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Resumo

A doencga de Alzheimer é uma patologia neurodegenerativa, cuja incidéncia vem
afetando cada vez mais individuos idosos. Portadores dessa enfermidade, possuem como
sinais a perda, inicialmente, da memoéria de curto prazo e, com o passar do tempo, da
memoria de longo prazo, delirios cognitivos, perda da capacidade motora, desorientagao,
comportamento agressivo, dentre outros. A fim de estabilizar e procurar possivel cura para
essa doenca, estudos vém sendo realizados com o objetivo de entender sua fisiopatologia.
A partir destes estudos, algumas hipoteses foram propostas: a colinérgica, da cascata
amiloide, da proteina Tau, da diabetes do tipo 3 e metdalica. Na hipotese metalica, o
excesso de ions metdlicos de zinco, cobre e ferro é responsavel pela agregacao dos peptideos
da beta-amiloide, formando assim as placas amiloide. Essas, por sua vez, sao vistas
como responsaveis indiretas pela formacao dos emaranhados neurofibrilares formados
pela proteina Tau, constituindo assim uma multi-hipdtese correlacionada da doencga de
Alzheimer. Além disso, os ions metalicos sao responsaveis pela geracao de radicais livres
no encéfalo, marcador bastante presente em pacientes acometidos por esta doenga. Os
radicais livres, em excesso, causam uma série de danos ao metabolismo e podem agravar
as doencas neurodegenerativas. O estudo, realizado neste trabalho, foi dividido em duas
etapas, a primeira em que investigou-se, via calculo de estrutura eletronica, como duas
moléculas multialvo, a Carnosina e a Homocarnosina, podem contribuir para evitar ou
agir terapeuticamente contra os danos oxidativos da doenca de Alzheimer, quando ela
encontra-se em estagios avancados. Para isso, foi realizado um primeiro estudo, a fim de
construir um protocolo de investigacao tedrica da capacidade antioxidante, utilizando o
Trolox, um antioxidante sintético de referéncia experimental para medida de atividade
antioxidante. A técnica de triagem virtual foi utilizada, nesta etapa, com objetivo de
obter moléculas similares para auxiliarem no entendimento dos mecanismos de agoes
antioxidantes. Posteriormente, o mesmo protocolo foi aplicado para as moléculas multi-alvo,
a Carnosina e a Homocarnosina. Na segunda etapa, foi investigado, via docking molecular,
como a Carnosina e a Homocarnosina, podem contribuir para evitar a oligomerizagao de

peptideos da beta-amiloide, evitando, assim, a evolucao do quadro da doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, estresse oxidativo, antioxidantes, hipotese

metalica, beta amiloide, Carnosina e Homocarnosina, Trolox.



Abstract

Alzheimer’s disease is a neurodegenerative pathology, whose incidence is affecting
more and more elderly individuals. Carriers of this disease have signs of the loss, initially,
of short-term memory and, over time, of long-term memory, cognitive delusions, loss
of motor capacity, disorientation, and aggressive behavior, among others. To stabilize
and seek a possible cure for this disease, studies have been carried out to understand
its pathophysiology. From these studies, some hypotheses were proposed: cholinergic,
amyloid cascade, Tau protein, type 3 diabetes, and metallic. In the metallic hypothesis,
excess metal ions of zinc, copper, and iron are responsible for the aggregation of beta-
amyloid peptides, thus forming amyloid plaques. These, in turn, are seen as indirectly
responsible for the formation of neurofibrillary tangles formed by the Tau protein, thus
constituting a multi-hypothesis correlated with Alzheimer’s disease. In addition, metal
ions are responsible for the generation of free radicals in the brain, a marker quite present
in patients affected by this disease. Excessive free radicals cause a series of damage to
metabolism and can worsen neurodegenerative diseases. The study, carried out in this work,
was divided into two stages, the first in which it was investigated, via electronic structure
calculation, how two multi-target molecules, Carnosine and Homocarnosine, can contribute
to avoiding or acting therapeutically against the oxidative damage of Alzheimer’s disease
when it is in advanced stages. For this, a first study was carried out to build a protocol for
the theoretical investigation of antioxidant capacity, using Trolox, a synthetic antioxidant
of experimental reference to measure antioxidant activity. The virtual screening technique
was used, in this step, to obtain similar molecules to help understand the mechanisms of
antioxidant actions. Subsequently, the same protocol was applied to the multi-targeted
molecules, Carnosine and Homocarnosine. In the second stage, it was investigated, via
molecular docking, how Carnosine and Homocarnosine may contribute to avoiding the
oligomerization of beta-amyloid peptides, thus preventing the evolution of the condition

from Alzheimer’s disease.

Keywords: Alzheimer’s disease, oxidative stress, antioxidants, metallic hypothesis, beta

amyloid, Carnosine and Homocarnosine, Trolox.
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Representagao estrutural de um neurdnio e alguns de seus componentes.
Representacao da hipdtese da cascata amiloide da AD. A clivagem da
proteina APP que se encontra na camada externa do neurénio produz os
peptideos da AP. Estes peptideos se acumulam formando a placas amiloides,
que bloqueiam os canais sinapticos, das células pré-sinaptica e poés-sinaptica,
de transporte de neurotransmissores.

Representagao da hipdtese da cascata de A3 e da proteina Tau da doenga
de Alzheimer. As placas amiloide estimulam a ativacao de quinases que
transportam grupos fosfatos para o interior dos microttibulos. Isso provoca
a desvinculagao da proteina Tau nos microtiibulos e, consequentemente,
formagcao dos emaranhados neurofibrilares.

Representacao das hipéteses metélica da doenca de Alzheimer. Nesta hipo-
tese o acimulo de fons metalicos no cérebro, tal como o zinco, é responsavel
pela formagao das placas amiloides (1), que por sua vez desencadeia nas
reacoes descritas por outras hipoteses, com a da cascata amiloide e da pro-
teina Tau. Em adicional, esss fons metalicos s@o responsaveis pela geragao
de ROS e RNS (2).

Proposta de modelo de complexagao da Af(1-42) com o fon metélico co-
bre(II), em que participam da complexagao o terminal -NH; do aspartato
Aspl, o oxigénio do grupo CO adjacente da ligagao peptidica dos aminoaci-
dos Aspl-Ala2, a histidina His6 e uma das histidinas His13 ou His14.
Relagao estrutura-atividade da Carnosina. O anel imidazoélico é necessario
para a atividade antioxidante, quelante de ions metalicos e tampao. A
estrutura (3-alanina regula o destino metabdlico do residuo L-histidina e
a sintese de Carnosina. Tanto a (-alanina quanto a L-histidina atuam
sinergicamente no efeito inibidor da formacao de AGEs e ALEs.
Diferencgas estruturais da Carnosina e Homocarnosina.

Formas tautoméricas do anel imidazol da Carnosina.

Representacgao de algumas das causas de geracao de radicais livres no
organismo, que podem atacar as células e causar sua desestruturacao.
Representacao dos métodos de determinacao de atividade antioxidante
DPPH, ABTS e FRAP.
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Representacao estrutural 2D da molécula antioxidante de referéncia para tes-

tes de capacidade antioxidante, o Trolox (4cido 6 hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromano-

2-carboxilico).
Representacao de um marcador de estresse oxidativo devido a oxidagao do
acido nucleico guanina presente na dG. Nesta situacao, a dG é reduzida

pela acao de radicais livres para 8-OHdG.

Representagao de coordenadas de um sistema molecular com ntcleos A e B
e elétrons i e j. A interacao é considerada aos pares e leva em conta cada
um dos pares de nicleo-nileo, nicleo-elétron e elétron-elétron.
Representagao da aproximacao adiabatica. Se um sistema é perturbado por
uma forca Fe. de forma suficientemente lenta entao os elétrons, i e j, se
reconfiguram em relagdo a mudanca de coordenadas do niicleo, A, de tal
forma que o auto-estado do sistema permaneca inalterado.

Segundo o método variacional, a energia obtida para um sistema molecular,
Evariacional, S€T4 sempre maior ou no maximo igual a energia exata do sistema,
Eexata-

As duas configuracoes na figura possuem a mesma probabilidade de en-
contrar o elétron 1 e na regiao proxima do nticleo A. Devido a falta de
correlagao eletronica do método Hartree-Fock esta probabilidade é calculada
levando em conta somente a interagao elétron-nicleo(s) e elétron e campo
médio formado pelos outros elétrons (neste caso, elétrons de 2 a 5).
Representacao da ocupagao de spins em cada orbital (1,2,...,2N) e res-
pectivos spins orbitais (P* e PP) para um sistema de niimero N par de
elétrons.

Representacao da ocupacao de spins em cada orbital (1,2,...,2N) e res-
pectivos spins orbitais (P* e PP) para um sistema de niimero N — 1 =
N* + (NP —1) fmpar de elétrons.

Representacao da solucao de Kohn-Sham para o problema de N elétrons
interagentes por meio da construcao de um potencial efetivo Vef com a

troca do potencial de interacao elétron-elétron Vee por um potencial médio

de interacao elétron-elétron Vit e da adicao do termo de troca-correlacao Vie.

Acima: Representagao de uma fungao 1s do tipo Slater (STO) e uma funcao
Is do tipo gaussina (GTO). Abaixo: representacao de contracoes de 3
fungoes 1s do tipo gaussianas (GTO) que sdo aproximadamente equivalentes

a uma fungao 1s do tipo Slater (STO).
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Representacao de um docking molecular. Acima: um exemplo esquematico
representando o modelo ligante-receptor, se baseado em um sistema de
chave em encaixe. Um ligante somente conseguira ligar efetivamente em um
receptor se tiver as condigoes estruturais necessarias, como o molécula B que
se encaixa no receptor e passa a ser um ligante. Um ligante pode ser qualquer
molécula ou atomo que se liga a uma molécula receptora, que podem ser, por
exemplo, peptideos ou proteinas. Abaixo: uma representacao demonstrando
como ocorre em um sistema molécula e peptideo, com a formacgao de um

complexo.

A energia necessaria para fragmentar a molécula ROH, no seu estado
fundamental, nos fragmentos RO® e H® é, por definicao, a D, corrigida
pela ZPE. Na temperatura de 298, 15K, essa energia corresponde a BDE. O
termo 1y corresponde a distancia de equilibrio da ligagao dos fragmentos.
Representagao dos orbitais HOMO e LUMO. A energia do GAP ¢é dada pela
diferenca de energia entre o HOMO e LUMO. Os elétrons sao representados
por setas, que podem ser para cima (spin up) ou para baixo (spin down) e
cada orbital comporta dois elétrons. Em verde sao os orbitais ocupados e
em azul os nao ocupados.

Representacao de um exemplo de VS baseado em filtros de selecao de
grupos de moléculas com propriedades farmacolégicas. Um banco virtual de
moléculas é escolhido e através de filtros de similaridade estrutural, farmaco-
similar e prototipo-smilar, solubilidade, toxicidade, PAINS e ADME ¢é
selecionado um grupo reduzido de moléculas.

Imagem parcial da interface do programa SWISS-Similaridade. E possivel
desenhar a molécula ou entrar com o SMILES da molécula e posteriormente
determinar o método de busca de similaridade e o banco de moléculas
desejado. Na imagem, foi selecionada a molécula alvo Diclofenaco e o
método FP2 para busca de similaridade no banco de dados do ZINC
farmaco-similar.

Exemplo de radar de biodisponibilidade da ferramenta SWISS-ADME. As
propriedades apresentadas sdo (comegando na parte superior e caminhando
no sentido horério): lipofilicidade (-0,7 < XLOGP3 < +5,0), tamanho
(150g/mol < MW < 500g/mol), polaridade (50A2<TPSA<130A?), insolu-
bilidade (0<log S< -6), flexibilidade (LR <9) e saturacao (0,25 < Csp3 <
1,0). Uma molécula é prevista ser farmaco-similar se todos os descritores

encontram-se no interior da area cor-de-rosa.
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Representacao grafica de BOILED-FEqgqg da ferramenta SWISS-ADME. No
grafico sao apresentadas duas moléculas: uma que permite a HIA e atravessar
a BBB (regiao amarela), Diclofenaco, e uma que permite somente a HIA
(regidao branca), Omeprazol. O ponto em azul (PGP+) indica que a molécula

pode ser bombeada pela glicoproteina de permeabilidade PGP e o em

vermelho (PGP—) indica que a molécula nao pode ser bombeada pela PGP. 60

Exemplo de diagrama 2D gerado pelo LigPlot+, as ligacoes de hidrogénio
sao mostradas como linhas pontilhadas e os contatos hidrofébicos sao
representados como curvas ranhuradas que projetam as partes hidrofébicas
do ligante e sao marcadas pelos residuos de aminoacidos da proteina em
contato. Na fonte verde, sao apresentados os aminoacidos da proteina
que interagem por ligagdo de hidrogénio (no exemplo, a histidina Hi6 e
o aspartato Asp7) e as respectivas distancias internucleares e, na fonte
em vermelho, os aminodcidos que interagem por contato hidrofébico (no

exemplo, a fenilalanina Fen4 e a arginina Argh).

Trolox (TL).

Representagao molecular do TL, a esquerda, e do radar de biodisponibi-
lidade correspondente. No radar, na parte superior e no sentido horario,
estao indicadas as propriedades: lipofilicidade consensual (2,47), tamanho
(250,29g /mol), polaridade (66,76A2), insolubilidade de Ali (-3,90), insatura-
¢ao (0,50 de fragao Csp3 ) e flexibilidade (1 ligacao rotacional) previstas.
Representacao molecular do ZINC01673670 (STL1), a esquerda, e do radar
de biodisponibilidade correspondente. No radar, na parte superior e no
sentido horario, estao indicadas as propriedades: lipofilicidade consensual
(2,11), tamanho (264,32g/mol), polaridade (66,76A2), insolubilidade de
Ali (-2,95), insaturagao (0,53 de fragao Csp3) e flexibilidade (3 ligacao
rotacional) previstas.

Representacao molecular do ZINC12495242 (STL2), a esquerda, e do radar
de biodisponibilidade correspondente. No radar, na parte superior e no
sentido horario, estao indicadas as propriedades: lipofilicidade consensual
(3.01), tamanho (278,34g/mol), polaridade (66,76A2), insolubilidade de
Ali (-4,20), insaturagao (0,56 de fragao Csp3) e flexibilidade (3 ligacao

rotacional) previstas.
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Representacao molecular do ZINC06068939 (STL3), a esquerda, e do radar
de biodisponibilidade correspondente. No radar, na parte superior e no
sentido horario, estao indicadas as propriedades: lipofilicidade consensual
(2,67), tamanho (264,32g/mol), polaridade (66,76A2), insolubilidade de
Ali (-3,82), insaturacao (0,53 de fragao Csp3) e flexibilidade (3 ligacao
rotacional) previstas.

Representacao molecular do ZINC27645480 (STL4), a esquerda, e do radar
de biodisponibilidade correspondente. No radar, na parte superior e no
sentido horario, estao indicadas as propriedades: lipofilicidade consensual
(2,34), tamanho (250,29g/mol), polaridade (66,76A2), insolubilidade de
Ali (-3,44), insaturagao (0,50 de fragao Csp3) e flexibilidade (3 ligacao
rotacional) previstas.

Representacao molecular do ZINC96341857 (STL5), a esquerda, e do radar
de biodisponibilidade correspondente. No radar, na parte superior e no
sentido horario, estao indicadas as propriedades: lipofilicidade consensual
(3,36), tamanho (259,34g/mol), polaridade (53,25A2), insolubilidade de
Ali (-4,11), insaturagao (0,56 de fragao Csp3) e flexibilidade (2 ligacao

rotacional) previstas.

Gréfico de BOILED-Egg para o TL e moléculas similares (STL1-STL5).

Todas estas moléculas encontram-se dentro da regiao amarela e dessa forma
sao previstas para serem passivamente permeaveis através da BBB.
Geometrias otimizadas do TL e moléculas similares (STL1-STL5) na fase
gas. As esferas vermelhas, cinzas e azuis representam os atomos de oxigénio,
carbono e nitrogénio, respectivamente.

BDE (em kcal/mol) para o TL e moléculas similares (STL1-STL5), na fase
gés e na presenga dos solventes dgua e benzeno, referente ao A-O°.

BDE (em kcal/mol) para o TL e moléculas similares (STL1-STL4), na fase
géas e na presenca dos solventes agua e benzeno, referente ao B—CO?®.
Representagao da superficie e os valores obtidos para os orbitais de fronteira
HOMO do TL e moléculas similares (STL1-STL5) na fase gas e considerando
os solventes agua e benzeno. As energias apresentadas estao em eV.
Representagao da superficie e os valores obtidos para os orbitais de fronteira
LUMO do TL e moléculas similares (STL1-STL5) na fase gas e considerando
os solventes agua e benzeno. As energias apresentadas estao em eV.
Energia do GAP do TL e moléculas similares (STL1-STL5) na fase gés e
considerando os solventes dgua e benzeno.

Densidade de spin do TL, na fase gas e com solventes dgua e benzeno.
Densidade de spin da STL1, na fase gas e com solventes agua e benzeno.

Densidade de spin da STL2, na fase gas e com solventes dgua e benzeno.
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Densidade de spin da STL3, na fase gds e com solventes agua e benzeno.
Densidade de spin da STL4, na fase gas e com solventes agua e benzeno.
Densidade de spin da STL5, na fase gés e com solventes dgua e benzeno.
Representacao molecular da CA, a esquerda, e do radar de biodisponibi-
lidade correspondente. No radar, na parte superior e no sentido horario,
estdo indicadas as propriedades: lipofilicidade consensual (-1,39), tama-
nho (226,23g/mol), polaridade (121,10A2), insolubilidade de Ali (2,05),
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Introducao

A doenga de Alzheimer AD (do inglés, Alzheimer’s disease) é uma das patologias
mais comuns entre a populacao acima de 60 anos de idade. A quantidade de pessoas
identificadas com AD vem crescendo de modo alarmante, segundo o levantamento realizado
em 2015, que contabilizou com 46,8 milhoes de pessoas afetadas em todo mundo, com
previsao que esse numero dobre nos préximos vinte anos (VOS et al., 2016; REITZ;
BRAYNE; MAYEUX, 2011; SERRANO-POZO et al., 2011). Tal perspectiva é preocupante,
e diversos esforcos tém sido feitos com o objetivo de tratar os sinais acometidos pela AD

ou encontrar uma cura.

A AD acomete com mais frequéncia pessoas com idade acima de 60 anos e o
envelhecimento é considerado fator de risco para o seu surgimento (EVANS et al., 1989;
HEBERT et al., 1995). Os principais sinais identificados nesta doenga sao a perda da
memoria de curto e longo prazo, delirios cognitivos, desorientagao, comportamento agres-
sivo e incapacitacao das coordenagoes motoras, podendo, com o agravamento gradativo,
provocar a morte (SMALL et al., 1997; FORLENZA, 2000).

Sao diversas as hipoteses que procuram explicar a origem da AD e, até o presente
momento, nao se sabe com certeza sua causa. Dentre as hipoteses conhecidas, destacam-se
a colinérgica (FRANCIS et al., 1999), a da cascata amiloide (HARDY; HIGGINS, 1992),
a da proteina Tau (MACCIONTI et al., 2010), a da diabetes do tipo 3 (MONTE; WANDS,
2008) e a metdlica (BUSH; TANZI, 2008). Diversos descritores bioquimicos e fisicos sdo
encontrados em pacientes com AD, como a presenca na regiao cerebral de placas senis
extracelulares formadas por agregados fibrilares dos peptideos da beta-amiloide (Af) e
emaranhados neurofibrilares formados pela proteina Tau (SERRANO-POZO et al., 2011).
Outro descritor comum é a presenca de altas concentragoes de fons metélicos de ferro, zinco
e cobre (LOVELL et al., 1998; KOZLOWSKI et al., 2012; MAYNARD et al., 2002). Esse
descritor, motivou, neste trabalho, o estudo da hipotese metélica da AD e a investigagao

de outro marcador induzido pela presenca dos metais: o estresse oxidativo (DEIBEL;
EHMANN; MARKESBERY, 1996; MARKESBERY, 1997; LIN; BEAL, 2006).

O estresse oxidativo surge quando ha desequilibrio entre radicais livres e antioxidan-
tes, em que os radicais livres em excesso atacam os componentes biologicos fundamentais do
organismo, como, por exemplo, os tecidos, as células e o DNA (SIES, 1997). Esta condigdo

biolégica esta presente em diversas doencas, como doengas cardiovasculares, infecgoes,
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canceres, doenga de Parkinson e a AD. O cérebro é a regiao do corpo de maior quantidade
de oxigénio, componente basico para que ocorra a oxirredugao e, consequentemente, a

geracao de radicais livres, tornando-o sujeito a maior ocorréncia de estresse oxidativo

(BARNHAM; MASTERS; BUSH, 2004).

Motivado por tais questoes, neste trabalho, buscou-se investigar moléculas multi-
alvo-dirigidas para o tratamento da AD, atuando como antioxidantes e no impedimento
da agregacao de peptideos da AP. Esta abordagem, tem por foco a hipétese metalica da
AD. No Capitulo 1, sao apresentadas algumas das hipéteses da AD, com foco principal na
hipétese metalica. Sao descritos os conceitos de radicais livres, antioxidantes e estresse
oxidativo. Além disso, neste capitulo, sao apresentadas duas moléculas multi-alvo, naturais
ao organismo, a Carnosina e a Homocarnosina, e um antioxidante sintético de referéncia
experimental para medida da atividade antioxidante, o Trolox, escolhido para construcao
de um protocolo para investigagao tedrica da capacidade antioxidante. No Capitulo 2, sdo
apresentadas algumas nogoes de Fisica atomica e molecular, que compreende a teoria por
tras de uma das ferramentas principais utilizadas na realizacao do estudo proposto. No
Capitulo 3, sdo apresentadas as metodologias, descrevendo a caracterizagao da atividade
antioxidante por meio de propriedades fisico-quimicas tedricas, as ferramentas de selecao das
moléculas similares ao Trolox, Carnosina e Homocarnosina e os programas computacionais
utilizadas para o calculo das propriedades de interesse. No Capitulo 4, sdo apresentados

os resultados e discussoes e, posteriormente, as consideragoes finais e perspectivas.



Capitulo 1

Hipoéteses da doenca de Alzheimer

Neste capitulo é apresentada a AD, indicando seus sinais, marcadores bioquimicos
e algumas das possiveis causas. Tendo como foco principal a hipdtese metalica, sao
apresentados também os conceitos de radicais livres, antioxidantes e estresse oxidativo.
Além disso, neste capitulo, sdo apresentadas duas moléculas multi-alvo, naturais ao
organismo, a Carnosina e a Homocarnosina, e um antioxidante sintético de referéncia
experimental para medida da atividade antioxidante, o Trolox, escolhido para construcao

de um protocolo para investigacao tedrica da capacidade antioxidante.

1.1 A doenca de Alzheimer

As doencas neurodegenerativas sao caracterizadas por alteracoes estruturais, bi-
oquimicas e funcionais induzidas pela desestruturacao irreversivel de neuronios especificos.
O agravamento dos danos leva ao detrimento progressivo e a incapacitacao das fung¢oes do
sistema nervoso central. Dentre elas, destaca-se a AD, caracterizada como sendo a forma

mais comum de deméncia em individuos com idade avancada.

A AD foi primeiramente documentada, em 1906, pelo psiquiatra Alois Alzheimer,
que relatou a ocorréncia de sinais, como atrofia do cérebro e deposi¢oes andmalas de placas
de proteinas, observados, ap6s autépsia em uma paciente de 51 anos (ZILKA; NOVAK,
2006). Comumente, classifica-se a AD em dois tipos: a denominada AD de inicio tardio,
que surge em idades mais avangadas, e a denominada AD de inicio precoce, que é associada
a componentes genéticos. Destas duas, a primeira é de maior ocorréncia, sendo identificada
em aproximadamente 94% dos casos investigados. Nos dois tipos, os sinais apresentados
pelos individuos com AD sao os mesmos. O avanco da idade é um fator que colabora para
o desenvolvimento da AD, visto que individuos com idade acima de 85 anos apresentam
aumento de cerca de 50% de chance de desenvolver a doenga (FALCO et al., 2016).

Os sinais clinicos neurais mais comuns encontrados em pacientes com AD sdo: de-
generacgao neurovascular, desestruturacao dos neurdnios, atrofia cortical difusa, surgimento
de placas senis extracelulares formadas por agregados fibrilares do peptideo beta-amiloide

(AB) e massas neurofibrilares, que sdo formadas, predominantemente, pela proteina Tau no
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interior dos neurénios. Alguns destes biomarcadores surgem naturalmente com o avango

da idade, entretanto, em pacientes com AD, todos podem se manifestar simultaneamente

(FALCO et al., 2016).

Paralelamente, pacientes com AD apresentam outros marcadores bioquimicos como:
estresse oxidativo na regiao cerebral, concentragao de calcio desregulada, inflamacao
dos neuroénios, deficiéncia e distribuicdo anormal das mitocondrias, toxicidade sinaptica,
desregulagao no equilibrio metélico e oligomerizagdo dos peptideos da A (FALCO et al.,
2016). A oligomerizagao é o processo de formacao de complexos de proteinas a partir da

ligacao de dois ou mais peptideos.

O cérebro é o principal 6rgao do sistema nervoso do corpo humano e responsavel
pelo processamento de todas agoes psicomotoras. Ele é divido em dois hemisférios, o
direito e o esquerdo. Um componente basico do processamento de informagoes pelo
cérebro sao os neuronios, que sao células responsaveis pela transmissao de impulsos
nervosos. Uma representacao da estrutura de um neuronio ¢ apresentada na Figura 1.1.
De forma simplificada, o prolongamento de um neurénio é formado por varias ramifica¢oes
denominadas de dendritos, que sdao responsaveis por receber e transmitir impulsos nervosos
de outros neurénios. O espago entre um dendrito e um terminal do axdénio é chamado
de sinapse, que é a regiao onde ocorrem a transmissao de sinais por meio de substancias
quimicas chamadas de neurotransmissores (MACHADO, 2013).

Terminal do
axonio

Corpo
celular

~ 0 Figura 1.1 Representacao estrutural de um
neurdnio e alguns de seus componentes.

1.2 Hipé6teses da doenca de Alzheimer

Até o presente momento, as causas da AD nao estao totalmente definidas e, ao
longo dos anos, conforme novos estudos e levantamentos de dados foram gerados, diversas
hipoteses surgiram para tentar determina-las. Dentre elas, estdo as hipoteses colinérgica
(FRANCIS et al., 1999), da cascata amiloide (HARDY; ALLSOP, 1991), da proteina
Tau (GOEDERT; SPILLANTINI; CROWTHER, 1991), a glutamatérgica, a oligomérica
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(MARAGOS et al., 1987), a diabetes do tipo 3 (MONTE; WANDS, 2008) e a metélica
(BUSH, 2008). Muitas dessas tém sido propostas conjuntamente, sugerindo que a AD seja
originaria de multiplos fatores que ocorrem no organismo. Por exemplo, alguns trabalhos
propoe que a AD seja causada por uma correlagdo entre as hipoteses da cascata amiloide,
da proteina Tau e a metdlica, em que cada uma desempenha um papel intermediario para
o surgimento e agravamento da AD (LOVELL et al., 1998; LIU et al., 2015; MAYNARD et
al., 2005; SWERDLOW; BURNS; KHAN, 2014; SU et al., 2008; LIU et al., 2009). Sendo

esta a abordagem adotada neste trabalho.

1.2.1 Hipdtese da cascata amiloide e da proteina Tau

O peptideo da AP é formado por aminoacidos, podendo variar na quantidade de
39 até 42 aminoacidos. Agregacoes de peptideos da A3, denominados de placas amiloides,
ocorrem naturalmente no cérebro com pessoas em idade avangada, embora em quantidades
bem menores do que as verificadas em pacientes com AD. A hipdtese da cascata amiloide
teve seu inicio em um trabalho publicado no inicio da década de 1980. As investigagoes
realizadas neste estudo sustentaram a hipétese que o peptideo da AB(1-42), resultado do
produto da clivagem da proteina precursora amiloide APP (do inglés, amyloid precursor
protein), localizada na superficie de varios tecidos cerebrais e na regiao das sinapses, é a
principal causa da origem das placas amiloides. Sendo a formacgao destas placas e os seus
efeitos neurotdxicos responsaveis pela morte dos neurénios (TTIRABOSCHI et al., 2004;
WENK, 2003; HARDY; ALLSOP, 1991).

A hipétese da cascata amiloide foi sustentada pelos estudos realizados em pacientes
acometidos com a sindrome de Down, descrita pela primeira vez em 1986 pelo médico
John Langdon Down. Nesta sindrome, os acometidos possuem trés cromossomos 21 ao
invés de dois e apresentam agregamentos de peptideos da Af3 no estagio final da infancia
e inicio da fase adulta. Além disso, ¢ comum, nessa patologia, o desenvolvimento dos
sinais da AD por volta dos quarenta anos, devido ao cromossomo 21 ser o gene responsavel
pela codificagao da APP. Diante disso, foram realizados estudos em familias cujos os
individuos sdo propensos ao surgimento da AD e os estudos identificaram seis mutagoes
diferentes, justamente, no cromossomo 21, caracterizando a denominada AD de inicio

precoce (FALCO et al., 2016; IWATSUBO et al., 1995).

A formacao do peptideo da AP é decorrente do processo clivagem da APP por
meio das enzimas «-secretase e [3-secretase. Diferentes tamanhos de peptideos da Af3
podem ser gerados dependendo de onde as enzimas clivam a APP. Entretanto, se outra
enzima denominada de 7y-secretase participa do processo, ela cliva a APP de tal forma
que produz os peptideos da AP que sado insoluveis no organismo, sendo mais comum o0s

de 40 e 42 aminoacidos. Como o organismo nao consegue lidar com esses peptideos, eles
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comecam a se acumular cada vez mais, formando as placas amiloides. Essas, por sua
vez, podem agregar-se aos neurdnios bloqueando os canais sinapticos de transporte de
neurotransmissores e provocando sua morte, o que provoca, consequentemente, a perda de
memoria, dificuldade de aprendizagem, mudangas de comportamentos, entre outros sinais
da AD (FALCO et al., 2016; WOLFE, 2012). Uma representagdo do processo envolvido

nesta hipdtese é apresentada na Figura 1.2.

Célula
pré-sinaptica @ % PlaCaS
= amiloide

Figura 1.2 Representacao da
hipétese da cascata amiloide da
AD. A clivagem da proteina
APP que se encontra na ca-
mada externa do neurdnio pro-
duz os peptideos da AfB. Es-
tes peptideos se acumulam for-
mando a placas amiloides, que
bloqueiam os canais sinapti-
cos, das células pré-sindptica e
pés-sinaptica, de transporte de
neurotransmissores.

amiloide

Célula
pos-sinaptica

Neuroénio

Outro componente, responsavel pela agravamento da AD, sao os emaranhados
neurofibrilares encontrados no interior dos neurénios. Este emaranhados sdao gerados
a partir da proteina Tau que encontra-se no interior dos microtiibulos, localizados na
regiao interna do axdnio no neurénio. A funcao da proteina Tau é manter a coesao dos
microtibulos preservando a estrutura do axonio e fornecer uma via para o transporte de
neurotransmissores, nutrientes e outras substancias pelo neurénio. Uma das propostas é
que os agregados de peptideos da AP estimulam a ativacdo de enzimas quinases que estao
localizadas no meio extracelular, estas por sua vez sao responsaveis por carregar moléculas
de grupo fosfato para o interior dos microtibulos provocando a desvinculagao da proteina
Tau. Este processo causa a desestruturagao dos microtuibulos e, como consequéncia, o
acumulo da proteina Tau no meio intracelular do neurénio, formando os emaranhados
neurofibrilares. Na auséncia da ligacdo dos microtiibulos, o neurdnio deixa de receber
nutrientes, o que provoca a sua apoptose, a morte celular (FALCO et al., 2016; ZHENG et
al., 2002; LLORET et al., 2015). O processo envolvido nesta hipdtese é apresentada na
Figura 1.3.
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+ Grupo fosfato

Microtabulos

|t
(
Placas é \
N (
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Figura 1.3 Representacao da
hipétese da cascata de AP e
da proteina Tau da doenca de
Alzheimer. As placas amiloide
estimulam a ativacdo de qui-
nases que transportam grupos
fosfatos para o interior dos mi-
crotibulos. Isso provoca a
desvinculacao da proteina Tau
nos microtubulos e, consequente-
mente, formacgao dos emaranha-
' \ dos neurofibrilares.

Emaranhados
neurofibrilares

Neuroénio

Estudos recentes indicam que a agregacao de peptideos da A3 podem ser mediadas
por ions metalicos, como os de cobre, ferro e zinco. Isso motivou o surgimento de uma nova
hipétese, denominada de hip6tese metélica da AD (CHEIGNON et al., 2018; DOMENICO
et al., 2015; CUBINKOVA et al., 2018; FALCO et al., 2016; KURIAN; OBISESAN;
CRADDOCK, 2017).

1.2.2 Hipoétese metalica

Comumente, danos oxidativos devido ao estresse oxidativo sao apresentados em
individuos com doencas neurodegenerativas como a AD e a doenca de Parkinson. Esse
fato acontece, na maioria das vezes, devido ao fato do cérebro humano ser responsavel pelo

consumo de cerca de 20% do oxigénio que é absorvido pelo organismo (SIEGEL, 2011).

Em vista desse cendrio, uma hipdtese que tém se sobressaido atualmente é a
metalica, que associa fons metalicos de cobre, ferro e zinco, ao agravamento de doencas
neurodegenerativas tal como a AD. Uma proposta é que tais metais favorecem a agregagao
dos peptideos da A, ao mesmo tempo que possibilita a toxicidade dos mesmos. Em meio
aquoso, foi verificado que fons metélicos de zinco e cobre provocam um aumento na taxa
de agregacao de peptideos sintéticos. Esses ions metélicos, também sao responsaveis por
gerar espécies reativas, como as espécies reativas de oxigénio ROS (do inglés, reactive
ozygen species) e espécies reativas de nitrogénio RNS (do inglés, reactive nitrogen species),
contribuindo para o aumento do estresse oxidativo no meio cerebral. Além disso, as

proprias placas amiloides tém sido reportadas como responsaveis pela geragao de radicais
livres (SMITH et al., 2000; CHRISTEN, 2000).

Dentre esses ions metalicos, o zinco é transportado naturalmente pela proteina

7Z/n'T3 da regidao nuclear do neurdnio, passando pelos axonios e desprendido pela célula
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pré-sindaptica, sendo na sequéncia receptado pelas proteinas NMDAR, TrKB e ZnR, na
célula pds-sindptica. Posteriormente, ele se liga a metaloproteina (MT) e é transportado a
fim de desempenhar suas fungdes nos neurénios, como transferéncia de elétrons. O excesso
de zinco no cérebro pode fazer com que as proteinas receptoras nao consigam receber
todo o zinco que deixa a célula pré-sinaptica. Esse zinco, na forma de fon catiénico Zn*2,
pode-se ligar aos peptideos da A e, ao mesmo tempo, provocar o seu acumulo. Esse
processo é representado na Figura 1.4. Assim como o zinco, o cobre também possui efeitos
similares, embora o zinco se apresente em maior concentragdo na regiao cerebral. Além
disso, em pacientes portadores de AD, observou-se que a concentracao de zinco no cérebro

¢ maior do que que a da proteina ZnT3, compromentendo o equilibrio no transporte do
metal (ASSAF; CHUNG, 1984; SMIDT; RUNGBY, 2012; SZEWCZYK, 2013).

NMDAR
TrKB Receptadores de Zn

ZnR

ZnT3
MT Transportadores de Zn

Célula -

pré-sinaptica y -
”m , Ly Placas

N amiloide

Célula
pos-sinaptica

neurofibrilares

ROS/RNS

Neurénio

Figura 1.4 Representagdo das hipdteses metélica da doenga de Alzheimer. Nesta hipétese o
acumulo de ions metélicos no cérebro, tal como o zinco, é responséavel pela formacao das placas
amiloides (1), que por sua vez desencadeia nas reagoes descritas por outras hipéteses, com a

da cascata amiloide e da proteina Tau. Em adicional, esss ions metalicos sdo responsaveis pela
geragao de ROS e RNS (2).

Esse processo do estresse oxidativo é identificado prematuramente no cérebro
de pacientes diagnosticados com AD, o que indica que as ROS e RNS devem ter um
papel fundamental para o avango dessa doenca. Além disso, os estudos identificaram

que produtos da oxidacao de lipideos, proteinas e acidos nucleicos na regiao cerebral tém
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sido encontrados proporcionalmente ao aparecimento dos peptideos da A3 (SMITH et al.,
2000).

Outro metal que tem um papel importante na hipdtese metalica da AD é o cobre, em
especial o fon metélico cobre(IT). Os modelos de coordenagao mais aceitos para os complexos
deste fon metalico com o peptideo da AR (1-42) sdo compostos formados, preferencialmente,
pelo terminal amina -NH, do aspartato Aspl, o oxigénio do grupo CO adjacente da ligacao
peptidica dos aminoacidos Aspl-Ala2, o anel imidazol da histidina His6 e o anel imidazol
de uma das histidinas His13 ou His14 (FALLER; HUREAU; BERTHOUMIEU, 2013;
FALLER; HUREAU, 2009). Recentes trabalhos, experimentais e teéricos em dindmica,
molecular, tém confirmado esse modelo (DREW; MASTERS; BARNHAM, 2009; HUY et
al., 2016), que é representado na Figura 1.5.

A W

Asp1l / |
\7 ‘Cobre(ll) ‘

His13/His14 ¥

Figura 1.5 Proposta de modelo de complexagao da Af(1-42) com o fon metdlico cobre(II), em
que participam da complexagdo o terminal -NHs do aspartato Aspl, o oxigénio do grupo CO
adjacente da ligagdo peptidica dos aminoacidos Aspl-Ala2, a histidina His6 e uma das histidinas
His13 ou His14.

Diante do arcaboucgo apresentado e devido ao carater multifatorial da AD, tem-se
crescido o interesse de estudar moléculas multialvo-dirigidas para o tratamento da AD
(ROSINT et al., 2008; BAJDA et al., 2011; BOLOGNESI; CAVALLI; MELCHIORRE,
2009). Assim, escolheu-se, neste trabalho, realizar um estudo de moléculas multialvo para
lidar com a complexacao do fon metélico cobre(IT) com o peptideo da AB(1-42), de forma
a evitd-la, e com os danos oxidativos dos radicais livres que sao gerados quando ocorre a
complexacao. Na préxima secdo, sao apresentadas duas moléculas multialvo que possuem
propriedades que podem ser relevantes para lidar com a AD e que foram escolhidas para

realizacao do estudo deste trabalho.
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1.3 Moléculas multi-alvo: Carnosina e a Homocarnosina

A Carnosina, Figura 1.6, é um dipeptideo natural que consiste em uma (3-alanina e
L-histidina. Ela possui fung¢des de reguladora de calcio, antioxidante, redugao da toxicidade
de ions metdlicos e inibidora de produtos finais de glicoxida¢ao avangada AGEs (do inglés,
advanced glycoxidation end products) e produtos finais de lipoxidac¢ao avancada ALEs (do
inglés, advanced lipoxidation end products), entre outras fungées. Portanto, foi proposto
que ela atue como um agente terapéutico para muitos estados patoldgicos, incluindo
canceres, doencgas neurodegenerativas, diabetes e esquizofrenia. Entretanto, devido a sua
baixa concentragao em algumas regides do organismo, a sua a¢ao pode ser limitada. A
maior parte da Carnosina (na faixa de um milimolar) é produzida nos tecidos musculosos
dos ossos e no bulbo olfativo, cerca de 99% da biodisponibilidade no organismo, sendo que
uma pequena concentracao ¢ encontrada na regiao cerebral e em outros tecidos do corpo
(de dez a mil vezes menor do que nos musculos). Além disso, ela possui uma vida 1til
menor que cinco minutos no corpo humano, sendo rapidamente clivada em (3-alanina e L-
histidina por enzimas carnosinases hidroliticas. Com o avanco da idade, mais carnosinases
hidroliticas sao produzidas pelo corpo humano, o que, consequentemente, diminui a
quantidade da Carnosina no organismo. Portanto, ha uma necessidade de sintetizar e

analisar novas substancias, superando a limitagdo da propria Carnosina (BOLDYREV;
ALDINI; DERAVE, 2013).

¢ Antioxidante \ 7

* Metal quelant
etalquetane * Inibidora da formagédo

+ Calibradora (tampdo) de AGEs e ALEs

de PH
HN OH

o) * Reguladorade calcio

* Reguladorado destino
metabolico da histidina

HoN

Figura 1.6 Relacdo estrutura-atividade da Carnosina. O anel imidazolico é necessario para a
atividade antioxidante, quelante de ions metalicos e tampao. A estrutura (-alanina regula o
destino metabdlico do residuo L-histidina e a sintese de Carnosina. Tanto a (3-alanina quanto a
L-histidina atuam sinergicamente no efeito inibidor da formagdo de AGEs e ALEs.

A Carnosina possui alguns derivados naturais que desempenham fungoes similares
no organismo, como a Anserina, Ofidina e a Homocarnosina. A Carnosina é a forma mais

comum em humanos, a Anserina é a forma mais comum encontrada em passaros e roedores
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e a Ofidina é a mais comum em baleias, golfinhos e cobras. No sistema nervoso central,
a forma mais comum é a Homocarnosina (y-aminobutirico-L-histidina), provavelmente
devido a maior disponibilidade dos componentes que a compoe, como a presenca maior do
acido y-aminobutirico no sistema nervoso central. Sua concentragao no cérebro é de cerca

de um milimolar, comparavel com a concentracao de Carnosina encontrada nos tecidos

musculosos (BOLDYREV; ALDINI; DERAVE, 2013).

A Carnosina e a Homocarnosina sao constituidas por uma estrutura de L-histidina.
A diferenca entre elas diz respeito ao restante da estrutura, em que a primeira é composta
por uma {3-alanina e a segunda por um GABA (4cido y-aminobutirico), como apresentado

na Figura 1.7.

Carnosina o Y |Hom0carnosina
2

+ L-histidina +

HoN

HoN o
¢}
HoN NH,
B-alanina GABA

Figura 1.7 Diferencas estruturais da Carnosina e Homocarnosina.

A Carnosina parece ter a capacidade de ativar a func¢do cerebral ao superar a
barreira hematoencefalica, alcangando o sistema nervoso central e ativando as células da
glia. Essas células secretam neurotrofinas, ativando células neuronais indiretamente em
resposta a Carnosina. Essa capacidade pode ser importante no tratamento da AD devido
ao fato de que as espécies de beta amiloide neurotoxicas que se acumulam no cérebro dos
pacientes podem resultar na desregulacao da producao de citocinas pré-inflamatérias. As
células gliais ativadas pela Carnosina podem apoiar a eliminacao de espécies beta amiloide
e desencadear a reparacao de neuronios danificados durante a AD. Além disso, é reportado
que a Carnosina apresenta propriedades antioxidante e quelantes de ions metalicos, tais
como cobre(II), zinco(II) e niquel(II). Os fons metélicos de cobre e o zinco, em especial, sdo
previstos como responsaveis pela oligomerizacao dos peptideos da A e, consequentemente,
danificacao de fungoes cerebrais, segundo a hipdétese metalica da AD. Dessa forma, a

Carnosina e seus derivados podem vir a contribuir para evitar ou atenuar alguns dos danos

decorrentes da AD (BOLDYREV; ALDINI; DERAVE, 2013).
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As duas formas tautoméricas, do anel imidazol, da Carnosina, em sua forma neutra,
sao a N protonada (tautomero I), na posigao 1, e a N protonada (tautomero II), na
posicao 3, apresentadas na Figura 1.8. Estudos, em espectroscopia de Raman, indicam
que ambos os tautomeros existem em pH neutro, indicando assim um equilibrio entre
as duas formas tautoméricas. Além disso, em pH de 7 a 9, o tautéomero I é a espécie
mais predominante (75%), sendo o tautdémero II energeticamente menos estével que o
tautomero I. Entretanto, esse equilibrio tautomérico pode ser afetado na quelagao de
metais, prevalecendo, nessa situagdo, o tautémero II (BOLDYREV; ALDINI; DERAVE,
2013).

1
(H) )

N

5 TH®@ XN @
\ ! AN N
(4) N (3) (4) NH (3)
OH _ > OH
4—
HN o HN 0
o o
HN HN
Tautomero I Tautomero 11

Figura 1.8 Formas tautoméricas do anel imidazol da Carnosina.

Com o objetivo de estudar moléculas que possam atuar na AD, tendo em vista a
hipotese metalica, escolheu-se a Carnosina e a Homocarnosina, considerando suas formas
tautoméricas, para investigar a atividade antioxidante dessas moléculas e a interacao delas
com o peptideo da AR(1-42), visando identificar a capacidade de bloquear a interagdo do

peptideo com o fon metélico cobre(II).

1.4 Radicais livres, antioxidantes e estresse oxidativo

Nesta secao, sao abordados os conceitos de radicais livres, antioxidantes e estresse
oxidativo. Inicialmente, sao apresentados os processos por meio dos quais sao gerados radi-
cais livres no organismo humano e quais seus efeitos a curto e longo prazos. Posteriormente,
sao apresentados os antioxidantes, que correspondem ao meio de defesa do organismo

contra os radicais livres. Por fim, é discutido o estresse oxidativo e suas implicacoes.
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1.4.1 Radicais livres

O termo radical livre denomina atomos ou moléculas que apresentam pelo menos
um elétron desemparelhado na sua camada eletronica de valéncia, a camada mais externa.
Este elétron desemparelhado confere alta reatividade a maioria destas espécies quimicas,
que necessitam de nimero par de elétrons para atingir sua estabilidade. Assim, estas
espécies quimicas buscam se estabilizar doando ou abstraindo elétrons de outra espécie

quimica por meio dos processos de oxidagao ou redugao, respectivamente. (CHEESEMAN;
SLATER, 1993).

Radicais livres sao gerados naturalmente no organismo humano, sendo a forma mais
comum mediante a reagao de combustao quimica por oxigénio. Esta reagao ¢ realizada
pelas células no processo de conversao de nutrientes absorvidos em energia e por meio de
reacoes com ions metdalicos, como os de zinco, ferro e cobre, que catalisam sua formacao
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Apéds serem formados, eles podem buscar estabili-
dade ligando-se ou sequestrando componentes moleculares bioldgicos que sao fundamentais
para o bom funcionamento do organismo, pertencentes as células, membranas, ao acido de-
soxirribonucleico DNA (do inglés, desoxyribonucleic acid), proteinas, lipideos, carboidratos,
entre outros (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Mesmo que na maior parte dos casos os
radicais livres atuem de forma deletéria e estejam associados ao envelhecimento e a doencas,
tais como cénceres, cardiopatias, Parkinson, anemia falciforme, AD (PHAM-HUY; HE;
PHAM-HUY, 2008), atualmente, entende-se que eles desempenham papéis importantes na
homeostase do organismo, isto é, no equilibrio das fungoes bioldgicas do corpo do humano
(MCCORD, 2000). Além disso, alguns radicais livres sdo produzidos, enzimaticamente,
com o propédsito de atuar contra patdgenos, auxiliando o sistema imunitario (AKAIKE,
2001; KNIGHT, 2000).

Ha também a geracao de radicais livres devido a influéncia de fontes externas,
que induzem suas sinteses no organismo. Isso pode ocorrer pelo contato excessivo com
radiacao ultravioleta, dieta inadequada, poluentes, exercicios fisicos em excesso, absor¢ao
de solventes utilizados em industrias, pesticidas, tabagismo, entre outras causas (RICE-
EVANS et al., 1995; KALRA; CHAUDHARY; PRASAD, 1991; POLJSAK; DAHMANE,
2012). Na Figura 1.9, é apresentada uma representacao simples de causas de geragao de

radicais livres.
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Figura 1.9 Representacao de
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Os principais radicais livres sdo de trés tipos: ROS, RNS e espécies reativas de
enxofre RSS (do inglés, reactive sulfur species). Entre as ROS, pode-se destacar os radicais
hidroxila HO®, anion superdxido O3~ e, embora nao seja considerado exatamente um
radical, o peréxido de hidrogénio HyO5 e o oxigénio singleto Os, que sao fortes agentes
oxidantes da mesma relevancia que os radicais livres. O simbolo ® ¢é utilizado para
representar a presenca de um elétron desemparelhado na espécie quimica. Dentre as RNS,
pode-se destacar os radicais 6xido nitrico NO®, diéxido de nitrogénio NO$ e o peroxinitrito
ONOO™, que nao é um radical livre mas é um potente oxidante (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006). As RSS sao denominadas de radicais tifla RS® e sdo formadas normalmente
pela reacao de ROS com tidis, compostos organicos que possuem grupo -SH (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; GILES; TASKER; JACOB, 2001; VASCONCELOS et al., 2007).

As reacgoes em que ocorrem transferéncia de elétrons sao importantes para o
organismo, pois produzem diferengas de concentragoes idnicas por meio de uma membrana
celular. Estas reacoes sao do tipo redox, isto ¢, de oxidacao e redugao. Nestas reagoes, os
elétrons sao transportados de um doador inicial até um aceitador final por meio de uma
série de agentes intermediarios. Em grande parte dos casos, o aceitador final é o oxigénio
molecular O, que possui alto potencial redox (CADENAS; DAVIES, 2000). De fato, o Oa,
apés receber quatro elétrons (e”) e quatro prétons (H'), produz duas moléculas de agua

(H50), conforme a equagao
Oy +4e™ +4H" — 2H,0. (1.1)

Os elétrons que sao transferidos nestas reacoes, em maior parte, sdo adquiridos a partir
dos componentes quimicos adquiridos por meio da alimentagao. Nestes processos, as
biomoléculas fornecidas pelos alimentos, juntamente com o O, passam por reagoes do

tipo redox. Em processos intermediarios, em que ocorrem a reducao parcial do Oy, podem
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ser produzidos radicais livres como o O3~, 0 HyOy e a HO®* (CHEIGNON et al., 2018).

Exemplificando,

0, =5 03~ 2 1,0, £ HO® + HO ™. (1.2)

O H,0,, embora nao seja um radical livre, pois nao possui elétron desempare-

lhado nas camadas mais externas, atua como intermedidrio na reacao de redox do O3,

promovendo a geracao de HO®, que consiste em um dos radicais livres mais deletério ao

organismo. Esta reagao é denominada de reagao de Haber-Weiss (BARBOSA et al., 2010),
simplificada na forma

O3 4+ Hy05 — 0o+ HO®* + HO™. (1.3)

Quando é formado HO® a partir de uma reacao catalise realizada por aquo-complexos
de ferro ou cobre Fe™/Cu™ com H,0,, a reagdo é denominada de reacao de Fenton
(BARBOSA et al., 2010), simplificada na forma

Fet?/Cut 4+ Hy0y — Fe?/Cut? + HO® + OH . (1.4)

Diversas reagoes semelhantes podem gerar outras espécies reativas, em algumas delas os
proprios radicais livres sao responsaveis por gerarem outros, podendo serem menos ou
mais deletérios ao organismo, como, por exemplo, reagoes do O3~ com NO®, que geram a
espécie reativa ONOO™ (BARBOSA et al., 2010).

Para manter o equilibrio no organismo, o mesmo dispoe de sistema de defesa
antioxidante, que desempenha o papel de regular a acao de radicais livres no organismo,
buscando estabiliza-los e promover a homeostase. As reagoes desempenhadas pelas
substancias antioxidantes podem ser tanto por meio de oxidagao quanto por reducao
(CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

1.4.2 Antioxidantes

Os antioxidantes sao substancias que possuem como principal papel inibir ou
retardar a oxidagdo no organismo e sao classificados em dois tipos: enzimaticos e nao
enzimaticos. O primeiro é composto por enzimas que sao produzidas pelo préprio organismo,
enquanto o segundo corresponde a compostos de origem externa ao organismo, como as
vitaminas, beta-carotenos e flavonoides, encontrados em frutas e vegetais (CERQUEIRA,;
MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

Os antioxidantes podem atuar no organismo de duas formas: como agente pre-
ventivo, atuando sobre os radicais livres antes que causem algum dano, ou como agente

reparador, atuando de forma a reparar os danos causados pelos radicais livres. Sdo exem-
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plos, do primeiro tipo de antioxidante, a vitamina E, a catalase, a glutationa, o superdxido
dismutase e a glutationa peroxidase. Do segundo tipo, a vitamina C, a glutationa redutase
e, novamente, a glutationa peroxidase (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; FANG; YANG;
WU, 2002).

A determinacao da atividade antioxidante de uma substancia pode ser verificada
experimentalmente por uma série de métodos (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 1985),

dentre eles pode-se destacar os métodos (apresentados na Figura 1.10):

(1) Reagao com o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), em que o antioxidante teste
¢ colocado para reagir com o radical DPPH em um processo de doacgdo de atomo de
hidrogénio para o radical, modificando a coloracao do meio de violeta para amarelo claro

quanto maior for a atividade do antioxidante.

(2) Reagao com o radical ABTS** (cdtion 4cido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico), em que o antioxidante teste, de natureza lipofilica ou hidrofilica, é colocado
para reagir com o ABTS®*" em um processo de doacdo de um elétron para o radical,
modificando a coloragao do meio de verde para incolor quanto maior for a atividade do

antioxidante.

(3) Capacidade de redugao férrica do plasma FRAP (do inglés, ferric reducing antioxidant
power), que determina a redugdo do ferro em fluidos biolégicos e solugbes aquosas de

compostos em uma reacao de doagao de elétrons.

Método DPPH 0x O
g Antioxidante = .
+H n
| — - N
o v O

Radical DPPH DPPH reduzido

) (
N < Antioxidante o/ §
Vi S /N_ ’ z \/5 s N=< o
o >= s 7 + elétron 7 7N Vi
PN = S.
We- 77— ¥ I

Método FRAP
—Q — Antioxidante N
Fe_ + elétron
780\ A\

Fe(lll) - TPTZ Fe(II) -TPTZ

Figura 1.10 Representagao dos métodos de determinagado de atividade antioxidante DPPH,
ABTS e FRAP.
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Estes métodos de determinacao de atividade antioxidante, normalmente, utilizam em con-
junto outro método, denominado de capacidade antioxidante equivalente ao Trolox TEAC
(do inglés, Trolox equivalent antioxidant capacity). Nesse método, a molécula hidrofilica
acido 6 hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromano-2-carboxilico, apresentada na Figura 1.11, é
utilizada como antioxidante de referéncia para determinar o capacidade antioxidante da

substancia teste (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 1985).

CHj
HO
il CH;
0 Figura 1.11 Representacao estrutural 2D da
HsC molécula antioxidante de referéncia para tes-
OH tes de capacidade antioxidante, o Trolox
CHj 0O (dcido 6 hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromano-2-

carboxilico).

E esperado que, em condicdes normais, o organismo produza quantidades suficientes
de antioxidantes para a homeostase. Entretanto, sob a¢ao de agentes externos ou devido a
disfungoes internas no organismo pode ocorrer seu desequilibrio. Neste caso, o organismo
pode produzir radicais livres em excesso ou mesmo deixar de produzir antioxidantes de
forma regular. Qualquer um destes fatores pode levar o organismo ao denominado estresse
oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

1.4.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando ha desequilibrio entre os radicais livres e os
antioxidantes. Esta situacdo pode ocorrer devido a geracao excessiva de radicais livres
decorrente de uma disfuncao interna no organismo, interferéncia de agente externo ou
algum problema que implique na diminui¢do da produgao de antioxidantes (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). O estresse oxidativo encontra-se ligado a diversos tipos de doencas
tais como canceres, cardiopatias, Parkinson, anemia falciforme, AD, entre outras (PHAM-
HUY; HE; PHAM-HUY, 2008; CHEIGNON et al., 2018; DOMENICO et al., 2015;
CUBINKOVA et al., 2018; FALCO et al., 2016; KURIAN; OBISESAN; CRADDOCK,
2017).

A identificacdo de estresse oxidativo, normalmente, é realizada por meio de marca-
dores que definem o desequilibrio entre radicais livres e antioxidantes, que leva a oxidacao
de biomoléculas que produzem metabdlitos especificos que podem ser identificados. Es-
tes marcadores sao derivados, sobretudo, da oxidagao de lipideos, proteinas e do DNA
(GUTTERIDGE; HALLIWELL, 1985; MAYNE, 2003).
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Entre os marcadores derivados da oxidagao de lipideos, pode-se destacar a formacao
de grupos aldeidos como o malondialdeido, hidrocarbonetos volateis e a lipoproteina de
baixa densidade oxidada, conhecida como o colesterol “ruim”. Em relacao aos marcadores
derivados de oxidacao de proteinas, pode-se citar a presenca de grupos carbonilas e de
3-nitrotirosina. Em relagdo aos marcadores derivados da oxidagao do DNA, pode-se
citar a presenga da base 5>-HMdU (5-hidroximetil-2’-desoxiuridina) resultante da acao
a timina e da base 8-OHdG (8-hidroxi-2’-deoxiguanosina) a guanina presente na dG
(desoxiguanosina), ambos identificados em testes de urina por meio da cromatografia
liquida de alta eficiéncia HPLC (do inglés, high performance liquid chromatography)
(GUTTERIDGE; HALLIWELL, 1985; MAYNE, 2003; WISEMAN; HALLIWELL, 1996).

Um exemplo representativo deste tltimo pode ser visualizado na Figura 1.12.

Formacéo da dG do DNA

OH Radicais livres

(o]
o N
HO
o + \(/ e Antioxidantes
v HN 94
= N
OH NH,

Desoxirribose Guanina Estresse oxidativo

-

Radicais livres (/Nl//(w
e =
— O ‘

dG (desoxiguanosina) 8-OHdG

Figura 1.12 Representagdo de um marcador de estresse oxidativo devido a oxidagdo do acido
nucleico guanina presente na dG. Nesta situacdo, a dG é reduzida pela acido de radicais livres
para 8-OHdG.



Capitulo 2

Nocoes de fisica atomica e molecular

Neste capitulo é apresentada a fundamentacao tedrica e computacional utilizadas
neste trabalho. Inicialmente, é formulado o problema eletronico, sendo construido por
meio de algumas aproximacoes. Em seguida, é apresentado uma solugao da equacao
de Schrodinger eletronica por meio do formalismo de Hartree-Fock. Posteriormente,
apresentamos o conjunto de fungoes de base e o nivel de calculo que sao empregados nos

calculos computacionais neste trabalho.

2.1 O problema eletrénico

O principal objetivo de qualquer problema molecular em Mecanica Quéntica
¢ resolver a equacao de Schrodinger dependente ou independente do tempo (SZABO;
OSTLUND, 1996). Para um sistema molecular composto de N elétrons com localizagoes
representadas por um conjunto de coordenadas r = {ry,rs,...,rn} € M ntcleos com
localizagoes representadas por um conjunto de coordenadas R = {R;,Rs, ..., Rm}, a
equagao de Schrodinger independente do tempo e sem corregoes é (SZABO; OSTLUND,
1996)

HY (r,R) = E¥ (r,R), (2.1)

em que H representa o operador hamiltoniano, E a energia total do sistema e ¥ (r,R) a
autofuncao de onda do respectivo sistema molecular. Um exemplo representativo de um

sistema molecular é apresentado na Figura 2.1.
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Figura 2.1 Representacao de coordenadas de
um sistema molecular com ntcleos A e B e
elétrons i e j. A interacdo é considerada aos
pares e leva em conta cada um dos pares de
nicleo-nileo, nicleo-elétron e elétron-elétron.

Precisamente, o hamiltoniano H é da forma

X H2 N R2 M o2 M N ZA
H=-3) —Vi-o —v2
2 < 47T€OZ.Z|I'1A’+
1i=1 A=11=1
Z Z N N
AL£B
2.2
WOAZl BZA oo WOZE r”| (2:2)

em que h é a constante de Planck reduzida (h/27), m. é a massa de um elétron, M é a
massa do ntcleo A, Zx é o niimero atémico do ntcleo A, e é a carga em mddulo de um
elétron, V2= 57 92/0r2 e V4 = 5 ), 82/0R%. Na Equagio (2.2), o primeiro termo
representa a energia cinética dos elétrons, o segundo a energia cinética dos nicleos, o terceiro
a atracao coulombiana entre elétrons e nicleos, o quarto a repulsao coulombiana entre os
nucleos e o quinto a repulsao coulombiana entre os elétrons. Os termos cinéticos sao obtidos
a partir da definicdo candnica de operador de energia cinética T= p?/2m, sendo que
p = —ihV (SAKURAIL NAPOLITANO, 2014). O potencial coulombiano é obtido por meio
da definicdo usual de interacdo coulombiana entre cargas elétricas U(ri, rj) = qiq;/4melry;]
(JACKSON, 1999). Tradicionalmente, é comum utilizar unidades atémicas (SZABO,;
OSTLUND, 1996), sendo e = m, = h = 1/4me, = 1, de forma que (2.2) pode ser reescrita

na forma

1 & 1 MYz
™ _ - 2 - I v
"= —2;V1 2A:1MAVA ;;|riA|+
M M Z Z N N 1
+ Y > |Ii‘ B|+ZZ|r._|. (2.3)
A—1B>A TVABL T 50 U

Em razao do acoplamento elétrons-nicleos, a Equagao (2.1) com o operador hamiltoniano
dado em (2.3) se torna impossivel de ser resolvida de forma analitica e até mesmo numérica.
Desta forma, algumas consideragoes e aproximacoes devem ser realizadas para obter uma

solucdo conveniente. Uma primeira consideracao que normalmente é feita é supor que a
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autofuncao de onda pode ser separada em uma autofuncao de onda que descreve a parte a

eletronica W, (r; R) e outra que descreve a parte nuclear Wy (R). De tal forma que
Y(r,R) =¥ (r;R)¥n (R), (2.4)

em que a autofuncao de onda eletrénica ¥ (r; R) depende parametricamente das coorde-
nadas nucleares R. Este processo é denominado de expansao adiabatica (KOSOS, 1970).
Nessa expansao assume-se que se a pertubacgao realizada no sistema for suficientemente
lenta, entao o sistema deve reconfigurar-se de forma que seu auto-estado (a autofungao
de onda) é conservado. Fisicamente tal aproximacao é justificada pela massa menor e,
consequentemente, velocidade maior dos elétrons em relagdo aos nucleos. Se uma pequena
perturbagdo ocorrer no sistema os elétrons por serem mais rapidos possuem um tempo
maior para reconfigurar-se as mudancas de posi¢oes nucleares. Uma representacao dessa

aproximacao ¢ apresentada na Figura 2.2.

@I ,,/’7 Figura 2.2 Representagdo da aproximagao adiabatica.

//” , @ Se um sistema é perturbado por uma forga Fper. de

et forma suficientemente lenta entao os elétrons, i e j, se

Foert. ,/’/ reconfiguram em relacdo a mudancga de coordenadas do

/’ el nucleo, A, de tal forma que o auto-estado do sistema
@ permanega inalterado.

Considerando a atuagao do operador laplaciano V%, da Equagdo (2.3), sobre
Y. (r; R) YN (R) tem-se que

1 1 1
— ViV (;R)YN(R) = ——Yn(R)VAYe (r;R) 4+ ——Ve (r;R) VAYN (R) +
MA MA MA
1
+ —— [2VaVY. (r;R) - VAYN (R)]. (2.5)
Ma

Como consequéncia da aproximaciao adiabdtica, os termos VAW, (r;R) e VAV, (r; R)
variam muito lentamente com a distancia internuclear R. Além disso, esses termos estao
divididos pela massa nuclear M a que ¢ da ordem de 1840 vezes a massa do elétron. Logo,

é razoavel supor que

wi s (R) VAV, (5R) &0 (2.6
¢ 1
M_A [2VAWe (r;R) - VaAWYn (R” ~ 0. (2.7)

A eliminacao desses dois termos permite desacoplar a funcdo de onda eletronica da
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nuclear, sendo esta aproximacao denominada aproximagao de Born-Oppenheimer (BORN;
OPPENHEIMER, 1927). De forma que a Equagao (2.5) pode ser escrita como

1 2
v VAU (R). (2.8)

Mz

A 1
2w VaYe (R) Wy (R) ~ We (1iR)

A=1 A

N | —

A=1

A partir de (2.8), e definindo ¥, (r;R) = V. e YN (R) = YN, pode-se reescrever a

equagao (2.1) como

M N Z
N VN ZVW S/ Z—VQ‘PN YNy Y A

i=1 A=1 i=1 ’r‘A’

— EW Wy (2.9)

+ W‘PNZZ@}\ZjnL% NZZ

A=1B>A i=1 j>i |r1]|

Dividindo a equagao (2.9) por ¥ Wy obtém-se

MM NN
Py yub.yy Ll 210
Rasl 4= 4= Iry
Separando a parte eletronica da parte nuclear

g Y-y B

A—1i=1 |r1A|
NN 11 & ZaZg
* ZZ@ZE_E\TNZMAVWN_ZZ R — 0 (24D

A=1B>A

em que E(R) é a constante de separacao. De forma que, explicitando agora a dependéncia

das coordenadas, obtemos uma equagao de Schrodinger eletronica

1 N M N 7 N N 1
2 Vim) ) it ) o | Ve mR) SERW(R) (212)
i=1 A=1i=1 "' i=1 j>1i Y
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O termo E(R) é interpretado como sendo um potencial gerado pelos elétrons e corresponde
as energias eletronicas (SZABO; OSTLUND, 1996). Pode-se, assim, definir um potencial
efetivo V(R) (SZABO; OSTLUND, 1996), dado por

V(R) = -y ZaZs 2.14
R)=ER)+D_ D R (2:14)

A=1B>A

Assim, a Equagao (2.13) pode ser escrita como
1l 1
- —Vi+VR)| Yn(R)=E¥YN (R). 2.1
3 2, VAT VIR)| Wn (R) = E¥y (R) (215)

A equagao (2.15) descreve o movimento translacional, rotacional e vibracional do sistema
molecular. Desta forma, o problema molecular esta devidamente caracterizado. Resolvendo
a equagao de Schrodinger eletronica (2.12) obtém-se a energia E(R) e, consequentemente,
obtém-se V(R). Para cada conjunto de coordenadas R, a equacao de Schrodinger eletronica
é resolvida e um conjunto de energias é obtido. Com isso, pode-se resolver a equacao de
Schrodinger nuclear, Equagao (2.15), e determinar as propriedades rotacionais, vibracionais
e translacionais do sistema como um todo (SZABO; OSTLUND, 1996). Neste trabalho,
para os objetivos propostos, o interesse é centrado no problema eletronico e, portanto, na

resolugao da equacao de Schrodinger eletronica.

Definindo o denominado operador de uma particula na Equagao (2.12) como sendo

h(r;) = Z L (2.16)

tém-se que a equagao de Schrodinger eletronica pode ser escrita como

R) = E(R)¥. (1;R). (2.17)

Ay > o

i= 1]>1| 1]|

A energia eletrénica E(R) pode ser obtida multiplicando [W. (r; R)]* pela esquerda da Equa-
¢ao (2.17) e integrando em relacao a r, assumindo que a fun¢ao de onda é ortonormalizada,

de forma que

Jdr[‘l’ (r;R)*h(r)) ¥, (r;R) +

N 1
Zjdr[‘l’ (r;R)]*—VY, (r;R). (2.18)

3]
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2.2 O formalismo de Hartree—Fock

Um dos primeiros modelos que alcancou relativo sucesso em resolver a equagao
eletronica de Schrodinger e representar a estrutura eletronica de um sistema microscopico
foi o de Hartree-Fock (HF), proposto por Douglas Rayner Hartree (HARTREE, 1947)
e Vladimir Aleksandrovich Fock (FADDEEV; KHALFIN; KOMAROV, 2004). Esse
modelo constituiu uma primeira aproximacao para modelos mais apurados desenvolvidos

posteriormente.

Para resolver a equacao de Schrodinger eletronica, recorre-se a teoria dos orbitais
moleculares (SZABO; OSTLUND, 1996). Tal teoria supde que a autofunc¢ao de onda
de um sistema de N elétrons é composta pelo produto direto das autofungoes de onda
eletronicas de cada um dos N elétrons. Essa construcao é usualmente denominada de
produto de Hartree (SZABO; OSTLUND, 1996) e permite trocar o problema de obter a
autofun¢ao de onda de N elétrons pelo problema de obter N autofungoes de onda de um
elétron. Nesse formalismo, cada elétron é caracterizado pela sua respectiva autofuncao
de onda representada por P4 (r;), sendo que o indice subscrito da autofuncao de onda
representa o estado eletronico ocupado pelo elétron (sendo a =1,...,N) e r; a coordenada
cartesiana do elétron 1 = 1,2, ..., N. Por simplificacao de notagao, a autofuncao de onda
eletronica W (r; R) é representada a partir de agora como ¥(r). De forma que (SZABO;
OSTLUND, 1996)

W(ry,ra,...,rn) = Wir)da(rs) - - - bn(rn). (2.19)

A autofungao de onda (2.19) nao leva em consideracao o spin de cada elétron. Para adiciona-
lo, é conveniente observar o caso de um sistema de 2 elétrons (SZABO; OSTLUND, 1996).
Supondo que o elétron 1 ocupa o orbital 1 com funcao de spin «x(wi), que corresponde
ao spin para cima (do inglés spin up), e o elétron 2 ocupa o orbital 2 com funcao de spin
B(w;i), que corresponde ao spin para baixo (do inglés, spin down). Essas fungdes de spin

sdao ortonormalizadas de tal forma que

[ i @iatw) = [ dwp(@iplo) =1 (2.20)

jdwioc*(wi)ﬁ(wi) _ J dwB* (wi)ox(awr) = 0. (2.21)

Assim, a autofuncao de onda P, (r;) é agora representada por Pp%¥(x;) e é dada pelo

produto da autofuncdo de onda antiga com a funcao de spin «(w1), isto é,

Pg(x1) = balr)a(wy). (2.22)
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Nesta notacao, x; = (ri, w;) representa a dependéncia da autofuncao de onda da coorde-
nada espacial e coordenada de spin. Analogamente, para o segundo elétron, a autofuncao
de onda deve ser 1])5’ (x2) = Pa(ra)B(ws). Essas novas autofungoes de onda sdo denomina-
das de spin orbital (SZABO; OSTLUND, 1996). Assim, a fungao de onda total para dois

elétrons ¥(xy,x,) é dada por

W(x1,x2) = Wi (ry)o(wi)a(rs) B(ws). (2.23)

A autofungao de onda total eletronica deve contemplar todas as possibilidades, isto é, cada
elétron pode estar ou com spin x(w;i) ou B(w;i). De forma que a autofuncao de onda total

deve ser da forma

Y(xy,%2) = ﬁ[ﬂ)ﬂrﬂ(x(wlﬁpﬂrz)ﬁ(wﬁ + 1 (ro)o(wr )P (r) B lwy)] (2.24)

ou, simplesmente,

1
Wlx1,%2) = o5 I (08 (x2) + Wi (x )] (31)]. (225)

O fator 1/2/2 surge da normalizacio da autofuncio de onda W(x;,X,). Essa formulacdo,
contudo, nao satisfaz o principio da exclusdo de Pauli, no qual o sinal da autofuncao de
onda deve ser trocado para cada mudanga de posicao de pares de elétrons. Para contornar
este problema modifica-se a autofun¢do de onda de tal forma que ela seja uma soma
convenientemente construida com sinais positivos e negativos ao longo do soma (SZABO;
OSTLUND, 1996). Assim, a funcao de onda total do sistema, Equagao (2.23), passa a ser

1

Y(xy,X1,...,Xn) = W[ll)‘f‘(xl)lbg’(xg) .. .Lpﬁ(xN) + ...

— PP (x1) . DR (xn) + -

+ PF WS (x2) bR (x1)], (2.26)

sendo que 1/(N!/2 ¢ o fator de normalizacdo no caso geral e N! representa a quantidade
de combinagoes possiveis de combinar autofunc¢ées de onda espaciais com funcgoes de
spin. A forma da Equacdo (2.26) sugere que ela pode ser representada em termos de um
determinante, denominado de determinante de Slater (SLATER, 1929). De forma que

Y(xi,Xo, ..., XN) = ———= det (2.27)

(N1)1/2
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A partir desta formulacao, em que a autofuncao de onda W(x1, X, ..., xn) pode ser
escrita em termos de um determinante de Slater, e devido a indistinguibilidade dos elétrons

pode-se demonstrar que a energia eletronica E(R), Equagao (2.18), pode ser escrita como
N
BR) = Y [anbbatel Rie)vi(x) +

—ba(xvg(xy) +

1 N N
+ 5;;{@ ()] (3¢, )J° |U|
PG e (2.28)

’rij|

B dehlﬁﬁ‘(xi)]*[ o (x;)]"

O termo Pyj representa o operador de permutacao, que troca a coordenada rj de um elétron

pela coordenada ry, isto é, ele troca dois elétrons de lugares. Definindo as quantidades

Heore = jdxi[wz(xi)]*ﬁ(xi)wg‘(xi), (2.29)
Jaw = | dxlp ()l B ()" |1 VD) (2.30)

J Iy

(§] N ~
Kow = | dxlp(x)) E (x )1*|P]| () (7). (2.31)

J 1)

O sobrescrito core, que significa central, refere-se ao termo que representa a energia cinética
do elétron e interacao coulombiana de atracao dele com um ntcleo central. Pode-se escrever

a energia eletronica E(R), da Equagao (2.28), como

N

E(R) =) HIe+

a=1

;b; gab - (232)

l\.')lH

Para dar sequéncia ao desenvolvimento do formalismo de Hartree-Fock é necessario
considerar seu carater variacional( BACHRACH, 2014). Segundo o principio variacional,
se uma autofuncao de onda arbitraria Wy é escolhida para calcular a energia E..riacional
do sistema molecular, entao, o valor obtido para esta energia nunca serd menor que o
valor da energia exata Eegta (BACHRACH, 2014). Uma representacao desta afirmagao é
apresentada na Figura 2.3. A melhor forma da autofun¢ao de onda é aquela correspon-
dente a menor energia possivel e, portanto, é aquela que minimiza o valor esperado do

hamiltoniano do sistema, isto é,

. [ ax¥(x)*HY(x)
Varlacwnal - .JthW(X)*KJ;](X) = exata-

(2.33)
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E

variacional

Figura 2.3 Segundo o método variacional, a energia obtida
exata para um sistema molecular, Eqariacional, SErd sempre maior
ou no méximo igual a energia exata do sistema, Eexata.

Hartree e Fock demonstraram que o melhor hamiltoniano possivel H para a Equacao
(2.33), isto é, aquele que miniza a energia variacional Eariacional, € 0 operador de Fock
F (x;). Este operador obedece a denominada equacao de Hartree-Fock, que é dada por
(ATKINS; PAULA; FRIEDMAN;, 2013)

A

Flxi)bg(xi) = eabg(xi), (2.34)

em que €, corresponde a energia do elétron i ocupando o orbital a. A Equagao (2.34)

é similar a equacao de Schrodinger e, analogamente, o operador de Fock é da forma
(ATKINS; PAULA; FRIEDMAN, 2013)

F(xi) = hixi) + v (x), (2.35)

em que h(x;) é o operador de uma particula, definido na Equacio (2.16), e vI¥F(x;) é o
denominado potencial de Hartree-Fock dado por (ATKINS; PAULA; FRIEDMAN, 2013)

N
Vi (x;) = Z[ﬁb(Xi) — K (x1)]. (2.36)

b=1

Por sua vez, Tb(xi) é o denominado de operador de Coulomb e é dado por

A L 1

olx0) = | dxgon))" b ) (2.37)
ij

A

e Ky (x1) é o denominado de operador de troca e é dado por

~

Py;
Ko (xi) = J dx; [ ()] —

|rij|

i x)). (2.38)

O termo Pyj representa o operador de permutacao. O somatorio até N significa que estd
sendo somado sobre cada um dos spins orbitais. O operador de troca é uma consequéncia

da natureza antissimétrica da autofuncao de onda construida por um tnico determinante
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de Slater e ndo possui um anélogo classico (SZABO; OSTLUND, 1996).

O potencial efetivo vl (x;), Equacio (2.36), representa o potencial médio que um
elétron sente devido a presenca dos outros N — 1 elétrons, isto é, no método Hartree-Fock
a interagao ¢é construida de tal forma que cada elétron interage com todos os ntcleos e
com o campo médio formado pelos outros N — 1 elétrons. Em geral, quanto menor a
proximidade dos elétrons maior é a diferenca entre g b(x1) e Ky (xi) e, consequentemente,

maior é o potencial médio v¥ (x;).

Uma equacao geral de (2.34) é escrita como

N
) + Y [Golx) = Kolxi)| o wS(x) = eath(x1), (2.39)

Uma equacao dessa é construida para cada elétron, de forma que estas formam um conjunto
de equagdes de spins orbitais P& (x;) com os auto-valores, sendo suas respectivas energias
€q. O potencial de Hartree-Fock, vHF (x;), sentido pelo elétron i, apresentado em (2.36),
depende dos spins orbitais dos outros elétrons j. Mesmo com essa nao-linearidade, a
equagao de Hartree-Fock pode ser resolvida iterativamente (SZABO; OSTLUND, 1996).

A energia de Hartree-Fock corresponde a soma das energias €, para cada spin
orbital (SZABO; OSTLUND, 1996). Ela é obtida multiplicando o lado esquerdo da

Equagao (2.39) por p&(x;)]*, integrando em relagao a x; e somando sobre cada estado

eletronico
N N R
I W EETHER R EAHEN
a=1 a=1
N N R R
+ > ) J dxi [ (x)]* [Fo (%) — Ko (x0T (x1). (2.40)
a=1b=1

Substituindo os operadores de Coulomb e de troca, equagoes (2.37) e (2.38), nesta equagao

é facil identificar no primeiro, segundo e terceiro termo, respectivamente, as quantidades
HEe Jab € Kqp definidas em (2.29), (2.30) e (2.31). Desta forma, a Equacao (2.40) pode

aa ?

ser escrita como

N N
D ea=) M+ Z Z Jab — (2.41)
a=1 a a=1b=1

Assim, é facil verificar, a partir das equagdes (2.41) e (2.32), que a energia eletronica total

nao corresponde somente a soma das energias de Hartree-Fock. Ela é dada por

ER)=)_ a_%ZZ (Fab — X (2.42)

N N
a=1 a=1b=1



2.2. O formalismo de Hartree—Fock 29

sendo que o segundo termo surge devido a dupla contagem de energias que ocorre ao
somar sobre todas as energias de cada estado (€1, €s,...,en). Ao contabilizar a energia
€1 ¢ levado em conta a interagao de Coulomb e de troca entre o elétron i no spin orbital
P¥(xi) e todos os elétrons em outros estados ocupados (2, 3, ..., N), o mesmo ocorre
quando é contabilizado a energia €, do elétron j no spin orbital 5 (x;). Esta é a razdo do
fator de 1/2 ser subtraido da energia de Hartree-Fock de forma a evitar dupla contagem e
obter a energia eletronica total correta (SZABO; OSTLUND, 1996).

A equagdo de Hartree-Fock, Equacao (2.39), indica que ao invés do elétron i
responder as posigoes instantaneas dos outros elétrons j no sistema molecular através
dos termos da forma 1/[ry;|, ele responde a uma localizacdo média dos outros N — 1
elétrons por meio de integrais do tipo que aparecem em (2.39). Desta forma, o método de
Hartree-Fock ignora a correlacao eletronica, isto €, a tendéncia instantanea dos elétrons
em evitar uns aos outros para minimizar repulsoes eletronicas (BACHRACH, 2014). Uma,
consequéncia disso é que a probabilidade de encontrar um elétron ao redor de um atomo é
dada exclusivamente pela sua interatividade com o nucleo e com o campo médio formado
pelos outros N — 1 elétrons. Isso leva a erros consideraveis no calculo da energia eletronica
do sistema. Uma representacao de duas configuracoes eletronicas equivalentes pelo método
Hartree-Fock ¢é apresentada na Figura 2.4. Essa ¢ a principal razao para imprecisoes nos
célculos e leva a energias calculadas, By, pr (limite de Hartree-Fock), que sao superiores
aos valores exatos, Ecxata. O limite de Hartree-Fock representa a melhor energia possivel
de ser obtida. Matematicamente, a energia de correla¢io E.q ¢ dada por (BACHRACH,
2014)

Ecorr = Bexata — Elim-HF- (2.43)

®

A
/ Figura 2.4 As duas configuragoes na
figura possuem a mesma probabilidade
de encontrar o elétron 1 e na regiao pro-
rsA xima do niicleo A. Devido a falta de
@ Tog @ correlagdo eletronica do método Hartree-
T4 Fock esta probabilidade ¢é calculada le-
r24 vando em conta somente a interagao
@ 0 elétron-nicleo(s) e elétron e campo mé-
dio formado pelos outros elétrons (neste

caso, elétrons de 2 a 5).

A Equacao (2.39) deve ser resolvida para obter {,(x;), mas isso implica que é
necessario conhecer todas as outras autofungoes de onda ocupadas para, assim, configurar

operadores j;\(xi) e Ka(xi) e, portanto, obter Pq(x;). Uma forma de solucionar esse
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problema ¢ adivinhar a forma inicial de todas as fungoes de onda de um elétron e usé-las
na definicdo dos operadores de Coulomb e de troca e resolver as equacoes de Hartree-Fock.
Esse processo é entao continuado usando as novas fungoes de onda até que cada ciclo de
calculo deixe as energias €4 e as funcoes de onda 4 (x;) inalteradas dentro de um critério
escolhido. Esse procedimento é usualmente denominado de campo auto-consistente SCF

(do inglés, self consistent field) (BACHRACH, 2014).

Se o sistema de interesse possui o estado eletronico de camada fechada, com todos
os elétrons emparelhados, o método empregado é o Hartree-Fock restrito RHF (do inglés,
restrited Hartree-Fock) de camada fechada, se o sistema possui o estado eletronico de
camada aberta, com no minimo um elétron desemparelhado, pode ser empregado os
métodos Hartree-Fock restrito de camada aberta ROHF (do inglés, restrited open-shell

Hartree-Fock) ou Hartree-Fock nao-restrito UHF (do inglés, unrestrited Hartree-Fock)
(SZABO; OSTLUND, 1996).

No RHF e no ROHF, os spins para cada par de elétrons sao forgados a ocupar
a mesma parte espacial enquanto que no UHF nao ha esta restricao e os spins de cada
elétron ocupam partes espaciais distintas. Diferentemente do RHF, no ROHF um ou mais
spins de elétrons pode ser colocado desemparelhado nos orbitais. Um mesmo sistema
descrito pelo método RHF em que N elétrons ocupam N spins orbitais necessitarda de no
minimo 2N spins orbitais no método UHF (SZABO; OSTLUND, 1996).

A desvantagem do ROHF em relacao ao UHF é que esse método nao leva em conta
a correlacao eletronica entre os spins em diferentes spins orbitais, fornecendo assim uma
descri¢ao menos precisa da distribuicao de spin do elétron desemparelhado, a vantagem ¢é
que as fungoes de spin no ROHF sao autofungoes do operador de spin $2 ¢ no UHF nao
sao0, o que pode gerar a contaminacao de spin para método UHF (SZABO; OSTLUND,
1996).

Na contaminacao de spin, a autofuncao de onda total do sistema pode apresentar
um certo grau de contaminacao por estados de spin diferentes daqueles desejados. Um
resultado é considerado aceitavel se o desvio do valor esperado de $2 da autofuncao de
onda irrestrita em relacao ao estado de S2 puro, obtido a partir de S(S+1) com S = N./2

e N, igual ao nimero de elétrons desemparelhados, for menor que 10%.

Um dos objetivos deste trabalho é investigar a distribuicao da densidade de spin do
elétron desemparelhado nos radicais formados apés abstracao de um radical de hidrogénio
ou de um elétron, de forma que o métodos escolhidos foram o RHF para os sistemas de

camada fechada e o UHF para os de camada aberta.

O termo restrito refere-se a situagdo na qual a cada orbital molecular estao associa-
dos dois elétrons com a mesma energia, mas spins opostos, um com spin &(w;) e outro
com spin B(w;i) (SZABO; OSTLUND, 1996). Por camada fechada, entende-se que todos
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os elétrons no sistema encontram-se emparelhados, conforme apresentado na Figura 2.5.

EN H P (xXN-1) PR (xn)

€2 | l Vg (x3) ¢g (x4) Figura 2.5 Representagao da ocupacao de spins em

cada orbital (1,2,...,2N) e respectivos spins orbitais

| I (* e PP) para um sistema de nimero N par de
1 V() g (x2) elétrons.

Para RHF, uma equagao analoga a Equagao (2.34) pode ser obtida em termos dos
orbitais espaciais moleculares espaciais 4 (r;). Realizando uma integragdo na coordenada
de spin o(wy;) e utilizando as relagoes de ortonormalidade, equagoes (2.20) e (2.21), na

Equagao (2.34) obtém-se

f(ri)ﬂf’a(ri) = eal-l)a(ri)v (2'44)

em que f(r;) é o operador de Fock espacial dado por
]?(I‘i) = ]:L(I‘i) + Z |:2Tb(ri) — Kb(ri)] . (245)

Por sua vez, o operador de Coulomb da parte espacial Tb(ri) ¢ dado por

1

Tolrs) = | deg 1) o) (2.46)
ij
e o operador de troca da parte espacial Ky (ri) é
N Pi:
Kb(ri) = J dI‘]ll); (r))ﬁtl)b(r]) (247)
ij

Na Equagao (2.45), o somatério é até N /2, pois a soma agora é sobre cada orbital molecular
(que possui 2 elétrons cada com a mesma energia) e nao sobre cada spin orbital. De forma

que uma equacao geral de (2.44) é escrita como

R + Y [ 2o = Kolrd)| p ¥alrd) = eathalro). (2.48)

Essa equagdo é a equagdo de Hartree-Fock restrita para camadas fechadas (ATKINS;
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PAULA; FRIEDMAN, 2013). A energia do HFR de camada de fechada é dada por

N/2 N/2 N/2N/2
2) eq=2) H+23 3 (2Jap — Kav), (2.49)
a=1 a=1 a=1b=1

e o fator multiplicativo de 2 é adicionado para contabilizar a energia de cada elétron,
uma vez que cada orbital molecular é ocupado por 2 elétrons. Os termos Jqq € Kqp sao
quantidades andlogas as (2.30) e (2.31), mas em termos da autofuncao de onda espacial.

A soma estendida sobre cada orbital molecular (ao invés de cada spin orbital)

core

implica que o termo HZ:

contribui 2 vezes, o termo J41, contribui 4 vezes e o termo Kgp
contribui 2 vezes para o caso RHF de camada fechada em relacdo a energia eletronica
total obtida anteriormente, Equagao (2.32). Assim, a energia eletronica total do RHF de

camada fechada é igual a (SZABO; OSTLUND, 1996)

N/2 N/2N/2
Erur(R) =2) HO+ Y Y (2Jab — Kap) (2.50)
a=1 a=1b=1

Em termos da energia do RHF de camada fechada, Equagao (2.49), a energia eletronica,

total é dada por

N/2 N/2N/2
Ernr(R)=2) ea—> D (2ab — Kav). (2.51)
a=1 a=1b=1

Novamente, o segundo termo entre parénteses que ¢é subtraido no lado direito dessa equagao
surge para evitar a contagem dupla da energia de interagao elétron-elétron (PIELA, 2006).
O mesmo procedimento do método SCF também pode ser aplicado para o RHF de camada
fechada.

Em relacdo ao método UHF, o termo nao-restrito refere-se a situacao na qual
cada orbital molecular estd associado a um elétron com uma energia distinta, neste caso,
cada elétron é descrito por uma autofuncao de onda distinta também. Por camada
aberta, entende-se que ha, no minimo, um elétron desemparelhado no sistema, conforme

apresentado na Figura 2.6.

Ens — w?w (x2n)
ENo % VRa (Xan—1)

8 Figura 2.6 Representacdo da ocupagdo de spins em
€1 —l_ Py (x2) cada orbital (1,2,...,2N) e respectivos spins orbitais
p e (x1) (V* e PP) para um sistema de ntimero N — 1 = N% +

la | LA (NP — 1) fmpar de elétrons.
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No UHF, os spins orbitais de cada elétron sao distintos, e as autofuncoes de onda
espaciais de cada elétron (™ e PP) irdo contribuir distintamente. Assim, uma equagio

andloga a Equagdo (2.44) deve ser construida para cada conjunto de spins orbitais, sendo
() (r) = eXpd(ry), (2.52)

8 (r )8 (r) = eB8 (ro). (2.53)

O operador de Fock antes definido, Equagao (2.45), agora é escrito contabilizando a
contribuicao do termo de Coulomb referente a interacao dos elétrons de spin & com os
elétrons de spin 3, e vice-versa. Sendo um operador para cada grupo de spins orbitais
(N* e NF),

N« /2 NP /2

?“(ri) = ﬁ(ri) + Z []b(rl) o (ri } + Z ]b ri), (2.54)
b=1
NB /2 N« /2

) =R+ Y [JBr) —REm| + Z (). (2.55)
b=1

Analogamente ao caso restrito, tem-se os operadores de Coulomb

Tl = | ey ) 0) (256)
Ty
7B 1 8
]b( ) Jdrlll)b (r])| |ll) (r]')a (257)
Ty
e os operadores de troca
RS (ro) = | deyiiay) T2 (), (2.58)
Ly
RE (o) = | ey ) 720 ) (2.50)
L'ij

No caso do UHF, as equagoes (2.54) e (2.55) encontram-se acopladas e devem ser resolvidas
simultaneamente em um processo iterativo (SZABO; OSTLUND, 1996). Resolvendo essas
equacoes, pode-se demonstrar que a energia eletronica total obtida pelo método UHF é
dada por (SZABO; OSTLUND, 1996)

N® N«
EUHF Ze +Z€ + = ZZ Kgg
a=1b=1
NB NB Ne/2 NB /2

ZZ G GO Y Y b (2.60)

a=1b=1 a=1 b=1
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O somatorio é realizado sobre todos os orbitais ocupados e o fator de 1/2 no terceiro e

quarto termo surge para evitar a contagem dupla das interagoes.

Uma quantidade importante que deve ser especificada no método SCF é a multi-
plicidade. Essa quantidade, representada pela letra M, mede o niimero de maneiras que

um elétron pode se orientar devido a atuacao de um campo magnético externo no sistema

molecular (SZABO; OSTLUND, 1996) e é dada por
M =25+ 1, (2.61)

sendo que S = N./2 e N, representa a quantidade de elétrons desemparelhados. Para
um sistema de camada fechada, nao ha nenhum elétron desemparelhados N =0, S =0
e o sistema possui multiplicidade M =1 (singleto). Para um sistema de camada aberta
com, por exemplo, um elétron desemparelhado, N, = 1, S = 1/2 e o sistema possui
multiplicidade M = 2 (dupleto).

2.3 As equacgoes de Hartree—Fock-Roothaan

As equacoes de Hartree-Fock, por meio do método SCF, fornecem uma boa me-
tologia para o estudo da estrutura eletronica de um sistema molecular. Entretanto para
sistemas grandes, tais como moléculas poliatomicas, o cadlculo pode-se tornar demasi-
adamente exaustivo. Uma solucao para este problema foi obtida por John C. Slater
(SLATER, 1932) e apresentada de maneira mais formal e independente por Clemens C. J.
Roothaan (ROOTHAAN, 1951) e George G. Hall (HALL, 1951). A solugdo consiste em
expandir a parte espacial dos spins orbitais moleculares 4 (r;) em termos de um conjunto
k de fungoes conhecidas g+ (ri), denominadas de fungdes de base. Como consequéncia,

o problema de resolver as equacoes integro-diferenciais acopladas é substituido pelo de
resolver um problema algébrico matricial (SZABO; OSTLUND, 1996).

A ideia central é escrever os orbitais moleculares espaciais na forma (ATKINS;
PAULA; FRIEDMAN, 2013)

k
lba(ri) - Z Cvagv(ri); (262)

em que C, 4 sdo coeficientes a serem determinados. Substituindo o orbital molecular (2.62)

na equacao de Hartree-Fock (2.34)

k k
f(rd 3 Cragu(ri) = ea ) Cragy(ro). (2.63)
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Multiplicando a esquerda por g7, (i) e integrando

k k
S Cue J drig (r)f(r) gy (1) = €a ¥ Cua J drigl(r)gau(r).  (2.64)
v=1 v=1

As integrais do lado esquerdo e direito da equagao (2.64) podem ser interpretadas como
elementos de matrizes, a primeira definida a partir da denominada matriz de Fock F e
com elementos representados por F e a segunda definida a partir da denominada matriz

overlap S e com elementos representados por S,. Assim,

k k
CvaFuv =€a ) CyaSpv. (2.65)

v=1 v=1

Na forma matricial, temos que
F(C)C = eSC. (2.66)

Esta equagao matricial é a denominada equagao de Hartree-Fock-Roothaan (ROOTHAAN,
1951). Nota-se da Equacao (2.66) que a matriz de Fock depende explicitamente dos
coeficientes da expansao do conjunto de fungoes de base. De forma andloga ao operador de
Fock, os elementos de matriz de Fock sao definidos como (ATKINS; PAULA; FRIEDMAN,
2013)

Fuv = HY + Gy, (2.67)

em que o primeiro termo do lado direito é a integral de uma particula, denominado assim

pois depende de h(r;), dado por

M = | drig(rn(r)g, () (2.68)

e o segundo termo ¢ a integral de duas particulas, denominado, assim, por contabilizar os

termos que envolvem interagao elétron-elétron, dado por

Guv = 33 Pua | [ dricrgu (el 90 (r)gn (xy) +
A o

\I‘i)"

A

|rij|

= 5| [ anangutgee) gy g x)]. (2.69)

Por sua vez, definindo a primeira e segunda integral de G, como sendo a integral de

Coulomb ], e de integral de troca K, tem-se que
Guv - ZZP)\G(]uV _Kuv) (270)
A o

O termo P, é denominado de matriz densidade e é dada por (ATKINS; PAULA; FRIED-
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MAN, 2013)
N/2

P)\G =2 Z C}\GC:‘;Q' (271)
a=1

Os elementos de matriz de Py, sdo interpretados como a densidade eletronica total na
regiao de sobreposicao das funcoes de base gi(ri) e go(ri). Com esse formalismo, o método
SCF é dividido nas seguintes etapas (SZABO; OSTLUND, 1996):

(1) Especificar o conjunto de coordenadas nucleares da molécula R, nimeros

atomicos Z, multiplicidade, nimero de elétrons e conjunto de fungoes de base g (r;);

(2) Calcular as integrais Sy, HiS, Juv € Kyy;
(3) Estabelecer um valor inicial para a matriz densidade P;
(4) Calcular a matriz de Fock F = H®" + G;

(5) Diagonalizar a equacao de Hartree-Fock-Roothaan F(C)C = €SC e obter os

novos coeficientes C’ e as novas energias €’;
(6) Construir uma nova matriz densidade P’ a partir dos novos coeficientes C’;

(7) Determinar se a matriz densidade P’ permanece praticamente inalterada em

relacdo a matriz densidade inicial dentro do critério de convergéncia estabelecido;

(8) Se a nova matriz densidade P’ ndo satisfazer o critério de convergéncia, utilizar
P’ e realizar os procedimentos de (4) a (7) novamente até que o critério de convergéncia
seja alcangado. Caso tenha sido alcangado, o SCF termina e as quantidades obtidas (C, P e
F) podem ser utilizadas para calcular a energia eletronica total E(R) e outras propriedades

de interesse do sistema molecular.

2.4 Teoria do funcional da densidade

Como mencionado na se¢ao anterior, o método de Hartree-Fock nao contempla a
correlagao eletronica. Com o objetivo de recuperar essa energia, diferentes métodos foram
desenvolvidos, tais como o método de o Interagao de Configuragao CI (do inglés, configu-
ration interaction) (SHERRILL; SCHAEFER, 1999), Coupled-Cluster CC (KUMMEL,
2003), Teoria da Perturbagao de Mgller-Plesset MPn (MOLLER; PLESSET, 1934) e Teoria
do Funcional da Densidade DFT (do inglés, density functional theory) (HOHENBERG;
KOHN, 1964). Neste trabalho, é utilizado o DFT.

O DFT tem como base os teoremas de Hohenberg e de Kohn. O pressuposto
principal desta teoria é o de que a densidade contém toda a informagao que pode ser obtida

da autofuncao de onda dos elétrons de um sistema molecular. Desta forma, a menos de
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uma constante aditiva, pode-se descrever o potencial que determina a interacao eletronica
do sistema conhecendo somente a densidade eletronica do estado fundamental (MORGON;

CUSTODIO, 1995).

2.4.1 Primeiro teorema

Enunciado: O potencial externo vey¢(r) sentido pelos elétrons é um funcional tnico da

densidade eletronica p(r), sendo Vext(r) = vext[p(r)].

Pode-se demonstrar esse teorema por meio de uma logica de contradigao (HOHEN-
BERG; KOHN, 1964; KOCH; HOLTHAUSEN, 2001). Supoe-se que o estado fundamental
de um sistema de N elétrons seja descrito por uma autofuncao de onda ¥ e que o sistema é
caracterizado por um hamiltoniano H com um potencial Ve, (r) que leva a uma densidade
eletrénica p(r), em que H= Te + Vee + Vext. Sendo Te o operador de energia cinética
dos elétrons, V o operador que descreve a interacao elétron-elétron e Vex 0 operador que
descreve a interagdo com o potencial externo, contendo a interagao nicleo-elétron e outros
campos externos que possam ter.

Supondo agora que exista outro sistema também com N elétrons sujeito a um

/

!¢(r), caracterizado por uma ¥ e um H’ = T, + Ug. + V.., e que leva a

potencial v
uma mesma densidade eletronica descritiva do sistema p(r). Do principio variacional,
tem-se que cada sistema em seu estado fundamental descrito (H e H’) pela sua respectiva
autofuncao de onda (W e W') fornecera a menor energia possivel (Eq e Ef). Sendo assim,

pode-se construir as seguintes relagoes
Eo = (WA W) < (W[FY), (2.72)

E, = (W|H'[V') < (W|H'[¥). (2.73)

Somando estas equagoes obtém-se que
Eo+E) < (W[HY) + (Y H' W), (2.74)
que pode ser escrito como
Eo+ E§ < (W] (Te + Ve W) + (W Ve W) + (W] (Te + Ve W) + (W V2o, [W) . (2.75)

somando (W/| V! [W') — (W/|V! W) + (W/|Vex W) — (Y| Vex [¥/) = 0 no lado direito

nesta ultima equagao obtém que

Eo+ Ef < E§+ (W] (Vex — VE) W) 4 Eo + (W] (Vi — Vext) [¥) . (2.76)
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Por suposicao, a densidade eletronica p(r) dos sistemas é definida como sendo
N N
= (W) S(r—r) W) =(¥|) 8(r—r) V). (2.77)
i— i=1

Para o sistema ¥, o operador Ve, ¢ dado por

N
Vext - Zvext(ri) (278)
i=1
de forma que
N
(¥ Ve 1) = 3 (¥ vera(60) 1) = | plr)vens (1) (2.79)
i=1

Analogamente, para o sistema descrito por ¥’ tem-se que

N
(WIVE W) =D (W] Vexe (r:) ') = J (r)v.,  (r)dr. (2.80)
i=1
As mesmas relacdes sio obtidas para (W] Vexe [¥7) e (W] V., [¥), de forma que
(] (Ve = Vi) 1) = | pl0) Ve () = Vi (1)l (281)
e
(¥ (Ve = Vi) 1) = [ p(0) L 1) — v )] (282)

Assim, a Equagdo (2.76) leva a relagdo de contradigao
Eo+ Ej < Ej + Eo. (2.83)

O resultado obtido na Equagao (2.83) surge, justamente, da suposi¢do que ambos sistemas
podem ser descritos pela mesma densidade eletronica p(r), o que demonstrou nao ser
possivel. O absurdo sé é evitado se a unicidade de p(r) implicar na unicidade das
autofuncoes de onda, isto é, se ¥ = W’ e, portanto, trata-se do mesmo sistema. Assim,
estd demonstrado que o potencial vey¢(r) é um funcional tinico de p(r) e, além disso,
que a densidade eletronica do estado fundamental contém as mesmas informagoes que
a autofungdo de onda do estado em questao (HOHENBERG; KOHN, 1964; KOCH;
HOLTHAUSEN, 2001).

O primeiro teorema estabelece que a autofungdo de onda também é um funcional
da densidade, ¥ = W[p(r)], e como todas as propriedades do sistema descendem dela

entao qualquer observavel O do sistema também serd um funcional da densidade, sendo
= (Y| 0 V) = Olp(r)] (HOHENBERG; KOHN, 1964; KOCH; HOLTHAUSEN, 2001).
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2.4.2 Segundo teorema

Enunciado: A energia do estado fundamental Eq[p(r)] é minima para densidade eletronica
exata p(r) e qualquer outra densidade eletronica aproximada p’(r) levard a uma energia
maior,

Eolp(r)] < Eolp’(r)].

A demonstragao deste teorema ¢é direta (HOHENBERG; KOHN, 1964). Seja ¥ = W[p(r)]
um sistema qualquer caracterizado por uma hamiltoniana H= -T'e +\7€e + Vne com energia

total do estado fundamental Ey dada por

B, = (YHY)

= (W (Te + Vee) [¥) + (Y| Vex [W)]

Jvext

Eolp(r (2.84)

em que Flp(r)] = (V| (Te+Uee) W) é o denominado funcional universal, que é o mesmo para
qualquer sistema coulombiano de N elétrons, e [Vext(r)p(r)dr depende especificamente
do sistema em questao. Supondo que exista uma outra fungdo de onda aproximada ¥’
para o estado fundamental descrita por uma densidade eletronica aproximada p’(r), a

energia do estado fundamental ¢ dada por

Eolo(r)] = F[p'(r)vaext(r)p'(r)dr
= (W' (T 4 Vee) W) 4 (W/| Vo [W))]

= (V|HY). (2.85)

Do principio variacional, tem-se que o sistema em seu estado fundamental caracterizado
por uma hamiltoniana H e descrito pela sua respectiva autofuncao de onda ¥ fornecera a

menor energia possivel Eg. Sendo assim, pode-se construir as seguintes relagoes

WA < (WA

Eolp(r)] < Eolp/(r)] (2.86)

Esta tultima relacdo demonstra que minimizar a energia em relacao a densidade eletronica

¢é equivalente a minimizar em relacao a autofuncao de onda.
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2.4.3 As equagoes de Kohn-Sham

Kohn e Sham propuseram (KOHN; SHAM, 1965) mapear de forma exata o problema
de muitos elétrons sujeitos a um potencial V em um sistema auxiliar nao-interagente com

a mesma densidade eletronica p(r) e descrito por um potencial efetivo V. tal que
Ver = Vm + Vex + Vi, (2.87)

sendo Va o operador que descreve o potencial classico médio de interacao elétron-elétron,
Vey © operador que descreve a interagao nucleo-elétron e elétron com outros campos
externos, e Vic 0 operador que descreve o potencial de troca-correlagao. Além disso, a
energia cinética dos elétrons passa a ser descrita por uma energia cinética média classica.

Um esquema ¢é apresentado na Figura 2.7.

Problema: Solu¢ao de Kohn-Sham:

N elétrons ndo-interagentes @,
com densidade eletrdnica

p(r)

N elétrons interagentes @ ,
com densidade eletronica

p(r)

] ]
] ]
i i
i i
] ]
] ]
i i
Map;:i:\:nto i o i Figura 2.7 Representacdo da
——p | v i solucdo de Kohn-Sham para o
i o i problema de N elétrons inte-
i o ® i ragentes por meio da constru-
] A
i ! ¢ao de um potencial efetivo Ve
Voo + Vor i Vor = Vit + Vex + Vie i com a troca do potencia} de in-
]
]
1

teracdo elétron-elétron Ve, por
Substituicdo potencial de interagdo um pOtenCial médio de intera-
elétron-elétron: V., — Vy cao elétron-elétron Vi e da adi-
Adiggo do termode ¢ao do termo de troca-correlagao
troca-correlagdo: Vie Vie.

A energia associada a Ver é representada por Uer = U [p(r)]+Uex [p(r)]+Ere[p(r)],
que Eyxc[p(r)] é a denominada energia de troca-correlagdo, que contém as corregoes para as
energias cinéticas dos elétrons que agora sao descritas como uma média e para a correlagao
eletronica. Dessa forma, a energia eletronica total deste sistema nao-interagente pode ser

escrita como

Eprrlp(r)] = Kmlp(r)] + Ues

= Kmlp(r)] + Umlp(r)] + Uex[p(r)] + Exclp(r)], (2.88)

em que Ky ¢é a energia cinética classica média de um sistema eletronico nao interagente.

Pode-se assim construir um conjunto de equacoes andlogas a de Schrodinger para

cada elétron (1 =1,2,...,N) do sistema descrito pelo potencial efetivo de Kohn-Sham Vef
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denominada de equagoes de Kohn-Sham e escritas na forma
Tam 4 Vvt + Ve 4 Ve | 1ES (1) = €055 (). (2.89)

em que PX3(r;) sdo as autofuncoes de Kohn-Sham e e os autovalores de Kohn-Sham.
Essas autofuncgoes sao utilizadas na construcao da densidade eletronica p(r) de tal forma

que
N
p(r) =) IS ()P, (2.90)

em que Ny € um termo de normalizacao. Assim, os termos classicos de energia cinética média

Kmlp(r)] e de interacdo coulombiana média Un[p(r)] e o potencial externo Uey[p(r)] sdo

dados por
N
Kaalpl)] =5 3 [ 0F () V2t )t (291)
i=1
uMmunzéj%%?%%m@w, (2.92)
Ueylp(r)] = Jvext(r)p(r)dr. (2.93)

A energia eletronica total do sistema passa a ser dada por

Eprrlp(r)] = —% ; J[ll)fs ()" VXS (r)dr + % J %drdr’
+ J Vert(r)o(r)dr + Exelp(r)], (2.94)

sendo determinada de forma exata a menos do termo de troca-correlacao Eic[p(r)]. O
problema central consiste em determinar o melhor funcional que descreve de forma mais
exata a energia de troca-correlagdo (KOHN; SHAM, 1965). Na sequéncia, é apresentado

uma das aproximagoes possiveis e que ¢é a utilizada neste trabalho.

2.4.4 Aproximacgoes para a energia de troca-correlagao

Existem diversas aproximacgoes que podem ser realizadas para determinar a energia
de troca-correlacao Ei.[p(r)], sendo as mais conhecidas a aproximacao da densidade
local LDA (do inglés, local density aproximation) e um aprimoramento denominado de

aproximagao do gradiente generalizado GGA (do inglés, generalized gradient aproximation)
(BURKE; WAGNER, 2013).
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Na LDA, a energia de troca-correlacao é dada por (BURKE; WAGNER, 2013)

B p(r)] = J p(r)ec[p(r)ldr, (2.95)

em que p(r) representa a densidade eletrénica localmente no ponto r e ey.[p(r)] é a energia
de troca-correlacao por particula de um gas de elétrons uniforme. Nessa aproximagao, o
ultimo termo ¢ dividido em duas partes, separando a parte de troca e a correlacao, sendo

respectivamente da forma

erclp(r)] = ecp(r)] + eclp(r)]. (2.96)

Na GGA, considera-se, além da densidade eletrénica p(r) localmente no ponto
r, o gradiente da densidade eletronica Vp(r) localmente no ponto r, onde a densidade
de energia de troca-correlacao estd sendo calculada. Sendo a energia de troca-correlagao
escrita na forma (BURKE; WAGNER, 2013)

ESSAp(r)] = | fuclp(r). Vi(r)ldr. (2.97)

em que fi. é o denominado funcional de troca e correlacao que, tal como e [p(r)], é divido

em duas partes
ficlp(r)] = felp(r)] + felp(r)]. (2.98)

Como exemplos de funcionais de troca puros, pode-se ser citar: o funcional de
Slater (SLATER, 1951), Hartree-Fock (SZABO; OSTLUND, 1996), Becke de 1988 (B)
(BECKE, 1993), Perdew-Wang de 1991 (PW91) (PERDEW et al., 1992), Perdew, Burke e
Ernzerhof (PBE) para troca (PERDEW; BURKE; ERNZERHOF, 1996).

Como exemplos de funcionais de correlacao puros, pode-se citar: o funcional de
Vosko, Wilk e Nussair (VWN) (VOSKO; WILK; NUSAIR, 1980), Lee, Yang e Parr (LYP)
(LEE; YANG:; PARR, 1988), Perdew, Burke e Ernzerhof para correlacdo (PBE) (PERDEW;
BURKE; ERNZERHOF, 1996) e Perdew de 1986 (P86) (PERDEW, 1986).

Diversas combinagoes hibridas de funcionais GGA de troca e de correlagdo podem
ser construidas. Como por exemplo, o BLYP que combina o funcional de troca de Becker
com o funcional de correlacao de Lee, Yang e Parr. O funcional B3LYP, que é anédlogo ao
anterior, mas com a adi¢ao de 3 funcionais, os de Slater, Hartree e VWN, e o PBEPBE,

combinacao dos de troca e de correlacao de Perdew, Burke and Ernzerhof.

Neste trabalho, utilizou-se o funcional hibrido formado pela jun¢ao do funcional
de troca de Becke com trés parametros, representado por B3, que utiliza trés parametros

empiricos obtidos parametricamente para dar pesos a contribuicao do termo de troca
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provenientes do método de Hartree-Fock, e o funcional de correlacdo de Perdew de 1986,
representado por P86. A combinagao desses funcionais, representada por B3P86, permite
escrever a energia como (BECKE, 1993; PERDEW, 1986)

ESCGA—B?)PSG[p(r)] — alEflater + (1 o GQ)EFF T azEEecke + EXWN + a3ECPSG. (299)

em que EPT4eT ¢ o termo de troca de Slater, ENF o termo de energia troca de Hartree-Fock,

EBecke o termo de troca de Becke, EYWN o termo de correlacio de Vosko, Wilk e Nussair,
EP86 o termo de correlagao de Perdew e ai, ay e ag sdo constantes determinadas por Becke

baseando-se em calores de formagao empiricos apropriados (BECKE, 1993).

2.5 Conjunto de funcoes de base

O conjunto de funcoes de base mais simples é o denominado de conjunto de fungoes
de base tipo Slater STO (do inglés, slater type orbital) dadas, em coordenadas cartesianas
(x,Y,2), por (SZABO; OSTLUND, 1996)

s(ria) = Nxlymzte Sl (2.100)

em que N é uma constante de normalizacao, 1, m,n € Z sao constantes que determinam
o tipo de orbital, & é uma constante associada a carga efetiva nuclear e ria representa
distancia do elétron i ao ntcleo A na qual a fungao é centrada. Entretanto, tais fungoes
sao demasiadamente trabalhosas para serem integradas (ATKINS; PAULA; FRIEDMAN,
2013). Desta forma, uma aproximagao realizada foi propor a utilizagao de fungoes de
base tipo gaussiana GTO (do inglés, gaussian type orbital). Este tipo de fungao possui a
vantagem de ser mais facil de ser integrada e, além disso, o produto de duas ou mais fungoes
gaussianas é uma nova funcao gaussiana. Assim, pode-se realizar o processo de combinar
varias fungoes gaussianas de tal forma que as elas sejam aproximadamente iguais a fungoes
do tipo Slater (ATKINS; PAULA; FRIEDMAN, 2013). Computacionalmente, isso é
vantajoso, pois, desta forma, somente as gaussianas contraidas serdao de fato calculadas, o
que reduz a quantidade dos coeficientes Cy, apresentados em (2.62) a serem otimizados e,
consequentemente, reduz significativamente o custo de calculo computacional. Uma funcao
do tipo gaussiana em geral é, em coordenadas cartesianas (x,y,z), da forma (BACHRACH,
2014)

g(ria) = Nxlymzhe ®rial’, (2.101)

em que N é uma constante de normalizacdo, 1, m,n € Z sdo constantes que determinam o
tipo de orbital, & é um parametro real de ajuste e r;4 representa distancia do elétron i ao

nucleo A na qual a fun¢ao é centrada. Os niimeros inteiros sao tais que l+m+n =0,1,2, 3,
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sendo igual a 0 para orbitais do tipo s, 1 para tipo p, 2 para tipo d e 3 para tipo f. Uma

representacao de contragoes de fungdes gaussianas é apresentada na Figura 2.8.

s(ria) = emmal N g(ria) = emeimal

STO GTO

Figura 2.8 Acima: Represen-
tacdo de uma funcao 1s do tipo
Slater (STO) e uma fungao 1s
+ + ~ do tipo gaussina (GTO). Abaixo:
representacao de contracoes de
3 fungbes 1s do tipo gaussia-
nas (GTO) que sao aproximada-
GTO;, GTO, GTO3 GTOn=STO  ente equivalentes a uma fun-

¢ao 1s do tipo Slater (STO).

Usualmente, representa-se as contragoes de conjuntos de fungoes de base como:
(conjunto de fungoes de base primitivas) — [conjunto de fungoes de base contraidas|, por
exemplo, (9s,4p) — [3s,2p] representa a contragdo de 9 para 3 fungoes gaussianas tipo s e
4 para 2 fungoes gaussianas tipo p. A contragao significa formar grupos, as fungoes de base
contraidas, a partir de algumas das fungoes do conjunto de base original, as func¢oes de

base primitivas, e, por meio desses grupos, calcular as propriedades atomicas e moleculares
(MORGON; CUSTODIO, 2018).

Ha varios conjuntos fungoes de base que podem ser empregados, cada um sendo
utilizado de acordo com o sistema molecular estudado e as propriedades de interesse em
ser obtidas. Uma melhor escolha do conjunto de fungoes de base resulta em uma qualidade

melhor dos calculos pelo método utilizado.

A determinacao de qual conjunto de funcao de base utilizar, em geral, sao avaliadas
em relagao a trés critérios: se fornecem resultados cujas propriedades fisico-quimicas
sejam compativeis com os resultados experimentais, se o cdlculo do Hartree-Fock nao
apresenta uma dependéncia significativa com relagao ao ntimero de fungoes de base e
se a determinacao das integrais necessarias para o calculo da propriedade desejada é
obtida com custo computacional relativamente baixo (MORGON; CUSTODIO, 2018).
A abordagem cujo custo computacional é mais econémico é aquela na qual utiliza-se
uma base minima, que consiste em uma tnica funcao de base para representar cada um
dos orbitais atomicos ocupados (ARRUDA, 2009). Um célculo mais aprimorado visando
melhor concordancia com os dados experimentais é realizado aumentando o ntimero de
fungoes de base. Neste caso, pode-se utilizar bases estendidas, que duplicam, triplicam,

quadruplicam, suscetivamente, a quantidade de fungoes de base utilizadas para os orbitais
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atomicos ocupados.

Em um sistema molecular, cada atomo adjacente ao outro polariza ou distorce
seu orbital atémico e vice-versa (ARRUDA, 2009). Fungoes adicionais, aos conjuntos de
base, denominadas de func¢oes de polarizagao corrigem o calculo levando em conta essas
polarizagoes ou distor¢oes. As funcoes de polarizagao descrevem orbitais atomicos por
meio de momenta angulares superiores aos de valéncia (ARRUDA, 2009). Por exemplo,
para um atomo que requer apenas fungoes tipo s, tal como o atomo de hidrogénio, podem
ser adicionadas fungoes tipo p, d, f, entre outras. Isso permite calcular com maior
acuracia propriedades moleculares, tais como, energia de dissociacao e momento de dipolo
(ARRUDA, 2009).

Para este trabalho, foi escolhido um conjunto de fungdes de base denominado de
conjunto de fungoes de base de Pople (DITCHFIELD; HEHRE; POPLE, 1971). Preci-
samente, o conjunto de fungdes de base 6-311+G(d,p), sendo um tipo de conjunto de
funcao de base de valéncia dividida. O nimero antes do trago representa a quantidade
de funcgoes primitivas contraidas para descrever os orbitais mais internos e o niimero
apos o traco o numero de fungoes contraidas para descrever os orbitais mais externos,
os de valéncia. Neste caso, os orbitais internos foram descritos por 6 fungdes gaussianas
primitivas contraidas. Para os orbitais de valéncia, foram utilizados trés conjuntos de
fungdes: um conjunto com 3 fungbes gaussianas primitivas contraidas, outro conjunto com
1 funcao gaussiana contraida e outro com mais 1 funcao gaussiana contraida. O simbolo
+ indica que fungoes difusas sdo adicionadas aos dtomos pesados, o p representa o tipo
de funcao de polarizacdo adicionada aos atomos de hidrogénio e d o tipo de funcao de
polarizacao adicionada aos demais dtomos (SZABO; OSTLUND, 1996).

2.6 Docking molecular

O docking molecular é uma ferramenta computacional utilizada para investigacao
de interagao entre ligantes e receptores com o objetivo de prever os modos de ligacao
predominantes. Esta ferramenta utiliza-se das conformagoes estruturais tridimensionais e

propriedades moleculares para prever a regiao de acoplamento de ligante em um receptor.

A ideia inicial do mecanismo de ligacao entre o ligante e o receptor advém da teoria
de chave-fechadura proposta, em 1894, por Emil Fischer, na qual um ligante se encaixa com
um receptor somente se tiver uma conformacao de encaixe especifica para a cavidade da
proteina. A Figura 2.9 apresenta uma representacao de como é a teoria bésica do docking
molecular. Os primeiros métodos de docking relatados foram baseados nessa teoria e tanto
o ligante quanto o receptor foram tratados como corpos rigidos. Posteriormente, essa

teoria evoluiu a partir do conhecimento que o local ativo de um receptor é continuamente
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remodelado pelas interagoes com os ligantes, a medida em que os ligantes interagem com
o receptor. Neste caso, em uma teoria mais coerente, tanto o ligante quanto o receptor
devem ser tratados como flexiveis durante o acoplamento. Entretanto, devido as limitac¢oes
de recursos computacionais, o docking mais comum tem sido realizado com um ligante

flexivel e um receptor rigido por um longo tempo (MENG et al., 2011).

Molécula A Molécula A

‘ yl\/lolécula B ‘
\ ./

‘ Receptor

Receptor Molécula C

O

Molécula C

Molécula -

Peptideo Complexo ligante-peptideo

Figura 2.9 Representagdo de um docking molecular. Acima: um exemplo esquemaético re-
presentando o modelo ligante-receptor, se baseado em um sistema de chave em encaixe. Um
ligante somente conseguira ligar efetivamente em um receptor se tiver as condigbes estruturais
necessarias, como o molécula B que se encaixa no receptor e passa a ser um ligante. Um ligante
pode ser qualquer molécula ou dtomo que se liga a uma molécula receptora, que podem ser, por
exemplo, peptideos ou proteinas. Abaixo: uma representagdo demonstrando como ocorre em um
sistema molécula e peptideo, com a formacdo de um complexo.

Varios algoritmos foram desenvolvidos com o tempo para utilizagdo em software
de docking molecular, cada qual com suas particularidades. Dentre eles, pode-se citar os
algoritmos de correspondéncia MA (do inglés, matching algorithms), construgao incremental
IC (do inglés, incremental construction), pesquisa simultanea de varias copias MCSS (do
inglés, multiple copy simultaneous search), LUDI, Monte Carlo e algoritmos genéticos GA
(do inglés, genetic algorithms) (MENG et al., 2011).

Em especial, neste trabalho foi utilizado um tipo de GA, que pertence a classe de
métodos estocasticos. A sua ideia vem da teoria da evolucao de Darwin. Neste algoritmo,
os graus de liberdade de cada ligante, pertencente a uma populagao de individuos gerados
aleatoriamente, sao codificados como cadeias bindrias chamadas genes. O conjunto dos

genes compoe o cromossomo, que representa no GA a pose/conformagao do ligante.



2.6. Docking molecular 47

Mutacao e recombinacgao sao dois tipos de operadores genéticos em GA. A mutacao faz
alteragoes aleatorias nos genes e a recombinagao troca genes entre dois cromossomos. Isto
é, a mutacao faz alteragoes aleatorias nos graus de liberdade do ligante e a recombinagao
troca os graus de liberdade entre dois ligantes. Quando os operadores genéticos afetam
os genes, o resultado é uma nova estrutura de ligante. Novas estruturas sdo, entao,
avaliadas por uma fungéo de score (ou funcao de pontuagao) e as que sobreviveram, que
passaram por um critério especifico, podem ser usadas para uma préxima geracao (nova
populagao) (MENG et al., 2011). O tipo de algoritmo genético utilizado foi o LGA (do
inglés, Lamarckian genetic algorithm) que difere do GA por realizar também buscas locais
na populagao préxima ao individuo ao invés de buscas somente globais (MORRIS et al.,
1998).

O objetivo da funcao de score é diferenciar as poses corretas de poses incorretas ou
de compostos inativos em um tempo razoavel de esforco computacional. Estas fungoes
estimam, ao invés de calcular, a afinidade entre um receptor e um ligante adotando varias
suposicoes e simplificagdes no processo. Elas podem ser divididas em: fungoes de score
baseadas em campo de forca, empiricas ou baseadas em conhecimento. Neste trabalho
foi utilizada a fungao de score baseada em campo de forga, implementada no programa
AutoDock 4.0. Nesta funcao, cada termo é ponderado usando um fator de escala empirica
obtido a partir de dados experimentais (MENG et al., 2011).



Capitulo 3

Metodologia

Neste capitulo, sao apresentadas as metodologias, descrevendo a caracterizagao da
atividade antioxidante por meio de propriedades fisico-quimicas tedricas, as ferramentas
de sele¢do das moléculas similares ao Trolox, Carnosina e Homocarnosina e os programas

computacionais utilizadas para o calculo das propriedades de interesse.

3.1 Caracterizacao da atividade antioxidante

Diversas propriedades ou parametros podem ser utilizados para caracterizar a
atividade antioxidante de uma determinada molécula. Essas propriedades podem ser do
tipo especificas ou globais. As especificas, tais como a densidade de spin e a entalpia
de dissociagao da ligagdo BDE (do inglés, bond dissociation enthalpy), caracterizam as
atividades segundo o mecanismo de estabilizacao do radical livre por meio da transferéncia
de hidrogénio atomico HAT (do inglés, hydrogen atom transfer) (BLANKSBY; ELLISON,
2003; HERNANDEZ-GARCIA et al., 2018; KUMAR; KUMARESAN, 2011; URBANIAK;
MOLSKI; SZELAG, 2012; TROUILLAS et al., 2006). Ainda dentro das propriedades
especificas, tem-se o potencial de ionizagdo adiabatico AIP (do inglés, adiabatic ionization
potential) que caracteriza a atividade antioxidante segundo o mecanismo de estabiliza¢ao do
radical livre por meio da transferéncia de um tnico elétron SET (do inglés, single electron
transfer) (KUMAR; KUMARESAN, 2011; URBANIAK; MOLSKI; SZELAG, 2012). Para
as propriedades globais, tem-se as energias do orbital molecular ocupado mais alto (HOMO),
orbital molecular ndo ocupado mais baixo (LUMO) e do GAP (SZABO; OSTLUND, 1996;
HERNANDEZ-GARCIA et al., 2018; KUMAR; KUMARESAN, 2011; URBANIAK;
MOLSKI; SZELAG, 2012). O mecanismo dominante, em um dado sistema, é determinado
pela estrutura do antioxidante, suas propriedades fisico-quimicas, solubilidade e coeficiente
de particao. Nesta secao, sao apresentados dois mecanismos pelos quais ocorrem a
estabilizagao de radicais livres por meio de moléculas antioxidantes e os parametros que

caracterizam essa atividade.
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3.1.1 Mecanismo HAT e a entalpia de dissociacao da ligagao

O mecanismo HAT consiste na transferéncia de um radical de hidrogénio H®
(hidrogénio e seu respectivo elétron) e o pardmetro que o caracteriza é a BDE. A BDE
é definida como a energia necessaria, em um processo endotérmico, para romper uma
ligagao e formar dois fragmentos atomicos ou moleculares, cada um com um elétron do
par compartilhado original. Nessa situagao, cada atomo ou fragmento gerado, apds o
rompimento da ligacdo, se torna um radical. Dada uma reacao do tipo: ROH — RO® +H®,
o BDE depende, exclusivamente, das entalpias relativas de formacao dos reagentes e dos
produtos. Assim, na temperatura ambiente (298, 15K), o BDE é dado por (BLANKSBY;
ELLISON, 2003)

BDE(ROH) = Hagg 15k (RO®) + Hags 15k (H*) — Hags 15k (ROH) (3.1)

Por definicao, a entalpia H de um sistema é igual a sua energia interna U somada a
sua capacidade de realizar trabalho de pressao-volume pV, isto é, H = U+pV. Para 1mol
de um gas ideal tem-se que pV = RT e pela Mecanica Estatistica, é possivel aproximar
a energia interna do sistema como sendo as contribui¢oes independentes das energias
eletronica E., vibracional E,, rotacional E, e translacional Ey. Em 0K, cessam-se os modos
vibracionais, rotacionais e translacionais, E, = E, = Ey =0, e RT — 0, de forma que a
energia interna U, nessa situacao, corresponde a E.. Pela Mecanica Quantica, a energia
minima que um sistema pode ter em seu estado fundamental é sempre diferente de zero,
essa energia ¢ a denominada ZPE (do inglés, zero-point energy), sendo E¢(zpe) = Ec +ZPE.
Assim, a energia interna corrigida de ponto-zero pode ser dada por U ~ E¢(zpg). Corrigindo
para 298, 15K levando em conta os modos vibracionais, rotacionais e translacionais tem-se
que Ee(zpe) = Eaos15xk = Ee(zpe)+Ey+E++E¢ (BLANKSBY; ELLISON, 2003). Portanto,
Hags 15k = Eags 15k + RT

Para uma reacdio ROH — RO® + H°®, a diferenca de energia dos produtos com
os reagentes corresponde a energia de dissociagdo da ligacdo D, = E¢(zpr)(RO®) +
Ee(zpe)(H*) —E¢(zpe)(ROH) €, em 298, 15K ela é a BDE (BLANKSBY; ELLISON, 2003),

conforme representado na Figura 3.1.



3.1. Caracterizacao da atividade antiozidante 50

Reagao: ROH — RO* + H*

Energia

Ee(zpg) (RO®) — Ee(zppy(H®)

Figura 3.1 A energia necessa-
ria para fragmentar a molécula
ROH, no seu estado fundamen-
tal, nos fragmentos RO® e¢ H*®
é, por definicdo, a D., corri-
gida pela ZPE. Na temperatura
de 298, 15K, essa energia corres-
ponde a BDE. O termo 1( corres-

I . o ponde a distancia de equilibrio
Comprimento da Ligagédo RO—H da ligagdo dos fragmentos.

As ligagoes quimicas sao formadas devido a natureza favoravel da reacao de
formacao, de forma que, para quebrar uma determinada ligacdo de um molécula, é
necessario adicionar energia para a molécula. Dessa forma, a BDE sempre assume valores
positivos e quanto maior for o seu valor maior é a energia necessaria para quebrar a ligacao
e mais forte é a ligacao. Assim, o valor negativo da BDE determina a energia liberada ao

formar a ligacdo (BLANKSBY; ELLISON, 2003).

Em relacao aos antioxidantes, tem-se a seguinte relacdo: um antioxidante ao
transferir um H® deve formar um radical estavel, isto é, deve reagir rapidamente com
radicais livres que sao encontrados em sistemas biologicos e, apos ter o H® abstraido, deve
reagir lentamente com outras espécies do meio biolégico. A velocidade de reacao de um
antioxidante com um determinado radical livre depende da altura da barreira de energia
da transferéncia do H®. Assim, quanto menor for a barreira de energia da reagao, entre
um antioxidante e um radical livre, mais rapida serd a acao desse antioxidante. Dessa
forma, fica claro que a BDE é um importante parametro na determinacgao da eficicia do
antioxidante, visto que quanto mais fraca for a ligacdo com o hidrogénio que for abstraido,
mais rapida serd a reagao de neutralizacao do radical livre (KUMAR; KUMARESAN,
2011; TROUILLAS et al., 2006).

Calculos de estrutura eletronica, fornecidos por pacotes computacionais, permi-
tem calcular a entalpia Hagg 15k por uma gama de métodos ab initio e semi-empiricos
(BLANKSBY; ELLISON, 2003). Assim, os valores da BDE fornecem uma comparagao

util entre a termoquimica experimental e a tedrica.
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3.1.2 Densidade de spin

Um importante parametro que pode ser utilizado, juntamente ao BDE, para
caracterizar a atividade antioxidante de uma molécula apos abstracao do radical hidrogénio
é a densidade de spin. Esse parametro também determina a estabilidade de uma molécula
radical. A energia de um radical pode ser eficientemente diminuida se a densidade do
elétron que ficar desemparelhado se deslocar ao longo da molécula. A densidade de spin
indica justamente a distribuicao do elétron desemparelhado (URBANTAK; MOLSKI;
SZELAG, 2012; TROUILLAS et al., 2006; PARKINSON; MAYER; RADOM, 1999).

Em uma mesma molécula, uma baixa densidade de spin no centro de abstracao
do radical hidrogénio, que pode ser um O® ou N°, indica uma deslocalizacao eletronica
maior, o que é propicio para a estabilidade da molécula radical. Essa caracteristica, na
maioria dos casos, esta associada a um menor o valor de BDE. Assim, quanto maior
for a deslocalizacao eletronica do elétron desemparelhado menor é esperado o valor de
BDE correspondente (URBANIAK; MOLSKI; SZELAG, 2012; TROUILLAS et al., 2006;
PARKINSON; MAYER; RADOM, 1999).

3.1.3 Mecanismo SET e o potencial de ionizagao adiabatico

O mecanismo SET consiste na transferéncia de um elétron e o parametro que
caracteriza esse mecanismo é o AIP. O valor de AIP representa a facilidade da transferéncia
de um elétron (e~), que é um dos possiveis mecanismos pelos quais um antioxidante
pode estabilizar um radical livre. Analogamente ao BDE do mecanismo HAT, pode-se
demonstrar que o AIP é dado também pelas entalpias relativas de formagao dos reagentes
e dos produtos (KUMAR; KUMARESAN, 2011; URBANIAK; MOLSKI; SZELAG, 2012).
Assim, dada uma reacio ROH — ROH®*" + e, na temperatura ambiente (298,15K), o
AIP é dado por

AIP(ROH) = H(ROH*") + H(e~) — H(ROH), (3.2)

em que H(ROH®*") é a entalpia do radical cation, H(e™) é a entalpia do elétron removido,
igual, na fase gés, a 0,00119787 Hartree (BARTMESS, 1994; NENADIS; STAVRA, 2017),

e H(ROH) é a entalpia da molécula antes perder o elétron.

Os mesmos raciocinios do BDE se aplicam ao AIP e, consequentemente, o AIP
sempre assume valores positivos e quanto maior for o seu valor, maior é a energia neces-
sdria para quebrar a ligacao e mais forte é a ligagdo (KUMAR; KUMARESAN, 2011;
URBANIAK; MOLSKI; SZELAG, 2012).
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3.1.4 Orbital HOMO, LUMO e energia do GAP

Na teoria orbital molecular, pode-se obter importantes informacoes acerca dos
mecanismos de atuagao dos antioxidantes a partir das energias do orbital molecular ocupado
mais alto, o HOMO, e do orbital molecular nao ocupado de mais baixo, o LUMO. Um
orbital molecular representa a regiao do atomo de maior probabilidade de encontrar um
elétron e cada orbital molecular pode comportar dois elétrons, seguindo a regra da exclusao
de Pauli, em que, necessariamente, os elétron devem ter spin opostos. Portanto, cada
orbital comporta um elétron com spin para cima (spin up) e um com spin para baixo

(spin down). Comumente, os valores de energia dos elétrons nos orbitais sdo expressos em
elétron-volt (eV) (SZABO; OSTLUND, 1996).

E esperado, geralmente, que quanto menor for a energia do HOMO, mais fraca é
a capacidade doadora de elétrons do sistema molecular. Da mesma forma, uma energia
do HOMO mais alta implica que o sistema molecular é um bom doador de elétrons.
No mecanismo SET, ocorre a transferéncia de um elétron e, dessa forma, a energia
do HOMO é um parametro que pode fornecer informagoes qualitativas para identificar
a atividade antioxidante de uma substancia estudada. No mecanismo HAT, ocorre a
reacao de abstragao de um H® e de um elétron doado no processo, logo, o HOMO de
um composto também pode fornecer informagoes relevantes da atividade antioxidante
para esse mecanismo (SZABO; OSTLUND, 1996; HERNANDEZ-GARCIA et al., 2018;
KUMAR; KUMARESAN;, 2011; URBANIAK; MOLSKI; SZELAG, 2012).

Em conjunto com a energia do HOMO, a energia do LUMO também pode fornecer
um parametro que pode contribuir para caracterizar a atividade antioxidante, este pa-
rametro é a denominada de energia do GAP. Ela é dada pela diferenca entre a energia
do HOMO e o LUMO, e esta associada a reatividade de uma molécula. Quanto mais
reativa for a molécula, menor deve ser o valor da energia do GAP. Na Figura 3.2, estd
representado os orbitais HOMO, LUMO e a energia do GAP (HERNANDEZ—GARCfA et
al., 2018; KUMAR; KUMARESAN;, 2011; URBANIAK; MOLSKI; SZELAG, 2012).
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3.2 Triagem virtual

A triagem virtual VS (do inglés, virtual screen) é uma estratégia de descoberta de
farmacos bem estabelecida que consiste em pesquisar in silico, isto é, através de simulagao
computacional grandes colegoes quimicas de pequenas moléculas que sao previstas para
serem biologicamente ativas (RODRIGUES et al., 2012; IRWIN; SHOICHET, 2005;
ZOETE et al., 2016). Uma de suas importantes aplicagoes esta no estudo de colegoes de
moléculas que possam fornecer a industria farmacéutica valiosos pontos de partida para a
quimica farmacéutica medicinal. Em meios académicos ou em empresas especializadas em
biotecnologia os bancos de dados disponiveis publicamente permitem selecionar via VS
moléculas que sejam facilmente acessiveis, seja de forma comercial ou através de sinteses. Os
bancos de dados de interesse sao aqueles que reinem moléculas de fornecedores comerciais,
como o ZINC, da literatura, como o ChEMBL, de bancos de complexos cristalograficos
com alvos proteicos, como o Ligand Expo, ou aqueles que listam medicamentos, como o
DrugBank. Além disso, as cole¢bes de moléculas selecionadas podem ser de interesse para
obter uma classe especifica de biomoléculas, como, por exemplo, em receptores acoplados
as proteinas G ou proteinas quinases, ou para restringir propriedades fisico-quimicas
especificas, como em compostos farmaco-similar ou protétipo-similar. Um composto
farmaco-similar é aquele que é similar a um farmaco ja existente, enquanto que um
protétipo-similar é um composto que é previsto para se tornar um farmaco (ZOETE et
al., 2016).

Uma vantagem valiosa do VS é a possibilidade de rastrear compostos virtuais,
estendendo, consideravelmente, o espaco quimico pesquisado. Recentemente, alguns bancos
de dados de compostos virtuais foram disponibilizados publicamente, como o universo

quimico pesquisavel baseado na organizacao intuitiva de dados SCUBIDOO (do inglés,



3.2.  Triagem virtual 54

screenable chemical universe based on intuitive data organization), uma biblioteca gerada
a partir de blocos de construcao comercialmente disponiveis. Em Quimica, o termo blocos
de construcao designa fragmentos moleculares virtuais ou um composto quimico real que
possui grupos funcionais reativos. O nimero de estruturas que este banco de dados contém
¢ da ordem de 10° moléculas, embora esse niimero possa crescer drasticamente na medida

que novas sinteses sdo realizadas (ZOETE et al., 2016).

Existem varios critérios que podem ser utilizados para realizar uma VS, sendo
determinada de acordo com o interesse nas moléculas que serao obtidas. Em cada etapa
da VS, o grupo de moléculas pode ser reduzido, dependendo do filtro que foi selecionado.
Por exemplo, dada uma molécula, a partir de um banco virtual de moléculas pode-se
aplicar a primeira VS via similidade estrutural, que determina semelhancas em relagao
a componentes estruturais. A segunda selecao de farmaco-similar e protétipo-similar
determina similaridades em relacao a propriedades relevantes para um bom farmaco. A
terceira sele¢do é em relacao a solubilidade que determina se as moléculas sdo capazes de
atravessar membranas e interagir nos sitios de interesse. A quarta sele¢ao é em relacao
a toxicidade para determinar se alguma molécula pode causar algum mal ao organismo.
A quinta selecao esta relacionada a andlise de ensaio-PAN e que indica a interferéncia
de compostos PAIN (do inglés, PAN-assay interference compounds) que determina se as
moléculas tendem a reagir com multiplos alvos ao invés de um alvo especifico. A sexta e
ultima selecao diz respeito a andlise para prever os parametros de absor¢ao, distribuicao,
metabolismo e excre¢cao ADME (do inglés, absorption, distribution, metabolism and
excretion) (ZOETE et al., 2016). Uma representagao desta VS exemplo é apresentada na
Figura 3.3.

- - Banco Virtual de Moléculas
Triagem Virtual VS

oaly o of,

¥ Q R
B Figura 3.3 Representacao de
um exemplo de VS baseado em

filtros de selecao de grupos de

moléculas com propriedades far-

Ferramentas Regras Empiricas macolégicas. Um banco vir-
de Triagem tual de moléculas é escolhido
W e através de filtros de similari-
v dade estrutural, fArmaco-similar
e protétipo-smilar, solubilidade,
& . toxicidade, PAINS e ADME ¢é
. ‘ selecionado um grupo reduzido
Moléculas selecionadas de moléculas.

Neste trabalho, foi utilizado um banco de dados gratuitos, que contém de centenas

de milhoes de compostos sintéticos virtuais de reagentes comercialmente disponiveis,
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através das ferramentas do grupo de modelagem molecular do Instituto de Suico de
Bioinformética SIB (do inglés, Swiss Institute of Bioinfomatic), disponivel no enderego
eletronico: <http://www.molecular-modelling.ch/>. A VS foi realizada utilizando as
ferramentas SWISS-Similaridade e SWISS-ADME (disponiveis, respectivamente, nos
enderecos eletronicos: <http://www.swisssimilarity.ch/> e <http://www.swissadme.ch/>)
(ZOETE et al., 2016; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Acessos realizados entre
03/01/2019 e 22/10/20219. Nas duas préximas subsegoes, sao detalhadas cada uma das

ferramentas.

3.2.1 Triagem virtual via SWISS-similaridade

As técnicas de VS podem ser divididas em dois tipos de métodos: VS baseados em
receptor RBVS (do inglés, receptor-based virtual screen) e VS baseados em ligante LBVS
(do inglés, ligand-based virtual screen). O primeiro geralmente consiste no docking de um
grupo de pequenas moléculas na estrutura macromolecular de interesse com o objetivo de
identificar compostos potencialmente ativos. Enquanto a segunda abordagem consiste em
procurar moléculas que sao semelhantes estruturalmente a compostos ativos conhecidos
(ZOETE et al., 2016; MAGGIORA et al., 2014).

A hipotese fundamental do método LBVS é de que moléculas semelhantes sao
propensas a exibirem atividades biolégicas similares. O LBVS, portanto, depende da
quantificagao da similaridade molecular, que depende da descricao das estruturas e das
suas propriedades moleculares. Os descritores moleculares sao classificados como sendo do
tipo uma dimensao (1D), duas dimensoes (2D) ou trés dimensoes (3D) (ZOETE et al.,
2016; MAGGIORA et al., 2014).

Os métodos 1D avaliam a similaridade utilizando descritores de propriedades
globais ou fisico-quimicas das moléculas, tais como o peso molecular ou a contagem
de grupos capazes de realizar uma ligagdo de hidrogénio. Os métodos 2D determinam
as semelhancas entre os descritores derivados de estruturas quimicas bidimensionais.
Os mais populares, desses descritores, sdo as impressoes moleculares FP2 (do inglés,
fingerprints), que codificam vérias caracteristicas quimicas da molécula em um vetor de
bits que representam a presenca ou auséncia de subestruturas particulares na molécula. Os
métodos 3D consideram a geometria tridimensional da molécula e incluem o reconhecimento
do farmacoéforo e a similaridade baseada na forma estrutural. Uma vantagem deste método
estd na possibilidade de identificar com maior precisao moléculas que fazem interagoes
similares com uma proteina (ZOETE et al., 2016; MAGGIORA et al., 2014).

Embora os métodos 3D geralmente tenham uma previsao melhor por similaridade
do que os métodos 2D, suas precisoes dependem de varios fatores, como a qualidade dos

alinhamentos das moléculas e informagoes sobre as conformagoes bioativas. Além disso,
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as representacoes do método 2D sao mais familiares que as do método 3D e possuem um
custo computacional bem menor (ZOETE et al., 2016; MAGGIORA et al., 2014). Diante

disso, neste trabalho, o método escolhido foi o 2D baseado na FP2.

A quantificacao real da similaridade entre FP2 de moléculas é geralmente dada
pelo coeficiente de Tanimoto Tc (do inglés, Tanimoto coeficient), que é o nimero de bits
positivos comuns em ambas as sequéncias dividido pelo nimero total de bits positivos
entre as duas sequéncias (ZOETE et al., 2016; MAGGIORA et al., 2014). O coeficiente de

Tanimoto geralmente é definido, dado uma molécula A e uma B, como sendo

c

Tc = aro—¢ (3.3)
em que a e b sdo o nimero de caracteristicas tinicas presentes em cada uma das moléculas
e ¢ é o numero de caracteristicas compartilhadas por A e B. O valor de Tc varia entre 0,
para nenhuma similaridade entre as moléculas, e 1, para moléculas totalmente similares.
Nao existe um valor padrao de Tc para o qual se possa afirmar que as moléculas similares
compartilham as mesmas atividades bioquimicas. Alguns trabalhos adotam igual ou acima
0,85 como sendo um valor de Tc ideal enquanto que outros adotam igual ou acima 0,6. O
valor deve ser definido de acordo com os critérios e objetivos estipulados (ZOETE et al.,
2016; MAGGIORA et al., 2014).

A ferramenta SWISS-Similaridade permite desenhar a molécula ou entrar com
a especificacao simplificada do input da linha de entrada molecular SMILES (do inglés,
simplified molecular input line entry specification) da molécula de referéncia. Posterior-
mente, pode-se escolher o método utilizado, entre os 2D e o 3D ou uma combinacao dos
mesmos. Na sequéncia, escolhe-se o banco de moléculas para os quais deseja realizar a
busca, estando disponiveis por exemplo: banco de farmacos aprovados, experimentais,
investigados, composto bioativos do banco de ligantes do PDB e do ChEMBL, moléculas
avaliadas comercialmente por bancos como do ZINC farmaco-similar, ZINC protétipo-
similar, Vitas e Enamine, e bibliotecas virtuais da Sigma Aldrich. Ao concluir os calculos,
automaticamente, uma nova interface surge apresentando cada molécula similar e seu
respectivo coeficiente de similaridade (ZOETE et al., 2016). Na Figura 3.4 é apresentado

uma imagem parcial da interface do SWISS-Similaridade.
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Figura 3.4 Imagem parcial da interface do programa SWISS-Similaridade. E possivel desenhar
a molécula ou entrar com o SMILES da molécula e posteriormente determinar o método de
busca de similaridade e o banco de moléculas desejado. Na imagem, foi selecionada a molécula
alvo Diclofenaco e o método FP2 para busca de similaridade no banco de dados do ZINC
farmaco-similar.

Neste trabalho, a VS foi realizada tendo como molécula base, em um primeiro
momento, o Trolox e, posteriormente, a moléculas multialvo Carnosina e Homocarnosina.
O banco virtual de moléculas, utilizado no programa SWISS-Similaridade, foi o ZINC
farmaco-similar, com cerca 10 milhdes de moléculas. As moléculas similares obtidas sao

apresentadas no capitulo de resultados e discussoes.

3.2.2 Triagem virtual via SWISS-ADME

O SWISS-ADME é uma ferramenta que permite calcular descritores fisico-quimicos,
assim como prever os parametros de absorcao, distribuicao, metabolismo e excrecaio ADME
(do inglés, absorption, distribution, metabolism and excretion), propriedades farmacocinéti-
cas, de natureza farmacolégica e propicios para utilizagdo em quimica medicinal de uma
ou de varias moléculas pequenas no descobrimento de farmacos (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017). https://pt.overleaf.com/project/61c1b7b6d7a5a92a1{229725 Apds selegao
de uma ou varias moléculas e execucdo da ferramenta, é exibido um painel para cada
molécula com os resultados calculados. O primeiro resultado é um radar de biodisponibi-
lidade em que seis propriedades fisico-quimicas sao exibidas qualitativamente por meio
dos valores das propriedades obtidas quantitativamente: lipofilicidade (valor ideal: -0,7 <
XLOGP3 < 5,0), tamanho (valor ideal: 150g/mol < MW < 500g/mol), polaridade (valor
ideal: 20A% < TPSA < 130A2?), insolubilidade (valor ideal: -6 < log$S < 0), flexibilidade
(valor ideal: nimero de ligagoes rotacionais LR < 9) e saturagao (0,25 < Csp3 < 1,0). O
termo XLOGP3 representa um quantificador da lipofilicidade, o MW (do inglés, molecular

weight) é o peso molecular, TPSA (do inglés, topological polar surface area) é a area de
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superficie polar topolégica, o log S representa um quantificador da solubilidade e o termo
Csp3 representa a fragao de carbonos na hibridacao sp3. Um exemplo é apresentado na
Figura 3.5. Uma faixa fisico-quimica em cada eixo delimita uma area cor-de-rosa que preveé

se uma molécula é farmaco-similar, o que ocorre quando todos indicadores encontram-se
no seu interior da regiao cor-de-rosa (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

LIPO

P Figura 3.5 Exemplo de radar de biodisponibilidade da ferra-
. ] menta SWISS-ADME. As propriedades apresentadas séo (co-
megando na parte superior e caminhando no sentido horério):
lipofilicidade (-0,7 < XLOGP3 < +5,0), tamanho (150g/mol
< MW < 500g/mol), polaridade (50A2<TPSA<130A2?), in-
s solubilidade (0<log S< -6), flexibilidade (LR <9) e saturacio
' (0,25 < Csp3 < 1,0). Uma molécula é prevista ser farmaco-
similar se todos os descritores encontram-se no interior da

area cor-de-rosa.
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Na sequéncia, sao apresentadas as propriedades fisico-quimicas quantitativas da
molécula, tais como: peso molecular, nimero de dtomos pesados, nimero de ligagoes
rotacionais, nimero de aceitadores e doadores de ligacao de H, refracao molar e TPSA.
O TPSA ¢ definido como a soma da superficie potencial de todos os atomos polares,
como, por exemplo, o oxigénio e nitrogénio, incluindo também os atomos de hidrogénio
da molécula. Moléculas com uma TPSA>140A2 tendem a ser fracas em permear as
membranas celulares e para atravessar a barreira hematocefilica BBB (do inglés, blood
brain barrier) normalmente é necessario TPSA<90A? (DAINA; MICHIELIN; ZOETE,
2017).

Em uma secao sao apresentados os valores calculados de lipofilicidade através de
varios métodos, como o iLOGP, XLOGP3, WLOGP, MLOGP, SILICOS-IT e também
uma média aritmética dos valores previstos por este método. O descritor de lipofilicidade
¢ o coeficiente de partigdo entre o n-octanol e a agua, logP,/yw, € é responsavel por
uma série propriedades como: solubilidade, absorc¢ao, interacdo com um alvo, toxicidade,
penetragao no sistema nervoso central, ligacdo com proteinas plasmaéticas, entre outras. A
lipofilicidade de um composto ndo pode nem ser muito alta e nem muito baixa, podendo os
dois extremos diminuirem ou mesmo tornar ineficiente a capacidade farmacologica de uma

molécula. Um bom balanco da lipofilicidade encontra-se no intervalo 2 < log P v, < 5
(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Na secao seguinte, é apresentado o calculo de predicao de solubilidade em agua,
utilizando trés métodos distintos: o ESOL, o adaptado de Ali et al. e o SILICOS-IT.
Os resultados indicam se a molécula é pouco, moderadamente ou muito soltvel. Uma
molécula solivel em agua facilita muitas atividades de desenvolvimento de medicamentos,

principalmente, em relacao a facilidade de manuseio e formulacao, e, além disso, é uma
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propriedade fundamental no fator absor¢ao por via oral (DAINA; MICHIELIN; ZOETE,
2017).

A préxima secao indica as propriedades farmacocinéticas da molécula, como ab-
sorgao gastrointestinal, permeabilidade pela BBB, inibidores de citocromos P450(CYP) e
permeabilidade pela pele. A familia de citocromos P450(CYP) sao enzimas que oxidam
medicamentos, toxinas e alimentos, normalmente inativando-as e tornando-as mais faceis
de serem eliminadas pelo organismo, em sua maioria os farmacos sdo considerados xeno-
bidticos, por serem moléculas estranhas ao organismo, e, como tais, podem causar danos
ao organismo a longo prazo. As enzimas do citocromos P450(CYP) permitem contornar

esse problema, logo, é esperado que um bom farmaco nao cause sua inibigdo (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017).

A penultima secao lista as propriedades farmacologicas da molécula que avalia
qualitativamente a sua chance de se tornar uma droga oral com relagdo a sua biodisponibi-
lidade. Nessa secao, sao listados cinco filtros diferentes baseados em regras determinadas,
com diversas faixas de propriedades que determinam se a molécula é farmaco-similar.
Estes filtros, em sua maioria, surgem de analises de grandes empresas farmacéuticas que
buscam melhorar a qualidade das suas colegdes de moléculas. Os métodos utilizados sao:
o Ghose (Amgen), o Veber (GSK), o Egan (Pharmacia) e o Muegge (Bayer). Qualquer
violagao de uma regra aparece explicitamente no painel de saida. Nessa secao, encontra-se
também uma pontuagao de biodisponibilidade de Abbott ABS (do inglés, Abbott bioa-
vailability score) que caracteriza a probabilidade de um composto ter mais de 10% de
biodisponibilidade oral em ratos ou permeabilidade mensuravel através de células epiteliais
intestinais Caco-2. O ABS assume um valor de 0,11 para dnions em que o TPSA>150A2
e 0,56 para o T5<TPSA<100A2, para outros compostos assume o valor de 0, 55 se atende
a regra-dos-cinco de Lipinski e 0,17 se nao atende. A regra-dos-cinco de Lipinski prevé
que um composto é bioativo oralmente se nao viola os seguintes regras: nao possuir mais
de 5 doadores de ligagdo de hidrogénio, nao possuir mais de 10 aceitadores de ligacao de
hidrogénio, possuir massa molecular inferior a 500u e nao possuir log(P) > 5 (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017).

A tltima se¢do é denominada de quimica medicinal e tem por objetivo auxiliar
quimicos medicinais na descoberta de novos farmacos. Nessa secao, sao apresentados
padroes de reconhecimento de fragmentos que podem ser potencialmente problematicos.
Como, por exemplo, a analise de ensaio PAINS, citada na Figura 3.3. Fragmentos que
podem tornar a molécula toxica, metabolicamente instavel e tornar a molécula fraca
farmacocineticamente também sao listados (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Além disso, como saida para o conjunto de moléculas dadas como entrada é
construido uma representacgao grafica denominada de BOILED-FEqgg que identifica se essas

moléculas passam pela absor¢ao intestinal humana HIA (do inglés, human intestinal
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absorption) e atravessam a BBB. As moléculas que passam somente pela HIA encontram-se
apenas na regiao branca, enquanto que aquelas que encontram-se na regiao amarela sao
previstas para passar pela HIA e atravessar a BBB. A predicao é realizada a partir de
dois descritores fisico-quimicos: o WLOGP e TPSA. Na Figura 3.6 é apresentado um
exemplo para o caso de dois farmacos: o Diclofenaco, utilizado para dores e inflamacoes, e
o Omeprazol, utilizado, principalmente, no tratamento de gastrites. O primeiro permite a
HIA e atravessa a BBB e o segundo permite somente a HIA. Além disso, é apresentado se
a molécula pode, ponto em azul com indicador PGP+, ou nao, ponto em vermelho com
indicador PGP—, ser transportado pela glicoproteina de permeabilidade PGP (do inglés,
permeability glycoprotein), responsavel por bombear substdncias estranhas ao organismo
para o exterior das células (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; DAINA; ZOETE, 2016).

Figura 3.6 Representacdo grafica de
BOILED-Egg da ferramenta SWISS-

WLOGP

ADME. No grafico sao apresentadas

Show Molecules Name

duas moléculas: uma que permite a HIA
e atravessar a BBB (regido amarela),
Diclofenaco, e uma que permite somente a
HIA (regido branca), Omeprazol. O ponto
em azul (PGP+) indica que a molécula
pode ser bombeada pela glicoproteina de
permeabilidade PGP e o em vermelho
(PGP—) indica que a molécula ndo pode
ser bombeada pela PGP.

o
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3.3 Calculo de estrutura eletronica

Para o calculo de estrutura eletronica, utilizou-se o pacote computacional Gaussian
09 (FRISCH et al., 2009). As moléculas selecionadas neste trabalho, Trolox, Carnosina,
Homocarnosina e moléculas similares, foram otimizadas utilizando o DFT, com funcional
B3P86 para as moléculas em sua forma nao radical e (U)B3P86 para as moléculas na
forma radical e o conjunto de fungdes de base 6-311+G(d,p) foi utilizado para ambos os

Casos.

A escolha do funcional e conjunto de fungoes de base foi realizada baseando-se no
trabalho do Trouilhas et al. (TROUILLAS et al., 2006), que realizou um estudo de nivel
de calculo e conjunto fungoes de base no estudo da capacidade antioxidante de grupos
moleculares fenol e catecol, componentes estruturais presentes na maioria dos antioxidantes.
Os resultados obtidos mostraram que os niveis de célculo B3P86/(U)B3P86 e o conjunto
de fungoes de base 6-311+G(d,p) sdo suficientes, em precisdo, comparando com os dados

experimentais para os grupos moleculares estudados, para calcular a BDE.
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O célculo das frequéncias de vibracao das moléculas também foi realizado, de modo
a verificar se todas sao positivas, caracterizando assim uma conformagao de minima energia
estavel. Com resultados obtidos calculou-se as propriedades BDE, AIP e energia do GAP.
Além disso, foram construidas as superficies de densidade de spin, HOMO e LUMO.

3.4 Docking molecular

As conformagoes de peptideos da AB(1-42), em formato PDB, utilizadas para
realizacao do docking com as Carnosinas e Homocarnosinas, resultantes de um céalculo
de dindmica molecular, foram fornecidas pela pesquisadora Dra. Camila D’Avila Braga
Sette (SETTE, 2020). Foram selecionadas 10 conformagoes de um conjunto de 1880

conformacgoes.

O docking molecular foi realizado com o programa autodock tools 4.2, por meio
do autodock 4 (em que estd implementado o autodock4 e o autogrid4). Os ligantes e a
macromolécula foram preparados com o método de cargas parciais de Gasteiger, baseado
em célculos empiricos do equilibrio da eletronegatividade, e o grid foi construido com
espacamento de 1,0 angstrom (A) e dimensoes de grade 60x60x60. A macromolécula foi
mantida rigida e o ligante teve liberdade de rotacao das ligagoes ativas. Para o docking, foi
utilizado o algoritmo genético lamarckiano (em que as conformagoes sao geradas por meio
de um processo estocastico, com graus de liberdade do ligante - translacional, rotacional e
conformacional - variando randomicamente em cada corrida) com 100 corridas (quantidade
de conformagoes), populacao 150 (quantidade de conformagoes iniciais) e maximo de

avaliagoes de energia longo (25000000).

Os resultados foram avaliados utilizando o programa LigPlot+ versao 2.2, um
programa para geracao automatica de diagramas de interacao 2D de ligante-proteina
a partir de coordenadas 3D em formato PDB. Nesses diagramas, sao identificados os
padrdes de interacao das ligagoes de hidrogénio e interagoes hidrofébicas entre um ligante
e os elementos da cadeia principal ou da cadeia lateral de uma proteina. De modo geral,
uma ligagdo de hidrogénio é uma interagao atrativa entre dois atomos eletronegativos,
em que um ¢ o doador e outro o aceitador. Um &tomo de hidrogénio fica alinhado
entre eles e ligado covalentemente ao doador. O doador atrai o elétron do hidrogénio de
seu orbital em dire¢ao ao proprio doador, o que provoca uma carga parcial positiva no
hidrogénio, que é eletrostaticamente atraido para o aceitador eletronegativo. A interagao
hidrofébica pode ser qualitativamente entendida como uma interacao que faz com que
partes hidrofébicas se agreguem ou se agrupem em meios polares, isso ocorre devido
as acgoes dinamicas dos compostos apolares do meio que interagem entre si e forcam a

interacao dos compostos apolares. As ligacoes e interagoes sao identificadas pelo programa
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de acordo com os critérios de distancia e angulos entre os atomos do ligante e do receptor
(LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011; CHANDLER, 2005; MCDONALD; THORNTON,
1994). Na Figura 3.7, é apresentado um exemplo do diagrama 2D fornecido pelo LigPlot+.

Asp7

9

Ligante

N4

Figura 3.7 Exemplo de diagrama 2D gerado pelo LigPlot+, as ligagoes de hidrogénio sdo
mostradas como linhas pontilhadas e os contatos hidrofébicos sdo representados como curvas
ranhuradas que projetam as partes hidrofébicas do ligante e sdo marcadas pelos residuos de
aminoacidos da proteina em contato. Na fonte verde, sdo apresentados os aminodcidos da proteina
que interagem por ligagdo de hidrogénio (no exemplo, a histidina Hi6 e o aspartato Asp7) e as
respectivas distancias internucleares e, na fonte em vermelho, os aminoacidos que interagem por
contato hidrofébico (no exemplo, a fenilalanina Fen4 e a arginina Argh).

Um dos parametros obtidos pelo programa autodock 4 e utilizado para realizar
as andlises é a funcao de score, que corresponde, nesse caso, a energia de ligacdo ou
energia livre de Gibbs (AG). Ela é uma medida da afinidade de ligagdo do complexo
ligante-receptor, dada pela diferenca entre a energia do complexo e a soma das energias

do ligante e do receptor, separadamente.



Capitulo 4

Resultados e discussoes

Neste capitulo, sdo apresentados os resultados obtidos e as discussoes relativas.
Tendo em vista a hipotese metalica da AD, o estudo realizado neste trabalho foi dividido
em duas etapas. Na primeira etapa, investigou-se, via calculo de estrutura eletronica,
como um antioxidante sintético, o Trolox, e dois antioxidantes naturais, a Carnosina e
Homocarnosina, podem contribuir para evitar ou agir terapeuticamente contra os danos
oxidativos na AD quando essa encontra-se em estagios avancados. Para isso, foi realizado
um primeiro estudo com o Trolox, utilizado como referéncia para medida de capacidade
antioxidante. Posteriormente, o mesmo protocolo foi aplicado para os dois antioxidantes
naturais. A técnica de triagem virtual foi utilizada nesta etapa com objetivo de obter
moléculas similares para auxiliarem no entendimento dos mecanismos de agoes oxidantes.
Tendo em vista o carater multialvo-dirigido da Carnosina e da Homocarnosina, na segunda
etapa foi investigado, via docking molecular, como essas moléculas podem contribuir para
evitar a oligomerizacao de peptideos da A(1-42) acelerada pela presenga do fon metalico

cobre(1I), considerando a hipdtese metélica.

4.1 Capacidade antioxidante: Trolox e moléculas similares

Nesta secao sao apresentados os resultados da atividade antioxidante do Trolox
(TL) obtidos por meio de calculos de estrutura eletronica. Além disso, foi analisada a

atividade antioxidante de moléculas similares a ele por meio da triagem virtual.

O TL, Figura 4.1, é um composto dotado de forte capacidade antioxidante e é
utilizado como composto referéncia para determinar a capacidade antioxidante de outros
moléculas. Essa molécula possui dois de doadores hidrogénio, um ligado a um anel nomeado
de anel A e outro ligado a um carbono secundario conectado a um anel B, existindo a
possibilidade de doar esses hidrogénios caso o mecanismo de estabilizagao de radicais livres
que prevaleca seja o HAT. Caso o mecanismo SET prevaleca, um elétron é doado para um

radical, ao invés de um radical hidrogénio.
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Figura 4.1 Trolox (TL).

Na subsegao seguinte, ¢ apresentado como foi realizado a VS e determinada as

moléculas que sao similares ao TL e que possuem perfil farmacolégico.

4.1.1 Triagem virtual do Trolox: similaridade e ADME

Na primeira etapa do trabalho, foi realizado um VS, tendo como base o TL,
utilizando a ferramenta SWISS-similaridade. Nessa ferramenta, foi selecionado o método
F2P e o banco de dados do ZINC tipo-farmaco.

A selegao via SWISS-similaridade retornou como resultados uma quantidade de 398
moléculas similares ao TL com distintos coeficientes de T.. Na sequéncia, é apresentado os

filtros adotados em cada etapa da VS.

e Etapa 1: as moléculas passaram pelo filtro em relacdo ao T, selecionando todas as
moléculas que tinham T, > 0,6 (o limite inferior para a relagao de similaridade estrutura-

atividade). Nessa etapa, a quantidade de moléculas permaneceu a mesma (398);

Os préximos filtros diz respeito as propriedades ADME das moléculas, sendo
realizado pelo SWISS-ADME.

e Etapa 2: selecionada as moléculas com farmacocinética similar, em que uma das
caracteristicas principais foi possuir a mesma previsao dada pela representacao de BOILED-

Egg. Nesse processo, o numero de moléculas foi reduzido para 380;

e Etapa 3: utilizado como critério de filtro se as moléculas possuem perfil do tipo farmaco.

Nesse filtro, o nimero de moléculas foi reduzido para 334;

e Etapa 4: utilizado como critério de filtro se as moléculas possuem algum alerta do ponto

de vista quimico medicinal. Nesse filtro, o nimero de moléculas foi reduzido para 37,

e Etapa 5: realizada a selecao de moléculas que possuem ao menos 2 doadores de hidrogénio.

Nesse filtro, o nimero de moléculas foi reduzido para 33;

e Ftapa 6: utilizado como critério de filtro se as moléculas possuem algum isémero,

retirando-os neste filtro. Nesse filtro, o nimero de moléculas foi reduzido para 17;
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e Etapa 7: utilizado como critério de filtro se as moléculas até entao selecionadas tinham
um radar de biodisponibilidade do tipo TL, tendo as propriedades esperadas de um farmaco,
como lipofilicidade, tamanho, polaridade, insolubilidade, flexibilidade e saturacao. Com

esses critérios, o nimero de moléculas foi reduzido para 16;

e Etapa 8: utilizado como critério de filtro se as moléculas até entao selecionadas o valor
de acessibilidade sintética de, no maximo, uma unidade acima das moléculas de referéncia,

o TL. Nesse critério, o niimero de moléculas permaneceu o mesmo (16);

e Etapa 9: verificado se todas as moléculas possuem estrutura similar a TL, possuindo

pelo menos um grupo fenol. Nesse filtro, o nimero de moléculas foi reduzido para 5;

Na Tabela 4.1, é apresentada as 5 moléculas similares ao TL e o seus respectivos
coeficientes de Tanimoto. Da Figura 4.2 a Figura 4.7, sao apresentadas propriedades do
TL e das moléculas similares obtidas, com seus respectivos radares de biodisponibilidade,

assim como na Tabela 4.2.

Tabela 4.1 Cédigo do ZINC, sigla, férmula quimica e coeficiente de Tanimoto (0,000 < T, <
1,000), relativo ao Trolox (cédigo ZINC: ZINC56582), de 5 moléculas similares obtidas, via VS,
pelas ferramentas SWISS-similaridade e SWISS-ADME.

Molécula Sigla  Férmula quimica T,
Trolox TL Cl4H1804 1,000
ZINC01673670 STL1 C15H9004 0,821
ZINC12495242 STL2 C16H2204 0,813
ZINC06068939 STL3 C15H2004 0,776
ZINC27645480 STL4 C14H1504 0,748
ZINC96341857 STL5 C16H21NO, 0,743

Figura 4.2 Representagdo molecular do
TL, a esquerda, e do radar de biodisponi-
bilidade correspondente. No radar, na parte
superior e no sentido horario, estdao indica-
das as propriedades: lipofilicidade consen-
S sual (2,47), tamanho (250,29¢/mol), polari-
v L e dade (66,76A2), insolubilidade de Ali (-3,90),
insaturacao (0,50 de fragdo Csp3 ) e flexibi-
lidade (1 ligacdo rotacional) previstas.

FLEX N . SIZE
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Figura 4.3 Representacdo molecular do
ZINC01673670 (STL1), & esquerda, e do radar
de biodisponibilidade correspondente. No
radar, na parte superior e no sentido horario,
estdo indicadas as propriedades: lipofilicidade
consensual (2,11), tamanho (264,32g/mol),
- mue polaridade (66,76A2), insolubilidade de Ali

; (-2,95), insaturagao (0,53 de fragdo Csp3) e

HO R flexibilidade (3 ligagao rotacional) previstas.
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Figura 4.4 Representacdo molecular do
ZINC12495242 (STL2), a esquerda, e do ra-
dar de biodisponibilidade correspondente. No
radar, na parte superior e no sentido horério,
estdo indicadas as propriedades: lipofilicidade
consensual (3.01), tamanho (278,34g/mol),
o polaridade (66,76A2), insolubilidade de Ali
(-4,20), insaturagao (0,56 de fracao Csp3) e
flexibilidade (3 ligagao rotacional) previstas.
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Figura 4.5 Representagdo molecular do
ZINC06068939 (STL3), a esquerda, e do radar
de biodisponibilidade correspondente. No
radar, na parte superior e no sentido horario,
estao indicadas as propriedades: lipofilicidade
« S consensual (2,67), tamanho (264,32g/mol),
CHs ST e polaridade (66,76A2), insolubilidade de Ali
° k (-3,82), insaturacao (0,53 de fracdo Csp3) e
o flexibilidade (3 ligagdo rotacional) previstas.
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Figura 4.6 Representacdo molecular do
ZINC27645480 (STL4), a esquerda, e do radar
de biodisponibilidade correspondente. No
radar, na parte superior e no sentido horario,
estdo indicadas as propriedades: lipofilicidade
consensual (2,34), tamanho (250,29¢g/mol),
- mue polaridade (66,76A2), insolubilidade de Ali
(-3,44), insaturacao (0,50 de fracdo Csp3) e
flexibilidade (3 ligacdo rotacional) previstas.
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Figura 4.7 Representacdo molecular do
ZINC96341857 (STL5), a esquerda, e do radar
de biodisponibilidade correspondente. No
radar, na parte superior e no sentido horario,
estao indicadas as propriedades: lipofilicidade
consensual (3,36), tamanho (259,34g/mol),
e polaridade (53,25A2), insolubilidade de Ali
(-4,11), insaturacao (0,56 de fragdo Csp3) e
flexibilidade (2 ligagao rotacional) previstas.

FLEX _ SIZE

INSATU

INSOLU

Tabela 4.2 Propriedades determinadas via ferramenta SWISS-ADME para o TL e moléculas
similares (STL1-STL5).

Molécula ngggiigj:lc Tamanho (g/mol) Polaridade (A?) Isoglfkhﬁ ade Insaturacao Flexibilidade
TL 2,47 250,29 66,76 -3.90 0,50 1
STL1 2,11 278,34 66,76 -2.95 0,53 3
STL2 3,01 278,34 66,76 -4.20 0,56 3
STL3 2,67 264,32 66,76 3.82 0,53 3
STL4 2,34 250,29 66,76 3.44 0,50 3
STL5 3,36 259,34 53,25 -4.11 0,56 2

Valores ideais -0,7 < XLOGP3 < 5,0 150 < MW < 500 50<TPSA<130 -6 <logS <0 0,25 < Csp3 < 1,0 LR <9

As moléculas preditas para serem passivamente permeaveis através da BBB sao
apresentadas também na ferramenta SWISS-ADME por meio de um grafico de BOILED-
Egg, apresentado na Subsecao 3.2.2, em que a regiao amarela determina as moléculas
previstas para terem essa propriedade. Na Figura 4.8, é apresentado este grafico com o

TL e as 5 moléculas similares.
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Figura 4.8 Grafico de BOILED-Eqgq
para o TL e moléculas similares (STL1-
STL5). Todas estas moléculas encontram-
se dentro da regido amarela e dessa forma
sao previstas para serem passivamente per-
S w  w  w w wm W e w e Mmedveis através da BBB.

Na Tabela 4.3, sao apresentadas as propriedades extras exibidas também pela
ferramenta SWISS-ADME, tais como a quantidade de aceitadores e de doadores de ligagao
de hidrogénio, pontuagao de biodisponibilidade de Abbott ABS (uma molécula é prevista
para ser um bom farmaco ao assumir as pontuacoes de 0,17, 0,55 e 0,56, conforme
apresentado na Subsecao 3.2.2) e acessibilidade sintética que fornece uma previsao da
facilidade com que a molécula pode ser sintetizada numa escala de 1 para muito facil até

10 para muito dificil.

Tabela 4.3 Propriedades extras determinadas via ferramenta SWISS-ADME para o TL e
moléculas similares (STL1-STL5).

Moléeula N€ de aceitadores N2 de doadores ABS Acessbilidade sintética
de ligacoes H de ligagoes H  (ideal: 0,17, 0,55 e 0,56) (1,00 - 10,00)

TL 4 2 0,56 3,05
STL1 4 2 0,55 3,12
STL2 4 2 0,56 3,25
STL3 4 2 0,56 3,09
STL4 4 2 0,56 2,99
STL5 3 1 0,55 3,12

Essas propriedades extras apresentadas, em primeiro lugar, indicam que todas as
moléculas similares possuem potencial para atuarem como antioxidante pelo mecanismo
HAT devido a quantidade de doares de ligacao de hidrogénio que possuem e pela pontuacao
ABS. Em segundo lugar, os valores de acessibilidade sintética indicam que todas as
moléculas similares possuem facilidade de serem sintetizadas semelhante ao TL. Em
particular, a molécula STL4 apresentou um valor de acessibilidade sintética ligeiramente

menor que o TL.

No geral, os resultados obtidos via SWISS-ADME demonstram que as 5 moléculas
similares ao TL, STL1-STL5, possuem caracteristicas suficientes para atuarem como

farmacos. Na sequéncia, sao apresentados os resultados referentes aos calculos de estrutura



4.1.  Capacidade antioxidante: Trolox e moléculas similares 69

eletronica com o objetivo de caracterizar e prever a capacidade antioxidante do TL e das
moléculas similares (STL1-STL5).

4.1.2 Otimizagao via DFT

A primeira parte dos calculos de estrutura eletronica foi a otimizacao e a determi-
nagao das frequéncias vibracionais do TL e das 5 moléculas similares (STL1-STL5). As
estruturas foram otimizadas primeiramente na fase gas e, posteriormente, na presenca
dos solventes: dgua (solvente polar) e benzeno (solvente apolar) simulados via modelo
de polarizacao continua PCM (do inglés, polarizable continuum model). A utilizagdo dos
solventes busca simular diferentes condi¢oes de meios do organismo. Todas as estruturas
convergiram e apresentaram frequéncias reais, configurando, assim, o estado de minima
energia para cada uma das moléculas. As entalpias de cada molécula em 298, 15K sao
dadas como saida do calculo de frequéncia. As geometrias otimizadas sao apresentadas na

Figura 4.9.

STL1 STL4 STLS5

Figura 4.9 Geometrias otimizadas do TL e moléculas similares (STL1-STL5) na fase gés.
As esferas vermelhas, cinzas e azuis representam os dtomos de oxigénio, carbono e nitrogénio,
respectivamente.

Para realizar os calculos das propriedades eletronicas que determinam a capacidade
antioxidante das moléculas, o BDE e o AIP, é necessario calcular essas mesmas propriedades

dos antioxidantes também na forma radical. Assim, primeiramente foi retirado um radical
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de hidrogénio (ligado a um oxigénio) para o TL e moléculas similares (STL1-STL5) para
cada uma das possiveis abstragdes com o objetivo de caracterizar a capacidade antioxidante
pelo mecanismo HAT. Em seguida, apds a otimizacao destas moléculas e obtencao das
entalpias correspondentes, calculou-se a entalpia associada ao radical hidrogénio utilizando
o mesmo método e conjunto de fungoes de base utilizado para as otimizagoes, obtendo o
valor de —0,516155 Hartree. Num segundo momento, foi retirado um elétron e também
otimizadas as geometrias correspondentes para caracterizar a capacidade antioxidante pelo
mecanismo SET. A entalpia de um elétron na fase gas é dada por 0,00119787 Hartree
(BARTMESS, 1994; NENADIS; STAVRA, 2017). Para todos os célculos foram encontradas
frequéncias reais, caracterizando estruturas de minima energia. As entalpias obtidas sao

apresentadas na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 Entalpias do TL e moléculas similares (STL1-STL5), dadas em Hartree, na forma
nao radical e radical, considerando os mecanismos HAT e SET e a presenca dos solventes dgua e
benzeno.

Moléeula Entalpia Entalpia HAT Entalpia
(Nao radical) A-O* | B—CO* SET
Fase gas

TL -847,587340 | -846,949790 | -846,919423 | -847,316790
STL1 -886,994889 | -886,356560 | -886,305513 | -886,721539
STL2 -926,475231 | -925,838958 | -925,788462 | -926,204291
STL3 -887,023539 | -886,382973 | -886,344482 | -886,749798
STL4 -847,590835 | -846,946340 | -846,903600 | -847,310410
STL5 -829,940999 | -829,302789 - -829,664415

Agua (PCM)

TL -847,601934 | -846,965988 | -846,947352 | -847,601934
STL1 -887,010770 | -886,375268 | -886,324007 | -887,010770
STL2 -926,489513 | -925,855148 | -925,823713 | -926,489513
STL3 -887,043437 | -886,406448 | -886,377551 | -887,043437
STL4 -847,606389 | -846,966184 | -846,934528 | -847,606389
STL5 -829,956560 | -829,321523 - -829,956560

Benzeno (PCM)

TL -847,593327 | -846,956591 | -846,929455 | -847,353805
STL1 -887,001572 | -886,364380 | -886,313296 | -886,761568
STL2 -926,481291 | -925,845317 | -925,795422 | -926,243004
STL3 -887,031868 | -886,392726 | -886,351168 | -886,789341
STL4 -847,597532 | -846,955044 | -846,910516 | -847,351166
STL5 -829,947623 | -829,310789 - -829,705990

As entalpias obtidas apresentaram valores mais negativos para a forma nao radical
do que relacao as formas radical obtidas pelos mecanismos HAT e SET, conforme esperado.
Os valores de entalpia para os radicais obtidos via mecanismo HAT s@o maiores do que os
obtidos via mecanismo SET, que se aproxima mais da entalpia da forma nao radical para

cada molécula.



4.1.  Capacidade antioxidante: Trolox e moléculas similares 71

A facilidade ou dificuldade de formacao de um radical é caracterizado pelos valores
de BDE e AIP, que levam em conta, respectivamente, o radical hidrogénio e o elétron

abstraido. Os calculos desses dois descritores sdo apresentados na sequéncia.

4.1.3 Calculos do BDE e do AIP

A segunda parte do calculo envolveu a determinagao de dois descritores de atividade
antioxidante, o BDE (que descreve o poder antioxidante da molécula através do mecanismo
HAT de estabilizagdo de radicais livres) e AIP (que descreve o poder antioxidante da
molécula através do mecanismo SET). Os valores obtidos para a BDE e para o AIP séo
apresentados na Tabela 4.5 em unidades kcal/mol. O fator de conversao é 1 Hartree
= 627,509 kcal/mol.

Tabela 4.5 BDE e AIP (em kcal/mol) para o TL e moléculas similares (STL1-STL5), na fase
gas e na presenca dos solventes agua e benzeno.

BDE
A—0O* [ B»CO*
Fase gas

TL 76,18 | 9522 | 170,52
STL1 76,67 | 108,70 | 172,28
STL2 75,38 107,06 | 170,77
STL3 78,07 102,22 | 172,53
STL4 80,53 107,35 | 176,72
STL5 76,59 - 174,31
Agua (PCM)

TL 75,16 86,85 | 137,32
STL1 74,88 107,04 | 135,17
STL2 74,16 93,89 134,91
STL3 | 75,81 | 9394 |13843
STL4 77,83 97,69 138,86
STL5 74,59 - 135,69
Benzeno (PCM)

TL 75,66 92,69 | 151,05
STL1 75,94 108,00 | 151,36
STL2 75,18 | 106,49 | 150,28
STL3 ey 103,25 | 152,94
STL4 79,27 107,21 | 155,35
STL5 75,72 - 152,38

Molécula

AIP

Quanto menores os valores da BDE e AIP maior a facilidade de estabilizacao do
radical e, consequentemente, mais provavel é de ser formado. Os resultados obtidos na
presenca de solventes (dgua e benzeno) e auséncia (fase gasosa) indicam que o mecanismo
de estabilizacdo de radicais predominante é o HAT, isto é, o TL e as moléculas similares

(STL1-STL5) devem atuar como antioxidante por meio da doagao de um radical H® para
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estabilizar algum radical livre. Os resultados indicam também que o H® abstraido deve

ser aquele ligado ao oxigénio que se encontra ligado ao anel A das moléculas em questao.

Destaca-se como resultado o menor valor de BDE para a molécula SLT2 em relacao
ao TL e a todas as outras moléculas similares. Entretanto, essa diferenca se encontra na
ordem de 1 kcal/mol, em relacao a, por exemplo, o antioxidante de referéncia, o TL. Assim,
o BDE por si s6 nao pode ser utilizado como critério tinico para determinar que o SLT?2
possui uma capacidade antioxidante maior que o TL. Os valores de AIP do STL2 e TL
também apresentaram valores substancialmente proximos, sendo os menores em relagao a

todas as moléculas similares.

Além disso, os valores de BDE, no solvente dgua, foram menores em relacao a fase
gasosa do doador de oxigénio conectado ao anel A e do doador de oxigénio ao carbono
conectado ao anel B. Esse fato, indica que um ambiente polar pode facilitar tanto a
transferéncia de H®* quanto a formacao de radicais. Na presenca do solvente benzeno,
os valores de BDE também mostraram uma diminui¢do em relagao a transferéncia da
fase gasosa para o H®* do doador de oxigénio conectado ao anel A, embora muito menos
pronunciado do que com o solvente agua. Em relacao a transferéncia de H®* do doador
de oxigénio no carbono conectado ao anel B, os valores de BDE para as moléculas STL2
e STL3 foram maiores. Para as moléculas restantes, os valores de BDE sao inferiores
aos da fase gasosa. Esses resultados indicam que um ambiente apolar pode dificultar a
transferéncia do H® e, consequentemente, diminuir a capacidade antioxidante de moléculas

como o TL e moléculas similares.
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Figura 4.10 BDE (em kcal/mol) para o TL e moléculas similares (STL1-STL5), na fase gas e
na presenca dos solventes dgua e benzeno, referente ao A-QO°.
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Figura 4.11 BDE (em kcal/mol) para o TL e moléculas similares (STL1-STL4), na fase gas e
na presencga dos solventes dgua e benzeno, referente ao B—CO?®.

Sendo o HAT o mecanismo que prevalece na agao antioxidante promovida por essas
moléculas, pode-se realizar outras analises além da BDE e que se encontram associadas
a capacidade de doar um H®. Dentre elas, destaca-se a densidade de spin dos radicais
formados apos a abstracao do H® e a localizagao do HOMO que podem indicar a regiao
mais provavel de sua abstracao. Além disso, pode-se utilizar a energia do GAP para obter
uma previsao da estabilidade das moléculas ao doarem ou receberem um elétron, que é

parte do mecanismo HAT.

4.1.4 HOMO, LUMO e energia do GAP

As energias de HOMO e LUMO, embora nao sejam descritores de antioxidantes
podem ser conectadas a atividade antioxidante de moléculas. A superficie HOMO indica a
regiao da molécula onde se encontram os elétrons que possuem maior facilidade de serem

doados, seja no mecanismo SET ou no mecanismo HAT.

Na Figura 4.12, Figura 4.13 e Figura 4.14 sdo apresentadas a representacao esque-
matica e os valores obtidos para os orbitais de fronteira HOMO e LUMO e um grafico da
energia do GAP para o TL e moléculas similares (STL1-STL5). Para facilitar a comparagao
dos resultados obtidos, a Tabela 4.6 apresenta uma compilagao de todos os resultados
obtidos para o HOMO, LUMO e energia do GAP das moléculas estudadas.
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Figura 4.12 Representagdo da superficie e os valores obtidos para os orbitais de fronteira
HOMO do TL e moléculas similares (STL1-STL5) na fase gas e considerando os solventes dgua e
benzeno. As energias apresentadas estdo em eV.
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Figura 4.13 Representacgao da superficie e os valores obtidos para os orbitais de fronteira LUMO
do TL e moléculas similares (STL1-STL5) na fase gas e considerando os solventes dgua e benzeno.
As energias apresentadas estao em eV.
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Figura 4.14 Energia do GAP do TL e moléculas similares (STL1-STL5) na fase gas e conside-
rando os solventes dgua e benzeno.
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Tabela 4.6 Energias do HOMO, LUMO e GAP do TL e moléculas similares (STL1-STL5) na
fase gas e considerando os solventes dgua e benzeno.

Molécula ‘ EHOMO (e\/) ‘ ELUMO (eV) ‘ GAP (GV)
Fase gas

TL -5,98 -0,95 5,03
STL1 -6,14 -1,94 4,20
STL2 -5,99 -0,78 2,21
STL3 -6,19 -1,02 5,17
STL4 -6,17 -0,99 5,18
STL5 -6,14 -0,92 5,22

Agua (PCM)

TL -6,24 -1,13 5,11
STL1 -6,23 -1,83 4,40
STL2 -6,13 -0,88 9,25
STL3 -6,23 -1,03 9,20
STL4 -6,31 -1,09 5,22
STL5 -6,17 -0,90 2,27

Benzeno (PCM)

TL -6,06 -1,01 5,05
STL1 -6,17 -1,89 4,28
STL2 -6,02 -0,79 2,23
STL3 -6,18 -0,99 5,19
STL4 -6,20 -1,01 5,19
STL5 -6,12 -0,87 5,24

Além de indicar a localizacao da atividade de sequestro de radicais, a energia
do GAP representa a camada condutora de elétrons em um composto. Os sistemas
moleculares que sao faceis de transferir seus elétrons (mais reativos) sdo consistentes com
valores menores de GAP; em contraste, moléculas menos reativas possuem valores de
energia do GAP mais altos. Pela Figura 4.14 e Tabela 4.6, é possivel observar que o
composto STL1 apresenta o menor valor de energia do GAP, exibindo valores de 4,20,
4,40 e 4,28 eV para fase gasosa, agua e benzeno, respectivamente. Esse fato sugere que o
STL1 é a molécula que possui maior facilidade para transferir seus elétrons, isto é, é a que
mais prontamente atuaria como antioxidante. Vale destacar que, para todos os compostos,
os valores de GAP nos solventes foram maiores do que na fase gasosa, indicando que os

solventes agem dificultando a formagao dos radicais.

4.1.5 Calculos da densidade de spin

A densidade de spin de um radical formado é relacionado com a sua estabilidade
e quanto maior for a deslocalizacao eletronica do radical, isto é, quanto mais espalhada
estiver a densidade de spin, mais estavel sera a molécula. Sendo assim, é esperado que

essa propriedade esteja em acordo com a BDE e, juntamente com ela, auxilie na descrigao
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da atividade antioxidante. A densidade de spin representa a distribuicdo do elétron
desemparehado ao longo da molécula, logo, em um mapa da densidade de spin da molécula,
na forma radical, o valores somados da densidade de spin de cada atomo da molécula deve

corresponder a 1.

O mapa das densidades de spin do TL e das moléculas similares (STL1-STL5) sdo
apresentadas da Figura 4.15 a Figura 4.20.

Benzeno

Figura 4.15 Densidade de spin do TL, na fase gas e com solventes agua e benzeno.
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Figura 4.16 Densidade de spin da STL1, na fase gas e com solventes dgua e benzeno.
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Figura 4.17 Densidade de spin da STL2, na fase gas e com solventes dgua e benzeno.
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Figura 4.18 Densidade de spin da STL3, na fase gas e com solventes dgua e benzeno.
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Figura 4.19 Densidade de spin da STL4, na fase gas e com solventes 4gua e benzeno.

Benzeno

Figura 4.20 Densidade de spin da STL5, na fase gas e com solventes dgua e benzeno.
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A partir dessas figuras, é possivel verificar para todas as moléculas, na fase gasosa,
que a deslocalizacao eletronica é maior na regiao do anel A, o que ¢é predito pelo BDE
como o local onde ocorre a transferéncia de H®*. O menor valor da densidade de spin
concentrado no oxigénio, onde ocorre a transferéncia de H®, também seguiu a tendéncia
BDE para todas as moléculas da fase gasosa. No solvente agua, para o radical formado
pela transferéncia H* do doador de oxigénio conectado ao anel A, observa-se uma ligeira
diminui¢ao na densidade de spin concentrada no oxigénio. Esse fato foi observado para
todos os compostos, sugerindo uma maior deslocalizagao eletronica de spin. Para o
radical formado pela transferéncia de H® do oxigénio, indiretamente conectado ao anel B,
exceto para a molécula STL1 que tem uma densidade de spin acumulada no atomo de
oxigénio ligeiramente inferior a da fase gasosa, todas as outras moléculas tém diferentes
densidade de spin acumulada em relacao a fase gasosa com valores muito préximos de
zero. Estruturalmente, a molécula STL1 difere das demais pela presenca de mais um
atomo de carbono entre os dois oxigénios na transferéncia da regiao de transferéncia de
H*, isto é, pela falta do grupo carboxilico. Na fase gasosa, também foi verificado que
este atomo de oxigénio apresenta a maior densidade de spin acumulada, indicando que a
presenca desse atomo de carbono pode ser responsavel pelo isolamento do spin eletronico
e diminui¢do da deslocalizacao ao longo da molécula. Na presenca do solvente benzeno,
os resultados obtidos foram semelhantes aos da fase gasosa, com valores de densidades
de spin acumuladas no atomo de oxigénio menores, mas proximos aos da fase gasosa,
principalmente, em relacao aos radicais formados pela transferéncia de H® do atomo de

oxigénio conectado ao anel A.

4.2 Capacidade antioxidante: Carnosina, Homocarnosina e molé-

culas similares

A Carnosina (CA) e a Homocarnosina (HCA), Figura 1.7, sdo moléculas que
possuem multiplas propriedades. Essas moléculas sao dotadas de quatro doadores de
hidrogénio, um ligado a um anel imidazol, outro de um grupo carboxilico, outro na
espinha dorsal da molécula e um ligado ao nitrogénio do terminal da molécula, existindo
a possibilidade de doar estes hidrogénios caso o mecanismo de estabilizagao de radicais
livres que prevaleca seja o HAT. Caso o mecanismo SET, prevaleca um elétron é doado

para um radical, ao invés de um H®.

Na subsecao seguinte, é apresentado como foi realizado a VS e determinada as

moléculas que sao similares a CA e HCA e que possuem perfil farmacolégico.
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4.2.1 Triagem virtual da CA e HCA: similaridade e ADME

Similarmente ao protocolo realizado para o TL, nesta parte do trabalho foi realizado
uma VS, tendo como base a CA e a HCA utilizando, primeiramente, a ferramenta
SWISS-similaridade e, posteriormente, a ferramenta SWISS-ADME. Nessa ferramenta, foi
selecionado o método F2P e o banco de dados do ZINC tipo-farmaco. A VS foi realizada

de forma separada para a CA e a HCA.

A selecao via SWISS-similaridade retornou como resultados uma quantidade de
395 moléculas similares a CA e 397 para a HCA, ambos com distintos T.. Na sequéncia,

sao apresentados os filtros adotados em cada etapa do VS.

e Etapa 1: as moléculas passaram pelo filtro em relagdo ao T, selecionando todas as
moléculas que tinham T, > 0,6 (o limite inferior para a relagao de similaridade estrutura-
atividade). Nessa etapa, a quantidade de moléculas permaneceu a mesma, tanto para as

similares a CA quanto para a HCA;

Os préximos filtros diz em respeito as propriedades ADME das moléculas, sendo
realizado pelo SWISS-ADME.

e Etapa 2: selecionada as moléculas com farmacocinética similar, em que uma das
caracteristicas principais foi possuir a mesma previsao dada pela representacao de BOILED-
Egg. Nesse processo, o numero de moléculas foi reduzido para 368 para similares a CA e

372 para HCA,

e Etapa 3: utilizado como critério de filtro se as moléculas possuem perfil do tipo farmaco.
Nesse filtro, o nimero de moléculas foi reduzido para 165 para similares a CA e 170 para
HCA;

e Etapa 4: utilizado como critério de filtro se as moléculas possuem algum alerta do ponto
de vista quimico medicinal. Nesse filtro, o niimero de moléculas foi reduzido para 73 para
similares a CA e 63 para HCA;

e Etapa 5: realizada a selecao de moléculas que possuem ao menos 3 doadores de hidrogénio.

Nesse filtro, o nimero de moléculas foi reduzido para 28 para similares a CA e 25 para

HCA;

e Etapa 6: utilizado como critério de filtro se as moléculas possuem algum isémero,
retirando-os neste filtro. Nesse filtro, o nimero de moléculas foi reduzido para 10 para
similares a CA e 8 para HCA;

e Etapa 7: utilizado como critério de filtro se as moléculas até entao selecionadas tinham
um radar de biodisponibilidade do tipo CA ou HCA, tendo as propriedades esperadas
de um farmaco, como lipofilicidade, tamanho, polaridade, insolubilidade, flexibilidade e

saturacao. Com esses critérios, o nimero de moléculas foi reduzido para 7 para similares a
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CA e 6 para HCA;

e Etapa 8: utilizado como critério de filtro se as moléculas até entao selecionadas o valor
de acessibilidade sintética de, no maximo, uma unidade acima das moléculas de referéncia,
a CA e a HCA. Com esses critérios, o nimero de moléculas foi reduzido para 5 para
similares a CA e 5 para HCA;

e Etapa 10: verificado se todas as moléculas possuem estrutura similar a histidina, com
um anel imidazol e um grupo carboxilico. Aqui, a quantidade de moléculas permaneceu a

mesma, tanto para as similares a CA quanto para a HCA;

Na Tabela 4.7, é apresentada a CA, HCA e as 5 moléculas similares a cada uma, com suas
respectivas siglas adotadas, férmula quimica e coeficientes de Tanimoto. Da Figura 4.21 a
Figura 4.27 sao apresentadas propriedades do CA, HCA e moléculas similares, com seus

respectivos radares de biodisponibilidade, assim como na Tabela 4.8.

Tabela 4.7 Cédigo do ZINC, sigla, formula quimica e coeficiente de Tanimoto (0,000 < T
< 1,000), relativo a Carnosina (cédigo ZINC: ZINC02040854), Homocarnosina (cédigo ZINC:
ZINC1532770) e 5 moléculas similares obtidas, via VS, pelas ferramentas SWISS-similaridade e
SWISS-ADME.

, . , . Te Te
Molécula Sigla  Férmula Quimica (Carnosina)  (Homocarnosina)
Carnosina CA CoH14N4O5 1,000 -
Homocarnosina HCA Ci10H16N4O3 - 1,000
ZINC22149103 SCHI1 C12H1gN304 0,860 0,899
ZINC22141348 SCH2 C13Hy9N504 0,851 0,890
ZINC21964373 SCHS3 C11H1sN305 0,741 0,774
ZINC01576366 SCH4 C11H1gN304 0,722 0,694
ZINC95774732 SCH5 Ci12H9N304 0,722 0,694

Figura 4.21 Representagdo molecular da CA,

\ \w e a esquerda, e do radar de biodisponibilidade cor-

NH e - respondente. No radar, na parte superior e no

oH sentido horario, estao indicadas as proprieda-

des: lipofilicidade consensual (-1,39), tamanho

‘‘‘‘‘ (226,23g/mol), polaridade (121,10A?), insolubi-

NSATU ,oue lidade de Ali (2,05), insaturagao (0,44 de fra-

¢do Csp3 ) e flexibilidade (7 ligagdo rotacional)
previstas.
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Figura 4.22 Representagdo molecular da HCA,
a esquerda, e do radar de biodisponibilidade cor-
respondente. No radar, na parte superior e no
sentido horario, estdo indicadas as proprieda-
des: lipofilicidade consensual (-1,05), tamanho
(240,26g/mol), polaridade (121,10A2), insolubi-
lidade de Ali (1,67), insaturacao (0,50 de fra-
¢ao Csp3 ) e flexibilidade (8 ligagao rotacional)
previstas.

Figura 4.23 Representacdo molecular do
ZINC22149103 (SCH1), a esquerda, e do radar
de biodisponibilidade correspondente. No
radar, na parte superior e no sentido horario,
estdao indicadas as propriedades: lipofilicidade
consensual (0,67), tamanho (251,28g/mol),
polaridade (95,08A2%), insolubilidade de Ali
(-2,06), insaturacao (0,58 de fragao Csp3) e
flexibilidade (6 ligacao rotacional) previstas.

Figura 4.24 Representacdo molecular do
ZINC22141348 (SCH2), a esquerda, e do radar
de biodisponibilidade correspondente.  No
radar, na parte superior e no sentido horario,
estao indicadas as propriedades: lipofilicidade
consensual (0,97), tamanho (265,31g/mol),
polaridade (95,08A2), insolubilidade de Ali
(-2,62), insaturacao (0,62 de fracao Csp3) e
flexibilidade (6 ligacdo rotacional) previstas.
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Figura 4.25 Representacdo molecular do
ZINC21964373 (SCH3), a esquerda, e do
radar de biodisponibilidade correspondente.
No radar, na parte superior e no sentido
horario, estdo indicadas as propriedades:
lipofilicidade consensual (-0,12), tamanho
(253,25g/mol), polaridade (104,31A2), inso-
lubilidade de Ali (-1,44), insaturagéao (0,55
de fragdo Csp3) e flexibilidade (6 ligagao
rotacional) previstas.

Figura 4.26 Representacdo molecular do
ZINCO01576366 (SCH4), a esquerda, e do ra-
dar de biodisponibilidade correspondente. No
radar, na parte superior e no sentido horario,
estdo indicadas as propriedades: lipofilicidade
consensual (0,68), tamanho (255,27g/mol),
polaridade (104,31A2), insolubilidade de Ali
(-2,46), insaturagao (0,55 de fracdo Csp3) e
flexibilidade (7 ligacdo rotacional) previstas.

Figura 4.27 Representagdo molecular do
ZINC95774732 (SCH5), a esquerda, e do
radar de biodisponibilidade correspondente.
No radar, na parte superior e no sentido
horario, estdo indicadas as propriedades:
lipofilicidade consensual (0,76), tamanho
(269,30g/mol), polaridade (104,31A2), inso-
lubilidade de Ali (-2,65), insaturagao (0,58
de fragdo Csp3) e flexibilidade (7 ligagao
rotacional) previstas.
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Tabela 4.8 Propriedades determinadas via ferramenta SWISS-ADME para a CA, HCA e
moléculas similares (SCH1-SCHS5).

Molécula Lg(jiilcl;ﬁiio Tamanho (g/mol) Polaridade (A?) ISOIESIX(&&(IO Insaturacio Flexibilidade

CA -1,39 226,23 121,10 2,05 0,44 7
HCA -1,05 240,26 121,10 1,67 0,50 8
SCH1 0,67 251,28 95,08 -2,06 0,58 6
SCH2 0,97 265,31 95,08 -2,62 0,62 6
SCH3 0,12 253,25 104,31 1,44 0,55 6
SCH4 0,68 255,27 104,31 2,46 0,55 7
SCH5 0,76 269,30 104,31 2,65 0,58 7

Valores ideais

-0,7 < XLOGP3 < 5,0

150 < MW < 500

50<TPSA<130 -6 <logS <0 0,25 < Csp3 < 1,0 LR<9

Na Figura 4.28, é apresentado um grafico do BOILED-FEgg com as previsoes para
a CA, HCA e as 5 moléculas similares (SCH1-SCH5). Na Tabela 4.8, sdo apresentadas as
propriedades extras exibidas também pela ferramenta SWISS-ADME.
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Figura 4.28 Gréfico de BOILED-Egg
para a CA, HCA e moléculas similares
(SCH1-SCH5). Todas essas moléculas
encontram-se somente no interior da re-
gido branca e dessa forma sdo previstas

=, Somente para passar pela HIA.

Tabela 4.9 Propriedades extras determinadas via ferramenta SWISS-ADME para a CA, HCA
e moléculas similares (SCH1-SCH5).

Molécula N€¢ de aceitadores N2 de doadores ABS Acessibilidade Sintética
de ligacoes H de ligagoes H  (ideal: 0,17, 0,55 e 0,56) (1,00 - 10,00)

CA 5 4 0,55 2,63

HCA 5 4 0,55 2,70
SCH1 4 3 0,55 2,76
SCH2 4 3 0,55 2,87
SCH3 5 3 0,55 3,03
SCH4 5 3 0,55 2,99
SCH5 5 3 0,55 3,10

Estas propriedades extras apresentadas, em primeiro lugar, indicam que todas as

moléculas similares possuem potencial para atuarem como antioxidante pelo mecanismo

HAT devido a quantidade de doares de ligacao de hidrogénio que possuem e pela pontuacao

ABS. Em segundo lugar, os valores acessibilidade sintética indicam que todas as moléculas

similares possuem facilidade de serem sintetizadas semelhante a CA e HCA.
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No geral, os resultados obtidos via SWISS-ADME demonstram que as 5 moléculas
similares a CA e HCA, SCH1-SCH5, possuem caracteristicas suficientes para atuarem
como farmacos. Na sequéncia sdo apresentados os resultados referentes aos calculos de
estrutura eletronico com o objetivo de caracterizar e prever a capacidade antioxidante

destas moléculas.

4.2.2 Otimizagao via DFT

A primeira parte dos calculos de estrutura eletronica foi a otimizacao e a deter-
minacao das frequéncias vibracionais de dois tautémeros da Carnosina, a CAnt e CAnn,
dois isdbmeros da Homocarnosina, a HCAn.: e HCAn,, e das 5 moléculas similares a
elas (SCH1-SCHb5). As estruturas foram otimizadas, primeiramente, na fase gés e, pos-
teriormente, na presenca dos solventes: dgua e benzeno, simulados via PCM. Todas as
estruturas convergiram e apresentaram frequéncias reais, configurando assim estados de
minima energia para cada uma das moléculas. As geometrias otimizadas na fase gas sao

apresentadas na Figura 4.29.

SCH1 SCH2 SCH3 SCH4  SCH5

Figura 4.29 Geometrias otimizadas da CAn+<, CAnyx, HCAN<, HCANn € moléculas similares
(SCH1-SCH5) na fase gés. As esferas vermelhas, cinzas e azuis representam os dtomos de oxigénio,
carbono e nitrogénio, respectivamente.

Para realizar os célculos das propriedades eletronicas que determinam a capacidade

antioxidante das moléculas, o BDE e o AIP, é necessario calcular essas mesmas propriedades
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dos antioxidantes também na forma radical. Assim, primeiramente, foi retirado um H*®
da CAne, CAng, HCAN<, HCAn,: € moléculas similares (SCH1-SCH5), para cada um
dos doadores de hidrogénio (oxigénio ou nitrogénio), com o objetivo de caracterizar a
capacidade antioxidante pelo mecanismo HAT. Num segundo momento, foi retirado um
elétron e também otimizadas as geometrias correspondentes para caracterizar a capacidade
antioxidante pelo mecanismo SET. Para todos os calculos foram encontradas frequéncias
reais, caracterizando estruturas de minima energia. As entalpias obtidas sdo apresentadas
na Tabela 4.10.

Tabela 4.10 Entalpias da CAnr, CANg, HCAN<, HCAN, € moléculas similares (SCH1-SCHS5),
dadas em Hartree, na forma néo radical e radical, considerando os mecanismos HAT e SET e a

presenca dos solventes agua e benzeno.

Moléeula Entalpia Entalpia HAT Entalpia
(Néo radical) [ C—O* | Anel:N* | C—N*—-C | C—NH* SET
Fase Gas
CA. -798,22428 | -797,53796 | -797,55219 | -797,53152 | -797,55136 | -797,91433
CA, -798,21771 | -797,53219 | -797,55219 | -797,53389 | -797,54425 | -798,00370
HCA. -837,65617 | -836,97290 | -836,98596 | -836,97427 | -836,98239 | -837,33655
HCA, -837,64968 | -836,96591 | -836,98596 | -836,97010 | -836,97552 | -837,33419
SCH1 -859,82720 | -859,15242 | -859,15938 | -859,13492 - -859,52718
SCH2 -899,27240 | -898,59407 | -898,60600 | -898,58525 - -898,97189
SCH3 -895,74699 | -895,06763 | -895,07611 | -895,05517 - -895,43709
SCH4 -896,99130 | -896,30662 | -896,33982 | -896,31408 - -896,68582
SCHb5 -936,44669 | -935,76854 | -935,77913 | -935,75355 - -936,13817
Agua
CA. -798,25116 | -797,56329 | -797,57693 | -797,55706 | -797,57779 | -798,00475
CA, -798,24670 | -797,56058 | -797,57694 | -797,55755 | -797,57333 | -798,00390
HCA. -837,68505 | -836,99964 | -837,01309 | -836,99925 | -837,00996 | -837,43306
HCA, -837,68212 | -836,99574 | -837,01309 | -836,99548 | -837,00773 | -837,43017
SCH1 -859,84954 | -859,18187 | -859,17821 | -859,15625 - -859,60434
SCH2 -899,29602 | -898,62590 | -898,62725 | -898,60503 - -899,05306
SCH3 -895,77033 | -895,09939 | -895,09790 | -895,07743 - -895,52473
SCH4 -897,01699 | -896,35149 | -896,35753 | -896,33376 - -896,77124
SCHb5 -936,46568 | -935,79678 | -935,79525 | -935,77783 - -936,21821
Benzeno
CA, -798,23603 | -797,54881 | -797,56277 | -797,54220 | -797,56292 | -797,95851
CA, -798,22956 | -797,54310 | -797,56277 | -797,54400 | -797,55613 | -797,96252
HCA, -837,66839 | -836,98435 | -836,99745 | -836,98492 | -836,99308 | -837,38816
HCA, -837,66282 | -836,97817 | -836,99745 | -836,98122 | -836,98690 | -837,38246
SCH1 -859,83639 | -859,16479 | -859,16772 | -859,14374 - -859,56826
SCH2 -899,28239 | -898,60656 | -898,61501 | -898,59380 - -899,01510
SCH3 -895,75705 | -895,07998 | -895,08525 | -895,06478 - -895,48308
SCH4 -897,00201 | -896,31799 | -896,34747 | -896,32250 - -896,72977
SCHb5 -936,45483 | -935,78012 | -935,78630 | -935,76291 - -936,18021

As entalpias obtidas apresentaram valores mais negativos para a forma nao radical

do que para as formas radical obtidas pelos mecanismos HAT e SET, conforme esperado.
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Os valores de entalpia para os radicais obtidos via mecanismo HAT sao maiores do que os
obtidos via mecanismo SET, que se aproxima mais da entalpia da forma nao radical para

cada molécula. Os calculos descritores BDE e AIP sao apresentados na sequéncia.

4.2.3 Calculos do BDE e do AIP

A segunda parte do calculo envolveu a determinacao de dois descritores de atividade
antioxidante, o BDE e o AIP. Os valores obtidos para a BDE e para o AIP sao apresentados

na Tabela 4.11 em unidades kcal /mol.

Tabela 4.11 BDE e AIP (em kcal/mol) da CAn+, CAng, HCAn:, HCAN, e moléculas
similares (SCH1-SCH5), na fase gas e na presenca dos solventes dgua e benzeno.

BDE
Cc-0O°* \ Anel:N*® \ C—N* —C \ C—NH*
Fase Gas
CAn: | 106,78 | 97,85 110,82 98,37 | 195,25
CAne | 106,28 | 93,73 105,21 98,71 | 135,04
HCAn. | 104,86 | 96,67 104,00 98,91 | 195,25
HCAN, | 105,18 | 92,60 102,55 99,15 | 195,25

Molécula AIP

SCHI | 99,54 | 95,17 110,52 . 189,02

SCH2 | 101,77 | 94,28 107,30 : 189,33

SCH3 |102,41| 97,09 110,23 ; 195,21

SCH4 | 105,75 | 84,92 101,07 ; 192,44

SCH5 | 101,66 | 95,01 111,06 . 194,36
Agua

CAn. | 107,74 | 99,17 111,65 98,64 | 155,37
CAnn | 106,64 | 96,38 108,54 98,64 | 153,11
HCAn. | 106,21 | 97,77 106,46 99,74 | 158,88
HCAn- | 106,81 | 95,93 106,98 99,29 | 158,85

SCH1 95,06 97,36 111,14 - 154,62

SCH2 96,60 95,75 109,69 - 153,21

SCH3 97,12 98,05 110,90 - 154,87

SCH4 99,63 89,92 104,83 - 154,96

SCH5 95,84 96,79 107,73 - 156,04
Benzeno

CAn. | 107,33 | 98,58 111,49 98,48 | 174,90
CAnx | 106,86 | 94,51 106,29 98,68 | 168,32
HCAn-. | 105,35 | 97,13 105,00 99,87 | 176,60
HCAN, | 105,73 | 93,63 103,82 100,26 | 176,68

SCHL | 97,54 | 95,70 110,75 169,01
SCH2 |100,19 | 94,89 108,20 _ 168,48
SCH3 | 100,97 | 97,66 110,50 _ 172,67
SCH4 | 105,33 | 86,83 102,50 : 171,59
SCH5 | 99,49 | 95,61 110,29 . 173,08

Quanto menores os valores da BDE e AIP maior a facilidade de estabilizacao
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do radical e, consequentemente, mais provavel é de ser formado. Os resultados obtidos,
na presenca de solventes e na fase gas, apresentados na Tabela 4.11, nas imagens da
Figura 4.30, Figura 4.31 e Figura 4.32, indicam que o mecanismo de estabilizacao de
radicais predominante é o HAT, isto é, a CA, HCA e as moléculas similares (SCH1-SCH5)
devem atuar como antioxidante por meio da doagao de um H® para estabilizar algum
radical livre. Os resultados indicam também que o H® abstraido deve ser aquele ligado ao

nitrogénio que se encontra ligado ao anel das moléculas, Anel:N*®.

Em relagdo as moléculas de referéncia, a CAyn. apresentou valor de BDE ligeira-
mente maior do que a CAyn, em relagao a transferéncia de H® de todos doadores, tanto
na fase gas quanto nos solventes dgua e benzeno. O mesmo ocorreu para HCA, em que a

HCAN< apresentou um valor da BDE ligeiramente maior do que a HCAn .

Destaca-se como resultado o menor valor de BDE para a molécula SCH4 em relacao
a CA, HCA e a todas as outras moléculas similares para a transferéncia de H® em relacao a
todos doadores. Em especial, para o Anel:N°®, o valor de BDE da SCH4 teve uma diferenca
maior que 5 kcal/mol em rela¢do a segunda molécula com menor BDE. Enquanto que em

relagdo a CA e HCA apresentou uma diferenga de cerca de 8 kcal/mol menor.

Os valores de BDE, nos solventes dgua e benzeno na média, foram ligeiramente
maiores em relacao a fase gas para as moléculas de referéncia, CA e HCA. Esse fato indica
que um ambiente polar ou apolar pode dificultar tanto a transferéncia de H®* quanto a
formacao de radicais para esse conjunto de moléculas, sendo ligeiramente mais dificil para
o ambiente polar, isto é, com o solvente agua. Para as moléculas similares, em relacao
ao C-0O°, os valores de BDE foram na média ligeiramente menores em relacao a fase gas,
enquanto que para os outros locais de abstracao do H®, os valores foram ligeiramente

maiores.
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Figura 4.30 BDE (em kcal/mol) da CAnt, CAngx, HCAN+, HCANn, e moléculas similares
(SCH1-SCHSb), referente ao C—0°®, na fase gds e na presenca dos solventes dgua e benzeno.
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Figura 4.31 BDE (em kcal/mol) da CAn., CAng, HCAN+, HCAN, e moléculas similares
(SCH1-SCHb), referente ao Anel:N®, na fase gas e na presenga dos solventes dgua e benzeno.
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Figura 4.32 BDE (em kcal/mol) da CAnt, CANng, HCAN+, HCANn# € moléculas similares
(SCH1-SCHb), referente ao C—N® —C, na fase gis e na presenga dos solventes dgua e benzeno.
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Figura 4.33 BDE (em kcal/mol) da CAnt, CANg, HCANt € HCAN g, referente ao C—NH®,
na fase gds e na presenca dos solventes agua e benzeno.

Destaca-se como resultado o menor valor de BDE para a molécula SCH4 em relacao
a CA e a todas as outras moléculas similares. Sendo essa diferencga, na média, da ordem

de 8kcal/mol, em relacao a, por exemplo, o antioxidante de referéncia, a CA.

Sendo o HAT o mecanismo que prevalece na acao antioxidante promovida por essas
moléculas, pode-se realizar outras analises além da BDE e que se encontram associadas
a capacidade de doar um H®. Dentre elas, destaca-se a densidade de spin dos radicais
formados apos a abstracao do H® e a localizacao da superficie HOMO que podem indicar a
regiao mais provavel de sua abstracdo. Além disso, pode-se utilizar a energia do GAP para
obter uma previsao da estabilidade das moléculas ao doarem ou receberem um elétron,

que é parte do mecanismo HAT.

4.2.4 HOMO, LUMO e energia do GAP

Na Figura 4.34, Figura 4.35 e Figura 4.36 sdao apresentadas a representacao esque-
matica e os valores obtidos para os orbitais de fronteira HOMO e LUMO e um gréfico
da energia do GAP para a CAn<, CAny, HCAn<, HCAnN, e moléculas similares (SCH1-
SCH5). Para facilitar a comparagao dos resultados obtidos, a Tabela 4.12 apresenta uma
compilagao de todos os resultados obtidos para o HOMO, LUMO e energia do GAP das

moléculas estudadas.
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Figura 4.34 Representacao da superficie e os valores obtidos para os orbitais de fronteira
HOMO da CAn+, CAng, HCAN<, HCANn e moléculas similares (SCH1-SCHS5), na fase gés e
na presenca dos solventes dgua e benzeno. As energias apresentadas estdo em eV.
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Figura 4.35 Representacao da superficie e os valores obtidos para os orbitais de fronteira
LUMO da CAn<, CAng, HCANy, HCAn, € moléculas similares (SCH1-SCHS5), na fase gés e
na presenca dos solventes dgua e benzeno. As energias apresentadas estdo em eV.
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Figura 4.36 Energia do GAP da CAn<, CAny, HCAN<, HCAN, € moléculas similares (SCH1-
SCHS5), na fase gés e na presenca dos solventes dgua e benzeno.
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Tabela 4.12 Energias do HOMO, LUMO e GAP da CAn«+, CAny, HCAN<, HCAN € moléculas
similares (SCH1-SCHb5), na fase gds e na presenca dos solventes dgua e benzeno.

Molécula | LUMO (eV) | HOMO (eV) | GAP (eV)
Fase Gas
CAne< -0,81 -7,02 6,21
CAnr -1,33 -6,94 5,61
HCAN -0,95 -7,29 6,33
HCAN -1,46 -7,53 6,07
SCH1 -0,95 -7,01 6,06
SCH2 -0,68 -6,83 6,15
SCH3 -1,33 -6,85 5,52
SCH4 -1,35 -6,72 5,36
SCH5 -0,83 -6,97 6,13
Agua
CAne< -1,05 7,27 6,23
CAnn -1,17 -7,08 5,91
HCAN- -1,13 -7,18 6,06
HCAN -1,31 -7,22 5,91
SCH1 -1,21 -7,10 5,89
SCH2 -1,01 -7,01 6,00
SCH3 -1,24 -7,00 5,76
SCH4 -1,27 -7,00 5,74
SCH5 -1,16 -7,03 5,87
Benzeno
CAn- -0,81 7,19 6,39
CAnr -1,25 -7,00 5,76
HCAN- -0,95 -7,27 6,32
HCAN -1,42 -7,39 5,97
SCH1 -1,06 -7,02 5,96
SCH2 -0,80 -6,90 6,10
SCH3 -1,29 -6,92 5,63
SCH4 -1,30 -6,86 5,56
SCH5 -0,97 -6,98 6,01
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Os resultados obtidos indicam que a regiao conjugada do anel da Carnosina e
moléculas similares (SCH1-SCH5) é a regido de maior probabilidade de ocorrer uma
doagao de elétron, onde esta localizado o HOMO. Esse resultado esta em concordancia
com os resultados obtidos do calculo da BDE, apresentado na Tabela 4.11. Dentre essas
moléculas, a SCH4 apresentou o menor valor de GAP da energia, sendo prevista como a
molécula de maior reatividade desse conjunto e também como sendo o antioxidante de

maior facilidade de atuacao.

4.2.5 Calculos da densidade de spin

As densidades de spin da CAn., CAnyx, HCAN<, HCAN, € moléculas similares
(SCH1-SCH5) sao apresentadas da Figura 4.37 a Figura 4.45, na fase gés e considerando

os solventes agua e benzeno.
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Figura 4.37 Densidade de spin da CAn+, na fase gds e na presenga dos solventes agua e

benzeno.
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Figura 4.38 Densidade de spin da CAnyx, na fase gas e com solventes dgua e benzeno.
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Figura 4.39 Densidade de spin da HCAn«<, na fase gas e com solventes dgua e benzeno.
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Figura 4.40 Densidade de spin da HCAn, na fase gas e com solventes dgua e benzeno.
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Figura 4.41 Densidade de spin da SCHI, na fase gis e com solventes dgua e benzeno.
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Figura 4.42 Densidade de spin da SCH2, na fase gis e com solventes agua e benzeno.
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Figura 4.43 Densidade de spin da SCH3, na fase gis e com solventes agua e benzeno.
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Figura 4.44 Densidade de spin da SCH4, na fase gis e com solventes dgua e benzeno.
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Figura 4.45 Densidade de spin da SCH5, na fase gis e com solventes dgua e benzeno.

Para todas as moléculas é possivel verificar que a deslocalizacao eletronica é maior
na regiao do anel, que é previsto pela BDE como sendo o sitio onde deve ocorrer a
abstragao do H®* do nitrogénio pertencente ao anel. No geral, a deslocalizagao eletronica
em relacdo ao Anel:N* foi similar na fase gas e no solventes. A molécula SCH3 apresentou
a menor densidade de spin localizada no Anel:N°®, seguida da SCH4, HCAn, e CAny que
apresentaram valores similares. O menor de valor de BDE na fase gas e nos solventes foi
da SCH4, enquanto que a SCH3 apresentou o segundo maior BDE, perdendo apenas para
a CAny. Estruturalmente a SCH3 difere das demais pela presenca de um ciclopentano
contendo um oxigénio no lugar de um carbono. Em relacao a SCH1 a diferenca estrutural
se resume somente a presenca desse oxigénio no lugar do carbono, uma vez que esta

molécula também possui o ciclopentano. Essa mudanca, foi suficiente para causar uma
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alteracao consideravel no BDE e na deslocalizagao eletronica. Os menores valores de
BDE, dos tautémeros CAn, € HCAn,, acompanharam a maior deslocalizagao eletronica
apresentada, indicando que a posicao do hidrogénio do N pode alterar sua facilidade de ser
doado. Com excecao das regioes C—O® e Anel:N*® de abstracao do H®* da SCH4 e também
regiao C-0O°® da SCH3, as densidades de spin de todas as moléculas ndo apresentaram
grandes variacoes. Isso indica que a estrutura da L-histidina, com o carbono e o oxigénio
de dupla de ligacao adjacente, é mais importante na definicao da capacidade antioxidante,

com a estrutura restante de cada molécula fornecendo um peso menor.

4.3 Interacdo com a AP (1-42) via docking molecular

Alguns estudos (DREW; MASTERS; BARNHAM, 2009; FALLER; HUREAU,
2009; FALLER; HUREAU; BERTHOUMIEU, 2013; HUY et al., 2016) indicam que a
oligomerizacao de peptideos da A3 (1-42) é acelerada por meio da interagao do fon metalico
cobre(II) com os aminoécidos aspartato Aspl, alanina Ala2 e histidinas His6 e His13/His14.
A interagdo com esse metal, segundo a hipotese metalica, é indicado como responsavel pelo
acelerado processo de oligomerizagido de peptideos da AP (1-42) e consequente formagao de
placas amiloide. Nesta etapa do trabalho, o docking molecular foi utilizado com o objetivo
de determinar as regides de maior probabilidade de interacao da CAn<, CAny, HCAN<
e HCAn, com um mondmero da AP (1-42) com o objetivo de verificar se esses ligantes
sdo capazes de interagir com os mesmos aminodcidos que interagem com o cobre(II) na
complexagao com o peptideo da A3(1-42). Para tal, foi realizado o docking molecular das
Carnosinas e Homocarnosinas com 10 conformacoes selecionadas de um conjunto de 1880
configuracoes disponiveis, selecionando para cada célculo de docking os 10 complexos de

menores energia.

4.3.1 Carnosinas e o monémero de Ap(1-42)

Os resultados obtidos, via docking molecular, para a interacao do ligante CAn< € 0
peptideo da A3(1-42);, em que o indice i representa o nimero do peptideo da beta-amiloide
selecionada, sao apresentados na Tabela 4.13 e Tabela 4.14. A partir dos resultados obtidos,
foi calculado o peso energético em relacao a cada um dos tipos interacgoes, por ponte de H e
contato hidrofébico, e a respectiva porcentagem. O peso energético foi calculado somando
a energia livre de Gibbs (AG) de cada intera¢do com os aminodcidos, dos 10 complexos
de menor energia, das 10 conformacoes do peptideo da AP (1-42) com os ligantes. Os

resultados sao apresentados na Tabela 4.15 e na Figura 4.46.
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Tabela 4.13 Complexos de CAn. com os peptideos da AB(1-42) de 1-5, obtidos via docking
molecular. O AG é a energia livre de Gibbs e K; é a constante de inibicao.

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -5,62 0,76 Aspl, Glu3, Argh, His13, Glnl5 Ala2, Fen4, Fenl19
2 -5,58 0,81 Glu3, Argh, His13, GInl5 Aspl, Ala2, Fend, Fenl9
3 -5,46 1,00 Glu3, Argh, His13, Glnl5 Aspl, Ala2, Fend, Fenl9
4 -5,21 1,53 Aspl, Glu3, Argh, His13, Glnls Ala2, Fen4, Fenl19
5 -5,03 2,05 Aspl, Glu3, Argh, His13, Glnl5 Fen4
6 -4,78 3,12 Aspl, Ala2, Glu3, His13 Fend, Fenl9
7 -4,76 3,22 Glu3, Argh, His13, Glnl5 Aspl, Fen4, Vall2
8 -4,67 3,77 Glu3 Aspl, Ala2; Argh
9 -4,67 3,75 Aspl, Glu3, Argh, GInl5 Fen4, His13, Fenl9
10 -4,66 3,82 Glu3, Argh Aspl

Complexos com AB(1-42), | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -3,61 2,25 Asp7, Leul7, Fenl9 Fen4, Lis16
2 -2,79 8,95 Argb, His6, Asp7 Leul7, Fenl9
3 -2,69 10,74 Asp7 Leul7, Fenl9, Fen20
4 -2,67 11,09 Asp7, Leul7, Fenl9 Fen4, Lis16
5 -2,58 12,91 Asp23, Gli25, Asn27, Vald0 Val24, Ile41
6 -2,58 12,90 Argh, Asp7 Fen4, His14, Lis16
7 -2,44 16,41 Argb, Leul7, Fenl9 Argh, leul7, Fenl9
8 -2,31 20,23 Asp7, Leul7 Fen4, His14, Fenl19
9 -2,30 20,58 Argh, Asp7 Fen4, Fenl19
10 -2,21 24,15 Argh, Asp7 Leul7, Fenl9

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,69 10,67 Argh, Asp7 Leul7, Fenl9
2 -2,22 23,45 Ala21, Asp23 Fen20
3 -2,18 25,03 Ala21, Asp23 Fen20
4 -2,16 26,03 Ala21, Asp23 Fen19, Fen20
5 -2,15 26,66 Asp7, Ser8, Glull, His13 Fen4
6 -2,14 27,14 Ser8, Glull, His13 Fen4
7 2,11 28,52 Fen20, Glu22 -
8 -2,08 29,80 Asp7 Fend
9 -1,96 36,84 Asp7, Ser8 -
10 -1,92 39,27 GlInl5, Lis16 His14, Vall8

Complexos com AB(1-42), | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,48 15,28 Gli29, Alad2 Lis28, Val40, Tled1l
2 -2,28 21,33 Ala21, Asp23 Fen20
3 -2,21 24,18 His6, Asp7 Glu3, Argh
4 -2,19 24,87 Gli9, His13, Lis16 -
5 -2,17 25,87 Leul? Ser8, Gli9, His13
6 -2,16 26,30 Ala21, Asp23 Fend, Fen20
7 2,11 28,58 Asp7, GLi9, Glull, His13 Sers8
8 2,10 29,12 Tledl Val39, Alad2
9 -2,08 29,73 Gli9, Lis16 His13
10 -2,07 30,28 Leul7 Lis16, Leul7

Complexos com AB(1-42)5 | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -3,22 4,36 Argh, Leul? Fen4, Vall2
2 -3,11 5,26 Argb, Leul? Fen4, Vall2, His13, Lis16
3 -3,07 5,66 Aspl, Gli25, Lis28 Asp23
4 -2,78 9,14 Argh, Leul? His6, Vall2, His13
5 -2,69 10,64 Val24, Asn27, Lis28 Asp23
6 2,65 11,50 Arg5, Ser8, Leul? -
7 -2,53 14,04 Val24, Lis28 Aspl, Asp23, Gli25, Ser26, Asn27
8 -2,46 15,69 Argb, Ser8, His13, Leul7? His6, Vall2
9 -2,40 17,29 Argb, Glull, His13, Leul7 Ser8, Lis16
10 -2,36 18,75 Asp23, Ser26 Aspl, Gli25
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Tabela 4.14 Complexos de CAny com os peptideos da AB(1-42) de 6-10, obtidos via docking
molecular. O AG ¢ a energia livre de Gibbs e Kj é a constante de inibigao.

Complexos com AB(1-42) | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
I 2.23 23,20 Glull, Vall2 His14, Tirl0
2 -2,17 25,80 Asn27, Gli29, Iledl Lis28, Vald0
3 -2,15 26,44 His6, Asp7 Fend, Argh
4 -2,14 26,91 His6, Lis16, Leul7 Fen4, His13
5 -2,12 27,83 Aspl, Ala2, Fend Glu3, Argb
6 2,10 28,64 His13, Leul? His6, Glnl5, Lis16
7 -2,06 30,97 Lis16, Leul7 Fen4, His13
8 -2,01 33,84 Ala2, His6, Asp7 Glu3, Fen4
9 -1,99 35,01 Lis16, Leul7 Fend, His13
10 -1,99 34,93 His13, Lis16 Vall2, GInl5

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoécidos (ponte de H)  Aminoacidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,74 9,84 Asp23, Lis28 Gli25, Ser26
2 2,71 10,37 Asp7, Glull, His13 Ser8, Gli9. Vall2
3 -2,70 10,57 Fend, Argh, Leul7 Fenl9
4 -2,57 13,02 Ser26, Asn27, Lis28, Val39 Tle31, Alad2
5 -2,37 18,43 Val24, Ser26, Lis28 Ala23, Gli25
6 -2,34 19,26 Ser26, Asn27, Lis28, Vald0 Ile31, Ala42
7 -2,32 19,85 Fend, Argh, Asp7, Gli9, Leul7 Vall2, His13, Lis16
8 -2,31 20,19 Fend, Asp7, Glull His13
9 -2,30 20,55 Ser26, Lis28, Val39, Val40 Gli29, Iled1, Ala42
10 2,28 21,36 Asp7, Glull SerS, His13

Complexos com AB(1-42)s | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -3,12 5,15 Aspl, Glu3, Argh, Asp7 -
2 -2,84 8,27 Fend, Asp7 Glu3, His6
3 -2,73 9,96 Aspl, Fend, Asp7 Glu3
4 -2,67 11,08 Gli9, Lis16 His6, Vall2, His13
5 -2,58 12,83 Aspl, Fend, Argh, Asp7 Glu3
6 -2,53 13,88 Fend, Asp7 Glu3
7 -2,52 14,12 Fend, Asp7 Glu3
8 2,48 15,22 Lis16, Tirl0 His6, Vall2
9 -2,48 15,22 Fend, His6, Lis16 Glull
10 2,32 19,33 Gli9, Tir10, His13, Lis16 His6, Glull, Vall2

Complexos com AB(1-42)g | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoécidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -3,83 1,56 Fen4, Lis16, Leul7 Fen19
2 -3,69 1,98 Fend4, His6, His13, Lis16, Leul7 Vall2, GInl5
3 -3,60 2,29 Fen4, Lis16, Leul7 His14, GInl5, Fenl9
4 -3,55 2,51 His6, Lis16, Leul7 Fend, His13, Fenl19
5 -3,55 2,48 Fend, His13, Lis16 Leul7, Fenl9
6 -3,45 2,94 Fend, Leul7, Lis16 His14, GInl5
7 -3,45 2,94 His13, GInl5, Lis16, Leul7 Fend, Vall2, His14
8 -3,40 3,24 Lis16, Leul7 His14, GInl5
9 -3,36 3,46 His6, Glull, Leul? Vall2, Fenl19
10 -3,36 3,44 His14, Leul? GInl5, Lis16

Complexos com AB(1-42)1 | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
I 2,60 12,44 Ser26, Asn27, Gliz5, Gli37 Val36
2 2,50 12,66 Ser26, Asn27, Gli25, Gli37 -
3 -2,56 13,38 Gli25, Asn27, Gli37 Ser26. Ile31
4 -2,54 13,66 Ser26, Asn27, Lis28 Val39
5 -2,54 13,66 Asn27, Gli2b Ser26, Gli38, Val39
6 -2,51 14,37 Asn27, Lis28, Gli37 Gli38
7 2,46 15,85 Asn27, Lis28, Gli25 Ser26
8 2,36 18,72 Asn27, Lis28, Gli29 Vald0
9 227 21,77 Asn27, Lis28 Ie31, Val39
10 2,25 22,58 Asn27, Gli29, Lis28 Vald0
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Tabela 4.15 Peso energético das interagoes, por ponte de H e contato hidrofébico, de cada
aminoacido dos complexos de CAn. com as 10 conformagoes do peptideo da AB(1-42), obtidas
via docking molecular.

Peso energético Peso energético
Aminodcido  Sigla | (Ponte de H) | (Contato hidrof6bico)

kcal /mol % | kcal/mol %
Aspartato Aspl | -33,90 423 | -30,02 5,31
Alanina Ala2 -8,91 1,11 | -26,54 4,69
Glutamato Glu3 | -53,56 6,69 | -23,09 4,08
Fenilalanina Fend | -43,25 5,40 | -86,80 15,34
Arginina Argh | -83,34 10,41 | -13,59 2,40
Histidina His6 | -21,02 2,62 | -17,65 3,12
Aspartato Asp7 | -64,46 8,05 0,00 0,00
Serina Ser8 | -11,36 1,42 | -11,67 2,06
Glicina Gli9 | -13,69 1,71 -4,88 0,86
Tirosina Tir10 -4,80 0,60 -2,23 0,39
Glutamato  Glull | -21,69 2,71 -4,80 0,85
Valina Vall12 -2,23 0,28 | -41,32 7,30
Histidina His13 | -69,70 8,70 | -30,59 5,41
Histidina Hisld | -3,36 042 | -22.94 4,05
Glutamina Glnl5 | -41,70 5,21 | -21,59 3,82
Lisina Lisl6 | -50,36 6,29 | -24,22 4,98
Leucina Leul7 | -77,58 9,69 | -18,44 3,26
Valina Vall8 0,00 0,00 -1,92 0,34
Fenilalanina Fenl9 -6,05 0,76 | -71,50 12,64
Fenilalanina  Fen20 -2,11 0,26 | -13,69 2,42
Alanina Ala21 | -11,00 1,37 0,00 0,00
Glutamato  Glu22 -2,11 0,26 0,00 0,00
Aspartato Asp23 | -18,68 2,33 | -10,66 1,88
Valina Val24 -7,59 0,95 -2,58 0,46
Glicina Gli25 | -18,40 2,30 | -10,00 1,77
Serina Ser26 | -19,67 2,46 | -12,83 2,27
Asparagina  Asn27 | -37,03 4,62 -2,53 0,45
Lisina Lis28 | -35,00 4,37 -4,65 0,82
Glicina Gli29 -9,26 1,16 -2,30 0,41
Alanina Ala30 0,00 0,00 0,00 0,00
Isoleucina Ile31 0,00 0,00 -9,74 1,72
Isoleucina Ile32 0,00 0,00 0,00 0,00
Glicina Gli33 0,00 0,00 0,00 0,00
Leucina Leu34 0,00 0,00 0,00 0,00
Metionina Met35 0,00 0,00 0,00 0,00
Valina Val36 0,00 0,00 -2,60 0,46
Glicina Gli37 | -10,26 1,28 0,00 0,00
Glicina Gli38 0,00 0,00 -5,05 0,89
Valina Val39 -4.87 0,61 -9,45 1,67
Valina Val40 -7,22 0,90 -9,26 1,64
Isoleucina Ile41 -4,27 0,53 -7,36 1,30
Alanina Ala42 -2,48 0,31 -9,31 1,65
Peso energético total | -800,91 - -565,80 -
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Figura 4.46 Porcentagem do peso energético das interagoes, por ponte de H e contato hidrofébico,
de cada aminoécido dos complexos de CAn+ com as 10 conformacgoes do peptideo da AB(1-42),
obtidas via docking molecular.
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Os resultados apresentados na Tabela 4.13 e na Tabela 4.14 demonstram que, no ge-
ral, as dez menores energias de cada complexo possuem uma variacao de aproximadamente
1 keal/mol, indicando que cada complexo de uma conformagao da AB(1-42); sao igualmente
provaveis. Em relacdo a todos os complexos, o complexo com a Af(1-42);, de menor
energia, apresenta uma diferenga de energia de cerca de 3kcal/mol menor em relagao ao
complexo com a Af(1-42)g, 2 kcal/mol menor em relagdo aos complexos com a Af(1-42),
e a AB(1-42)9 e de 1 kecal/mol em relagdo aos demais complexos. Ademais, os complexos
restantes, da AR(1-42)5 & AR (1-42)s e a APB(1-42);9, apresentam energias similares. A
constante de inibi¢do K; é um indicador da estabilidade dos complexos, representando a
eficicia do ligante em inibir o receptor e a quantidade de farmaco necessaria para realizar
a inibicao, quanto menor seu valor maior a estabilidade do complexo. O K; acompanha a
energia e pode ser, igualmente, utilizado para ordenar as conformacoes a partir das mais

provaveis, seus valores sao exibidos aqui a titulo de informacao.

Os resultados apresentados na Tabela 4.15 e na Figura 4.46 demonstram que a
CAn- interage por ponte de H, principalmente, com os aminoacidos, selecionando aqui
os cinco primeiros, Argh (10,41%), Leul7 (9,69%), His13 (8,70%), Asp7 (8,05%) e Glu3
(6,69%). Por contato hidrofébico, as principais interagoes foram dos aminoécidos Fen4
(15,34%), Fenl9 (12,64%), Val12 (7,30%), His13 (5,41%) e Aspl (5,31%). Tendo em vista
o sitio de interagao do cobre(II) com o peptideo da Af3(1-42), previsto pela literatura, os
resultados apresentados sugerem que a CAn- poderia interagir com pelo menos dois dos
aminodcidos responséveis pela complexagao do peptideo da AP (1-42) com o ion metélico,
o aspartato Aspl, por contato hidrofébico, e a histidina His13, por ponte de H e contato
hidrofébico.

Os resultados obtidos, via docking molecular, para a interacao do ligante CAn
e peptideo da AP (1-42);, sdo apresentados na Tabela 4.16 e Tabela 4.17. A partir dos
resultados obtidos foi calculado o peso energético com que cada aminoacido interage com
o peptideo da AP(1-42), em relagao a cada um dos tipos interagoes, ponte de H e contato
hidrofébico, e a respectiva porcentagem. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.18 e

na Figura 4.47.
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Tabela 4.16 Complexos de CAn, com os peptideos da AR (1-42) de 1-5, obtidos via docking
molecular. O AG ¢ a energia livre de Gibbs e K; é a constante de inibicao.

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H) Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -5,41 0,11 Ala2, Glu3, Argh Aspl, Alad2
2 -5,34 0,12 Aspl, Glu3, Argh, Asp7 Fen4, His13
3 -5,15 0,17 Ala2, Glu3 Aspl, Argh, Alad2
4 -5,07 0,19 Ala2, Glu3 Aspl, Argh, Ala42
5 -4,67 0,38 Aspl, Glu3, Glnlb Ala2, Fend, Argh, Fenl9
6 -4,61 0,42 Ala2, Glu3, Argb Aspl, Alad2
7 -4,58 0,44 Aspl, Argh, His13 Ala2, Glu3, Fen4, Glnl15, Fen19
8 -4,56 0,45 Aspl, Glu3, Glnlb Ala2, Fend, Arg5, His13, Fenl9
9 -4,55 0,46 Aspl, Glu3, Argb, Glnls Ala2, Fend, His13, Fenl9
10 -4,53 0,48 Glu3 Aspl, Ala2, Argb, Alad2

Complexos com AB(1-42)s | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoacidos (ponte de H) Aminoécidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,91 7,39 Asp7, Fen20 Fend, Leul?, Vall8, Fenl9
2 -2,88 7,73 Argh, Asp7 Fen4, His6, His14, Fenl9
3 -2,72 10,20 Asp7 Arg5, His6, Fenl19, Fen20, GInl5
4 -2,52 14,20 Asp7, Glnlb Fend, Argh, His6, Lis16, Hisl4, Leul7
5 -2,40 17,53 Asp7 Argh, Hisl4, GInl5, Lisl6, Leul7, Vall8
6 2,26 22,19 Arg5, Asp? His6, Hisl4, Leul7, Vall8, Fenl9
7 -2,06 31,08 AspT7 Aspl, Args, His6
8 -2,00 34,40 Argh, Leul7 Asp7, Hisl4, GInl5, Lis16, Fenl19, Vall8, Fend
9 -1,96 36,35 Argh, Fen20 Fend, Fenl19, Vall8
10 -1,95 36,99 Argh Fen4, His6, Asp7, His14, Fenl9, Fen20

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H) Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 217 25,66 Gli25,9er26 Asn27, Vald0, Tledl, Alad2
2 -2,04 31,93 Glnl5, Lis16 His14
3 -1,97 36,19 Fen19, Ala21, Asp23 Vall8, Fen20
4 -1,90 40,76 Asp7, Ser8 His6, Gli9, Tir10
5 -1,87 42,68 Glu3 Fen4, His6, Ser8, Gli9, Tirl0
6 -1,68 58,78 Aspl, Glu22 Arg5, Fenl9, Fen20
7 -1,64 62,65 Asn27 Vald0, Ala42
8 -1,52 77,18 Val39, Iled1 Val36, Glyn38, Val40
9 -1,50 79,32 Aspl, Glu22 Fen19, Fen20
10 -1,48 82,58 Aspl, Glu22 Arg5, Fen20

Complexos com AR(1-42), | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoacidos (ponte de H) Aminoécidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,49 14,88 Ser8, Glull, His13 Gli9, Tirl0, Vall2, Lis16
2 247 15,48 Lis28, 1141, Alad2 Asn27, Gli29, Val40
3 -2,32 19,85 Tled1 Asn27, Lis28, Val40, Ala42
4 -2,17 25,59 Ala2, Glu3, Argh Aspl
5 -1,99 34,78 Ala21, Asp23 Fen20, Glu22
6 -1,99 35,06 Tle41 Asn27, Lis28, Vald0, Ala42
7 -1,95 36,96 Tle41 Asn27, Lis28, Gli29, Vald0, Ala42
8 -1,94 37,79 Asn27 Lis28, Tle41, Alad2
9 -1,89 40,87 Glull Vall2, His13
10 -1,85 43,76 Tle31, Gli37 Ala30, Met35, Val36, Vald0

Complexos com AB(1-42)5 | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoacidos (ponte de H) Aminoécidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,72 10,15 Argh, Asp7, Leul7, His13 Fen4, His6, Vall2, Lis16
2 -2,49 15,17 Aspl, Asp23, Lis28 -
3 -2,46 15,80 Glu22, Gli25 Asp23, Val24
4 -2,43 16,60 Asp23, Ser26, Lis28 Asn27, Gli29
5 2,25 922,24 Asn27 Asp23, Val24, Lis28, G1i29, Ala30, Ala42
6 -2,21 23,85 Asn27, Lis28 Asp23, Ser26, Gli25, Val24
7 2,20 24,45 Asp23, Gli25, Lis28 Glu22, Ser26, Asn27, Gli29
8 -2,12 27,77 Asp7, Gli9 His6, Ser8, Tirl0, Glull
9 -2,10 29,13 Asn27, Ser26, Lis28 Asp23, Val24, Gli25
10 -2,10 29,12 Lis28 Aspl, Asp23, Ser26, Asn27, Gli29
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Tabela 4.17 Complexos de CAn, com os peptideos da AR (1-42) de 6-10, obtidos via docking
molecular. O AG ¢ a energia livre de Gibbs e Kj é a constante de inibigao.

Complexos com AB(1-42)s | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H) Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
i 272 10,11 Mis6, Asp7 Glu3, Fend, Args
2 -2,70 10,57 His6, Asp7 Glu3, Fend, Argb
3 2,21 24,00 His6, Asp7, Gli9 Ser8, Tirl0, Glull, His13
4 -2,11 28,88 His13, Leul7 His6, Vall2, Glnl5, Lis16
5 -2,07 30,54 Leul? His6, His14, GIn15, Lis16
6 -1,96 36,68 Argh, Asp7 Ala2, Glu3, Fen4, His6
7 -1,93 38,71 His6 Asp7, Gli9, Tirl0, Vall2, His13
8 -1,89 41,02 Leul? His6, His13, GInl5, Lis16
9 -1,88 41,79 Leul? His6, GIn15, Lis16
10 -1,85 43,86 - Fen4, His6, Lis16, Leul7, Vall8

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoacidos (ponte de H) Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,71 10,28 Gli29 Asn27, Lis28, Tle31, Val39, Ala42
2 -2,70 10,41 Fen4, Argh, Asp7 Glull, Lis16
3 -2,65 11,48 Glull, Vall2, Hisl4 His13
4 -2,40 17,28 Glu22, Lis28 Val24, Gli25, Ser26
5 2,15 26,36 Glull, His13, Leul? Gli9, Tirl0, Val12
6 2,15 26,58 Ser26, Asn27, Gli29 Lis28, Ala30, Tle31, Val36
7 2,14 27,17 Lis28, Vald0 Asn27, Gli29, Tle31, Alad2
8 -2,13 27,37 Glu22, Ser26 Asp23, Gli25
9 -2,09 29,47 Fend, Argh, Asp7 Leul?7, Vall8, Fenl9
10 -2,08 29,99 Asp7 Fen4, Ser8, Gli9, Glull, Leul7

Complexos com AB(1-42)s | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoécidos (ponte de H) Aminoécidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,40 17,51 Fen4, Asp7 Glu3, His6
2 2,32 20,00 Tirl0, Glull, Hisl3 His6, Gli9, Val12
3 2,22 23,71 - Fend, His6, Tirl0, Glull, Vall2, Hisl3, Lisl6, Vall8
4 -2,14 27,01 Tir10, Glull His6, Gli9, His13, Vall2
5 -2,08 30,06 His13, Glull His6, Gli9, Tir10, Vall2
6 -2,04 31,86 - Fen4, His6, Tir10, Glull, Vall2, His13, Lis16, Vall8
7 -2,04 31,74 His13 His6, Tirl0, Glull, Vall2, Lis16
8 -1,96 36,49 - Fen4, His6, Tir10, Glull, Vall2, His13, Lis16, Vall8
9 -1,93 38,21 Fend, Argh, His6, Asp7 Glu3
10 -1,92 39,44 His13 Fen4, His6, Tirl0, Glull, Vall2, Lis16

Complexos com AB(1-42)g | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H) Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -4,01 1,15 Fend, Ser8, Glull Argb, His6, Vall2, His13, Glnl5, Fen19
2 -3,68 2,02 Ser8, Glull, Hisl13 Arg5h, His6, Vall2, Glnl5, Leul7, Fen19
3 -3,66 2,08 Fen4, Lis16, Leul? Vall2, His13, GIn15, Fen19
4 -3,58 2,37 Fend, Lis16, Leul7 Vall2, His13, Glnlb, Fenl9
5 -3,56 2,46 Glull, His13 Fend, Argh, His6, Vall2, GInl5, Leul7, Fen19
6 -3,40 3,24 His6, Ser8, His13, Leul7 Fend, Vall2, GInl5, Lis16
7 -3,40 3,24 Glnl5, Lis16, Leul7? Fend, His6, Vall2, His13, Fenl9
8 -3,36 3,45 His6, Ser8, Glull, His13 Fen4, Argh, Vall2, Lis16, Leul7, Fen19
9 -3,35 3,53 His6, Ser8, Glull, His13 Fen4, Vall2, Lis16, Leul7, Fenl9
10 -3,28 3,95 Ser8, Glull, Hisl3 Fend, His6, Vall2, Lis16, Leul7

Complexos com AB(1-42)19 | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H) Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,67 11,10 Glu3, Fen4, His6 Argh, Asp7
2 -2,47 15,52 His6, His14 Glnl5, Lis16
3 -2,47 15,56 Gli25, Ser26, Asn27 Val39
4 2,08 29,54 Asn27 Gli25, Ser26, Gli38, Vald0
5 -1,92 39,05 Asn27, Lis28, Gli29 Ala30, Ile31
6 -1,85 43,96 Ser26, Asn27, Lis28 Gli29
7 -1,85 44,33 Asn27, Lis28, Gli38 Ser26, Gli29, Val40
8 184 44,92 Glull, Hisl4 Tir10, Vall2
9 1,83 45,19 His6, His14, Lisl6 Glnl5
10 -1,82 46,31 Glu3, Fen4, Argh His6
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Tabela 4.18 Porcentagem do peso energético das interagoes, por ponte de H e contato hidrofébico,
de cada aminoédcido dos complexos de CAn, com as 10 conformagdes do peptideo da AP (1-42),
obtidas via docking molecular.

Peso energético Peso energético
Aminodcido  Sigla | (Ponte de H) | (Contato hidrofébico)

kcal/mol % | kcal/mol %
Aspartato Aspl | -32,84 5,58 -6,33 1,25
Alanina Ala2 | -2241 381 -6,49 1,28
Glutamato Glu3d | -52,42 890 -1,93 0,38
Fenilalanina Fene4 | -26,69 4,53 | -58,61 11,57
Arginina Argh | -50,93 8,65 | -35,56 7,02
Histidina His6 | -28,57 4,85 | -63,25 12,49
Aspartato Asp7 | -50,62 8,60 0,00 0,00
Serina Ser8 | -2547 4,33 0,00 0,00
Glicina Gli9 -4,33 0,74 -8,62 1,70
Tirosina Tir10 -4.46 0,76 | -18,18 3,59
Glutamato  Glull | -38,80 6,59 -7,96 1,57
Valina Vall12 -2,65 0,45 | -55,99 11,05
Histidina His13 | -43,04 7,31 | -29.48 5,82
Histidina His14 -6,96 1,18 -6,06 1,20
Glutamina  GInl5 | -21,74 3,69 | -32,03 6,32
Lisina Lisl6 | -14,51 246 | -36,43 7,19
Leucina Leul7 | -28,86 490 | -21,40 4,22
Valina Vall8 0,00 0,00 | -12,13 2,39
Fenilalanina Fenl9 -1,97 0,33 | -47,64 9,40
Fenilalanina Fen20 -4.87 0,83 -3,47 0,68
Alanina Ala21 -1,97 0,33 0,00 0,00
Glutamato  Glu22 | -11,65 1,98 0,00 0,00
Aspartato Asp23 | -11,08 1,88 -2,13 0,42
Valina Val24 0,00 0,00 0,00 0,00
Glicina Gli25 -9,30 1,58 0,00 0,00
Serina Ser26 | -15,30 2,60 -1,85 0,37
Asparagina  Asn27 | -22,46 3,81 | -11,58 2,29
Lisina Lis28 | -26,16 4,44 -4,86 0,96
Glicina Gli29 -6,78 1,15 -7,94 1,57
Alanina Ala30 0,00 0,00 0,00 0,00
Isoleucina Ile31 -1,85 0,31 0,00 0,00
Isoleucina Ile32 0,00 0,00 0,00 0,00
Glicina Gli33 0,00 0,00 0,00 0,00
Leucina Leu34 0,00 0,00 0,00 0,00
Metionina Met35 0,00 0,00 0,00 0,00
Valina Val36 0,00 0,00 0,00 0,00
Glicina Gli37 -1,85 0,31 0,00 0,00
Glicina Gli38 -1,85 0,31 0,00 0,00
Valina Val39 -1,52 0,26 0,00 0,00
Valina Val40 -2,14 0,36 -9,72 1,92
Isoleucina Ile41 | -10,25 1,74 0,00 0,00
Alanina Ala42 -2,47 0,42 | -16,94 3,34

Energia Total -588,77 - -506,58 -
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Figura 4.47 Porcentagem do peso energético das interagoes, por ponte de H e contato hidrofébico,
de cada aminoécido dos complexos da CAn, com as 10 conformagoes do peptideo da AB(1-42),
obtidas via docking molecular.
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Os resultados apresentados na Tabela 4.16 e na Tabela 4.17 demonstram que, no
geral, as dez menores energias de cada complexo possuem uma variagao de aproximada-
mente 1 kcal/mol, indicando que cada uma das dez conformacoes de cada complexo sdo
igualmente provaveis. Em relagao a todos os complexos o complexo com a AR (1-42); de
menor energia apresenta uma diferenca de energia de cerca de 1,5 kcal/mol menor em
relacdo aos demais complexos, enquanto que o complexo com a AB(1-42)9 apresentou
uma diferenga de 1 kcal/mol. Ademais, os complexos restantes, da AB(1-42), a A(1-42)s
e a AB(1-42);9, apresentam energias similares. Conforme os resultados anteriores, o K;
acompanha a energia e pode ser, igualmente, utilizado para ordenar as conformagoes a

partir das mais provaveis.

Os resultados apresentados na Tabela 4.18 e na Figura 4.47 demonstram que a
CAn . interage por ponte de H, principalmente, com os aminoécidos, selecionando aqui
os cinco primeiros, Glu3 (8,90%), Argb (8,65%), Asp7 (8,60%), His13 (7,31%) e Glull
(6,59%). Por contato hidrofébico, as principais interagdes foram dos aminoédcidos His6
(12,49%), Fen4 (11,57%), Val12 (11,05%), Fen19 (9,40%) e Lis16 (7,19%). Tendo em vista
o sitio de interagao do cobre(Il) com a Af(1-42) previsto pela literatura, os resultados
apresentados sugerem que a CAn, poderia interagir com, pelo menos, dois dos aminoécidos
responsaveis pela complexa¢ao com o peptideo da A3 (1-42) com o fon metdlico, a histidina

His13, por ponte de H, e a histidina His6, por contato hidrofébico.

Os resultados apresentados para as Carnosinas em suas duas formas tautoméricas
indicam que a CAn, apresenta mais interagoes com as histidinas His6 e His13 (12,49% das
interagbes por contato hidrofébico e 7,31% das interagoes por ponte de H, respectivamente),
enquanto que a CAyn- apresenta mais interagoes com o aspartato Aspl (5,31% das interagoes
contato hidrofébico) e a histidina His13 (8,70% das interagoes por ponte de H e 5,41%
por contato hidrofébico). Dessa forma, e tendo em vista que a interagao por ponte de H é
uma interagado mais forte do que por contato hidrofébico, a CAn. é indicada como sendo
mais efetiva, do que a CApn ., no impedimento estérico dos aminoacidos que participam da
complexagao do fon metélico cobre(II) e que podem ser responséveis, segundo a hipdtese

metalica, por desencadear a oligomeriza¢ao dos peptideos da Af3(1-42).

4.3.2 Homocarnosinas e mondémero de A(3(1-42)

Os resultados obtidos, via docking molecular, para a interagao do ligante HCAn
com o peptideo da AP (1-42);, sd@o apresentados na Tabela 4.19 e Tabela 4.20. A partir
dos resultados obtidos, foi calculado o peso energético com que cada aminoacido interage
com o peptideo da AB(1-42), em relagdo a cada um dos tipos interagoes, por ponte de
H e contato hidrofébico, e a respectiva porcentagem. Os resultados sao apresentados na
Tabela 4.21 e na Figura 4.48.
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Tabela 4.19 Complexos de HCAn+ com os peptideos da AB3(1-42) de 1-5, obtidos via docking
molecular. O AG é a energia livre de Gibbs e K; é a constante de inibicao.

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -5,95 0,44 Aspl, Glu3, Argb, His13, Glnlb Fen19
2 5,64 0,73 His13, GIn15, Leul? Clu3
3 -5,45 1,01 Aspl, Argh, Hisl3, Glnl5, Leul7, Fenl9 Fen4
4 -5,44 1,03 Aspl, Glu3, Glnlb Ala2, Fend4, Fenl9
5 -5,27 1,37 Aspl, Glu3, Glnlb Fend, Argh, Hisl3, Fenl9
6 -5,11 1,81 Aspl, Glu, Argb, Hisl3 Fen4, Fenl9
7 -5,04 2,02 Gln15, Leul? Aspl, Ala2, Glu3, Fend4, Fenl9
8 -5,00 2,17 Aspl, Glu3, His13, Glnl5 Fen4, Fenl9
9 -4,79 3,08 Aspl, Ala2, Glnlb Glu3, Fenl9
10 -4,70 3,61 Aspl, Ala2, Fen4, Glnl5 Glu3, Fenl9

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,94 7,03 Arg5, Asp7, Glnlb His14, Lis16
2 -2,39 17,56 Argh Fen19, Fen20
3 -2,39 17,74 Asp7, Fen20 Fen19
4 -2,33 19,74 Fen20 Fen4, Argh, Fenl9, Glu22
5 -2,26 22,16 Argh Fen4, Fen19, Fen20
6 -2,25 22,36 Arg5, Fen20 Asp7, Fenl9
7 -2,23 23,16 Argb, GInlb Fen4, His14, Lis16, Fen19
8 -2,22 23,71 Arg5, Asp7 Fen20
9 -2,20 24,37 Glnlb, Asp7 Fen4, His14
10 -2,20 24,41 Arg5, Asp7, Fen20 Fen19

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,13 27,65 Glull, His13, GInl5 -
2 -2,00 34,38 Ala21, Asp23 Fen20
3 -1,98 35,39 Ala2, Glu3 His6, Argh
4 -1,78 49,60 His13 Asp7
5 -1,77 50,62 Asp7, Hisl3 Fen4, Vall12, His14
6 -1,70 56,66 Vall8 Leul7, Fenl9, Fen20
7 -1,70 56,84 His13 -
8 -1,65 61,83 His13, Glnl5 Asp7
9 1,58 68,98 His13 AspT
10 -1,49 80,27 GInl5, Vall8 Fend, Leul7, Fenl9

Complexos com AB(1-42), | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,26 22,05 Val40 Tle31, Met35, Gli37, Ile41
2 2,15 26,73 Glull, Lis16 Gli9, Val12
3 -2,13 27,26 His13, Leul? Lis16
4 -1,95 37,44 His13, Lis16 Vall2
5 -1,93 38,44 Lis28, Val39, Ala42 Val40, Ile41
6 -1,90 40,49 Glu3, Argh, Asp7 His6
7 -1,73 53,62 Glu3, Fend His6
8 -1,72 55,04 Lis28 Val40, Iled41, Alad2
9 -1,64 62,79 Asp7, Ser8, Glull, His13, Leul7 -
10 -1,58 69,27 Asn27, Val39, Ile41 -

Complexos com AB(1-42)5 | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H) Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
i 279 8,04 Glull, His13, Leul? Fend, Lis16
2 2,62 12,10 Glull, His13, Leul? Fend, His6, Vall2
3 2,55 13,54 Glull, His13 His6, Vall2
4 2,32 19,85 GInl5, Leul? His13, Lis16
5 225 22,33 His13, Glnl5 Glull
6 225 22,57 His13, GIn15, Leul? Val12
7 -2,23 23,20 His13, GInl5, Leul7? His6, Vall2
8 -2,21 24,10 Glnl15, Leul? Arg5, Vall2, Lis16, Fenl9
9 -2,17 25,61 Argh, Leul7 Fen4, Lis16
10 -2,12 27,71 Ser8, His13, GInlb Vall2




4.3. Interagao com a AP (1-42) via docking molecular 121

Tabela 4.20 Complexos de HCAn. com os peptideos da Af3(1-42) de 6-10, obtidos via docking
molecular. O AG é a energia livre de Gibbs e K; é a constante de inibicao.

Complexos com AB(1-42)s | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoécidos (ponte de H)  Aminoacidos (Contato Hidrofébica)
1 -1,89 41,23 Lis16 GIn15, Leul7
2 -1,83 45,73 Val36, Gli37 Met35
3 -1,78 49,23 Lis16, Leul7 Fend, His6, His13
4 -1,68 58,80 Lis16 His6, His14, Glnlb
5 -1,68 58,45 Glu3, His6, Asp7 Argh
6 -1,62 65,19 His13, Lis16 Glnlb
7 1,62 65,16 Ser26, Asn27, Lis28, Iledl Vald0
8 -1,53 75,93 His13, Lis16, Leul7 Fen4, His6, GIlnl5
9 -1,48 82,87 Glu3, Asp7 Argh, His6
10 -1,45 87,07 Lis16, Leul7 Fen4, His6, His13, GInlbH

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoécidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,40 17,40 Fend, Asp7, Ser8, His13, Leul7 Lis16
2 224 22,83 Arg5, Gli9, Glull, Hisl3 Fend, Leul?
3 -2,20 24,41 Ser8 His13, Leul7
4 -2,19 24,87 Fend, Glnl5, Leul? His13, Lis16
5 -2,18 25,11 Fend, Ser8, Gli9, Leul7? Glull, Vall2, Lis16
6 2,10 29,11 His13, Leul? Lis16
7 -2,09 29,60 Glnl5, Leul? His13, Lisl6
8 -2,07 30,20 Ser8, Leul7 His13
9 2,03 32,51 Gli9, Leul? His13
10 -1,99 34,97 Asp7, Leul7 Ser8, Gli9, Lis16

Complexos com AB(1-42)s | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoécidos (ponte de H)  Aminoacidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,36 18,71 Ala2, Fend, Arg5, His6 Glu3
2 -2,29 20,98 Aspl, Fend, Argh, Asp7 -
3 -2,28 21,35 Aspl, Ala2, Fend, Argh, Asp7 -
4 -2,25 22,27 Argh, Asp7, Ser8 His13
5 -2,22 23,78 Glu3, His6, Asp7 Fen4
6 -2,16 26,03 Aspl, Fend, Asp7 -
7 -1,94 37,85 His13, Lis16 His6, Vall8
8 -1,92 39,37 Glull, Lis16 His6
9 41,91 39,76 Tir10, His13, Lis16 His6
10 -1,86 43,17 Tirl0, Lis16 His6, Vall2

Complexos com AB(1-42)y | AG (kcal/mol) K;j (mM) Aminoécidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -3,84 1,54 His14, Lis16, Leul7 Fen19
2 -3,28 3,93 Glull, His13, GInl5 Argh, His6, Ser8, Vall2, Leul7
3 -3,18 4,65 His6, GInl5, Lis16 Fen4, Leul7
4 -3,01 6,23 His6, His13, Leul7 Fend, Argh, Vall2, Lis16
5 -2,99 6,38 Glnl15, Leul? Vall2, Lis16
6 -2,94 6,98 Leul7 Lis16, Fen19
7 -2,90 7,53 His6, Glull, His13 Argh, Ser8, Vall2, Lis16, Leul7?
8 -2,82 8,50 His6, Lis16, Leul7 Fen4, Glnl5, Fenl9
9 -2,81 8,68 Glnl15, Leul7 Vall2, Lis16
10 -2,79 8,99 His14, Lis16, Leul7 Fend, His6, GInl5, Fen19

Complexos com AB(1-42)19 | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoécidos (ponte de H)  Aminoécidos (Contato Hidrofébica)
1 -1,88 41,74 Ser26, Asn27, Lis28 -
2 -1,82 46,45 Asn27, Gli29 Ala30, Tle31, Val39
3 -1,70 56,99 Gli25, Ser26, Asn27, Gli29 Ile31
4 1,69 5745 Ser26, Asn27 Gli38, Tle31
5 -1,68 58,56 Asn27, Lis28 Vald0
6 -1,63 63,95 Asn27 Gli38, Val39, Vald0
7 1,55 73,17 . Lis28, Gli29
8 -1,54 74,47 Ser26, Asn27 Ile31
9 -1,52 76,29 Asn27, Vald0 Lis28, Gli29, Ile31, Val39
10 -1,51 77,99 Ser26, Asn27 Val39
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Tabela 4.21 Peso energético das interagoes, por ponte de H e contato hidrofébico, de cada
aminodcido dos complexos de HCAn+ com as 10 conformagoes do peptideo da AP (1-42) obtidas
via docking molecular.

Peso energético Peso energético
Aminodcido  Sigla | (Ponte de H) | (Contato hidrofébico)

kcal /mol % | keal /mol %
Aspartato Aspl | -48,44 7,56 0,00 0,00
Alanina Ala2 | -16,11 2,51 0,00 0,00
Glutamato Glu3 | -37,76 5,89 0,00 0,00
Fenilalanina  Fened4 | -22,29 3,48 | -45,88 21,27
Arginina Argh | -46,25 7,21 -13,49 6,25
Histidina His6 | -18,17 2,83 | -23,85 11,06
Aspartato Asp7 | -36,01 5,62 0,00 0,00
Serina Ser8 | -14,86 2,32 0,00 0,00
Glicina Gli9 -4,21 0,66 0,00 0,00
Tirosina Tir10 -3,77 0,59 0,00 0,00
Glutamato  Glull | -21,98 3,43 0,00 0,00
Valina Val12 0,00 0,00 | -27,84 12,91
Histidina His13 | -80,98 12,63 | -10,63 4,93
Histidina His14 -6,63 1,03 0,00 0,00
Glutamina Glnl5 | -89,84 14,01 -2,79 1,29
Lisina Lisl6 | -34,31 5,35 | -31,98 14,83
Leucina Leul7 | -79,50 12,40 -9,36 4,34
Valina Vall8 -3,19 0,50 0,00 0,00
Fenilalanina  Fenl9 -5,45 0,85 | -48,33 22,41
Fenilalanina  Fen20 -9,17 1,43 0,00 0,00
Alanina Ala21 -2,00 0,31 0,00 0,00
Glutamato  Glu22 0,00 0,00 0,00 0,00
Aspartato Asp23 -2,00 0,31 0,00 0,00
Valina Val24 0,00 0,00 0,00 0,00
Glicina Gli25 -1,70 0,27 0,00 0,00
Serina Ser26 -9,94 1,55 0,00 0,00
Asparagina  Asn27 | -18,17 2,83 0,00 0,00
Lisina Lis28 -8,83 1,38 0,00 0,00
Glicina Gli29 -3,52 0,55 0,00 0,00
Alanina Ala30 0,00 0,00 0,00 0,00
Isoleucina Ile31 0,00 0,00 -1,52 0,70
Isoleucina Ile32 0,00 0,00 0,00 0,00
Glicina Gli33 0,00 0,00 0,00 0,00
Leucina Leu34 0,00 0,00 0,00 0,00
Metionina Met35b 0,00 0,00 0,00 0,00
Valina Val36 -1,83 0,29 0,00 0,00
Glicina Gli37 -1,83 0,29 0,00 0,00
Glicina Gli38 0,00 0,00 0,00 0,00
Valina Val39 -3,5b1 0,55 0,00 0,00
Valina Val40 -3,78 0,59 0,00 0,00
Isoleucina Ile41 -3,20 0,50 0,00 0,00
Alanina Alad2 -1,93 0,30 0,00 0,00

Energia Total -641,16 - -215,67 -
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Figura 4.48 Porcentagem do peso energético das interagoes, por ponte de H e contato hidrofébico,
de cada aminoécido dos complexos da HCAn. com as 10 conformacgoes do peptideo da A (1-42),
obtidas via docking molecular.
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Os resultados apresentados na Tabela 4.19 e na Tabela 4.20 demonstram que, no ge-
ral, as dez menores energias de cada complexo possuem uma variacao de aproximadamente
1 keal/mol, indicando que cada uma das dez conformagoes de cada complexo sdo também
igualmente provaveis. Em relacdo a todos os complexos, o complexo com a AR (1-42);, de
menor energia, apresenta uma energia menor de aproximadamente 2 kcal /mol em relagao
ao complexo com a AP (1-42)g, 3 kcal/mol em rela¢do aos complexos com a AP (1-42); e a
AB(1-42)5 e 4 keal/mol em relagao aos complexos com a AR(1-42)3, AB(1-42)4, AB(1-42),
AB(1-42)7, AB(1-42)g e a A3(1-42)19. Conforme os resultados anteriores o K;, também

acompanha a energia.

Os resultados apresentados na Tabela 4.21 e na Figura 4.48 demonstram que a
HCAn . interage por ponte de H principalmente com os aminoacidos, selecionando aqui os
cinco primeiros, Glnl5 (14,01%), His13 (12,63%), Leul7 (12,40%), Aspl (7,56%) e Argh
(7,21%). Por contato hidrofébico, as principais interagoes foram dos aminoédcidos Fen19
(22,41%), Fend (21,27%), Lis16 (14,83%), Vall2 (12,91%) e His6 (11,06%). Tendo em vista
o sitio de interagao do cobre(II) com o peptideo da Af(1-42), previsto pela literatura, os
resultados apresentados sugerem que a HCAy . poderia interagir com, pelo menos, trés
dos aminoécidos responsaveis pela complexacao com o peptideo da AB(1-42) com o ion
metalico, a histidina His13 e o aspartato Aspl, por ponte de H, e a histidina His6, por

contato hidrofébico.

Os resultados obtidos, via docking molecular, para a interacao do ligante HCAn
com o peptideo da A (1-42);, sdo apresentados em duas partes, na Tabela 4.22 e Tabela 4.23.
A partir dos resultados obtidos foi calculado o peso energético com que cada aminoacido
interage com o peptideo da AR (1-42), em relagdo a cada um dos tipos interagdes, ponte
de H e contato hidrofébico, e a respectiva porcentagem. Os resultados sao apresentados
na Tabela 4.24. Para facilitar a visualizacao estes mesmos resultados, em porcentagem,

sao também dispostos na Figura 4.48.
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Tabela 4.22 Complexos de HCAn, com os peptideos da AR(1-42) de 1-5, obtidos via docking
molecular. O AG é a energia livre de Gibbs e K; é a constante de inibicao.

Complexos com AP (1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H) Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -5,60 0,79 Aspl, Glu3, Argh, Asp7 Fend, His13
2 -5,53 0,88 Aspl, Glu3, Argh, Asp7 His13
3 -5,23 1,46 Glu3, Glnls Ala2, Fend, Fenl19
4 -5,22 1,50 Aspl, Glu3, Argh, Asp7 His13
5 -5,20 1,54 Glu3, Argh, Asp7 His13
6 -5,19 1,57 Argh Aspl, Ala2, Glu3, Fen4, Fenl9
7 -4,91 2,52 Glu3, Fend, Argh, His6 Vall2
8 -4,90 2,55 Aspl, Glu3, Asp7 Fend, Argh
9 -4,74 3,33 Aspl, Ala2 Glu3, Fend4, His13, Fen19
10 -4,68 3,74 Glu3, Fen4, GInl5 Ala2, Fenl19

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H) Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -3,35 3,48 Argh, Asp7 -
2 -2,96 6,74 Argh Fen4, Fenl9
3 -2,75 9,59 Argh, Asp7 Fend, His6, Fen19
4 -2,61 12,17 Leul7? Fend, Asp7, Hisl4, Fenl9
5 -2,58 12,89 Argh, Asp7, Fen20 Fend, Fenl9
6 -2,57 13,01 AspT7 Fenl9
7 -2,56 13,38 Glnl15, Leul7 Fend, Vall8
8 -2,47 15,34 Argh, Asp7 Fend, VLeul?7, Vall8
9 -2,34 19,11 Asp7, Fen20 Argh, Fenl9
10 -2,33 19,50 Argb, Asp7 Leul?7, Fenl9, Fen20

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H) Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,75 9,61 Asp7, His13, Lis16 His14, Glnl5
2 -2,35 19,04 Asp7, Glull, His13 -
3 -2,19 24,84 Asp7, His13, Lis16 Fend4, Vall2, Glnlh
4 -2,03 32,60 His13, Lis16 Fend, Asp7, Vall2, Glnlb
5 -1,99 3471 Asp?7, Ser8, Hisl3, Glull Gli9
6 -1,63 63,37 His6, Asp7, Ser8 Argh
7 -1,59 68,33 Fen20 Aspl, Argh, Fenl9
8 1,52 77,20 Asp23 Val24
9 -1,50 79,93 Asp23 Fen20
10 -1,49 80,23 AspT7 Argh

Complexos com AP (1-42), | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H) Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,26 22,12 Gli9, Lis16 Vall2, His13
2 -2,26 22,03 Tle31, Val4d0 Ala30, Met35
3 -2,10 28,85 Gli38, Val30, Ile41 Gli37
4 2,05 31,46 Ser8, Glull, Hisl3, Lisl6 Val12
5 -1,96 36,56 Fenl9, Ala21 Fen4, Vall8, Fen20
6 -1,85 44,24 Lis16, Glull Val12
7 -1,81 47,45 Ala2, Asp23, Glu22 Fend, Ala21
8 -1,77 50,44 Asn27 Vald0
9 -1,77 50,65 Glull, Lis16 Tir10, Val12
10 -1,66 60,72 Tled1 Lis28, G1i29, Ala42

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoécidos (ponte de H) Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -3,56 2,44 Asp23, Lis28, Gli29 Ser26, Asn27
2 3,24 421 Lis28, Glu22 Asp23
3 -3,08 5,53 Glu22, Ser26, Lis28 Asp23
4 -2,86 7,99 Glull, His13, Leul7 Fen4, His6, Vall2, Lis16
5 -2,68 10,92 Gli25, Ser26, Lis28 Asp23, Glu22
6 -2,64 11,54 Argb, Hisl3 Gli9, Glull, Lis16
7 2,49 14,83 His13 Fend, Arg5, His6, Lis16
8 -2,44 16,23 Argh His6, Fenl9, Lis16
9 -2,42 16,92 Asn27 Val24, Gli29
10 -2,38 17,94 Argh, Asp7 -
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Tabela 4.23 Complexos de HCAn, com os peptideos da AB(1-42) de 6-10, obtidos via docking
molecular. O AG é a energia livre de Gibbs e K; é a constante de inibicao.

Complexos com AP(1-42)g | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoécidos (ponte de H) Aminoacidos (Contato Hidrof6bica)
1 -2,08 29,75 Lis16, Vall8 Leul?, Fenl19
2 -2,07 30,21 Glu3, Argh, Asp7 His6
3 -1,77 50,29 Lis16, Leul? His14, His6
4 1,75 52,06 Asn27, Gli29 Lis28, Tle31, Val36, Vald0
5 -1,71 56,17 Lis16, Leul7 Fen4, Vall8
6 -1,68 58,79 Asp7 Fend, Argh
7 -1,66 60,20 Val36, Gli37 Vald0
8 -1,64 62,61 Lis16 Fen4, Leul7, Vall8
9 -1,64 63,14 Lis16 Fen4, Leul7, Vall8
10 -1,64 63,06 Lis16, Leul7 Fend

Complexos com AB(1-42); | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoécidos (ponte de H)  Aminodcidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,73 10,03 Ser26, Asn27, Vald0 Lis28, Gli29, Ala30, Ile31
2 2,68 10,89 Gli9, Glull, Hisl3 -
3 -2,60 12,52 Asp7, Gli9, Glull His13, Lis16
4 -2,54 13,77 Asp7, Ser8, Gli9 His13
5 -2,51 14,44 Fen4, Leul7 -
6 -2,35 19,08 Gli9 His13, Leul7
7 -2,16 26,29 Aspl, Fend Glu3
8 -2,09 29,56 Asp7, Gli9 His13, Lis16
9 -2,05 31,19 Asp7, Gli9 Ser8, Vall2, His13, Lis16, Leul7
10 -2,05 31,65

Complexos com AB(1-42)g | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminoécidos (ponte de H)  Aminoacidos (Contato Hidrof6bica)
1 -2,54 13,84 Fend, Asp7 His6
2 -2,28 21,35 Ala2,; Glu3, Fend Ala21
3 -2,02 33,12 Lis16 Fend, His6
4 -1,99 34,85 Fend, Asp7 Glu3
5 -1,92 39,38 His13, Lis16 His6, Vall2
6 -1,85 43,74 His13, Lis16 His6, Vall2
7 -1,84 45,07 Leul7 Argb, His6, Fenl9
8 -1,83 45,79 Lis16 Fen4, His6, Vall2, His13
9 -1,82 46,61 Glu3, Argh, Asp7 Fend, His6
10 -1,81 47,03 Ala2, Fend -

Complexos com AB(1-42)g | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H) Aminoécidos (Contato Hidrofébica)
1 -4,51 0,49 Fend, Argb, His13, Lis16 His6, Vall2, GInl5, Leul7
2 -4,48 0,52 GlInlb, Lis16, Leul7? Fend, Fenl9
3 -4,03 1,11 Fend, His6, Ser8, Glull, His13 Vall2, Lis16
4 -3,68 2,00 Ser8, Glull, His13 -
5 -3,57 2,43 Ser8, Glull, His13 Argh, Leul7, Fenl9
6 -3,35 3,49 Ser8, Glull, His13 Fend, Argh
7 -3,15 491 His6, His13, Leul? Vall2, Fenl9
8 -291 7,38 His6 Leul7, Fenl9
9 -2,88 7,80 His6 Fend, Vall2, His13, Leul?
10 -2,85 8,15 His6, Leul? Fend, Argb, His13

Complexos com AB(1-42);9 | AG (kcal/mol) K; (mM) Aminodcidos (ponte de H) Aminoécidos (Contato Hidrofébica)
1 -2,85 8,16 Asn27, Gli29, Val40 Lis28, Ile31
2 2,51 14,43 Glull, Vall2 His13, Hisl4
3 -2,36 18,69 Ser26, Asn27 Gli38, Gli29
4 2,13 97,62 Asn27, Lis28, G129, Vald0 Val39
5 -1,95 37,21 Fend, His6, Asp7 Argh, Lisl6
6 -1,91 40,07 Ser26, Asn27 Gli38
7 -1.85 44,40 Asn27, Lis28, Gli29 B
8 1,79 48 54 Asn27, Lis28, Gli29 -
9 -1,67 59,40 Asn27, Lis28 Gli29, Ala30, Ile31, Ile32
10 -1,50 80,15 Fen20 Glu3, Fenl9, Ala21
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Tabela 4.24 Peso energético das interagoes, por ponte de H e contato hidrofébico, de cada
aminodcido dos complexos de HCAn, com as 10 conformacgoes do peptideo da AP (1-42) obtidas

via docking molecular.

Aminoacido  Sigla

Peso energético
(Ponte de H)

Peso energético
(Contato hidrofébico)

kcal /mol % | keal /mol %
Aspartato Aspl | -28,15 4,44 0,00 0,00
Alanina Ala2 | -10,64 1,68 0,00 0,00
Glutamato Glu3 | -47.44 7,49 0,00 0,00
Fenilalanina  Fened | -33,37 9,27 | -56,81 26,63
Arginina Argh | -63,95 10,09 | -17,73 8,31
Histidina His6 | -24,31 3,84 | -20,10 9,42
Aspartato Asp7 | -80,95 12,77 0,00 0,00
Serina Ser8 | -22,84 3,60 0,00 0,00
Glicina Gli9 | -16,57 2,61 0,00 0,00
Tirosina Tir10 0,00 0,00 0,00 0,00
Glutamato  Glull | -35,29 5,57 0,00 0,00
Valina Val12 -2,51 0,40 | -28,70 13,45
Histidina His13 | -50,09 7,90 | -23,96 11,23
Histidina His14 0,00 0,00 0,00 0,00
Glutamina GInl5 | -16,95 2,67 0,00 0,00
Lisina Lisl6 | -41,99 6,63 | -10,12 4,74
Leucina Leul7 | -27,98 441 | -18.27 8,56
Valina Vall8 -2,08 0,33 -1,64 0,77
Fenilalanina  Fenl9 -1,96 0,31 | -35,99 16,87
Fenilalanina  Fen20 -8,01 1,26 0,00 0,00
Alanina Ala21 -1,96 0,31 0,00 0,00
Glutamato  Glu22 | -10,18 1,61 0,00 0,00
Aspartato Asp23 -8,39 1,32 0,00 0,00
Valina Val24 0,00 0,00 0,00 0,00
Glicina Gli25 -2,68 0,42 0,00 0,00
Serina Ser26 | -12,76 2,01 0,00 0,00
Asparagina  Asn27 | -23,23 3,67 0,00 0,00
Lisina Lis28 | -22,05 3,48 0,00 0,00
Glicina Gli29 | -13,93 2,20 0,00 0,00
Alanina Ala30 -2,10 0,33 0,00 0,00
Isoleucina Me31 -2,26 0,36 0,00 0,00
Isoleucina Ile32 0,00 0,00 0,00 0,00
Glicina Gli33 0,00 0,00 0,00 0,00
Leucina Leu34 0,00 0,00 0,00 0,00
Metionina Met35b 0,00 0,00 0,00 0,00
Valina Val36 -1,66 0,26 0,00 0,00
Glicina Gli37 -1,66 0,26 0,00 0,00
Glicina Gli38 -2,10 0,33 0,00 0,00
Valina Val39 0,00 0,00 0,00 0,00
Valina Val40 -9,97 1,57 0,00 0,00
Isoleucina Ile41 -3,76 0,59 0,00 0,00
Alanina Alad2 0,00 0,00 0,00 0,00

Energia Total -633,77 - -213,32 -
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Figura 4.49 Porcentagem do peso energético das interacoes, por ponte de H e contato hidrofébico,
de cada aminoécido dos complexos da HCAn, com as 10 conformacoes do peptideo da A (1-42),
obtidas via docking molecular.
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Os resultados apresentados na Tabela 4.19 e na Tabela 4.20 demonstram que, no
geral, as dez menores energias de cada complexo possuem uma variagao de aproximada-
mente 1 kcal/mol, indicando que cada uma das dez conformacoes de cada complexo sdo
igualmente provaveis. Em relacdo a todos os complexos, o complexo com a AR (1-42);, de
menor energia, apresenta uma diferenca de energia de cerca de 1 kcal/mol em relagdo ao
complexo com a Af(1-42)g, 2,5 keal/mol em relagdo aos complexos com a A3(1-42); e a
AB(1-42)5, 3,0 kcal/mol em rela¢ao aos complexos com a AR(1-42)3, AR(1-42), AB(1-42)s
e a APB(1-42)1 e 3,5 kcal/mol em relagao aos complexos com a Af3(1-42)4 e a APB(1-42).

Novamente, o K; acompanha a energia.

Os resultados apresentados na Tabela 4.21 e na Figura 4.48 demonstram que
a HCAn, interage por ponte de H principalmente com os aminoacidos, selecionando
aqui os cinco primeiros, Asp7 (12,77%), Argb (10,09%), His13 (7,90%), Glu3 (7,49%) e
Lis16 (6,63%). Por contato hidrofébico, as principais interagoes foram dos aminodcidos
Fen4 (26,63%), Fen19 (16,87%), Vall2 (13,45%), His13 (11,23%) e His6 (9,42%). Tendo
em vista o sitio de interagao do cobre(Il) com a AP (1-42), previsto pela literatura, os
resultados apresentados sugerem que a HCA . poderia interagir com, pelo menos, dois dos
aminoacidos responsaveis pela complexagao do peptideo da AB(1-42) com o ion metélico,
a histidina His13, por ponte de H e contato hidrofobico, e a histidina His6, por contato
hidrofébico.

Os resultados apresentados para as HCA, em suas duas formas tautoméricas,
indicam que a HCAn; apresenta mais interagoes com a histidina His6 (9,42% das interagoes
por contato hidrof6bico) e a histidina His13 (7,90% das interagoes por ponte de H e 11,23%
das interagdes por contato hidrof6bico), enquanto que a HCA . apresenta mais interagoes
com o aspartato Aspl (7,56% das interagbes contato ponte de H), a histidina His6 (11,06%
das interagoes contato hidrofébico) e a histidina His13 (12,63% das interagdes por ponte
de H). Dessa forma, e tendo em vista que a interacdo por ponte de H é uma intera¢do mais
forte do que por contato hidrofébico e a porcentagem das interagdes, a HCAn< € indicada
como sendo mais efetiva, do que a HCAn,, no impedimento estérico dos aminoacidos
que participam da complexagdo do ion metélico cobre(Il) e que podem ser responséveis,

segundo a hipétese metalica, por desencadear a oligomerizagao dos peptideos da Af(1-42).

Os principais resultados obtidos sao sintetizados na Tabela 4.25. Nota-se que as
principais interacoes, por ponte de H, ocorreram com a histidina His13, enquanto que, por
contato hidrofébico, ocorreram com a histidina His6. Por ponte de H, tanto a CA quanto
a HCA apresentaram mais intera¢oes com o tautomero Nt. Os valores obtidos também
indicam que a HCAn< é o ligante mais efetivo, isto é, é aquele que apresentou maior
porcentagem das interagoes com o peptideo da Af(1-42), considerando que as interagoes

por ponte de H sao mais fortes do que as por contato hidrofébico.



Tabela 4.25 Porcentagem das interacoes, por ponte de H e contato hidrofébico, obtidas via
docking molecular, da CAn<, CAny, HCAnt € HCAN,, com os principais aminoacidos previstos
para realizar a complexacdo do peptideo da Af3(1-42) com o fon metalico cobre(II).

Ligante Ponte de H Contato hidrofébico
Aspartato 1 Histidina 6 Histidina 13 | Aspartato 1 Histidina 6 Histidina 13
CAn- 5,31 % - 8,70% - - 5,41%
CAnr - - 7,31% - 12,49% -
HCAN- 7,56% - 12,63% - 11,06% -
HCANR - - 7,90% - 9,42% 11,23%




Consideracoes finais e perspectivas

Em relacao ao estudo da atividade antioxidante do Trolox, Carnosina, Homocarno-
sina e moléculas similares (STL1-STL5 e SCH1-SCH5), concluiu-se que as ferramentas
SWISS-similaridade e SWISS-ADME para realizacao de triagem virtual mostraram-se
satisfatorias na investigacao da atividade antioxidante. Os calculos de estrutura eletronica
permitiram a obtencao das entalpias associadas a cada molécula escolhida via triagem
virtual, permitindo determinar as propriedades associadas aos descritores de capacidade
antioxidante pelo mecanismo HAT, descrito pela BDE, e SET, descrito pelo AIP. Para
todas as moléculas investigadas, o mecanismo HAT de atuagdo antioxidante se mostrou
como sendo mais provavel em relacao ao mecanismo SET. Esse fato sugere que as moléculas
preferem doar um radical hidrogénio ao invés de um elétron na forma de estabilizacao de
um radical livre. As superficies de densidade de spin, HOMO e LUMO, em conjunto com
os calculos realizados da energia do GAP permitiram uma andlise mais profunda da regiao
mais provavel de abstragdo do radical de hidrogénio em todos os sistemas estudados. Os
resultados obtidos permitiram uma compreensao maior da capacidade antioxidante das
moléculas e de como os fatores estruturais, associados a conformagcao de grupos fendis,
quinolinas, ligagdo de hidrogénio e estruturas secundarias, estao relacionados com essa

capacidade.

Como um dos objetivos primarios deste estudo, verificou-se, a partir do docking
molecular da Carnosina e da Homocarnosina, em suas formas tautoméricas N e N, com o
peptideo da AP (1-42), que essas moléculas multialvo podem vir a interagir com alguns dos
aminodcidos responsaveis pela complexagao desse peptideo com o fon metéalico cobre(II),
como o aspartato Aspl e as histidinas His6 e His13. Essa interagdo, pode promover um
impedimento estérico que pode ocasionar a diminuicao da velocidade com que os peptideos
da beta amiloide se aglutinam e formam oligdmeros, o que leva, posteriormente, com base

hipotese metalica da AD, a formacao das placas amiloide.

Devido ao carater multifatorial da AD e a vasta area que engloba a investigacao
realizada nesse trabalho, diversos novos estudos podem ser realizados. Dentre eles, pode-se
citar, a utilizacao do docking molecular para determinacao da capacidade antioxidante,
dindmica molecular envolvendo os ligantes, o peptideo da AP (1-42) e os ions metélicos
associados a oligomerizacgao, consideracao do pH do meio e a sua influéncia nas doencas

neurodegenerativas, investigacao do papel do fon metalico célcio(Il) na AD, entre outros.
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A caracterizagao dos antioxidantes, via métodos apresentados neste estudo, esta-
beleceu um protocolo apropriado para a escolha de novos agentes terapéuticos capazes
de revelar novas moléculas com potencial atividade antioxidante semelhante ou melhor
as de moléculas modelos. Estudos de moléculas multialvo ganham, a cada dia, um maior
interesse da comunidade cientifica. As metodologias, aqui apresentadas, podem servir
como uma rota para caracterizacao e descoberta de novos antioxidantes, além de potenciais
moléculas multialvo-dirigidos para o tratamento da doenca de Alzheimer, com capacidades
antioxidantes e de interagdo com os aminoéacidos dos peptideos da A (1-42) responséveis
pela complexacao com o fon metdlico cobre(II), promovendo, assim, o desenvolvimento de

novos tratamentos para essa patologia e outras doencgas neurodegenerativas.
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