO, como o MNDO, '8! onde alguns outros tipos de orbitais
sdo permitidos, inclusdo de pardmetros especificos para d4tomos, aproximagdo para integrais
de dois elétrons e etc.

A reparametrizacdo utilizando conjuntos mais diversos de moléculas e a consideragao

de outros efeitos com fung¢des empiricas, como o de dispersdo e ligacdo de hidrogénio,
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resultaram em uma familia de métodos. Com isso, temos os seguintes métodos: o préprio
MNDO; 18U Austin Model 1,!'811 0 AM1 que é baseado no MNDO e muda somente na pa-

t [183]

rametrizagio das interagdes de repulsio nicleo-nucleo; AM1/d'¥? e AM1dPho que

sdo derivados do AM1 parametrizadas para lidar com corre¢des de ligacdes de hidrogénio e

transferéncias de fosfatos respectivamente; Recife Model 1,[184]

o RM1 que é uma reparame-
trizacdo do AM1; os métodos parametrizados, PM3, (1851 pMp 1861 @ PM7,1187] onde a maioria
dos parametros é independente do tipo de d&tomo. Os métodos da familia OMx sdo os que
apresentam correcdo de ortogonalidade, adicionando explicitamente interacdes na matriz
de Fock, como de penetragdo de repulsdo de Pauli e interacdes entre elétrons de valéncia

[188] Além desses existe também o DFTB, que utiliza o formalismo do

e elétrons internos.
DFT, %] mas com substitui¢io do célculo das funcdes de densidade por funcdes empiricas
a partir de raios de corte de interagdo.

Além dessa estratégia de acumulo de aproximagdes, para a contabilizacdo de siste-
mas grandes pode ser utilizado esquemas de linearizacdo da complexidade computacional
através da fragmentagdo do sistema para a diminui¢do das matrizes. Duas técnicas mencio-
nadas na Tese sdo o Divide and Conquer (D&C)!'*"1 e 0 MOZYME, !l que geralmente sio
as escolhidas para serem combinadas com os métodos semiempiricos. O método D&C é
fundamentado na divisdo do calculo da matriz densidade do sistema completo em varias
matrizes menores referente a sub-sistemas, fazendo com que se reduza o efeito do aumento
exponencial do custo computacional relacionado ao tamanho das matrizes. J4 no caso do
MOZYME, se usa um esquema de localizacdo de orbitais moleculares considerando a es-
trutura de Lewis do sistema como chute inicial, fazendo com que varias parcelas de blocos
ndo diagonais das matrizes a serem construidas possam ser consideradas nulas e portanto
sejam ignoradas no momento do célculo.

Nas simulagdes computacionais desse trabalho, as estruturas eletronicas dos sistemas fo-
ram obtidas com métodos semiempiricos usando o software MOPAC,19?! usando algoritmo
MOZYME, com o método de solvente implicito COSMO.!%] O raio de corte empregado
para a contabilizacdo das interagdes eletrostdticas no MOPAC foi de 9.0 A, o raio de van
der Waals da sonda eletrostatica do COSMO foi de 1,3Ae a constante dielétrica foi de 78,4
eV, correspondente a um ambiente aquoso. Os Hamiltonianos usados serdo especificados
na parte do texto que relatar os resultados, mas os considerados foram: AM1, RM1, PM3,

PM6 e PM7.
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3.3 Simulac¢des com Métodos Hibridos de Mecanica Quan-

tica/Mecanica Molecular

O método hibrido é como podemos chamar a forma de obtencdo de energia do sistema
quando calculada por uma combinacdo de modelos de energia, que, especificamente nas
simulacoes realizadas nessa Tese, foram os de Mecanica Quéantica e de Mecanica Molecular.
O modelo tedrico e os protocolos computacionais utilizados para o calculo de energia nos
dois métodos sado totalmente diferente, mas os dois estimam a soma total das energias
cinética e potencial, podendo ser representada pelo operador Hamiltoniano. Portanto, para
calcular a energia de um sistema com os métodos hibridos é aplicado a uma parte do
sistema um Hamiltoniano cléssico e para outra parte um Hamiltoniano quantico.!'®! Para
tins de simplificagdo, é interessante denominar essas partes como regides, e, portanto, os
célculos hibridos QM/MM devem ter pelo menos uma regido de cada. Na Figura 3.2, é

mostrada a representagdo dessa interagao.

Figura 3.2: Representagdo grafica da separagdo de regides do sistema no que diz respeito
ao modelo de energia utilizado. Fonte: Imagem retirada do trabalho de Lonsdale e colabo-

radores %]

No entanto, ndo faria sentido separar o sistema dessa forma se ndo fosse possivel estimar
o efeito que uma parte causa na outra, ainda mais que hd a possibilidade de ligacoes

quimicas entre essas duas regides. Portanto, existe um terceiro Hamiltoniano, que é o

de Potencial Hibrido, que estima o quanto de energia do sistema advém da interagdo
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entre as regides. Logo, o Hamiltoniano total se torna uma soma dos Hamiltonianos das
diferentes regides com o Hamiltoniano Hibrido, como mostrado na Equacao 3.1. Além disso,
também deve ser decidido como as cargas atomicas da regido MM irdo interagir com os
elétrons da regido QM, podendo ser uma interacdo cldssica, como ja é considerada com os
ntcleos, gerando um parcela de energia potencial correspondente; ou essas cargas podem

ser acopladas no Hamiltoniano quantico, o que é chamado de método de polarizacdo, onde

a regido MM acaba afetando diretamente a estrutura eletronica resolvida.

H:HQM+HMM+PIQM/MM (3.1)

Somando a isso, a forma como as liga¢cdes quimicas entre as regides serdo tratadas e
como a energia de interacdo sera calculada determina os principais aspectos dos célculos
utilizando métodos hibridos. A grande maioria das implementag¢des utiliza o método adi-
tivo, como o mostrado na Equacédo 3.1. Sendo a outra alternativa o método subtrativo onde
os atomos da regido QM sdo calculados em conjunto com o potencial MM para subtrair essa
parcela de energia da total, como mostrado na Equacédo 3.2, na qual as regides sdo definidas

nos parénteses.

M
E = Eonn + E{omaam) — Elom) (3.2)

Para a simulagdo de sistemas biol6gicos, inevitavelmente a fronteira QM/MM passa
por ligagdes quimicas covalentes, fazendo com que esses dtomos fiquem com a valéncia
incorreta na regido QM e com a carga MM potencialmente alterada. Para evitar a intro-
dugao de erros significativos, a quebra dessa ligagcdo deve ser realizada com um distancia
significativa dos dtomos mais reativos do sistema, no caso da simulagdo de uma reacdo
quimica, e essa ligacdo de preferéncia deve ser uma onde os atomos envolvidos sejam de
eletronegatividade igual.'”! No caso de biossistemas, as ligacdes de corte sdo escolhidas
entre 4tomos de carbono, e geralmente suas valéncias sdo completadas pela adi¢do de um
atomo de hidrogénio ou pela inclusdo de um orbital para representar a ligacdo covalente,
mas que nao serd considerada no SCEF, isto é, ndo serd otimizado, sendo portanto um orbital
congelado durante esses cédlculos. Igualmente, pode-se parametrizar &tomos especiais que
vdo emular o potencial exercido na fronteira, chamados de linking atoms.!'**! Na Figura 3.3
é mostrado a representagdo de duas dessas estratégias para o tratamento de liga¢oes qui-
micas na fronteira das regides, sendo a primeira alternativa a de linking atoms e a segunda

de orbital congelado.
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Figura 3.3: Representacdo grafica dos esquemas de tratamento das ligagdes quimicas na
fronteira da regido considerada com método de mecénica quantica e mecanica molecular.
A) Linking Atom; B) Orbital congelado. Figura retirada do trabalho de Lonsdale e colabora-

dores!1?]

Por mais que esses métodos acelerem bastante a obtengdo da energia total do sistema,
sistemas biolégicos acabam por conter um ntimero de dtomos significativamente grande,
0 que muitas vezes ainda inclui os d4tomos da caixa de solvatagdo. Para simulac¢Oes de
otimiza¢do de geometria ou dindmica molecular usando potencial hibrido, geralmente é
feito mais algumas aproximagdes, como um recorte do sistema e a imposigdo de restrigdo
de movimento para grupos de 4tomos que ndo sdo relevantes para os processos simulados.
Isso ocorreu para os sistemas enzimaticos considerados no estudo de aplicagdes do PRI-
MoRDIA P40 ¢ mostrado o exemplo de particio do sistema para o complexo enzimético
da Adenosina Quinase, onde é considerado dentro da regido quantica todos os d4tomos
pertencentes a residuos dentro de um raio de 7 Ado centro da reagao, a regido MM mével
até 20 A, e uma camada de dtomos fixos até 25 A. Todos os 4&tomo além desse limite foram
excluidos, no qual a sua grande maioria eram moléculas de solvente. Esse processo foi

realizado para todos os sistemas enzimaticos considerados no capitulo 6.
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MQ MM

Figura 3.4: Subdivisdo das regides com diferentes tratamentos de nivel teérico e de restrigdo
de movimento para o sistema enzimético da adenosina quinase. QM = regido tratada pelos
Hamiltoniano quéntico; MM = regido tratada com campo de forga cldssico; Fonte: Grillo e

colaboradores.[*(]

Depois de os sistemas serem preparados com os protocolos de dinamica molecular ja
descritos, os arquivos de campo de forca e coordenadas foram carregados no software
EasyHybrid,['®! interface grafica para as bibliotecas de simulagio molecular para Python

pDynamo. [196]

Dentro deste software, o sistema tem sua geometria otimizada utilizando
somente o modelo MM advindo do campo de forga cldssico, com o método steepest descent,
até o sistema atingir 1,0 A de variagio média quadratica estrutural (RMS: root mean square
deviation). Depois, o sistema passa pelo processo de corte descrito no pardgrafo anterior, e
tem a sua geometria otimizada mais uma vez, mas dessa vez considerando um critério mais
rigido de 0,1Ade RMS. Depois, é definida a regido QM, e executada mais uma otimizacao
de geometria, s6 que dessa vez considerando o potencial hibrido QM /MM com o mesmo
critério de parada de 0,1 A.

Logo ap6s a dltima otimizacdo da geometria, as coordenadas estdo consideradas prontas

para os métodos de varredura relaxada, isto €, as coordenadas dos 4&tomos da coordenada de
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reacdo sdo atualizadas para varrer pontos ao longo da superficie de energia potencial. Para
cada ponto a geometria é otimizada (relaxada) e a energia é calculada nesse ponto. Para
esses calculos, as coordenadas de reacdo (CR) foram definidas como a distdncia combinada
entre os 4tomos que participam da rea¢do, como mostrado genericamente na Equacao 3.3.
Na maioria dos casos considerados nesse estudo, o 4&tomo B vai se dissociar do 4&tomo A se
ligando ao 4tomo C, portanto, nos primeiros passos da simula¢do a coordenada de reagdo
possuira valores negativos, jd que a distancia entre B e C é maior que a de A e B. No caso
especifico da Haloalcano Dehalogenase, é monitorada a associagdo do d&tomo de cloro ao

carbono C2 do subtrato, que estd ligado ao a&tomo C1, logo é medido a distancia entre CI-C2

e C2-Cl.

CR =d(A,B) —d(B,C) (3.3)

Essa coordenada é definida na biblioteca do pDynamo, aplicando pesos de corregdo para
retirar o efeito causado pela diferenca de massas entre os 4tomos, assim como um potencial
de restricdo harmonico, que fard com que para cada passo a distancia nova imposta se
mantenha. Quanto maior o valor da constante de forga utilizada nesse potencial, maior serd
o custo energético para que os d&tomos da coordenada de rea¢do se movam durante a otimi-
Zacgao. Se a geometria em que o estado se encontrar for muito desfavoréavel energeticamente,
isso vai se refletir no valor de energia total desse ponto da superficie de energia potencial.
Logo, constantes de for¢ca muito altas podem fazer com que o sistema relaxe em menor
grau, podendo resultar em valores de energia muito altos. J4 constantes de forga baixas
podem fazer com que o sistema tenda a voltar para as coordenada originais, sendo bastante
dificil de varrer valores igualmente espacados da coordenada de reagdo. Para as simulagdes

realizadas nesse estudo, foi utilizada a constante de 4000 kJmol 1A=2.



Desenvolvimento e Implementacao do Software

“Para a mente absurda, a razio é imitil, e nio hd nada além da razdo”

—Albert Camus

Uma das questdes que dificulta o desenvolvimento e aplicacdo de descritores para
sistemas biolégicos é a falta de um cédigo que tenha implementado os métodos mais
importantes, assim como as aproximacgdes e representagdes ja definidas na literatura. Isso
fica mais claro quando comparados os métodos e quantidade aplicados para sistemas
pequenos em relacdo aos biopolimeros. Na revisdo ja apresentada, vimos que ha uma vasta
literatura preocupada com o desenvolvimento de equagdes de trabalho para dureza local,
as quais na maioria das vezes sdo aplicadas para sistemas de teste moléculas contendo
ndo mais que 20 d&tomos, enquanto que para sistemas biol6gicos as tltimas avaliagdes de
interagdes duro-duro foram realizados através da simples andlise de cargas parciais.

Na sua grande maioria, os descritores locais do CDFT requerem a densidade eletronica
de diferentes estados de carga ou densidade dos orbitais de fronteira. Para moléculas peque-
nas, essas quantidades podem ser facilmente obtidas com programas de p6s-processamento
para pacotes de quimica computacional, como o Avogadro,'*”! Gabedit,!'%! MOLDEN "]

e varios outros. [200-202]

No entanto, esses programas ndo sdo projetados para carregar ar-
quivos que contenham a estrutura eletronica de macromoléculas, geralmente apresentando
falha na sua execucdo quando carregam informagdes de sistemas com mais de 100 d&tomos.

Tanto para a drea de simulacdo de dindmica molecular quanto a de métodos de obtengao
de estrutura eletronica hé diversos pacotes/programas disponiveis, com vérios niveis de
acesso, e a maioria com pelo menos licenca académica e possuindo seu cédigo aberto. Dentre

esses softwares populares, como por exemplo GROMACS,70) NAMD %! para simulacoes
de dindmica molecular, e GAMESS,[204] ORCA, [205] GAUSSIANI2%] ¢ MOPAC[1%2] para
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célculos quanticos, ha a implementacdo dos principais métodos de simulacéo, algoritmos
e protocolos computacionais. Isso permite que diferentes grupos ao redor do mundo de-
senvolvam trabalhos para diferentes sistemas moleculares e que sejam testados pelos seus
pares e com protocolos aprimorados, modificando pardmetros e métodos de simulagéao.
Todas essas caracteristicas ndo sdo encontradas para a andlise da fun¢do de onda de siste-
mas biolégicos grandes, revelando uma lacuna no campo de modelagem molecular. Dentro
desse contexto, foi criado o software PRIMoRDiA, que é um acrénimo para PRIMoRDiA
Macromolecular Reactivity Descriptors Access. A origem do projeto ocorreu na dissertagdo
de mestrado!®! como um conjunto de c6digos na linguagem Python, que é prépria para
scripts e pos-processamentos pouco complexos e de uso rapido.[??”! O codigo evoluiu de

forma a utilizar uma linguagem compilada de alta performance, C++.12%]

4.1 Implementacao

Para essa Tese, o projeto evoluiu para o desenvolvimento de um software que seja robusto
o suficiente para a distribuicdo a comunidade cientifica, com grande gama de descritores
e automatizacdo de andlises estatisticas para trajetorias de caminhos de reac¢do e de dina-
mica molecular. Para cumprir isso, o cédigo do PRIMoRDiA continuou sendo escrito em
C++, usando amplamente as bibliotecas padrdes e praticas de programacdo mais seguras
e eficientes, como por exemplo a semantica de movimento e passagem de argumentos por
referéncia ao invés do uso de ponteiros. Para o aumento de performance, as diretivas do
openMP sdo utilizadas para tornar o programa paralelo, usando o maximo possivel da
capacidade dos computadores de processamento multi-core. 2]

O cédigo foi desenvolvido para possuir algumas funcionalidades especificas, como um
leitor de arquivos de saida de cédlculos de estrutura eletrdonica otimizado para grandes
sistemas, que geralmente apresentam tamanhos na ordem de gigabytes. Assim como, a
implementacado dos principais descritores de reatividade definidos da C-DFT, métodos de
calculo, aproximacdes e representacdes, incluindo os métodos de cdlculo desenvolvidos pelo
nosso grupo e ajustados para macromoléculas.

Ademais, produzir todas as informagdes tteis sobre as propriedades eletronicas, com for-
mato especial para proteinas, scripts de automagdo para andlise de resultados e visualizagdo
em pacotes graficos.

Esse fluxo de informacdo é mostrado na Figura 4.1, a partir do arquivo de saida de um

pacote de quimica computacional. Além disso, o software conta com funcionalidades para
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a automatizacdo de andlise de trajetérias de dinamica molecular e de reagdo quimica. O
PRIMOoRDIA, atualmente na sua versio estavel 1.25 (Novembro /2022),2°! suporta arquivos
de saida de quatro pacotes de quimica computacionais: GAUSSIAN, GAMESS, ORCA e
MOPAC, podendo calcular os descritores a partir diversos tipos de métodos de estrutura

eletronica.

D|fere_n(;as~F|n|tas QM
Aproximagéo de Said
Orbitais Congelados aiaa
Condensado

* -k ok
Volumétrico -aux;*.out; 'lOg

Ler e Guardar
Informagdes Moleculares

'

Gerar as Densidade Eletronicas
e/ou Orbitais Moleculares

Energias de " . Densidades Densidades ~
. Energia dos Orbitais © .
Diferentes Estados I\E/]Ioleculares Eletronicas de Dos Orbitais

. decCarga Diferentes Estados de ~ Moleculares *
. Carga <J -
; Y L » Local

Calcular Descritores
de Reatividade

Dureza, .
Moleza, 19 Descritores em

eletrofilicidade ~ Arauivos de Grids
(9 no total) \/
19 Listas de

_ Descritores por
Scripts Atomo, e/ou residos

\
Ly Pacotes Mapas de
Gréficos Reatividade

Figura 4.1: Fluxograma representando o processamento de informacgdes realizado pelo

programa PRIMoRDiA e os dados que sdo produzidos.

Como uma demonstracdo da capacidade de aceleracdo por uso de diretivas openMP,
é mostrado na Figura 4.2 a relacdo tempo de computagdo com niimero de processadores
para o célculo de densidade eletronica da molécula de fulereno. Essa funcionalidade pode
ser utilizada no programa de forma individual, mas geralmente é requerida no célculo dos
descritores por meio da aproximagéo de diferencas finitas. E um dos procedimentos mais
custosos do programa, tendo a exigéncia computacional dada por uma fungado ctbica com

a resolugdo da grade.
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Figura 4.2: Relagdo do tempo de calculo para a densidade eletronica em fun¢do do ntimero

de processadores. Fonte: O autor.

Os célculos de densidade eletronica requisitados no PRIMoRDiA foram realizados a
partir da estrutura eletronica do fulereno, molécula composta de 60 d&tomos de carbono,
calculada pelo método semiempirico PM7. Nessas primeiras avalia¢des, mostradas na Fi-
gura 4.2, foi requerido grade de resolucdo de quarenta pontos, gerando um campo escalar
contendo 64000 voxels. Nesses resultados, mostramos que o uso de dois processadores corta
em metade o tempo de cédlculo em relagdo ao uso de uma s6, e o cédlculo acelera com o uso
de quatro processadores, atingindo a melhor performance para o caso analisado.

Na Figura 4.3 é mostrado o mesmo tipo de célculo de densidade eletronica, mas dessa
vez fixando o nimero de processadores em 8 e variando o tamanho da resolucdo da grade
de pontos. O principal resultado de anélise de performance com implementacdo do cédigo
para calculos de densidade eletronica é a conservagdo da dependéncia exponencial com o
aumento da resolugdo, mas com uma dependéncia linear com o nimero de voxels, ou seja,

o custo ndo estd aumentando mais do que o ideal esperado para o algoritimo.
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Figura 4.3: Relagdo do tempo de célculo para a densidade eletronica em funcdo do ntiimero

de pontos da grade requeridos. Fonte: O autor.

As densidades calculadas com diferentes resolucdes geram arquivos do tipo de forma-
tacdo padrao ".cube", que podem ser carregados e renderizados em softwares graficos. Na
Figura 4.4 é mostrado a densidade eletronica para a molécula de fulereno renderizada no
software Pymol, com dois valores de iso-superficie. De fato, volumes renderizados com re-
solucdo abaixo de 40x40x40 voxels podem resultar em imagens para esses campos escalares
com acabamento mais grosseiro. Como é possivel ver nessa imagem, a depender da &drea
onde essa grade vai se espalhar, a resolugdo de 40 tende a ser o suficiente para produgdo

de imagens de alta qualidade.
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Figura 4.4: Densidades eletronicas calculados com diferentes tamanhos de grade para a

molécula de fulereno. Fonte: O autor.

4.2 Usabilidade e Distribuicao

O PRIMoRDiA é um software de cédigo livre sob a licenca ptiblica Mozilla 2.0. No reposi-
tério do Git Hub!®®! ¢ disponibilizado versdes estaveis do programa, com todos os arquivos
fonte, dados para teste e bindrios ja compilados. N6s indicamos fortemente a compila¢do do
programa usando o CMake. O programa foi desenvolvido para sistemas operacionais Linux,
visando usudrios acostumados a trabalhar na drea de modelagem molecular. No entanto,
para fins didaticos e de divulgagdo, existe um tutorial ensinando como usar os recursos
gratuitos do Google para computagdo em nuvem, o Google colabs. Para baixar os dados do

repositorio é possivel usar o seguinte comando do git:

git clone https://github.com/igorChem/PRIMoRDiAl.0v.git

Ainda, no préprio site é possivel baixar um ’.zip” contendo todos os dados do repositério.
No entanto, é fortemente recomendado que o usudrio baixe uma das versdes estédveis,
de preferéncia a ultima. Essas versdes estdveis tém a garantia de estarem com todas as

suas funcionalidades devidamente testadas. O PRIMoRDiA é um programa que estd em
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constante desenvolvimento e clonar o repositério em qualquer outro ponto que nao seja as
marcadas como estdveis pode gerar erros na utilizagéo.

Link para tltima versdo: https://github. com/igorChem/PRIMoRDiAl.0v/releases/tag/
v1.25.

A compilacdo com o CMake é muito simples de se realizar, com poucos comandos é
gerado um bindrio do PRIMoRDiA otimizado para a sua maquina. A desvantagem da
compilacdo em relagdo a utilizacdo dos bindrios prontos é a necessidade de instalagdo
de algumas bibliotecas exigidas pelo PRIMoRDIiA. As vezes, o usudrio também néo tem
os compiladores e o proprio CMake para o processo de compilacdo. Em distribui¢oes
Linux mais populares baseadas em Debian, como por exemplo Ubuntu e Mint, isso pode
ser facilmente resolvido instalando as bibliotecas a partir do repositério. Por padrao, o

PRIMoRDiA utiliza o g++-8 e a biblioteca Eigen 3. Para assegurar que sua maquina tenha o

necessario para compilar o PRIMoRDiA, execute os comandos indicados no préximo bloco.

sudo apt install g++-8

sudo apt install cmake

sudo apt install libeigen3-dev

Depois de descomprimir a pasta baixada com a versdo estavel, entre no diretério e faca

a compilacdo usando os seguintes comandos:

cd /caminho/da/pasta/PRIMoRDiAl.0Ov

cmake

make

O processo de compilacdo deve ocorrer sem problemas e gerar um arquivo bindrio cha-
mado "PRIMoRDIA_1.25v ", caso a versdo 1.25 seja a escolhida (mais recomendado). No
caso da impossibilidade de compilagdo, um arquivo bindrio para a tltima versdo estavel
é fornecido no repositério. O mesmo processo de colocar no caminho pode ser realizado.
Problemas de falta de alguma biblioteca compartilhada podem acontecer, assim como a per-
formance méxima nao ser alcangada. Entretanto, encorajamos reportar qualquer problema
com a execucdo do bindrio. Depois da instalagdo do programa no seu sistema, é possivel

utilizar o programa como mostrado a seguir

/path/to/PRIMoRDiA/primordia -f input -np 4
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O exemplo acima mostra o comando para rodar o calculo dos descritores de reatividade
a partir do arquivo de input. A flag -f indica que o préximo argumento é o arquivo de input.
A flag -np indica que o préximo argumento é o niimero maximo de threads utilizado nos

célculos. Esse argumento é opcional e o niimero padrdo de threads é o niimero maximo

disponivel na sua maquina. Usando a flag -help, o usudrio acessa um resumo geral das

opg¢des de uso do programa e seus argumentos, como exemplificado nas caixas de texto a

seguir:

/path/to/PRIMoRDiA/primordia --help

Starting PRIMoRDiA software!

Calculations starting at: Fri Nov 11 16:16:28 2022

PRIMoRDiA help page

PRIMoRDiA Macromolecular Reactivity Descriptor Acess

The program must be run as follows:

/path/to/executable [option run] [file_name] [other options]
options run:

--help/-h : Display this help message

-f : Reactivity descriptors run option

-ed : Electron density cube file generation run option

-mo : Molecular Orbital cube file generation run option

-input: Produce input from the name list in the current folder
-cp : Electron density complement

-cubed: cube file differences and similarity index calculation
-cdiff: Calculates the similarity index from a list of cube files
-int : Calculates the integral of the cube file

Generic options is the options must be placed after all the other arguments
Generic options:

-np [n] : program runs using n threads

-log : program produces a log file of its operations

-verbose: program prints to the console messages about its operations

Total execution time of PRIMoRDiA program: 0.000414134 seconds

No repositério do programa, sdo disponibilizados arquivos com todas as informagoes
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necessdrias para utilizar e interpretar os resultados do programa, que sao os Guias do
Usuadrio, com versdo em portugués e inglés. Igualmente, tutoriais completos estdo dispo-
niveis, cobrindo praticamente todas as funcionalidades do programa, incluindo instrugdes
de programas auxiliares para a geracdo de imagens em qualidade de publicagdo e analises

estatisticas.

4.3 Descritores Implementados

Na Tabela 4.1, estdo citados todas a propriedades eletronicas e descritores de reatividade nos
arquivos de saida do PRIMoRDiA. Esses nomes ja estdo atualizados para a versdo 1.25, visto
que ndo tem mais sentido utilizar qualquer versdo anterior a essa. Na coluna de observagdo
sdo dados detalhes sobre a obtengdo desses descritores e sua interpretagdo. Como é possivel
observar, alguns descritores sdo "crus", extraidos diretamente do processo de leitura do
arquivo de saida de pacotes de quimica computacional, como energias eletronicas e calor
de formagdo, essa tltima sendo facilmente obtida nos célculos com método semiempirico

no pacote MOPAC.



Tabela 4.1: Descritores globais calculados/extraidos pelo PRIMoRDiA.
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_ Definigao
Descritor Observagdo
Matematica
Extraido do output do calculo
Energia
- de estrutura eletronica do
eletronica
estado de referéncia
Energia Extraido do output do calculo
eletronica - de estrutura eletronica do
do cation estado de carregado positivamente
Energia Extraido do output do calculo
eletronica - de estrutura eletronica do
do anion estado de carregado negativamente
Calor de Calor de formacao calculado
Formacao por método do MOPAC.
Energia necesséria para extrair
Potencial
En—1—En um elétron. Negativo do HOMO na
de Ionizagdo
aproximacgao de orbitais congelados.
Energia liberada na absorcao
Afinidade
EN — Ent1 de um elétron. Negativo do LUMO na
Eletronica

aproximacao de orbitais congelados.

Potencial Quimico

Eletronico (i)

Tendéncia de doar elétrons

negativo da eletronegatividade de Muliken

Resisténcia em variar o nimero de

b - ( 0’E )
ureza =
7 dN?/, | elétrons. Relacionado com a estabilidade quimica.
Facilidade de variar o nimero de
Moleza (S) 1/n
elétrons. Reciproco da dureza.
Eletrofilicidade u’s Energia de estabilizagdo do sistema na
total(w) 2 absor¢do do maximo de elétrons.
Diferenca Diferenga de energia dos
Eru — Eno
HOMO-LUMO orbitais moleculares fronteira.
Numero maximo
w Méximo de elétrons que o
de elétrons -
U sistema pode receber de um doador ideal.

recebiveis
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Na Tabela 4.2 estdo listados todos os descritores locais obtidos pelo programa desde a
sua primeira versdo estavel. Na Tabela 4.3 estdo listados os descritores locais disponiveis
na versdo condensada, também desde a primeira versdo. Na Tabela 4.4 estdo tabelados os
novos descritores locais volumétricos e por fim na Tabela 4.5 os novos descritores locais em

representacdo condensada, disponiveis a partir da versdo 1.25.
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Tabela 4.2: Descritores locais calculados no PRIMoRDiA desde a versdo 1.0v e escritos em

representagdo volumétrica, em fungdo da coordenada tridimensional r.

Descritor

Definicao

Matemaética

Observacdo

Densidade

eletronica (o(r))

occ

Y lp(r)?

Se requeridos diferencas

finitas ou dureza local.

Densidade eletronica

do cation (oN71(r))

occ

Y ¢()?]

Escrito se foi utilizado

diferencas finitas.

Densidade eletrdnica

do anion (oNT1(r))

occ

PMIGH

Escrito se foi utilizado

diferencas finitas.

Susceptibilidade a

ataque eletrofilico (f~(r))

: dp(r)
81\111—%( oN >V

Identifica as regides

nucleofilicas.

Susceptibilidade a

ataque nucleofilico (f*(r))

: dp(r)
81\11135+( oN )V

Identifica as regides

eletrofilicas.

Susceptibilidade a y <8p(r) ) Reatividade média.
im
ataque radical (f°(r)) oN=0 \ ON /, Usado para ataques radicais.
- Dual(F* (1)) (azp(r) Identifica a tendéncia liquida
escritor Dua r
/ ON /, eletrofilicidade e nucleofilicidade.
1 r! Equacdo de trabalho
Dureza Local (h(r)) N |f(_ 3,| dr’ anes

mais tradicional.

Dureza Local
(Potencial

Quimico) (h(r))

Equacdo de trabalho
que integra para

a quantidade global.

Dureza Local

(Potencial

Equacéo de trabalho

que aproxima a densidade

=71
de Fukui) (v (r)) de carga para f .
Moleza Dual
N SFE(r) -
Local s™(r)
Hiper Moleza
) S@ FE(r) _
Local s (r)
Multifilicidade AwfE(r) ]

Local w™(r)
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Algo a se notar é que hd uma selegdo de descritores em relacdo aqueles que foram
mostrados na sessdo tedrica desse guia de usudrio. A titulo por exemplo, o PRIMoRDiA nao
calcula todas as versdes de moleza local, pois entende-se que sdo informagdes redundantes
as fungdes de Fukui ja calculadas, sendo que moleza local média e moleza local dual ja
trazem a distribui¢do da moleza no sistema, tanto mostrando as regides por tipo de ataque,

eletrofilico ou nucleofilico, quanto a reatividade média geral.
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Tabela 4.3: Descritores locais calculados pelo PRIMoRDiA 1.0v e escritos em representagdo

condensada.

Descritor

Definicao

Matematica

Observagao

Densidade eletronica (o(k))

Integrado na

base do 4tomo

Carga parcial (q(k))

Extraido do arquivo
de saida do pacote de

quimica computacional

Susceptibilidade a
ataque eletrofilico (f~ (k))

Susceptibilidade a

ataque nucleofilico (f* (k))

Susceptibilidade a
ataque radical (f°(k))

Descritor dual (f=(k))

Dureza local (potencial

elétron-elétron) (h(k)"*)

1 atoms (lX
2N 0;( 7 — 7l

Dureza local (potencial

quimico) (h(k)ECP)

(r -2 o+

N /2N N

Dureza local(potencial

)

|rk_7’tx|

Fukui) (vf_(k)) atk

Moleza local dual (s*(k)) SFE(K) -
Hiper moleza S (Z)f “ () )
local (s (k))
Multifilicidade Aw (k) )

local (w™(k))

Localizacdo de banda

de fronteira

Se 0s métodos de

banda forem requeridos

Na versdo 1.25 do PRIMoRDiA, as func¢des de Fukui foram renomeadas para condizer

com o padrdo de reatividade, independente do tipo de protocolo utilizado para o seu
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cdlculo. A fungdo de Fukui esquerda f™ (r) é chamada entdo de nucleofilicidade, e a fungdo
de Fukui direita f*(r) como eletrofilicidade. Na primeira versdo do programa, assim como
nos trabalhos iniciais publicados pelo nosso grupo, a f ~ (r) era chamada de susceptibilidade
a ataque eletrofilico, a f* () de susceptibilidade a

ataque radical, o f* (k) de descritor dual e a f°(r) como susceptibilidade a ataque radical. De
certa forma, essas nomenclaturas sdo mais apropriadas, pois servem para indicar as regides

onde a densidade eletronica vai se localizar quando os processos indicados ocorrerem.

Tabela 4.4: Descritores locais adicionados no PRIMoRDiA a partir da versdo 1.25 escritos

em representagdo volumétrica.

Descritor Definicio Observagdo
Matematica
Localizacao de banda
de fronteira ) )
HOMO (9(r™) ] Fases positiva e
negativa do orbital
Fases positiva e
LUMO (#(n)™*") ) negativa do orbital
Potencial Fukui (") 0 ]
nucleofilico (v}r(r)) [r—1']
Potencial Fukui / J D) 0 )
radical (1//9(7)) r—7'|
Moleza Local
média (s°(r)) S£0) -
Potencial eletrostético 3 Zo / p(r") ay ]
molecular (®(r)) w [ra — 1] 77|
Dureza local
(T[;l];e::(ij;iz) h(r)r +h(r)ex + h(r)Eg calculada com
funcional completa

No entanto, esses nomes acabam causando confusao, pois eles indicam uma propriedade
em um ponto no espago molecular que ocorre em referéncia a um processo desencadeado

por um sistema hipotético. Para o descritor dual, foi escolhida o nome de Netfilicidade,
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vindo do "net"do inglés e se referindo a reatividade liquida, efetiva, entre eletrofilicidade e

nucleofilicidade.

Tabela 4.5: Descritores locais escritos em representacdo condensada e que foram adicionados

no PRIMoRDiA a partir da versao 1.25.

) Definicdo
Descritor
matematica
Potencial Fukui atoms £+ ()
nucleofilico (v}r(k)) aFk |7k — 7a
Potencial Fukui atoms — £0(y)
radical (V?(k)) aFk 7k — Tal

Potencial molecular Z Za B / o(r) dr
eletrostatico ( ©(r)) | azk |7k — Re |7 — Ra|

Moleza local

SFO(k
média (s*(k)) a

Dureza local

h(k h(k h(k
(TFD) (1(6)"D) (k) + h(k)ex + h(k)eg

4.3.1 Descritores de Banda

Como ja discutido na revisdo realizada no referencial teérico desse trabalho, os polimeros
biolégicos possuem estruturas eletronicas com propriedades particulares e que necessitam
ser levadas em consideracdo no momento do célculo dos descritores. A utilizacdo de estra-
tégias voltadas para o método de diferengas finitas esta fora de questdo devido ao custo
computacional associado e possiveis problemas de convergéncia para grandes sistemas
moleculares. Por isso, foi desenvolvido e implementado no PRIMoRDiA dois métodos de
combinacgdo de orbitais moleculares. O primeiro chamado de densidade de banda, que no
software estd codificado com a sigla BD, do inglés, band density, que estima as fung¢des de
Fukui como uma combinagdo linear de um dado ntimero de orbitais moleculares a partir
do HOMO e LUMO. Nessa definicdo, a fungdo de Fukui esquerda f (7)™ fica definida como
mostrada na Equacdo 4.1, onde o parametro b é o niimero de orbitais a serem combinadas
com energia menor que o HOMO. A mesma coisa acontece para a funcdo de Fukui a direita

f(r)~, definida na Equacéo 4.2, considerando os orbitais virtuais de maior energia que o
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LUMO.
HOMO
fop=Y, lwl (4.1)
i=b
b
fip= Y, lwl? 4.2)
i=LUMO

O nome desse método, densidade de banda, foi escolhido pela similaridade de como
é obtida a densidade eletronica, a qual é realizada da mesma forma, mas que, por sua
vez, considera todos os orbitais moleculares ocupados. Esse método é mais dependente
do conhecimento da natureza do sistema, de como as energias dos orbitais moleculares se
distribuem, e por isso o PRIMoRDiA fornece de forma automatizada a andlise de densidade
de estados. Na prética, esse método acaba sendo mais ttil quando é utilizado algoritmos
de escalonamento linear baseados em estratégias de localizacdo de orbitais, que geralmente
resulta em orbitais moleculares com energias mais distantes entre si. O segundo método é
baseado numa combinagdo linear ponderada por pesos de Boltzmann, e é codificada no soft-
ware como "EW", do inglés Energy Weighted, significando "ponderado por energia". Nessa
abordagem, os orbitais moleculares ocupados com maior energia mais préxima do HOMO
contribuem mais para a fungdo de Fukui esquerda f(r)~, como mostrado na Equagédo 4.3.
Para a fungdo de Fukui direita ocorre da mesma forma, para os orbitais moleculares virtuais

em relacdo ao LUMO, como mostrado na Equagdo 4.4.

HOMO
fow = 2 e*|Ei*EHOMo||¢i|2 (4.3)
i=b
b
fiv= Y e~ |Ei—ELumol |y, |2 (4.4)
i=LUMO

Controles de energia também sdo implementadas, permitindo somente a contabilizagdo
dos orbitais moleculares com uma diferenca de energia de no maximo 1 eV para os orbitais
moleculares de fronteira. Esse valor é o padrdo no software e pode ser alterado pelo usudrio

31 como valor

no arquivo de input, sendo 1 eV indicado por Fukushima e colaboradores!
minimo para contabilizacdo da banda de orbitais mais reativo, sendo o limite maximo de
5 eV. Com isso, o segundo método, EW, é apropriado para a exploracdo de sistemas no
qual a reatividade é bem desconhecida, sendo possivel incluir uma banda larga de orbitais,
isso por que os orbitais com energia muito diferente das do orbital de fronteira terdo uma

contribui¢do praticamente nula para os descritores.
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Essas modificagdes nas fung¢des de Fukui afetam diretamente todos os outros descritores
locais que usam essas fung¢des nas suas defini¢des, mostradas nas tabelas na se¢do anterior
desse capitulo. Para exemplificar as modificagdes realizadas nas fun¢des de Fukui, foi
calculado o descritor de netfilicidade para o polipeptideo muito comum utilizado em testes,
TRP-cage, a partir do resultado de calculo de estrutura eletronica semiempirico PM7 em
conjunto com o método de escalonamento linear MOZYME e de solvente implicito COSMO.
Foram feitos varios calculos para esse mesmo resultado variando apenas os parametros dos
orbitais incluidos, como a quantidade para o método de Band Density, e a energia da largura
de banda no caso do método Energy Weighted.

Na Figura 4.5 é mostrado a renderizagdo desses descritores calculados com o método
BD, variando o namero de orbitais moleculares ocupados e virtuais com as energias logo
préximas ao HOMO e LUMO, respectivamente. E possivel observar o aumento do nu-
mero de regides onde o descritor é renderizado, mostrando cada vez mais regides reativas

conforme o aumento da banda de orbitais utilizada.

Figura 4.5: Descritores de netfilicidade calculados com diferentes tamanhos de banda para

o ntimero de orbitais moleculares. Fonte: O autor.

Para os célculos usando o método EW é mostrado na Figura 4.6 os resultados para a
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tolerancia de energia para inclusdo dos orbitais na banda de 1 eV e 5 eV. Utilizando esse
método para essa estrutura, é possivel observar que ndo ha significativa diferenca, pois esses
orbitais com energia bastante distante dos orbitais de fronteira contribuiram muito pouco
para a localizacdo do descritor de nucleofilicidade. O uso do método de escalonamento
linear com orbitais localizados geralmente produz orbitais moleculares com energias mais
espacadas do que quando é utilizado os orbitais candnicos, causando o comportamento

observado na Figura 4.6.

Figura 4.6: Descritores de netfilicidade calculados com diferentes faixas de energia para a

escolha de orbitais moleculares. Fonte: O autor.
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4.4 Comparacao com Outros Softwares de Cdlculos de Des-

critores

De fato, o PRIMoRDiA néo é o primeiro e nem o tnico software dedicado a calcular pro-
priedades eletronicas para sistemas quimicos, sendo sua grande diferenca a especializacdo
para lidar com grandes sistemas. Com o objetivo é disseminar o méximo de métodos e apli-
cacdes para biomoléculas, é interessante a comparagdo com outros coédigos. Primeiramente,
ndo serdo considerados softwares que contém funcionalidades de pds processamento, pois,
mesmo podendo gerar as quantidades bdsicas para os cdlculos dos descritores, eles ainda re-
querem etapas extras de processamento desses dados. Assim os programas utilizados para
comparacdo aqui serdo: UCA-Fukui, [200] PyGlobal, 201 MultiWFN21% ¢ Chemtools.[?!!]

Os dois primeiros foram desenvolvidos unicamente para calcular descritores de reativi-
dade ligados ao CDFT, mas para um ndmero limitado dos mesmos. O PyGlobal, como ja
dado a entender no seu nome, s6 calcula quantidades globais, sendo um software especi-
alizado para prover tabelamento dessas quantidades para um namero grande de célculos
e 0 seu posterior tratamento estatistico. J& o UCA-Fukui, calcula as fun¢des de Fukui com
os dois métodos de aproximagdo e também um tipo de anélise de orbitais localizados.
J& o Chemtools e o MultWFN sdo softwares que oferecem ampla gama de ferramentas
para andlise de estrutura eletronica, com contabilizacdo de intera¢des ndo covalentes (Non-
Covalent-Interaction) e anédlises de topologia da densidade eletrdnica, assim como uma lista
de descritores globais e locais do CDFT.

Na Tabela 4.6 é mostrado de forma geral os tipos de descritores implementados em
cada um dos softwares comparados. O MultiWFN é um dos mais completos, e 0 que mais
se assemelha com o PRIMoRDiA por ter fungdes de Fukui adaptadas para sistemas de
alta degenerescéncia, mas que ndo se propagam para outros descritores, além de ter uma
preocupacdo com a performance computacional para calculos exigentes como de campos
escalares de densidade eletronica. O Chemtools, por sua vez, é uma biblioteca para Python
de cédigo livre, que tem como objetivo a producdo de gréaficos para andlise visual de
descritores relacionados com a primeiras fun¢des de Fukui, com nenhuma demonstragdo de
aplicagdo para grandes moléculas. O que chama mais atencdo é a falta de implementacdo
de descritores ligados com a definicdo do CDFT da dureza local, enquanto que para o
PRIMoRDIA, até o momento, estdo implementados sete equagdes de trabalho. Além disso,

para o que o PRIMoRDiA se propdem, que é o tratamento especifico de grandes sistemas,
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ndo ha nenhum software que apresente implementagdes comparéveis.

Tabela 4.6: Descritores implementados nos programas comparados.

Descritor PRIMoRDiA | MultiWfn | UCA-Fukui | Chemtools | PyGlobal
Diferencas ) ) )
Descritores Globais Sim Sim Sim Sim
finitas
Func¢oes de Fukui Sim Sim Sim Sim Nao
Fungdes de Fukui para ) ]
Sim Sim Nao Nao Nao
Sistemas Degenerados
Descritores )
Sim Nao Nao Nao Nao
Macromoleculares
Equacoes de Trabalho
Sete Zero Zero Zero Zero
Dureza Local
Moleza Local Sim Sim Nao Nao Nao
Condensados ] ) )
Sim Nao Sim Sim Nao
para atomos
Condensados )
Sim Nao Nao Nao Nao
para residuos

Os descritores de moleza local s6 se encontram no PRIMoRDiA e no MultiWEN, e, com
excecdo do PyGlobal, todos os pacotes que calculam descritores locais produzem esses
resultados também em representagdo condensada para 4tomos. No entanto, somente o PRI-
MoRDIiA possui uma implementagdo de descritor condensada para residuos de polimeros
biolégicos. Na Tabela 4.7, é mostrado funcionalidades mais recorrentes desses programas
que ndo estdo relacionados com os tipos de descritores implementados.

A obtengao da densidade eletronica total e dos orbitais moleculares pode ser feita com
esses softwares, com excecdo do UCA-Fukui e do PyGlobal. Além disso, o ChemTools for-
nece uma interface com outras bibliotecas de visualizacdo desses resultados, assim como
o MultiWFN fornece uma interface grafica que mostra os descritores e essas outras pro-
priedades eletronicas. No caso do PRIMoRDiA, o programa ndo dispde de ferramentas
gréficas proprias, mas todos os resultados de descritores locais podem ser visualizados no
software Pymol, processo facilitado pela producdo de scripts durante os célculos feito no

PRIMoRDiA.
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Tabela 4.7: Comparacdo das funcionalidades entre os programas de pés-processamento da

densidade eletronica baseados em CDFT.

Funcionalidade PRIMoRDiA | MultiWfn | UCA-Fukui | Chemtools | PyGlobal
Densidade )
Sim Sim Nao Sim Nao
Eletronica
Orbitais .
Sim Sim Nao Sim Nao
Moleculares
InteracOes nao . )
Nao Sim No Sim Nao
covalentes
Interface . .
Nao Opcional Sim Nao Nao
Gréfica
Calculos Por ]
Sim Sim Nao Sim
em batelada scripting
Statistical Analysis _ .
Sim Nao Nao Nao Sim
Automation Scripts
Plots dos Scripts i .
Sim Nao Sim Nao
Descritores locais | para o Pymol

Ademais, inspirado nas funcionalidades do PyGlobal, o PRIMoRDIiA escreve scripts para
serem executados no pacote R para a automacdo de andlises estatisticas para trajetérias de
reacgdo e de técnicas de amostragem estrutural, como a de dindmica molecular. Para que
essa funcionalidade seja possivel, é natural esperar que o PRIMoRDiA faca calculos para
varios sistemas por cada execugdo do programa. Isso também é possivel de realizar no
MultiWEN, PyGlobal e no ChemTools, mas somente com o usudrio automatizando com um
script em Python.

Finalmente, podemos citar mais dois softwares para fechar essa secdo de comparagdo:
o GPUAM[?!2 ¢ o NCIPLOT4, 2324 que sdo programas especializados para lidar com
grandes sistemas de forma eficiente. No entanto, eles sdo focados na descri¢do de efeitos de

intera¢des ndo covalentes e/ou andlises topoldgicas da densidade eletronica.
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4.5 Considera¢oes Finais

Nesse capitulo, foram apresentados os principais desafios de implementagdo de um novo
software para lidar com o grande volume de dados provenientes de cdlculos de mecanica
quantica para grandes sistemas moleculares, e a apresentacdo de todos os descritores dispo-
niveis, assim como aqueles modificados para lidar com as principais particularidades dessas
macromoléculas. Até onde foi verificado, o PRIMoRDiA é o tinico software a preencher o
nicho de andlise de estrutura eletronica e reatividade para grandes moléculas, e ainda prové
0 maior conjunto de tipos de descritores, compreendendo também os métodos de dureza

local que geralmente sdo ignorados nessas implementagoes.



Teste e Validacao para Sistemas Biolégicos

“Fate is just the weight of circumstances”

—Neil Pert

Como teste de aplicagdo dos descritores modificados para macromoléculas foi projetado
um experimento computacional para testar a sua validade frente a dados de reatividade ja
bem estabelecidos. O teste consiste em usar alguns dos principais descritores que explicam
interacdes duro-duro e mole-mole para predizer o papel de dtomos dos substratos e de

residuos cataliticos.

5.1 Montagem do Experimento Computacional

Para isso, os sistemas de teste foram selecionados da base de dados MACIE, [6] que contém
a informacdo de quase mil reacdes enzimdticas, com descricdo de mecanismos, papéis
exercidos pelos aminodcidos do sitio ativo e informacgdes gerais. Essas informacdes sdo
compilagdes da literatura, ! considerando artigos que resolveram os mecanismos através
de experimentos ou de modelagem molecular, que por sua vez também é correlacionada
com dados experimentais de constantes cinéticas e métodos de determinacao estrutural.
Dentre todas as 962 entradas nesse banco de dados, 686 tem o mecanismo de reacdo
completamente descrito. A partir desses sistemas, foram selecionados 8 complexos enzimé-
ticos considerando diversos fatores: ter o substrato no sitio ativo, ou parte dele para que
possa ser editado e parametrizado; ter uma resolucio estrutural do PDB de até 3.0 A, ja
que longas simula¢des de dindmica molecular (50-100ns) para a avaliacdo mais completa o

possivel de conformagdes ndo seria praticdvel para todos os sistemas; uma diversidade no



82

quesito classe enzimatica, sendo que, das 6 possiveis, foi conseguido selecionar 5 diferentes;
uma diversidade nos mecanismo de catdlise, contando ataques nucleofilicos, transferéncia
de prétons e hidretos, ions metéalicos no sitio ativo, d4gua catalitica e presenga de cofato-
res. Cumprindo esses requisitos citados acima, resultou nos sistemas com as informacdes

descritas na tabela Tabela 5.1

Tabela 5.1: Sistemas enzimaticos escolhidos para teste de aplicagdo do PRIMoRDiA.

Classe MACIE
Nome Substrato Co-fator
Enzimatica codigo
DNA-ligase fDNA ATP Ligase 202
Deoxiribonuclease I fDNA - Hidrolase 41
3-desidroquinato ) ] ]
3-desidroquinato - Liase 54
desidratase
DNA-
7-metil-guanina )
formamidopyrimidne - Hidrolase 659
in DNA
glicosilase
3-deoxi-7-O-
3-desidroquinato fosfonato-beta- _
NAD Liase 59
sintase D-treo-hept-6-
ulopiranosonato
Beta-lactamse Penicilina - Hidrolase 2
Chiquimato . .
chiquimato NADP | Oxidoredutase 775
desidrogenase
Triosefosfato glicerol
- Isomerase 324
Isomerase fosfato

A partir desses sistemas foram realizados cdlculos de energia usando o Hamiltoniano
semiempirico PM7 combinado com o0 MOZYME para obter a estrutura eletronica necessaria
ao célculo dos descritores. As estruturas tridimensionais foram preparadas utilizando trés
niveis de protocolos de simulagdo com o nivel de complexidade e tempo computacional
crescente. Isso porque os métodos de preparacdo de estruturas na area de modelagem
molecular por vezes utilizam rotinas de equilibracdo que exigem tempo computacional

maior que o cdlculo quantico e do PRIMoRDIiA, se tornando o gargalo da avaliagdo de
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reatividade desses sistemas.

Portanto, é também do interesse do estudo testar a qualidade da obtengdo dos descritores
por meio de estruturas eletronicas provenientes de geometrias, que, por sua vez, tem origem
em diferentes protocolos de preparagdo. Na Figura 5.1 as etapas de preparacdo e calculo
realizadas para os sistemas de teste estdo dispostas em um fluxograma. Cada protocolo estd

devidamente descrito na secdo de métodos desse trabalho.

) Substratos T
Arquivo Edicdo e
PDB Parametrizacdo
Estrutura sem
substrato
Parametros

Adigdo de Hidrogénios,
lons e Caixa de

Solvatacdo Minimizagdo de

Coordenada
atbmicas

L2 100ps NVT

Termalizagéo
Coordenadas
atbmicas

L1 100ps NPT

Pressurizacao

Single point +

PM7 10ns NPT
MOzYME Producéo
Y R |
PRIMoRDIA Clusterizaca
Descritores de usterizagao

Banda

+ Coordenadas
Mapas de Reatividade Equilibradas

Figura 5.1: Fluxograma resumindo os métodos de modelagem empregados para cada pro-
cesso de preparacdo das coordenadas tridimensionais para o teste de aplicagdo do PRIMoR-

DiA.

Portanto, 24 calculos de energia foram feitos para as coordenadas obtidas por cada

métodos de tratamento, usando o método de solvente implicito COSMO. A partir dos
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arquivos de saida do MOPAC, o PRIMoRDiA foi utilizado para o calculo dos descritores
usando o método de combinagdo de orbitais moleculares Energy Weighted com largura de
banda de 3.0 eV. Os descritores analisados para cada sitio ativo serdo o nucleofilicidade
local, eletrofilicidade local e dureza local com a equacédo de trabalho baseada na funcional
de interagdo elétron-elétron (Equacdo 2.48). A nucleofilicidade e a eletrofilicidade serdo
respectivamente, calculados usando as defini¢des dadas na Equacado 4.2 e Equacdo 2.58, com
os valores condensados para os 4tomos, e, através da definicdo dos residuos, esse valor por
atomo vai ser somado e atribuido aos mesmos.

Como esses descritores calculados com esse ajuste para macromoléculas dependem
das caracteristicas de estrutura eletronica de cada sistema, eles ndo sdo normalizados (na
versdo do programa disponivel na época que esses cdlculos foram realizados). Portanto,
para saber se os valores sdo significativamente altos ou baixos, também foi avaliada a média
e 0 maximo desses descritores para todo o sistema.

Para utilizar esses valores para prever o papel/reatividade do sitio ativo das enzimas, é
necessario estabelecer critérios e entender como essas informacgdes estdo anotadas no MA-
CIE. No banco de dados, os aminodcidos da enzima podem ser separados como reativos
ou estabilizantes. Os reativos sdo categorizados nos tipos: nucleéfilos, eletréfilos, doadores
ou aceptores de prétons. Os estabilizantes sdo anotados como: interagdo eletrostatica, doa-
dores/aceptores de ligagcdo de hidrogénio. Para os substratos ndo é atribuido um papel em
especifico, mas sdo os participantes diretos na reacdo e, portanto, podem se encaixar nos
mesmos papeis que os residuos reativos.

Os atomos que participam diretamente da reagdo sdo classificados na mesma logica
dos substratos, considerando se é esperado que a interagdo seja do tipo mole-mole e duro-
duro. Para hidretos e prétons, ions pequenos e carregados, é esperado que as interagdes
governadas por carga dominem, e, portanto para esses dtomos é esperado que o seu valor
de dureza local esteja bem préximo do valor méximo de dureza local para todos os 4tomos
do sistema. No entanto, para diferenciar hidretos de prétons é necessario introduzir outro
critério. Como hidretos sdo ions e em tese carregam um par de elétrons, é esperado que
eles possuam densidade eletronica correspondente a banda de orbitais de fronteira, ou seja,
apresentar um valor ndo-nulo do descritor de nucleofilicidade.

Para os atomos/residuos classificados como nucledfilos, é esperado valores significa-
tivos de nucleofilicidade, e para os classificados como eletréfilos valores significativos de
eletrofilicidade. Para os residuos considerados como estabilizantes, é esperado que tenham

valores altos de dureza local, j4 que a maior parte da interagdo é de cardter duro-duro, mas
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também pode ser considerada uma predigdo certa se apresentarem valor significativo de
eletrofilicidade/nucleofilicidade dependendo do papel de aceptor/doador de ligacdo de

hidrogénio.

5.2 Resultados

Primeiramente, serdo apresentados alguns resultados relativos aos protocolos de prepa-
ragdo das estruturas e dos célculos quanticos. Os resultados das simulac¢des de dindmica
molecular, realizadas para gerar as coordenadas referentes aos nivel de trateamento 3, estdo
resumidos na Tabela 5.2 e na Figura 5.2. A parte da produgdo, ou seja, da coleta de dados
da simulac¢do de dinamica molecular, foi de 10 ns, com estruturas sendo salvas a cada 10ps
e portanto gerando 1000 estruturas para as estatisticas. Esses dados foram utilizados para
estabelecer com certa seguranca de que, durante essas simulagdes, as estruturas atingis-
sem uma estabilidade estrutural e também prover critérios de escolha das coordenadas
mais representativas. Na Tabela 5.2 é mostrado o ponto da trajetéria onde foi escolhido as
coordenadas de cada sistema, na qual é possivel notar que todas estdo na parte final da
simulagdo, com valores de RMSD e raio de giro bem préximos aos valores médios para toda

a simulacao.

Tabela 5.2: Resultados das simula¢des da andlise de trajetéria da dindmica molecular e

dados de clusterizacao.

Sistern | Média RMSD Média Ponto | RMSD do | Raio de giro
Raio de Giro | escolhido | Ponto do ponto
1a0i 5,8886 4,2698 998 5,9421 4,2736
1dnk 5,2507 3,7948 995 5,3088 3,8005
1qfe 4,8794 3,5364 999 4,9238 3,5507
1xc8 5,7814 4,1833 997 5,8370 4,1797
1dgs 5,6571 4,1132 998 5,6981 4,1126
1btl 5,6935 4,1264 999 5,75554 4,1266
2cy0 5,0307 3,6473 996 5,0650 3,6534
1tph 5,1105 3,6898 1000 5,1532 3,6878
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Figura 5.2: Variagdo do valor de RMSD para cada estrutura durante a simulagdo de dindmica

molecular.

Na Tabela 5.3 sao mostrados os resultados dos calculos de estrutura eletronica feitos para
os oito complexos em cada nivel de tratamento para a producdo das coordenadas iniciais.
Os descritores globais geralmente ndo tem relevancia para a explicacdo da reatividade
de grandes sistemas, no entanto, sdo bons indicadores da qualidade do calculo e podem
ser combinados com descritores locais distribuindo alguma propriedade eletronica global
por regido. Na Figura 5.3 sdo mostrados graficos de barra resumindo alguns dos dados
obtidos, organizando-os por nivel de tratamento para melhor comparacgio dos valores. E
possivel observar, por exemplo, que o calor de formagédo tende a ser ligeiramente menor nas
estruturas que passaram pelo menos por uma minimizagdo de energia, nivel de tratamento
dois, com excec¢do do sistema codificado como 1DNK, a Deoxiribonuclease I, que apresenta
um valor de calor de formacao significativamente menor para o segundo nivel de tratamento

em relacdo aos outros dois e também aos outros sistemas.



Tabela 5.3: Resultados dos célculos de estrutura eletronica semiempirico.
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Calor Potencial de | Afinidade Potencial Nivel
Sistema | de Formacdo | Ionizacdo | Eletronica quimico | Dureza | Moleza de
eletrobnico | (eV) (eV)
(keal.mol 1) (eV) (eV) Tratamento
(eV)
2CY0 -28539,6 4,986 4,743 -4,8645 0,243 4,115 1
1A0I -30726,0 6,961 4,431 -5,6960 2,530 | 0,3952 1
1QFE -19533,3 8,311 0,232 -4,2715 8,079 | 0,1237 1
1DNK -22872,7 5,832 4,795 -5,3135 1,037 | 0,9643 1
1DQS -24764,9 8,291 5,518 -6,9045 2,773 | 0,3606 1
1XC8 -31271,8 4,682 1,526 -3,1040 3,156 | 0,3168 1
1BTL -12630,6 7,532 1,444 -4,4880 6,088 | 0,1642 1
1TPH -20574,4 8,518 0,324 -4,4210 8,194 0,1220 1
2CY0 -21063,9 8,727 1,882 -5,3045 6,845 | 0,1460 2
1A0I -33976,1 7,652 0,278 -3,9650 7,374 | 0,1356 2
1QFE -21173,5 8,677 -0,021 -4,3280 8,698 | 0,1149 2
1DNK -83695,2 8,872 -0,089 -4,3915 8961 | 0,1115 2
1DQS -32321,1 8,320 0,293 -4,3065 8,027 | 0,1245 2
1XC8 -32870,5 4,924 3,194 -4,0590 1,73 0,5780 2
1BTL -29230,1 4,338 0,127 -2,2325 4,211 0,2374 2
1TPH -22139,5 8,690 0,311 -4,5005 8,379 | 0,1193 2
2CY0 -21074,4 8,183 1,604 -4,8935 6,579 | 0,1519 3
1A0I -35702 7,076 0,364 -3,72 6,712 | 0,1489 3
1QFE -20800,9 8,499 0,485 -4,4920 8,014 | 0,1247 3
1DNK -26347,3 8,778 0,154 -4,4660 8,624 | 0,1159 3
1DQS -32589,1 7,638 0,267 -3,9525 7,371 | 0,1356 3
1XC8 -31853,8 5,390 0,440 -2,9150 4950 | 0,2020 3
1BTL -32638,6 8,573 1,744 -5,1585 6,829 | 0,1464 3
1TPH -30712,6 8,345 0,623 -4,4840 7,722 | 0,1295 3

Em geral, as coordenadas dos sistemas que passaram por minimiza¢do de energia ou

equilibracdo, apresentaram propriedades eletronicas que indicam uma maior estabilidade e

menor reatividade, assim como uma aumento significativo na distancia HOMO e LUMO e
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valores de afinidade eletronica menores. O valor do Potencial de Ioniza¢do também tende

a estabilizar em um valor entre 8 e 9 eV para todos os sistemas, depois das etapas de
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Figura 5.3: Resumo dos descritores globais/propriedades eletronicas para os sistemas cal-

culados a partir de diferentes métodos de obtengdo das coordenadas iniciais.

Depois de realizada a preparacdo das estruturas e os calculos de estrutura eletronica,
os resultados do software MOPAC foram alimentados no PRIMoRDiA, produzindo os
descritores. Segundo os critérios ja explicados na segdo anterior, os papéis dos objetos
analisados dos sitios ativos foram comparados com os seus papeis dados pela anélise dos
valores dos descritores, sendo entdo classificada como correta ou incorreta a predicdo do
comportamento de reatividade. Nas proximas tabelas estdo apresentados os resultados
para o sistema correspondente ao complexo da DNA-Liase (1A0I), como exemplo. Todas
as outras tabelas estdo disponiveis no material suplementar do trabalho publicado sobre o
PRIMoRDiA. %!

Na Tabela 5.4 sdao mostrados os resultados para as coordenadas preparadas com pri-
meiro nivel de tratamento, na Tabela 5.5 com o segundo e na Tabela 5.6 com o terceiro
nivel. E importante notar que os valores para os objetos que sdo substratos ou residuos, os

valores para todos dos d4tomos pertencentes sdo somados. Na Tabela 5.4 o atomo de fésforo
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(PA-ATP) do substrato, que é o centro atacado pelo nitrogénio nucleofilico da lisina-33, foi
erroneamente classificado pelos descritores para as coordenadas obtidas com o primeiro
nivel de tratamento, ja que o valor do descritor de eletrofilicidade foi nulo. J4 o substrato
em si, apresentou valores significativos de eletrofilicidade, indicando que hé centros dispo-
niveis para receber essa densidade eletronica da lisina, que, por sua vez, apresenta valores
significativos de nucleofilicidade. Os outros residuos de lisina também estdo classificados
corretamente segundo os critérios definidos nesse trabalho, devido ao valor somado de

dureza local que supera em mais que o dobro a média para os residuos de todo o sistema.

Tabela 5.4: Descritores de Reatividade e resultados para o teste de predicdo dos papéis
atomos e residuos no sistema da DNA-Ligase, com as coordenadas preparadas com o

primeiro nivel de tratamento.

i Nucleofi- | Eletrofi- Resultado
Elemento Tipo Papel Dureza
licidade | licidade da previsdo
ATP substrato eletrofilico 3,9318 1,5372 | 237,7153 correta
PA-ATP atomo eletrofilico 0,0359 0,0002 5,3925 incorreta
Lys33 residuo nucleofilico 0,0992 0,0000 | 117,5530 correto
NZ-L33 atomo nucleofilico 0,0676 0,0000 5,5208 correto
estabilizante
Lys239 residuo 0,0134 0,0000 | 118,9906 correta
eletrostéatico
estabilizante
Lys238 residuo 0,0209 0,0000 | 117,9048 correta
eletrostatico
estatistica
Médio - 0,0040 0,0003 4,4976 -
atomica
estatistica
Miéximo - 1,6782 0,8979 5,7504 -
atOmica
estatistica
Média - 0,0592 0,0044 66,1294 -
por residuo

Na Tabela 5.5 sdo mostrados os resultados para o segundo nivel de tratamento, mos-
trando ja que a alteracdo estrutural modificou a estrutura eletronica a ponto do atomo
reativo do substrato apresentar valor de eletrofilicidade, resultando em todas as classifica-

¢Oes realizadas pelos descritores como corretas. Ja as coordenadas extraidas do processo
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de equilibracdo resultou novamente em uma estrutura eletronica que volta a mostrar esse

mesmo adtomo como ndo eletrofilico (Tabela 5.6). A causa desse erro pode ser também na

dificuldade de localizar orbitais virtuais na molécula de ATP, ja que é uma molécula com

atomos com alta eletronegatividade e com carga formal negativa. O interessante é perceber

a invariabilidade do descritor de dureza local, que manteve valores simulares independente

das coordenadas utilizadas no célculo.

Tabela 5.5: Descritores de Reatividade e resultados para o teste de predicdo dos papéis

atomos e residuos no sistema da DNA-Ligase, com as coordenadas preparadas com o

segundo nivel de tratamento.

i Nucleofi- | Eletrofi- Resultado
Elemento Tipo Papel Dureza
licidade | licidade da previsdo
ATP substrato eletrofilico 1,1067 1,3679 | 239,1333 correta
PA-ATP atomo eletrofilico 0,0144 0,0277 5,4289 correta
Lys33 residuo nucleofilico 1,0498 0,1513 | 117,4125 correta
NZ-1L33 atomo nucleofilico 0,9396 0,0000 5,5134 correta
estabilizante
Lys239 residuo 0,0551 0,0000 | 119,7894 correta
eletrostatico
estabilizante
Lys238 residuo 0,0514 0,0000 | 116,1209 correta
eletrostatico
estatistica
Média - 0,0037 0,0414 4,4834 -
atomica
estatistica
Miéximo - 0,9396 2,8797 5,7585 -
atémica
estatistica
Médio - 0,0541 0,6075 | 65,8499 -

por residuo
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Tabela 5.6: Descritores de Reatividade e resultados para o teste de predicdo dos papéis
atomos e residuos no sistema da DNA-Ligase, com as coordenadas preparadas com o

terceiro nivel de tratamento.

i Nucleofi- | Eletrofi- Resultado
Elemento Tipo Papel Dureza
licidade | licidade da previsao
ATP Substrato eletrofilico 0,6176 0,0000 | 240,2251 | incorreto
PA-ATP Substrato eletrofilico 0,0064 0,0000 5,5492 incorreto
Lys33 Residuo nucleofilico 0,0942 0,9987 | 116,1576 correto
NZ-L33 Atomo nucleofilico 0,0001 0,9478 5,5253 incorreto
estabilizante
Lys239 Residuo 0,0209 0,0000 | 117,9048 correta
eletrostatico
estabilizante
Lys238 Residuo 0,0217 0,6184 | 117,5661 correta
eletrostatico
estatistica
Média - 0,0074 0,0002 4,4218 -
atOmica
estatistica
Miéximo - 0,9592 0,9478 5,7185 -
atomica
estatistica
Média - 0,0922 0,0027 | 54,9889 -
por residuo

Os resultados das predi¢des foram compilados e estdo resumidos nos grafico de barras
da Figura 5.4, separando os resultados da predicdo por tipo de papel e nivel de tratamento
das estruturas. O tipo de papel que apresentou maior dificuldade para a predigdo pelos
descritores foi o de cardter mole-mole, eletrofilicidade /nucleofilicidade, com 77,77% de
acerto para o nivel de tratamento 1, e 72,22% para os niveis de tratamento 2 e 3. Isso
demonstra que é necessario um estudo mais minucioso da estrutura eletrénica quando esse
tipo de interagdo mole-mole esta presente na andlise que seré feita com o uso dos descritores
obtidos com o PRIMoRDiA.

Exatamente esses descritores, que advém das fung¢des de Fukui modificadas, sdo mais
sensiveis as escolhas dos parametros energéticos escolhidos no input do programa. Igual-
mente, a localizagdo dos orbitais e suas energias sdo significativamente influenciados pelo
tipo de método utilizado para obter a estrutura eletronica, como os algoritimos de escalo-

namento linear que utilizam esquemas de localiza¢do de orbitais moleculares e imprimem
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certos vieses de energia na resolucdo da estrutura eletronica.
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Figura 5.4: Resultados das predicdes feitas pelos descritores dos papéis catalogados para os
elementos do sitios ativos dos complexos enzimaticos. E (eletrofilicidade) N (Nucleofilici-

dade); ES (Estabilizagdo Eletrostatica); HT (transferéncia de hidrogénio).

Ja para os efeitos de estabilizagdo eletrostética, houve uma melhora nas taxas de predigdo
em relacdo aos do primeiro tratamento, que apresenta um valor de 94.44%, que para os
niveis de tratamentos 2 e 3 é 100% de acerto. No entanto, para os outros tipos de papéis
de reatividade, a capacidade de predicdo dos descritores pioram progressivamente com
a complexidade do tratamento das estruturas, apesar da diferenca ndo ser mais que 5%
quando comparada os valores totais. O tipo de papel que apresentou maior dificuldade
de predicdo pelos descritores foi o de eletréfilo/nucledfilo, que foi causado basicamente
por cofatores carregados negativamente, como NAD e ATP, nos quais apresentaram ser
mais nucleéfilos do que eletréfilos, mesmo sendo esperado que eles recebessem um hidreto
carregando um par de elétrons.

Na Figura 5.5 sdo mostrados os mapas de reatividade para a estrutura Deoxiribonuclease
I, onde hd também reagdes de transferéncia de hidrogénio, nos quais os papéis anotados na
base de dados foram confirmados pelos descritores com maior sucesso quando utilizada
as coordenadas do tltimo nivel de tratamento. A primeira etapa do mecanismo da reacgdo
enzimética desempenhada por esse complexo € a ativagdo de uma molécula de dgua perto
da ligagdo entre a citosina-13(DC13) e a 14(DC14) da dupla fita que vai ser clivada, que fica
propensa a realizar um ataque nucleofilico no dtomo de fésforo P da DC14.

Na Figura 5.5:B é possivel observar a propensdo do oxigénio da dgua em realizar o
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ataque nucleofilico, assim como o nitrogénio da histidina-252 que vai ativar a dgua. Na
Figura 5.5:C é mostrado como os 4tomos mais duros sdo os do centro reativo, indicando
onde é a regido de maior concentragdo de intera¢des eletrostaticas e propensas a interagdes
duro-duro, como reagdes de transferéncia de prétons.

O que é importante notar nesse caso especifico é que o primeiro protocolo aplicado pode
ter retirado moléculas de dgua do experimento de cristalografia e ter recolocado outras
em posi¢des ndo favordveis a apresentar uma reatividade significativa. Somente o tltimo
protocolo de preparagao de estruturas apresenta etapas de equilibracdo do solvente, o que

pode ter influenciado nos resultados incorretos para os niveis de tratamento 1 e 2.
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Figura 5.5: Mapas de reatividade para a deoxiribonuclease I (1IDNK) calculados a partir das
coordenadas obtidas com o terceiro nivel de tratamento. (A) Descricdo do sitio ativo; (B)

Descritor de Netfilicidade; (C) Dureza local.

Constatando que um nivel de tratamento de estruturas mais simples possivel tem a
capacidade de prover coordenadas razodaveis para os calculos de reatividade, e frente ao
problema da pandemia de coronavirus, foram realizados cdlculos para uma das primeiras
estruturas da protease principal do SARS-CoV-II complexado com um potencial inibidor. O
objetivo desses célculos era prover dados oriundos da estrutura eletronica para o entendi-

mento de possiveis mecanismos de ligagdo para inibidores, como no caso do complexado na
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estrutura cristalografica 6LU7, que apresenta o N3, uma molécula desenvolvida com ajuda
de métodos computacionais que ja é conhecida por conseguir inibir proteases principais de
outros coronavirus.

Na Figura 5.6 sdo mostrados os mapas de reatividade focando no sitio ativo com e sem
o potencial inibidor que se liga covalentemente a cys-145, que de fato é um dos residuos
cataliticos da enzima, central para a reprodugdo viral. Os descritores mostram que o 4tomo
de enxofre da cys-145 que se liga covalentemente com o inibidor N3, se mantém ativado para
realizar ataques eletrofilicos. A presenca do inibidor altera significativamente a estrutura
eletronica do sistema, tornando o muito mais eletrofilico que nucleofilico, diminuindo a
reatividade da histidina-41 da diade catalitica. Os mapas de dureza local mostrados na
Figura 5.6C e Figura 5.6D, mostram que as histidina-163 e histidina-164 sdo os principais
pontos de estabilizagdo eletrostdtica, que podem ser responséveis por estabilizar tanto o

substrato natural quando potenciais inibidores.

Dual -0.05 N N 0.05 Hardness 5 I 6.5

Figura 5.6: Descritores de reatividade para a protease principal da SARS-CoV-II (A) Net-
tilicidade; (B) Netfilicidade do complexo com o potencial inibidor; (C) Dureza Local; (D)

Dureza local para o complexo com o potencial inibidor. Fonte: Grillo e colaboradores. 38!

5.3 Considerag¢oes Finais

Nesse capitulo foi executado um experimento computacional para testar a capacidades dos

descritores, implementados exclusivamente no PRIMoRDiA, de se relacionar com dados
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bem consolidados para sistemas biol6égicos cujo a principal funcado é a catdlise, ou seja, a
reatividade quimica. A combinacdo de protocolos de preparacdo de estruturas de baixa
exigéncia computacional com métodos de estrutura eletronica semiempirico se mostraram
suficientes para obtencdo de informacgdes de reatividade de residuos até dtomos individuais.
Esse tipo de abordagem torna escalonével a analise de conjuntos grandes de estruturas onde
a reatividade é pouco conhecida, podendo ser utilizada para determinacdo de coordenadas
iniciais de reagdo ou em conjecturas de mecanismos. As andlises gréficas feitas com imagens
produzidas no Pymol sdo facilitadas por scripts gerados no préprio PRIMoRDiA, com
exemplos descritos nos tutoriais do programa, criando uma linguagem visual com paletas

de cores propostas para cada descritor.



Aplicacdo: Caracterizacio Tedrica de Reacoes

Enzimaticas

“A ordem surge do caos”

—Ilya Prigogine

A aplicacdo dos descritores para a racionalizacdo de trajetérias de reagdes enzimaéticas

(39401 primeiro

foi desenvolvida em dois trabalhos diferentes que ja foram publicados.
deles apresenta trés sistemas enzimdticos, dois com uma coordenada de rea¢do e um com
duas. No segundo, a aplicagdo é voltada apenas para um sistema enzimatico com duas
coordenadas, onde é calculado também a energia livre da reacdo que é relacionada com
os descritores. Portanto, os descritores ja foram aplicados para a caracterizagdo tedrica de

quatro sistemas enzimaticos.
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6.1 Sistemas Enzimaticos

Os sistemas enzimadticos foram os seguintes: triosefosfato isomarase (TIM), haloalcano deha-
logenase (HDH), Adenosina Quinase (AQ) e chigimato desidrogenase (CDH). As etapas
dos ciclos cataliticos que foram modelados estdo na Figura 6.1.

A TIM catalisa a interconversdo do fosfato de dihidréxido-acetona (DHAP) para o fosfato
gliceraldeido (GAP). A primeira etapa do mecanismo de catalise é mostrada na Figura 6.1:A,
onde o glutamato-165 captura o préton H1 da molécula de DHAP. Na segunda etapa do
mecanismo a histidina-96 transfere um préton de volta para o C2 do DHAP completando
a isomerizagdo e a formagdo do GAP. A HIS96 na primeira etapa é importante por que
aumenta a acidez do substrato e facilita a extracdo do primeiro préton e a asparagina-

[215]

11 cumpre um papel de estabilizagdo eletrostatica. A TIM é uma das enzimas mais

caracterizadas que existe, incluindo métodos tedricos, [216]

217]

e é de grande importancia para o
caminho glicolitico. !

A HDH é uma importante enzima para biocatalise em aplicagdes industriais, catalisando
a hidroxilac¢do de alcanos halogenados com cloreto ou brometos, produzindo alcoois prima-

rios. [218]

A primeira etapa do mecanismo foi simulada, mostrada na Figura 6.1:B, que é a
dissociacdo do cloro do dicloroetano (DCE) através do ataque nucleofilico do aspartato-124
no C2 do DCE. No caso desse estudo, a estrutura cristalografica disponivel estd com o
substrato ligado covalentemente ao ASP124 e o ion cloreto ja dissociado. Por esse motivo, a

coordenada de reacdo considerada foi simulada no sentido invertida.
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Figura 6.1: Reac¢des enzimaticas modeladas nesse estudo. A) primeira etapa da reagdo de
isomerizacdo dihidréxido-acetona catalisada pela triosefosfato isomerase; B) dissociagdo
do cloro do dicloroetano (DCE) através do ataque nucleofilico do aspartato-124 no C2 do
DCE, catalisada pela haloalcano dehalogenase; C) transferéncia de um grupo fosforila de
uma trifosfato adenosina (ATP) para uma molécula de adenosina catalisada pela adenosina
quinase; D) redugdo do oxigénio do grupo carboxila do chiquimato pela captura do proton
e a transferéncia de um hidreto do carbono ligado a hidroxila para o cafator NADP. Fonte:

Imagens retiradas do banco de dados Mechanism and Catalytic Site Atlas.[°]

A AQ é uma enzima importante para a regulagdo do metabolismo de purinas, sendo uma

enzima central para o metabolismo do protozoério parasitario Toxoplasma Gondii,!*""!

o que
por sua vez o torna alvo recorrente de estudos de desenvolvimento de farmacos. [220] Egga
enzima catalisa a transferéncia de um grupo fosforila de uma trifosfato adenosina (ATP)
para uma molécula de adenosina, formando uma monofosfato adenina (AMP). Nesse estudo

foram monitorados duas coordenadas de reagdo para essa enzima, a da transferéncia do
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grupo fosforila e a extragdo de um préton da adenosina por uma aspartato da enzima, que
ativa o substrato, como mostrado na Figura 6.1:C. Mesmo com esse mecanismo proposto,
ainda ndo é certo se a ativagdo da adenosina ocorre de forma simultdnea ou por etapas em
relagdo a transferéncia do grupo fosforila, e ndo foram encontrados estudos de modelagem
tedrica dessa reacdo até o momento.

A dltima enzima utilizada nesse estudo, a CDH, catalisa uma das etapas do caminho do
chiquimato, importante substrato de microrganismos e plantas para a sintese de diversos
aminodcidos essenciais, ndo sendo presente em humanos, logo possuindo alto potencial

de alvo para desenvolvimento de farmacos.*!

Em especifico, a reagdo de catdlise é a
reducdo do oxigénio de carboxila pela captura do préton e a transferéncia de um hidreto do
carbono ligado a hidroxila para o cafator NADP. Na simulacao realizada nesse estudo foram
utilizadas essas duas coordenadas de reagdo, partindo dos produtos para os reagentes, ou

seja, a transferéncia do hidreto e do préton para o chiquimato.

6.2 Simulac¢ao dos Caminhos de Rea¢ao

Genericamente, os métodos de simulacdo empregados para todos esses sistemas estdo
disposto no fluxograma da Figura 6.2. A parametrizagdo e as simula¢des de dindmica mo-
lecular utilizadas estdo descritas na se¢do de métodos dessa Tese. Para o trabalho que usou
os trés sistemas enzimaticos, a preparacdo do sitio ativo foi mais conservadora em relacdo
a variagdo conformacional do sistema, buscando preservar as informagdes experimentais
obtidas em cristalografia.

Portanto, para esses sistemas, as coordenadas e topologias foram carregadas no soft-

ware EasyHybrid, ']

onde foi conduzido uma minimiza¢do de energia usando mecanica
molecular, seguido de uma otimizagdo de geometria com o potencial QM/MM. Ja para a
CDH foi realizado um protocolo de equilibracdo usando simulagdo de dindmica molecular
no GROMACS: 100 ps de termalizagdo em NVT; 100 ps de pressurizacdo em NPT; e 5ns
de producdo NPT, salvando as coordenadas a cada 20 ps, gerando 2500 estruturas para
andlise subsequente. A estrutura utilizada para os cdlculos QM /MM é retirada da anédlise

de estrutura que tem as distdncias mais provéveis entre os atomos das coordenadas de

reacao.
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Figura 6.2: Fluxograma resumindo os métodos computacionais utilizados nesses estudos

com as diferentes enzimas. Fonte: Imagem do autor.

Os caminhos de reagdo para cada um desses sistemas foram gerados através de simu-
lagdes de QM /MM de scans relaxados. Para o primeiro grupo de enzimas, os métodos de
estrutura eletronica empregados na regido QM sdo os hamiltonianos semiempirico: AM1,
RM1, PM3, PM6 e PM7. Ja para a CDH os métodos foram: AM1, RM1, PM3, PM6, PM?,
AM1/d-PhoT, B3LYP/3-21G e B3LYP/6-31+G*.

Na Figura 6.3 é mostrado o resultado dos perfis de energia para as simulagdes QM /MM
para os trés sistemas simulados no primeiro estudo.!*”! Para a TIM e HDH nas quais
somente uma coordenada de reagdo foi monitorada em cada, foi possivel colocar os perfis
de energia calculados para todos os métodos de energia utilizados. No caso da AQ, foi

escolhido somente o melhor Hamiltoniano, no quesitos de valor da barreira energética e
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razoabilidade do caminho de reacdo descrito na superficie de energia.
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Figura 6.3: Superficie de energia potencial para os trés primeiros sistemas enzimaéticos si-
mulados A) Reacdo catalisada pela haloalcano dehalogenase; B) Reagdo catalisada pela
triosefosfato-isomerase; C) Reacdo catalisada pela adenosina quinase com método semiem-

pirico PM7. Fonte: imagem adaptada das figuras do trabalho de Grillo e colaboradores. 4!

Na simulacéao reversa da coordenada de reacdo da dissociacdo do cloreto na reacdo da
HDH, foi encontrada uma barreira de 24 kcal/mol e uma variacdo de entalpia de aproxima-
damente 10 kcal/mol, o que corrobora o que foi encontrado em outros estudos computacio-
nais que ja tinham correlacionado com informacdes experimentais do trabalho de Kennes e

[221] Com excecdo do PM6, todos os outros métodos mostraram uma barreira

colaboradores.
de em torno 15 kcal/mol para a abstragdo do préton na reagdo da TIM, concordando com

a barreira experimental de 13 kcal/mol. J4 para a AQ, ainda ndo havia nenhum estudo
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de determinagdo de mecanismo, seja experimental ou computacional, e nossa colaboracao
nesse artigo mostrou padrdes semelhantes a rea¢do catalisada pela enzima mevalonato qui-

nase. [222]

Usando a variagdo do calor de formacgao obtido com calculos de PM7 foi indicado
um estado de transi¢do com uma barreira de energia de 10,22 kcal/mol e uma calor de
reacdo de -8,86 kcal/mol.

Na Figura 6.4 é apresentado as principais estruturas da superficie de energia potencial
da CDH e o mapa de contorno da energia potencial em fun¢do da transferéncia do préton e
do hidreto, apresentando uma barreira de aproximadamente 25 kcal/mol ( 100 k] /mol). Nas
duas reacdes que foram simuladas com duas coordenadas, os mapas de energia potencial
demonstraram rea¢des de duas etapas. Para a AQ, primeiro ocorre a transferéncia do
grupo fosforila, seguido da abstragdo do préton da adenosina. E no caso da CDH, primeiro
ocorre a transferéncia do hidreto seguido da transferéncia do préton. Como ja mencionado,
vamos usar as informagdes da energia de superficie potencial para explorar o que pode
ser estudado com os descritores, o detalhamento e discussdo dessas simula¢des estdao nos

trabalhos publicados pelo nosso grupo. [39,40]

Transferéncia do hidreto (A)

L \
0.0 0.5 1.0 1.5
Transferéncia do Pro}on(A)

Figura 6.4: Estruturas chave e superficie de energia potencial para as duas coordenadas
da reacdo catalisada pela chiquimato desidrogenase calculadas com potencial B3LYP/6-
31+G*/MM. A) Complexo enzima-substrato na geometria inicial (P) da simula¢do das
coordenadas de reacdo; B) Estrutura referente ao estado de transigdo correspondente (TS)
a superficie de energia potencial; C) Estrutura referente ao produto da reacgdo (P); D)

superficie de energia potencial em kJ/mol.
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6.3 Analise de Reatividade

As reagdes dos sistema enzimaticos TIM, HDH e AQ seguiram um protocolo de simulag¢des
diferente do CDH, pois foram desenvolvidos em publica¢des diferentes. Para o primeiro
grupo, as quatro equagdes de trabalho para a dureza local foram calculadas, assim como
descritores de interagdo de pares, que sdo descritores para os &tomos que estdo formando a
nova ligacdo quimica do processo simulado. J4 para o CDH, s6 uma equacao de trabalho foi
explorada, pois no primeiro trabalho com as trés enzimas ja tinha sido feito uma avaliagdo
desses métodos. Ainda no trabalho com a CDH, foi realizada uma andlise da variacao
dos descritores nos residuos do sitio ativo para a trajetéria de reagdo. Com a trajetdria
gerada para cada reacdo estudada, o nimero de d4tomos na regido QM é significativamente
aumentado para refinamento de energia usando vérios métodos de estrutura eletronica. A
partir desses célculos o sitio ativo foi analisado com os descritores de reatividade calculados
pelo PRIMoRDiA para o caminho de reagdo, usando o método EW para as fung¢des de Fukui
com banda de 3 eV.

Ainda para o trabalho com os trés sistemas enzimaticos, foi utilizado um descritor de
interacdo por pares, que para o descritor de dureza local se mostrou ttil para a analise
da coordenada de reacdo. A definicdo da dureza de pares atdmicos (DPA) é dada pela
Equagdo 6.1, sendo como o produto da dureza local H para o dtomo « e a dureza local Hg
do atomo B, obtidos com a equagédo de trabalho ¢, ponderado pela distancia R,g entre os
dois atomos.

DPAY, = HgHg 6.1
“«f — R (6.1)

ap
6.3.1 Triosefosfato Isomerase

Na Figura 6.5, é mostrada a variacdo do descritor de dureza de pares atdmicos para os
atomos de oxigénio OE2 do GLU165 e do hidrogénio H1 do DHAP, que foram calculados
a partir de resultados de cinco tipos de Hamiltonianos semiempiricos e usando quatro
equagdes de trabalho para dureza local. Para essa trajetéria, a iinica equagdo de trabalho
utilizada para calcular o DPA que ndo mostrou um perfil de reagdo razoavel foi a baseada
na distribuigio de Fukui (Figura 6.5:D). E possivel observar que, para o DPA baseado na
interacdo elétron-elétron, o potencial eletrostatico molecular (PEM) e o potencial quimico
local apresentam um valor méximo perto do estado de transi¢do. Como seria esperado para

um reagdo naturalmente governada por intera¢des duro-duro, a transferéncia de préton
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estudada nesse caso ndo conseguiu ser descrita por uma equagao de trabalho de dureza

com alta dependéncia da fun¢do de Fukui.
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Figura 6.5: Descritor de Dureza de Pares Atomicos (DPA) entre os atomos OE2 e H1 dire-
tamente envolvidos na reagdo catalisada pela triosefosfato-isomerse, calculado a partir da
estrutura eletronica de diferentes Hamiltonianos semiempiricos e equagdes de trabalho para
dureza local: A) Dureza local estimada usando a aproximagao de interacdo elétron-elétron
do potencial eletrostatico molecular; B) potencial de Fukui; C) potencial quimico local; D)
distribuicdo pela fun¢do de Fukui. Fonte: Imagem com legendas traduzidas retiradas do

trabalho de Grillo e colaboradores. "]

Entretanto, como é esperado numa transferéncia de carga do glutamato para o subs-
trato, para a captura do préton, podemos observar alguns padrées na nucleofilicidade do
oxigénio OE2(GLU165) e da eletrofilicidade do H1(DHAP), como mostrado na Figura 6.6.
Para todos os Hamiltonianos, a nucleofilicidade do OE2(GLU165) apresenta maximo valor
encontrado no sitio ativo da TIM, apresentando uma queda abrupta quando a coordenada
de reacdo evolui para o estado de transi¢do. J4 o HI(DHAP), inicialmente apresenta uma

valor significativamente baixo de eletrofilicidade, aumentando até chegar ao maximo para
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o estado de transi¢do e depois cai abruptamente.
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Figura 6.6: Descritores para os dtomos da reacdo catalisada pela triosefosfato isomerase. A)
Susceptibilidade ao ataque eletrofilico (SAE), mesmo que nucleofilicidade, para o 4tomo de
oxigénio (OE2) do glutamato; B) Susceptibilidade ao ataque nucleofilico (SAN), mesmo que
eletrofilicidade, para o &tomo de hidrogénio que é capturado do substrato. Fonte: Imagem

com legendas traduzidas retiradas do trabalho de Grillo e colaboradores. 4!

Na Figura 6.7 sdo mostrados os descritores de dureza local (aproximacéo elétron-elétron
do PEM) e descritor dual (diferenca entre f* e f~), para o sitio ativo da TIM nas estruturas
consideradas de maior interesse da coordenada de reacdo. E possivel observar que os
maiores valores de dureza local se concentram nos 4tomos do substrato, e para o GLU165

o oxigénio OE2 apresenta maior dureza local que o OEl, ou seja, j& sendo indicado pelo
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descritor como o d&tomo mais provével para participar em uma reacdo de carater duro-duro.

Essa diferenca entre os 4tomos OE1 e OE2 aumenta no estado de transi¢do e depois
diminui nos produtos. Os d&tomos do substrato se mantém como os mais duros, assim como
o préton que ja foi transferido e o préton da HIS96, que vai ser transferido na préxima
etapa do mecanismo de inversdo de isomeria da molécula do DHAP. Na Figura 6.7Ee F é
mostrado o descritor dual para a geometria inicial e para a geometria final respectivamente.
Para os valores negativos em azul estdo coloridos os 4&tomos mais nucleéfilos, como os dois
oxigénios do grupo carboxilico do GLU165.

Esse comportamento para esses 4tomos se reverte na geometria dos produtos, apare-
cendo mais como eletréfilos. Ja o substrato na geometria final vira um forte nucledéfilo na
regido da dupla ligacdo formada quando o préton foi retirado e o oxigénio ligado ao C2
do substrato esta ativado para um ataque nucleofilico, condizendo corretamente com o

préximo passo do mecanismo que é a captura do préton do HIS96.
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Figura 6.7: Mapas de reatividade para as principais estruturas da coordenada de reacéo
catalisada pela triosefosfato-isomerase calculados a partir da estrutura eletronica obtida
com Hamiltoniano AM1. A dureza local avaliada nesses imagens foi a calculada com o
método de aproximacgdo das interagdes elétron-elétron do potencial eletrostatico molecular:
A) Descrigdo do sitio ativo para a geometria inicial; B) dureza local para a geometria inicial.

Fonte: Imagem com legendas traduzidas retiradas do trabalho de Grillo e colaboradores. "]

6.3.2 Haloalcano Dehalogenase

Dos resultados dos descritores para a HDH, na Figura 6.8 é apresentado os perfis de DPA
entre o 4tomo C2(DCE) e o CI™. E possivel observar que existe um aumento da interagao
duro-duro durante a ligacdo entre esses dtomos, com excecdo da equagdo de trabalho
baseada na distribui¢do da fungdo de Fukui (Figura 6.8:D). No entanto, ndo ficou claro por

esse perfil de DPA uma mudancga que caracterizasse um estado de transi¢do, podendo o
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aumento do valor se dar somente pelo denominador da distancia no calculo da DPA.
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Figura 6.8: Descritor de Dureza de Pares Atomicos (DPA) entre os dtomos C2 e Cl dire-
tamente envolvidos na reacdo catalisada pela haloalcano dehalogenase, calculado a partir
da estrutura eletrdnica de diferentes Hamiltonianos semi-empiricos e equagdes de trabalho
para dureza local: A) Dureza local estimada usando a aproximacdo de interagao elétron-
elétron do potencial eletrostatico molecular; B) potencial de Fukui; C) potencial quimico
local; D) distribuicdo pela funcdo de Fukui. Fonte: Imagem com legendas traduzidas retira-

das do trabalho de Grillo e colaboradores.[*’!

Na Figura 6.9 é mostrada a variagdo da dureza local nos 4tomos Cl e C2(DCE), calculados
com a equacgdo de trabalho baseada na interagdo elétron-elétron do PEM. Nesses perfis de
dureza por dtomo € possivel ver que um méximo é atingido no estado de transicdo, que é
um pouco antes do 0 Ada coordenada de reagdo. No estado final, a dureza final dos dois
atomos é menor que a inicial. O aumento das intera¢des duro-duro em dire¢do ao estado
de transicdo pode ter relacdo com o fato da quebra de ligacdo covalente entre o oxigénio
do aspartato e o C2, que permaneceu proximo participando das interacdes eletrostaticas

conforme o cloreto também se aproximava.
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Figura 6.9: Variagdo do descritores de dureza local, obtido com a aproximagao de interagdo
elétron-elétron do potencial eletrostatico molecular, na reagdo catalisada pela haloalcano
dehalogenase: A) para o 4tomo de cloro; B) para d&tomo C2 do substrato. Fonte: Imagem

com legendas traduzidas retiradas do trabalho de Grillo e colaboradores. 4!

Na Figura 6.10, o sitio ativo da HDH e a dureza local para as estruturas chave na
coordenada de reacdo sio mostradas. E possivel observar uma leve diminuigio da dureza
local nos dtomos do aspartato no estado final, e os residuos glutamato-65 e triptofano-
125 apresentando também os maiores valores de dureza nos 4tomos da sua cadeia lateral,
indicando uma interagdo eletrostdtica importante no sitio ativo, como ja apontado em outras

andlises para a estabilizag¢do do cloreto.
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Figura 6.10: Mapas de reatividade para as principais estruturas da coordenada de reacdo
catalisada pela haloalcano dehalogenase calculados a partir da estrutura eletronica obtida
com Hamiltoniano RM1. A dureza local avaliada nessas imagens foi a calculada com o
método de aproximagdo das interagdes elétron-elétron do potencial eletrostatico molecular:
A) Descrigdo do sitio ativo para a geometria inicial; B) dureza local para a geometria inicial.

Fonte: Imagem com legendas traduzidas retiradas do trabalho de Grillo e colaboradores. [40]

6.3.3 Adenosina Quinase

Na Figura 6.11, é mostrada a descri¢do do sitio ativo da AQ para as geometrias inciais (A),
estado de transigdo (B) e produtos (C). Na geometria inicial, os &tomos de fésforo PA do
ATP esté a 3,2 Ado oxigénio da molécula de adenosina, que esté ligado a um préton, o qual,
por sua vez, estd a uma distancia de 1,9 Ado aspartato-31. As coordenadas otimizadas do
estado de transi¢do e dos produtos foram determinadas pela superficie de energia potencial
mostrada na Figura 6.3, que tiveram os mapas de reatividade produzidos e analisados. O
mecanismo proposto foi, até onde foi encontrado na literatura, a primeira proposta para a
catalise realizada pela AQ, que pelo perfil energético e andlise estrutural, foi definido que a
transferéncia do grupo fosforila ocorre primeiro, seguido da transferéncia do préton para o

aspartato-31. Analogo a superficie de energia potencial mostrada na Figura 6.3.
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Figura 6.11: Descrigdo do sitio ativo e geometrias das principais estruturas da trajetéria
da reacdo catalisada pela adenosina quinase. A) geometria inicial; B) estado de transigao;
C) produtos. Fonte: Imagem com legendas traduzidas retiradas do trabalho de Grillo e

colaboradores.[*"]

Anélogo ao como foi mostrado, a superficie de energia potencial para as duas coor-
denadas de reacdo na Figura 6.3, os valores de DPA para as quatro equagdes de trabalho
utilizadas nesse estudo estdo apresentada na Figura 6.12, considerando os d4tomos de oxi-
génio da adenosina e o fésforo gama do ATP. Com excecdo da quarta equagédo de trabalho,
baseado na distribui¢do de Fukui, as interagdes duro-duro entre os d&tomos que vao formar

a ligacdo tendem a aumentar na geometria dos produtos, indicando que hd uma ganho de
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intera¢des duro-duro na diregdo da formacado dessa ligagéo.

Para a terceira equagdo de trabalho utilizada, usando o potencial de Fukui mostrado
na Figura 6.12:C, observou-se que a mesma foi a que mais se assemelhou ao padrao de
variacdo de energia potencial, tendo um aumento das intera¢des duro-duro maior na dire¢do
da transferéncia do grupo fosforila e com um leve decréscimo nas estruturas de estado de
transicdo. Esses detalhes nos revelou que nesse ponto mais reativo, as interagdes duro-duro
diminuem ligeiramente, provavelmente pelo fato de ser um tipo de ligagdo de carater mais

covalente, com alta transferéncia de carga.
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Figura 6.12: Descritor de Dureza de Pares Atdmicos (DPA) entre os dtomos O3 e PG di-
retamente envolvidos na reacdo catalisada pela adenosina quinase, calculado a partir da
estrutura eletronica do Hamiltoniano semi-empirico PM7 com diferentes equagdes de traba-
lho para dureza local: A) aproximacdo de interacdo elétron-elétron do potencial eletrostético
molecular; B) potencial de Fukui; C) potencial quimico local; D) distribuicdo pela fungdo de
Fukui. Fonte: Imagem com legendas traduzidas retiradas do trabalho de Grillo e colabora-

dores.[#0]
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Na Figura 6.13, os descritores de netfilicidade e de dureza local sdo apresentados para as
estruturas chave da trajetéria simulada para a AQ. Nos mapas de dureza local, Figura 6.13:A,
C e E, o grupo guanidinio da arginina-129, e o cation Mg"? apresentam os maiores valores
desse descritor. Sao elementos que sdo considerados importantes na estabilizacdo da carga
negativa do grupo fosforila que é transferido, estando em uma distancia do 4tomo de fésforo
mais préximo de aproximadamente de 2A e, portanto, com esse papel de estabilizacio

eletrostética identificado pelo descritor utilizado.

Figura 6.13: Mapas de reatividade para as principais estruturas da reacdo catalisada pela
adenosina quinase, com a estrutura eletronica calculada com o Hamiltoniano PM7. A)
dureza local para geometria inicial; B) netfilicidade para geometria inicial; C) dureza local
para o estado de transicdo; D) netfilicidade para o estado de transicdo; E) dureza local para
o produto, F) netfilicidade para o produto. A dureza local calculada com a aproximagdo do
potencial de Fukui. Fonte: Imagem com legendas traduzidas retiradas do trabalho de Grillo

e colaboradores. 4!

Para a netfilicidade, calculada pela diferenga entre a eletrofilicidade e nucleofilicidade

nos atomos, a arginina-129 e o Mg apresentam tendéncia de receber transferéncia de
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densidade eletronica. Da mesma maneira, o oxigénio do grupo fosforila mais préximo
desses grupos apresenta um valor mais negativo do descritor dual do que os outros dois
oxigénios mais distantes no estado de transigdo (Figura 6.13:D), indicando que os grupos
carregados positivamente deslocalizam a carga do grupo fosforila e o estabilizam, sendo a
hipétese mais provével do efeito da enzima no abaixamento da barreira de energia dessa
reacdo. Somando a isso, o descritor ainda mostra como a nucleofilicidade do oxigénio da
ribose aumenta no estado de transigdo, assim como a eletrofilicidade do fé6sforo do grupo
transferido.

Enquanto isso, a propensdo do oxigénio do aspartato-31 de realizar um ataque nucle-
ofilico para capturar o préton da ribose se mantém baixa mesmo no estado de transigdo,
indicando que é mais provavel que ocorra a transferéncia do grupo fosforila primeiro para
a ribose, ocasionando a formacdo do AMP, antes da captura desse préton. Para confirmar
isso, o valor de eletrofilicidade nesse oxigénio do aspartato foi monitorado para as duas
coordenadas da reagdo, como mostrado na Figura 6.14, onde o valor do descritor aumenta
de forma substancial na direcdo da transferéncia do grupo fosforila, indicando que sua rea-
tividade atinge o0 maximo apenas depois do estado de transicdo determinado pelos calculos
de energia potencial, e depois se desativa novamente nos produtos, j4 que o préton ja foi

capturado.
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Figura 6.14: Variacdo do descritores de susceptibilidade ao ataque eletrofilico, mesmo que
nucleofilicidade, em funcdo das coordenadas de reagdo catalisada pela adenosina quinase
obtidos com a estrutura eletroénica calculada com Hamiltoniano PM?7. Fonte: Imagem com

legendas traduzidas retiradas do trabalho de Grillo e colaboradores. "]

6.3.4 Chiquimato Desidrogenase

A anélise da superficie de energia potencial resultou em um mecanismo para a catdlise da
CDH, onde o hidreto é transferido primeiro seguido da transferéncia do préton, também
sendo a primeira simulagdo tedrica desse caminho de reagdo encontrado na literatura,
que geralmente foca em outras etapas do ciclo da chiquimato. Para ver se os descritores
corroboram com o mecanismo proposto, é analisada a variagdo de dureza local para o
atomo de hidrogénio que é transferido como um hidreto em fungdo das duas coordenadas
de reacdo analisadas, como mostrado na Figura 6.15:A.

A dureza desse dtomo aumenta conforme ele é transferido do NADP para o C3 do
substrato, até chegar ao maximo no estado de transigdo. Na Figura 6.15:B é mostrada a
nucleofilicidade do mesmo dtomo, mostrando um valor significativamente alto no estado
de transicdo. Na Figura 6.15:C é possivel observar a nucleofilicidade do O3 do substrato
que abstrai o préton da lisina-69, que também s6 apresenta valores significativos depois da
transferéncia do hidreto. A partir desses mapas de contorno dos descritores nesses dtomos,
podemos afirmar que os descritores também indicam que o mecanismo se d4 primeiro com

a transferéncia do hidreto e depois o O3(DHK) se ativa para capturar o préton.
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Figura 6.15: Mapas de contorno dos descritores de reatividade para as coordenadas de
reatividade da reacdo catalisada pela chiquimato desidrogenase: A) Dureza local para o
hidreto H42; B) Nucleofilicidade do hidreto H42; C) Nucleofilicidade do O3(DHK). Fonte:

Imagem traduzida do trabalho de Grillo e colaboradores.[*’]

Na Figura 6.16, a dureza local é mostrada para o sitio ativo da CDH, na geometria inicial
e do estado de transicao. E possivel observar que os 4tomos com os maiores valores nessas
duas geometrias sdo aqueles que participam diretamente na reagdo, incluindo o hidreto e
o préton transferidos. A principal variagdo encontrada foi a do incremento na dureza local
da treonina-65 no estado de transicdo, indicando que esse residuo pode ser importante na

estabilizacdo dessa estrutura através de interacdes duro-duro.
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Figura 6.16: Mapas de reatividade de dureza local para a reacdo catalisada pela chiquimato
desidrogenase: A) geometria inicial; B) geometria do estado de transi¢do. Imagem traduzida

do tabalho de Grillo e colaboradores.[*!

Para analisar as propensdes de ataques nucleofilicos e eletrofilicos e a transferéncia de
carga, os mapas de reatividade na Figura 6.17 sdo avaliados. Primeiramente, é importante
lembrar que esse é um processo esperado por ser governado em sua maior parte por
interagdes duro-duro, e que esses mapas ndo necessariamente vao indicar a reatividade em
todos os atomos que estdo participando da reagdo. Nas coordenadas tomadas como iniciais,
os atomos do anel de nicotamida apresentam os maiores valores de eletrofilicidade mesmo
possuindo carga formal ligeiramente negativa.

Geralmente a transferéncia de um hidreto é atrelado a uma transferéncia de um par
de elétrons em conjunto, o que ndo é indicado aqui, o anel de nicotamida est4 propenso a
receber carga e ndo doar. No estado de transicdo, é possivel observar que as cargas parciais

de fato diminuem, mas em pequeno valor. Na estrutura do estado de transicdo, é possivel

observar que o hidreto foi praticamente todo transferido para a molécula de chiquimato, que
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de fato aumenta a sua nucleofilicidade significativamente. Também é interessante notar que
o residuo de aspartato-105 apresenta ao longo de toda reagdo valores de eletrofilicidade,
mesmo tendo os seus oxigénios da carboxila carregados negativamente. Isto é mais um
indicio que a andlise de cargas parciais é limitada no que se refere ao perfil de reatividade

de sistemas complexos, como sdo os enziméticos.

Dual - 0.05 NN 005 e - 0.5 I 0.5
Figura 6.17: Mapas de reatividade de netfilicidade e carga parcial para a reacdo catalisada
pela chiquimato desidrogenase: A) netfilicidade para geometria inicial, mesmo que Dual;
B) carga parcial; C) netfilicidade para estado de transi¢do; D) carga parcial para o estado de

transicdo. Imagem traduzida do trabalho de Grillo e colaboradores.[*]

Na Figura 6.18, sdo analisados os valores médios e as varia¢des dos descritores nos resi-
duos do sitio ativo da CDH nas coordenadas de rea¢do. Também é mostrado a média geral
para todos dos residuos do sitio ativo (AVG), para comparagao. A treonina apresenta um va-
lor médio de dureza e nucleofilicidade maior que a média geral e com pouca variabilidade.
Nos dois residuos onde hé a transferéncia de 4tomos, NADPH e DHK, a variabilidade dos
valores dos descritores é significativamente alto. O 4dcido aspértico-105 apresenta valores
minimos de eletrofilicidade, indicando um efeito de aumento da acidez da lisina-69, isto
é, ele tende a deslocalizar a densidade eletronica facilitando a saida do préton na diregdo

contraria.
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Figura 6.18: Média e desvio padrdo (barras pretas) dos descritores de nucleofilicidade (SAE),
eletrofilicidade (SAN), e dureza local para todas as geometrias do scan relaxado nas duas
coordenadas de reacdo. AVG = média dos valores para todos os residuos. Imagem traduzida

do trabalho de Grillo e colaboradores.[*]

6.4 Considerac¢oes Finais

Através da anédlise dos mecanismos simulados de quatro sistemas enzimaéticos, foi possivel
observar a capacidade dos descritores de indicar os principais estruturas dessas trajetoérias,
apresentando perfis similares a energia potencial, com menor variabilidade ao método de
estrutura eletronica utilizado e adicionando uma dimensao a descri¢ao desses processos. Os
estudos de rea¢des enzimaticas geralmente s6 contam com a observagdo das distancias entre
os atomos e avaliacdo de carga parcial, que, por sua vez, se mostra insuficiente, pois esses
valores mudam pouco e para poucos atomos no sitio ativo durante a reagdo. Portanto, os
descritores calculados com o PRIMoRDiA se mostraram eficientes no estudo de elucidacao
de mecanismos, testados naqueles onde ja se tem uma caracterizagdo sélida e aplicados em

caminhos de reagdo até entdo nado descritos na literatura.



Contribuicées do Software

“Hoje eu sou trovdo. Sou claridade no céu, eu sou fogo no chio”

—Lucas Silveira

Como ja mostrado em outros capitulos dessa Tese, conforme o programa foi sendo desen-
volvido ele foi sendo aplicado em varios trabalhos de modelagem molecular de sistemas
biolégicos, incluindo disserta¢des de mestrado, teses de doutorado e publicagdes em pe-
riédicos da drea. Assim como a presenga do nosso grupo em minicursos ministrados em
escolas de modelagem molecular, como a da UNESP-Araraquara e do Laboratério Nacional

de Computagdo Cientifica (LNCC).

7.1 Aplicacdes em Dissertacdes e Teses

[223] que executou um es-

O software foi utilizado na dissertacdo de mestrado de Pereira,
tudo tedrico sobre o mecanismo de acdo da subunidade A téxica da Ricina, uma enzima
produzida na planta de mamoneira (ricinus comunins) que é extremamente téxica. Os des-
critores foram aplicados de forma a gerar mapas de reatividade do sistema complexado
com um fragmento que simula a parte do ribossomo clivada pela enzima, sendo ttil para
caracterizar a reatividade do sitio ativo e apontar o mecanismo mais provavel Além disso, foi
investigado o ataque nucleofilico da adenina do alvo no residuo arginina-180 e a propensao
do glutamato-177 de ativar a dgua catalitica por meio da abstracdo de um de seus prétons.
Também se verificou, através da dureza local, possiveis interagdes estabilizantes entre os

residuos de tirosina-80 e tirosina-123.

Na tese de doutorado do Rocha, [224] 5 assinatura da estrutura eletrdnica nos processos
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de enovelamento de proteinas foi estudado usando os descritores calculados com o PRI-
MoRDiA, mostrando que hd um tendéncia na localizacdo de densidade eletronica e um
padrdo mais claro ainda na variacdo de dureza local nos principais residuos que compdem
o nucleo hidrofébico desses polipeptideos. O software permitiu a andlise eficiente da traje-
téria de enovelamento de trés polipeptideos, mostrando como hd momentos criticos para
o enovelamento, onde a mudanca estrutural esta associada com um variacao brusca nas
propriedades eletronicas.

Na tese de doutorado de Silva, [225]

o software foi util na anélise da relagdo da estru-
tura eletrénica com a presencga de nés geométricos em proteinas. Analisando o conjunto
de estruturas geradas por amostragem de dindmica molecular em proteinas homologas,
em relacdo a fungdo e estrutura tercidria, foi detectado que a proteina com né apresenta
propriedades eletronicas e de reatividade estatisticamente diferentes, podendo ter como
fonte desse efeito essa particularidade estrutural.

[226

Na dissertacio do Farias,[?2°! os descritores foram utilizados em combinacio com pro-

tocolo de redesenho de sitios ativos, o Rosetta, para distinguir estruturas com potencial

catalitico. Ja na dissertacdo da Sadaf Rani, [227]

o PRIMoRDiA foi empregado para a ca-
racterizagdo tedrica do sitio ativo do sistema enzimdticos gluco-6-fosfato desidrogenase,

ajudando a confirmar o papel do residuo catalitico que extrai o préton do gluco-6-fosfato.

7.2 Aplicacdes em Publicacdes em Periddicos

Quanto a artigos publicados, em ordem cronolégica, no trabalho de Grillo e colaborado-

res, [

I 0s descritores foram calculados para estimar o efeito nas propriedades eletronicas
no sitio ativo da enzima HIV-1 protease devido a ligagdo com inibidores, que por sua vez ja
tinham dados experimentais de energia livre de ligacdo. Na Figura 7.1, apresentamos alguns
resultados dessas correlagdes, mostrando que a variagdo do descritor de nucleofilicidade
conseguiram classificar corretamente a grande maioria dos inibidores (Figura 7.1:A). Ainda,

a interagdo média de cada residuo de amino-acido no sitio ativo é mostrada na Figura 7.1:C).
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Figura 7.1: Aplicacdes dos descritores de reatividade para complexos da HIV-1 protease: A)
ranqueamento entre os ligantes ativos e inativos usando a variagdo do descritor de nucle-
ofilicidade; B) Correlagado entre a variacao do descritor de nucleofilicidade com os valores
experimentais de energia livre de ligacdo; C) Contribui¢do média de cada residuo de amino-
acido do sitio ativo para a interagdo com os inibidores no descritor de nucleofilicidade.

Fonte: Imagem adaptadas de figuras retiradas do trabalho de Grillo e colaboradores. !

Como é possivel observar, os inibidores inativos causam uma maior varia¢do negativa
no descritor de nucleofilicidade nos residuos de sitio ativo, diminuindo a reatividade dos
aspartatos, que normalmente sdo residuos que realizam ataques nucleofilicos em complexos
enzimaticos. J4 os ligantes ativos mostraram um aumento significativo na nucleofilicidade
dos residuos de glicina, o que pode indicar que esses pontos do sitio ativo aumentam a
concentracdo de densidade eletronica que contribuem para as interagdes estabilizantes com
os inibidores. Para o inibidor mais ativo, ou seja, com a variagdo de energia livre de ligagdo
mais negativa, é mostrada na Figura 7.23%1 o descritor de netfilicidade do complexo. Os
residuos dos 4tomos com carbonos em amarelo na Figura 7.2:A, sdo dos residuos alanina-28,
aspartato-29, e glicina-48, onde a nucleofilicidade aumentou e estd perto do grupo mole-
cular do inibidor que apresenta seus &tomos com valores significativos de eletrofilicidade,

indicando a possivel interacdo por complementariedade de densidade eletronica.
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Figura 7.2: Descritor de netfilicidade para o sitio ativo complexado com o inibidor com
maior afinidade: A) Atomos do sitio ativo; B) descritor de netfilicidade. Fonte: Imagem

retirada do trabalho de Grillo e colaboradores. 34

Com o mesmo objetivo de explicar a origem das intera¢des entre possiveis inibidores e
enzimas, no estudo de Rocha e colaboradores, [41] 5 PRIMoRDIA foi utilizado para calcular
os descritores para complexos entre a subunidade téxica da Ricina (RTA) e seis inibidores
com valor de energia livre de ligagdo estimados experimentalmente. Na Figura 7.3, sdo
mostrados os mapas de reatividade para o descritor de dureza local para complexo de
maior poder inibidor, codificado como 19M, para o com menor, codificado como JP3. Nesse
trabalho, se chegou a conclusdo que os melhores inibidores mostraram as maiores interagdes
duro-duro, principalmente no grupo da pterina, que é o grupo quimico mais parecido com

o substrato natural.
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Hardness 1.5

Figura 7.3: Dureza local para os complexos da sub-unidade téxica da Ricina (RTA): A) Sitio
de ligacdo descrito para o complexo com o 19M (laranja) e residuos préximos em verde; B)
Dureza local para o complexo RTA-19M; C) Sitio de ligacdo descrito para o complexo com
o JP3 (laranja) e residuos préximos em verde; D) Dureza local para o complexo RTA-19M.

Fonte: Figura traduzida do trabalho de Rocha e colaboradores. [*!]

Teve mais um estudo onde o PRIMoRDiA foi utilizado para indicar possiveis pon-
tos de interacdo com potenciais faArmacos sintetizados, mais especificamente derivados de
bishidrazona, com a enzima alpha-glucosidase no trabalho de Kaya e colaboradores.[*!
Os resultados apontam como algumas variagdes na composicdo quimica dessas moléculas
podem alterar na reatividade e possivel interagdo com o sitio ativo. No entanto, esses ainda
sdo resultados preliminares.

Além dessas aplicagdes para explicar intera¢des proteina-ligante, o PRIMoRDiA foi
utilizado para analisar trajetérias de dinamica molecular para criar correlagdes entre os
descritores quanticos com a abertura do sitio ativo das proteases principais dos virus SARS-
CoV e SARS-CoV-2. Os descritores bésicos de netfilicidade e dureza local foram utilizados

para monitorar a reatividade nos residuos cataliticos, mostrando que ha uma diferenca

significativa entre as proteases dos dois virus, como mostrado na Figura 7.4.
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Figura 7.4: Variagdo dos descritores em relagdo a variagdo estrutural das proteases principais
(MPro) dos virus SARS-CoV and SARS-CoV-2: A) Média moével do valor de dureza local
para o residuo catalitico cisteina-145 em relagdo ao raio de abertura do sitio ativo (Ruy());
B) Mapas de dureza local para a MPro da SARS-CoV, como minimo e maximo raios de
abertura; C) Média mével do valor de dureza local para o residuo catalitico histidina-41
em relagdo ao Ry (); D) Mapas de dureza local para a MPro da SARS-CoV-2, como minimo
e méaximo raios de abertura; E) Média mével do valor de nucleofilicidade para o residuo
catalitico cisteina-145 em relagdo ao Ry (); F) O mesmo que mostrado na B) mas com o
descritor de netfilicidade; G) O mesmo que a D) mas com o descritor de netfilicidade. Fonte:

Figura retirada do trabalho Rocha e colaboradores.!*’!

Dessas analises, foi concluido que a protease principal da primeira cepa do virus modela
a reatividade da cisteina para a transferéncia de préton, descrito pela dureza local, em uma
janela estreita de valores de abertura do sitio ativo e que ndo condiz com os mesmos valores
de abertura observadas para a reatividade por transferéncia de carga, descrito através das

intera¢des mole-mole pelo descritor de netfilicidade.
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7.3 Minicursos Ministrados

O primeiro minicurso foi na escola de modelagem molecular de sistemas biolégicos da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), que ocorreu inteiramente de forma virtual em
janeiro de 2021. A terceira aula do minicurso "Modelando sistemas moleculares e sistemas
biol6égicos com métodos de quimica quantica"foi inteiramente sobre o PRIMoRDiA, com
tutoriais da primeira versdo do programa. O minicurso se encontra disponivel no canal do
YouTube da Escola de Modelagem Molecular da Unesp. 2]

A versdo 1.2 do software foi apresentada na décima edigdo da Escola de Modelagem
Molecular de Sistemas Biolégicos (EMMSB), realizada a cada dois anos no Laboratério
Nacional de Computagdo Cientifica, durante o minicurso 'Métodos Quénticos Semiempirico’
inteiramente disponivel online no canal do YouTube do EMMSB.?*! Nesse tltimo curso o

software foi apresentado em duas aulas online de duas horas cada, mostrando teoria, uso

geral e tutoriais especificos para grandes sistemas e reagdes enzimaticas.

7.4 Considerac¢oes Finais

Neste capitulo foram mostrados exemplos da concretizacdo do tltimo objetivo desse traba-
lho de Tese, que é disponibilizar a ferramenta criada a ponto de que estudos académicos
e cientificos possam ser realizados por diversos grupos de pesquisa. Se pode observar o
comego da difusdo dessa abordagem computacional em casos comuns na modelagem mo-
lecular de sistemas bioldgicos e de uma linguagem visual utilizada para representar as
reatividades, principalmente dos descritores de dureza local e de eletrofilicidade /nucle-
ofilicidade local, cumprindo assim a descrigdo basica dos efeitos duro-duro e mole-mole.
Além disso, o nosso grupo de pesquisa tem realizado cursos para a comunidade cientifica

nacional, mostrando o uso da ferramente e suas possiveis aplicac¢des.



Conclusoes

“Per aspera ad astra”

— Provérbio romano

Nesse trabalho foi mostrado o desenvolvimento do software PRIMoRDiA, detalhes de
sua implementacdo, teste dos descritores quanticos modificados para sistemas biol6gicos,
aplicacdo na caracterizagdo tedrica de simulac¢des de reagdes enzimaticas e as contribuicdes
do software em trabalhos académicos ja publicados.

O software langado, disponivel gratuitamente para a comunidade cientifica, se mostrou
eficiente no tratamento de grandes volumes de dados provenientes de célculos de estrutura
eletronica de grandes sistemas bioldgicos. Os descritores modificados para lidar com as
particularidades da estrutura eletronica desses sistemas se mostraram como uma alterna-
tiva de alto desempenho para a andlise de reatividade quando usado métodos quanticos
semi-empfiricos de baixo custo. Para a andlise de sitios ativos de complexos enzimaticos, a
aplicacdo do PRIMoRDiA se mostrou eficiente para estruturas que passaram por protocolos
de preparacdo menos exigentes computacionalmente. Mais especificamente, para a caracte-
rizacdo de caminhos de reagdes enzimaéticas, esses métodos se comparam com varreduras
de superficie de energia potencial.

Por fim, o objetivo de criar uma ferramenta que disponibilize todas essas funcionali-
dades para a comunidade cientifica vem sendo realizado, com varios exemplos de usos
do software e publica¢des por diversos grupos de pesquisa. Como perceptivas, é esperado
que o PRIMoRDiA ganhe mais amplitude de aplicagdes na literatura e que o software
continue sendo aprimorado, dando suporte a cada vez mais tipos de pacotes de quimica

computacional e que sejam implementados novos descritores.
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Abstract

In this study, we have investigated the enzyme shikimate 5-dehydrogenase from the causative agent of tuberculosis,
Mycobacterium tuberculosis. We have employed a mixture of computational techniques, including molecular dynamics,
hybrid quantum chemical/molecular mechanical potentials, relaxed surface scans, quantum chemical descriptors and free-
energy simulations, to elucidate the enzyme’s reaction pathway. Overall, we find a two-step mechanism, with a single
transition state, that proceeds by an energetically uphill hydride transfer, followed by an energetically downhill proton
transfer. Our mechanism and calculated free energy barrier for the reaction, 64.9 kJ mol~!, are in good agreement with those
predicted from experiment. An analysis of quantum chemical descriptors along the reaction pathway indicated a possibly
important, yet currently unreported, role of the active site threonine residue, Thr65.

Keywords Mycobacterium tuberculosis - Free-energy profiles - Fast quantum chemical descriptors -
Quantum chemical/molecular mechanical potentials - Reaction mechanism - Shikimate 5-dehydrogenase

Introduction

Enzymes are the most important catalysts in life chem-
istry. These proteins can increase reaction rates by a fac-
tor up to 10'°, thereby tuning the chemical reactions in
metabolic pathways [42]. As a result, enzymes have sub-
stantial relevance in many areas of biochemistry, including
biotechnology, nanoscience, and medicinal chemistry. The
selection of a suitable protein to target is a crucial step in
the drug development process of bioactive molecules, such
as drugs and herbicides. The protein should either be in the
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metabolic pathway that is present in the pathogen but absent
in the hosts, following the rule of selective toxicity, or be
sufficiently different that it can be specifically targeted.

The shikimate (SKM) pathway [19] is a seven-step
enzymatic pathway that converts erythrose 4-phosphate
and phosphoenolpyruvate to chorismate, a biosynthetic
precursor of aromatic amino acids, vitamins B9 and KI,
ubiquinone, and salicylate. This route is present in plants,
fungi, bacteria, and apicomplexan parasites, but not in
metazoans, such as humans beings, which makes the
enzymes from this enzymatic pathway promising targets for
non-toxic antimicrobials and herbicides. The widely used
herbicide known as glyphosate is an effective inhibitor of
5-enolpyruvyl-shikimate-3-phosphate (EPSP) synthase, the
sixth step on the SKM pathway [36, 37].

An example of an organism in which the SKM pathway
has been targeted is Mycobacterium tuberculosis. This
bacterium is the causative agent of tuberculosis which,
according to the World Health Organization, is the most
fatal infectious disease with over one million deaths per
year [28]. Gene disruption experiments have demonstrated
that the SKM pathway is essential for the viability of M.
tuberculosis [29] and, as a result, substantial efforts have
been made to develop inhibitors against its constituent

@ Springer
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ABSTRACT: In general, computational simulations of enzymatic
catalysis processes are thermodynamic and structural surveys to
complement experimental studies, requiring high level computa-
tional methods to match accurate energy values. In the present
work, we propose the usage of reactivity descriptors, theoretical
quantities calculated from the electronic structure, to characterize
enzymatic catalysis outlining its reaction profile using low-level
computational methods, such as semiempirical Hamiltonians. We
simulate three enzymatic reactions paths, one containing two
reaction coordinates and without prior computational study
performed, and calculate the reactivity descriptors for all obtained structures. We observed that the active site local hardness
does not change substantially, even more so for the amino-acid residues that are said to stabilize the reaction structures. This
corroborates with the theory that activation energy lowering is caused by the electrostatic environment of the active sites. Also, for
the quantities describing the atom electrophilicity and nucleophilicity, we observed abrupt changes along the reaction coordinates,
which also shows the enzyme participation as a reactant in the catalyzed reaction. We expect that such electronic structure analysis
allows the expedient proposition and/or prediction of new mechanisms, providing chemical characterization of the enzyme active
sites, thus hastening the process of transforming the resolved protein three-dimensional structures in catalytic information.

Reactivity
Descriptors
calculations -~

Bl INTRODUCTION

Enzymatic catalysis allows the chemistry of life to take place in
a reasonable time scale.' Once a genome is sequenced, millions
of new protein are discovered, a small part has its three-
dimensional structure determined, and even fewer have their
function studied in detail. A fraction of these becomes the
subject of studies about enzymatic catalysis, which is central to
guide mutation studies, drug design, and technological

of such RDs in enzymatic reaction studies was their utilization
for determining the most reactive angle of attack and
ionization state of the phosphoenolpyruvate substrate at the
5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase active site.”
Additionally, it is possible to find applications for the
determination of the protonation states of catalytic amino-
acid residues'® and the oxidation state of arsenate ions.""
The RDs cited above are within the conceptual density

applications for other substrates.”

The experimental approach is very limited to provide a
desired description of these processes, mainly due to the short-
lived reaction intermediates, the number of amino-acid
residues, and the specifics of how their roles in the mechanism
govern the catalysis.” Thus, the emergence of computational
modeling, especially of quantum chemistry/molecular me-
chanics (QC/MM) hybrid methods,” has been successfully
applied for reaction path determination, transition state
structure ogtimization, and thermodynamic/kinetic properties
prediction.

By employing quantum chemical calculations, the theoretical
characterization of the active site becomes possible with the
exploration of its electronic structure.” Some tools for carrying
out such exploration are reactivity descriptors (RDs), which
are theoretical quantities that outline the propensity of a
molecule/atoms to react.” An emblematic example of the use

© XXXX American Chemical Society

WACS Publications

functional theory (CDFT) framework.® This framework
provides rigorous mathematical definitions for concepts like
molecular hardness and electrophilic attack susceptibility,
within the fundamental equations of the density functional
theory,'” thus bringing together reactivity theories such as the
frontier molecular orbital®> and the hard and soft acid Base
theory."*

The application of these quantities is very extensive for small
molecules," being successfully employed to provide explan-
ations in terms of generic Lewis acid/base for the majority of
organic reactions, such as substitutions, eliminations, and
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ABSTRACT: Plenty of enzymes with structural data do not have
their mechanism of catalysis elucidated. Reactivity descriptors,
theoretical quantities generated from resolved electronic structure,
provide a way to predict and rationalize chemical processes of such
systems. In this Application Note, we present PRIMoRDiA
(PRIMoRDiA Macromolecular Reactivity Descriptors Access), a
software built to calculate the reactivity descriptors of large
biosystems by employing an efficient and accurate treatment of the
large output files produced by quantum chemistry packages. Here, we
show the general implementation details and the software main
features. Calculated descriptors were applied for a set of enzymatic
systems in order to show their relevance for biological studies and
the software potential for use in large scale. Also, we test
PRIMoRDIA to aid in the interaction depiction between the SARS-

B INTRODUCTION

The increase in computational power combined with the
development of fast algorithms have allowed the application of
quantum chemistry methods to biological macromolecules.'
The exploration of this new frontier requires novel computa-
tional techniques in order to handle the wealth of electronic
structure information that is now available for such large
systems.

Reactivity descriptors are an alternative to predict and
rationalize chemical processes. These descriptors are con-
venient theoretical quantities generated from mathematical
manipulations of converged electronic structure results, such as
molecular orbital (MO) coefficients and energies. * The most
employed ones are defined in the context of conceptual density
functional theory (CDFT),” which unifies different reactivity
theories in a single theoretical framework.

Even though the electronic structure information has
become available for large biomolecules, many enzymes with
resolved 3D structures do not have their catalytic cycles
chemically described. In this context, the descriptors could be
employed as an in silico way of revealing the reactivity roles of
amino acid residues and substrate atoms. However, most of the
common protocols for the computation of reactivity
descriptors fail for larger molecules; too often are issues
related to the unique characteristics of the molecule’s
electronic structure.

Recently, a study carried out in our research group showed
that semiempirical quantum chemistry methods display
sufficient accuracy to obtain chemical reactivity information
for polypeptides. In this work, we also showed that the correct
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computation of the descriptors requires a window of MOs
around the HOMO—-LUMO gap, instead of only the frontier
orbitals.” Also, in another two of our research group’s works,
the reactivity descriptors properly adjusted for macromolecules
were capable of theoretically characterizing steps in the
catalytic mechanisms of some enzymes.™

Despite such advances, the popular postprocessing computa-
tional chemistry programs are not suited for calculation of the
electronic structure of macromolecules. UCA-Fukui is a
specialized software for calculating common CDFT descrip-
tors,” but it is limited to parse outputs of the GAUSSIAN
package and has not been tested for large molecules. PYGlobal
is another application designed to do these calculations,” which
emphasizes automation features to produce global quantities
for several structures simultaneously as well as tools to ease
statistical analysis. However, PYGlobal does not calculate local
descriptors, which are the most relevant for biological
structures.

To fill this niche, we have developed PRIMoRDiA
(PRIMoRDiA Macromolecular Reactivity Descriptors Access),
a software capable of accurately and efficiently computing
reactivity descriptors for macromolecules. The current version
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ABSTRACT

In this Review, we reviewed the efforts to expand the applications of conceptual density functional theory reactivity descriptors and hard
and soft acid and base principles for macromolecules and other strategies that focused on low-level quantum chemistry methods. Currently,
recent applications are taking advantage of modifications of these descriptors using semiempirical electronic structures to explain enzymatic
catalysis reactions, protein-binding processes, and structural analysis in proteins. We have explored these new solutions along with their
implementations in the software PRIMoRDIiA, discussing their impact on the field and its perspectives. We show the main issues in the
analysis of the electronic structure of macromolecules, which are the application of the same calculation protocols used for small molecules
without considering particularities in those large systems’ electronic configuration. The major result of our discussions is that the use of
semiempirical methods is crucial to obtain such a type of analysis, which can provide a powerful dimension of information and be part of
future low-cost predictive tools. We expect semiempirical methods continue playing an important role in the quantum chemistry evaluation
of large molecules. As computational resources advance, semiempirical methods might lead us to explore the electronic structure of even
larger biological macromolecular entities and sets of structures representing larger timescales.
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I. INTRODUCTION

Computational modeling techniques are as important for
studying biological systems as experimental techniques. ~ Molec-
ular dynamics (MD) simulations are an example of how solely
theoretical analysis can reveal relevant information about pro-
teins in their medium, interacting with other molecules in a
great variety of conditions.” ' Despite the mentioned applica-
tions, molecular dynamics that use molecular mechanics (MM)
force fields do not account for the electronic structure and can-
not model interactions such as those reliant on polarizability,
charge transfers, and the rupture and formation of chemical
bonds.

To simulate chemical reactions and increase the accuracy
of simulations, methods based on quantum mechanics (QM) are
needed."” However, using these methods comes with a steep price
because the computational resources required in those simulations
increase exponentially with the system size, becoming impractical

to perform calculations for macromolecules, such as entire protein
structures. Thus, approximations in the wave function, electron
density, Hamiltonians, and system truncation were often sought for
those systems.

Semiempirical Hamiltonians'’ and hybrid Quantum Mechan-
ics/Molecular Mechanics (QM/MM) simulations'® have already
enabled energetic and structural investigations of enzymatic-
catalyzed chemical reactions even before the start of the 21st
century. However, only with the possibility of using popular
DFT functionals, the use of biological quantum chemistry simu-
lations did see an upward trend. Indeed, DFT has played an
important role in the investigation of enzymatic catalysis either
in early gas-phase simulations or in increasing applications with
QM/MM protocols and is still relevant in biophysical and
biochemistry studies.”* Additionally, molecular docking and affin-
ity studies of large biological structures have become the bench-
mark for these protocols, significantly changing the drug discovery
process.
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