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RESUMO

Um quimioterdpico muito utilizado no tratamento de diversos tipos de cancer é o cis-
diaminodicloroplatina (I1), conhecido por cisplatina. Apesar do amplo espectro de
atividades apresentado por esse farmaco, fazendo com que ele seja usado para tratar
diversos tipos de tumores, a resisténcia limita drasticamente seu uso. Essa resisténcia
estd associada, entre outros fatores, a reducdo da acumulacdo intracelular da droga o
que pode estar relacionada a interagcbes com varias biomoléculas tioladas, como por
exemplo a proteina ATP7A. A proteina ATP7A tem 40280 atomos e alguns dominios
de ligacdo a metais, sendo responsavel pelo controle de ions metalicos no organismo.
Célculos computacionais utilizando o programa Gaussian 09 e a metodologia hibrida
QM/MM com o método ONIOM, foram feitos para a reacéo entre o sitio ativo do quinto
dominio de ligacdo a metais da proteina ATP7A e a cisplatina, com o objetivo de
analisar parametros termodinamicos que possam ser um indicativo da possivel

participacdo da proteina ATP7A no mecanismo de resisténcia a cisplatina.

Palavras chave: Cisplatina. Proteina ATP7A. Quimica Computacional. ONIOM.



ABSTRACT

An often used chemotherapic for treating numberless types of cancer is cis-
diaminodiclhoroplatin (1), known as cisplatin. Although the broad spectrum of
activities presented by this drug, which contributes for it to be used for treating many
kinds of tumors, resistance limits drastically it"s use. This resistance is associated,
among other factors, with the reduction in intracellular drug accumulation, which can be
related with interactions between various biomolecules with sulfur, for example, the
ATP7A protein. This protein has 40280 atoms and some metal binding domains, being
responsible for the control of the metallic ions in the organism. Computational calculus
using the program Gaussian 09 and hybrid methods QM / MM with the ONIOM method
were done for the reaction between the active site of the fifth binding domain metals
ATP7A protein and cisplatin, for the purpose of analyzing thermodynamic parameters
that may be indicative of the possible participation of ATP7A protein in cisplatin

resistance mechanism.

Keywords: Cisplatin. ATP7A Protein. Computational Chemistry. ONIOM.
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CAPITULO 1

1.0 INTRODUCAO

1.1 Cancer e tratamento quimioterapico

Céancer é um termo usado para um conjunto de mais de uma centena de
doencas nas quais as células crescem e se dividem de maneira desordenada, invadindo
outras células, tecidos e 6rgdos. Esse processo desordenado ocorre de maneira rapida,
0 que torna o cancer uma doenca agressiva e, muitas vezes, incontrolavel
(wwwz2.inca.gov.br, 2015).

As causas do cancer sdo diversas, podendo ser atribuidas a fatores externos,
como alimentacéo, estilo de vida, etc. ou a fatores internos, que sdo geneticamente pre-
determinados e estdo relacionados a maneira como o0 organismo se defende das
agressbes  externas  (www.cancer.org.br, 2015). A  biomolécula, &cido
desoxirribonucleico, DNA, controla as atividades relacionadas a diviséo celular (Bray,
1983). Células normais se dividem e multiplicam para que haja desenvolvimento do
corpo e reposicdo de células velhas ou danificadas. Erros nesse processo de divisao
provocam alteragdes no DNA. Em ceélulas normais, quando o DNA é danificado, ha
uma reparacdo ou morte celular, o que ndo acontece em células cancerigenas. Nelas,
qguando o DNA danificado ndo é reparado, a célula ndo morre como deveria, mas ha
um processo de formacdo de novas células que tem formatos irregulares e que nao
funcionam corretamente (www.cancer.org.br, 2015).

A quimioterapia do cancer ¢ uma modalidade de tratamento que proporciona
maior incidéncia de cura e também maior sobrevida aos pacientes (Andrade e Silva,
2007). Ela é realizada com medicamentos chamados quimioterapicos, que perturbam ou
inibem a divisdo das células cancerigenas, provocando entdo uma interferéncia na
replicacdo e/ou transcricdo do DNA (Jung e Lippard, 2007).Uma desvantagem dos
quimioterapicos no tratamento do cancer é a ndo seletividade dos mesmos. Eles se
espalham através da corrente sanguinea pelo corpo todo atacando também as células
sadias, que acabam sofrendo dos mesmos processos de interferéncia nas propriedades
fisico-quimicas do DNA e entdo se programam para morrer, em um processo chamado

apoptose (Mapara e Sykes, 2004).



Umas das consequéncias disso é o aparecimento de diversos efeitos colaterais, 0
que torna a quimioterapia um processo muito incomodo aos pacientes. Um composto
inorganico muito usado hé quase 30 anos no tratamento da quimioterapia do cancer é a

cis-diaminodicloroplatina(ll), conhecida por cisplatina.

1.2 Cisplatina: um breve historico

A molécula de cisplatina foi sintetizada em 1845 por Peyrone, mas somente em
1965 sua acdo anticancerigena foi descoberta acidentalmente pelo professor Barnett
Rosenberg (Rosenberg, Vancamp et al., 1969). Ele realizava uma experiéncia de
laboratorio com a bactéria Escherichia Coli, em que se aplicava um campo elétrico a
cultura dessa bactéria utilizando eletrodos de platina. O meio de cultura onde essa
bactéria se multiplicava era uma soluc@o aquosa que continha, entre outras substancias,
cloreto de amonio (Rosenberg, Vancamp et al., 1965).

Rosenberg percebeu que o processo normal de divisdo celular era inibido, sem
afetar o crescimento normal das células, chegando entdo a conclusdo que uma nova
substancia de platina havia se formado durante a aplicacdo do campo elétrico, pois ao
utilizar outros eletrodos, esse fenbmeno ndo ocorria. Rosenberg e seus colaboradores,
concluiram, depois de muitos trabalhos no laboratério, que o principal composto que
impedia a divisao celular da bactéria E. coli, porém permitia o crescimento da células,
era o composto Pt(NH3),Cl,. A cisplatina € um composto inorganico neutro com

geometria quadratica plana e sua estrutura esta mostrada na Figura 1.1.
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Figura 1.1 — Representacdo da formula estrutural da cisplatina

Compostos a base de platina sdo um dos pilares da quimioterapia do cancer
(Johnstone, Suntharalingam et al., 2015), sendo usados para tratar diversos tipos de
cancro, 0 que comprova a importancia dos mesmos e faz com que a busca por novos
compostos mais eficientes seja incessante. Entretanto, os que foram aprovados para o
tratamento clinico, possuem semelhancas estruturais com a cisplatina. Alguns
medicamentos & base de platina da nova geracdo sdo: Satraplatina, Picoplatina,

Lipoplatina e ProLindac, sendo que os dois primeiros, cujas estruturas estdo mostradas



nas figura 1.2, ja demonstram causar lesdes mais extensas a0 DNA (Wheate, Walker et
al., 2010).

NH;- optC
H, OCOCH; S gy
NH;,, |
/‘Pt
HaN? |
OCOCH,
a b

Figura 1.2 — Representacdo da formula estrutural: (a) Satraplatina (b) Picoplatina

1.3 Mecanismo de acéo da cisplatina

Devido a sua baixa solubilidade em agua, (2,53¢g/l a 25° C), a cisplatina é
aplicada via intravenosa através de uma solucdo aquosa contendo também cloreto de
sodio. A maneira como a cisplatina entra na célula ainda ndo esta muito bem esclarecida
(Dubos, 1945). Alguns estudos apontam que ela entra por difusdo passiva (Gately e
Howell, 1993), devido ao fato da concentracédo de ions cloreto dentro da célula ser bem
inferior a quantidade do mesmo no exterior da célula. Em contrapartida, outros estudos
apontam que o transporte ativo seria a maneira com que a cisplatina entra na célula,
visto que o CTR1 (principal canal de transporte de cobre) desempenha papel importante
na entrada de drogas a base de platina nas celula (Galliani, Losacco et al., 2014).

O efeito citotoxico da cisplatina esta associado a sua coordenacdo a molécula do
DNA inibindo a transcricdo e replicacdo e provocando a morte celular (Marques,
Gianolio et al.; Bancroft, Lepre et al., 1990). Para que ocorra essa coordenacdo com o
DNA a cisplatina, inicialmente neutra, tem que ser ativada através de reacbes que
envolvem a substituicdo dos ligantes cloretos, chamados grupos abandonadores, por
4gua, originando duas espécies ionizadas, cis-[Pt(NH3),CI(OH2)]** e cis-
[Pt(NH3)2(OH,)2)]**  denominadas monoaquo e diaquo respectivamente, como

representado na Figura 1.3.



Difusdo passiva
ou transporte ativo

[CIT=100 mM [CI=4mM
Figura 1.3 — Representagdo da entrada da cisplatina na célula.
Fonte: Figura adaptada e inspirada em diversas referéncia
Akiyama, Chen et al. 1999; Siddik, 2003; Kelland, 2007

A figura acima mostra a entrada da cisplatina na célula e suas reacdes de
substituicdo originando as especies com carga positiva, monoaquodiaminoplatina(ll) e
diaquodiaminoplatina(ll). A baixa concentragdo de ions cloreto no meio intracelular,
bem como a alta concentracdo de moléculas de agua, favorecem a formacdo destas
espécies ativadas que sdo eletrofilicas que podem se coordenar ao DNA e & grupos

sulfidricos de proteinas (Harrach e Ciarimboli, 2015).

1.4 Obstaculos ao uso da cisplatina

A cisplatina é um indutor bastante potente da apoptose, ou seja, da morte
programada das células (Gonzalez, Fuertes et al., 2001) Apesar de a cisplatina ser muito
eficiente no tratamento de diversos tipos de cancer, ela apresenta alguns obstaculos ao
Seu uso, como sua baixa solubilidade, fazendo com que ela tenha que ser aplicada via
intravenosa, causando desconforto aos pacientes e seus graves efeitos colaterais, como a
ototoxicidade e a nefrotoxidade (Peres e Da, 2013) entre outros. Porém um dos maiores
problemas encontrados para o uso da cisplatina é a resisténcia ao medicamento que
limita drasticamente a utilidade clinica do mesmo (Galluzzi, Senovilla et al., 2012)
sendo um obstadculo muito importante para a sua eficacia farmacologica (Akiyama,
Chen et al., 1999) Quando as células se tornam resistentes, mesmo em concentrac6es
relevantes da droga, as células tumorais ndo sofrem apoptose, e 0s tumores voltam a
crescer. O aumento da dosagem de cisplatina, que poderia ser uma alternativa a

resisténcia, pode provocar a toxicidade severa dos 6rgdos, vOmitos constantes, surdez,



perda parcial do funcionamento dos rins, entre outros graves fatores, inviabilizando o
uso desse farmaco (Gately e Howell, 1993). A resisténcia pode ser adquirida, através de
exposicdo cronicdfa a droga, onde pode haver adaptacdo das células tumorais ou
mutacdo genética ou pode apresentar-se como fendmeno intrinseco, inerente ao
organismo, quando o farmaco é administrado pela primeira vez. Alguns estudos
sugerem que oS tumores possam reconhecer e reorganizar seu microambiente para
maximizar sua sobrevivéncia na presenca de farmacos anticancer. Essa capacidade de
reconhecimento tem um impacto importante sobre o sucesso da quimioterapia do
cancer, porque pode ser a base de um mecanismo de resisténcia extracelular que
modifica as toxinas antes que elas entrem nas células (Centerwall, Kerwood et al., 2008)

Tais limitacGes no uso da cisplatina (Olszewski e Hamilton, 2010) levaram a
pesquisas na tentativa de superar essas desvantagens. Desta forma, muita atencdo da
comunidade cientifica tem sido dada ao desenvolvimento e a descoberta de novos
complexos a base de platina, com propriedades farmacologicas melhoradas e um
espectro mais amplo de atividades antitumorais (Wong e Giandomenico, 1999). Embora
métodos sistémicos para o desenvolvimento de analogos tém produzido agentes com
menor toxicidade e com novos mecanismos de acdo, nenhum deles apresentou até o
momento o nivel de cura alcancado pela cisplatina (Guminski, Harnett et al., 2002). A
investigacdo das possiveis causas da resisténcia a cisplatina tem sido deixada em
segundo plano pela comunidade cientifica em relacdo a busca de novos andlogos ativos.
No entanto desvendar os mecanismos de resisténcia a essa droga seria de grande
utilidade no tratamento quimioterapico, visto que esse farmaco apresenta vasto efeito,
sendo eficaz para o tratamento de diversos tipos de tumores malignos, inclusive para o
desenho racional de novas moléculas biologicamente ativas que ndo apresentem 0s

mesmos mecanismos de resisténcia.
1.5 Mecanismos de resisténcia a cisplatina

A resisténcia € a maior limitacdo ao uso continuado da cisplatina (Horibe,
Matsuda et al.; Andrews e Howell, 1990; Siddik, 2003; Harrach e Ciarimboli, 2015). O
efeito citotoxico da cisplatina € um processo complexo que se estende a partir da
entrada da droga na célula até a sua chegada ao alvo final que é o DNA, sendo que em
qualquer etapa deste processo, podem ocorrer eventos intracelulares que comprometam

a eficécia da droga, por causar, por exemplo, uma reducdo da extensdao de danos ao



DNA (Chu, 1994; Samimi, Safaei et al., 2004). Esta reducdo esta associada, entre outros
fatores, a inibic&o da citotoxidade induzida da droga (Lai, Ozols et al., 1988) ndo sendo
porém uma caracteristica presente em todas as células resistentes a cisplatina (Schmidt e
Chaney, 1993).

Em geral, a resisténcia é multifatorial (Perez, 1998), para a qual varios
mecanismos contribuem simultaneamente, fazendo com que o elevado nivel de
resisténcia seja um efeito liquido de mdultiplos mecanismos independentes, o que
aumenta a dificuldade para contornar esse problema.(Siddik, 2003; Brabec e
Kasparkova, 2005; Centerwall, Kerwood et al., 2008).

Uma caracteristica comum a células resistentes é a reducdo da acumulagédo
intracelular do farmaco (Boulikas e VVougiouka, 2003), sendo responsavel por 70 a 90%
da resisténcia total (Shen, Pouliot et al.). Essa reducdo pode ser provocada por uma
falha na absorcdo de cisplatina, fato este que geralmente acompanha o processo de
resisténcia (Katano, Kondo et al., 2002). A absorcéo da cisplatina pode ser influenciada
por diversos fatores, como por exemplo, o pH (Kelland, 2007; Stewart, 2007) ou ainda
ser prejudicada pelo aumento do efluxo da droga, que pode estar associado a interacoes
intracelulares.

As espécies ativadas, monoaquo e diaquo, por terem carga positiva, possuem alta
afinidade quimica com diversos nucleofilos enddgenos (El-Khateeb, Appleton et al.,
1999), como, por exemplo, a glutationa (GSH) (Godwin, Meister et al., 1992), que é um
tripeptideo encontrado em altas concentragdes no interior da célula e também a
metalotiona (Siegsmund, Marx et al., 1999), que também possui grupos tiol, como a
glutationa, s6 que em maior quantidade. Alguns estudos apontam que a glutationa reage
com a cisplatina formando quelatos e uma vez coordenada ao GSH, grande parte da
mesma é interceptada e sofre efluxo ao entrar na célula (Galliani, Losacco et al., 2014).

Outros estudos apontam que proteinas responsaveis pelo controle da
concentracdo (homeostase) de cobre no organismo como por exemplo, a proteina
ATP7A, possam estar envolvidas também no efluxo de drogas a base de platina (Safaei,
Holzer et al., 2004; Kuo, Chen et al., 2007; Harrach e Ciarimboli, 2015).

A caracteristica central do sistema de homeostase de cobre é a presenca de
proteinas ricas em aminoacidos do tipo: cisteina, metionina e histidina, que permitem a
entrega de cobre via interacdo proteina-proteina, de tal maneira que a concentracdo de
cobre livre na célula é muito pequena(< 10™® M). (Banci, Bertini, Ciofi-Baffoni et al.,
2005)



A figura 1.4 representa algumas das intera¢des da cisplatina no interior da célula,
como por exemplo, com a glutationa e a metalotionina, provocando seu efluxo da célula

e consequentemente a diminuicdo intracelular da droga.

@) e®e ® (isplatina
. . U, CP metalotioninas
3 % ATP7A/B
GSH
DNA

Figura 1.4 — InteracBes da cisplatina no interior da célula

1.6 A proteina ATP7A

A proteina ATP7A ¢é uma proteina do grupo das ATPases, e € chamada assim
por utilizar a energia quimica da hidrélise do nucleotideo adenosina trifosfato, ATP,
para facilitar o transporte ativo de cétions, atraves de diversas membranas celulares
(Lutsenko, Barnes et al., 2007). Ela é expressa na maioria dos tecidos e sua atividade de
transporte e controle da concentracdo de cobre é fundamental para o desenvolvimento
do sistema nervoso central e para muitos processos fisiologicos. Falhas nesse processo
de distribuicdo de cobre por meio da ATP7A provocam uma doenca infantil fatal
denominada sindrome de Menkes (Kim, Smith et al., 2002).

A proteina ATP7A possui alguns dominios de ligacdo a metais e por meio deles,
atua na regulacdo celular das concentracdes de ions cobre no organismo de mamiferos,
transportando cobre para o complexo de Golgi ou eliminando o excesso deste metal
quando ha acumulacéo excessiva do mesmo em uma célula, o que pode ocasionar danos
celulares(Banci, Bertini, Ciofi-Baffoni et al., 2005)

Quando as concentracdes extracelulares de cobre sdo baixas, a proteina ATP7A

se localiza no complexo de Golgi. A proteina se move para a membrana plasmatica



quando os niveis de cobre sdo aumentados, sendo esse processo de relocalizacdo
reversivel e também associado ao processo de resisténcia a cisplatina (Kalayda, Wagner
et al., 2008). Células transfectadas (processo onde ha uma introducéo intencional) por
essa proteina apresentaram alteracBes na sensibilidade citotoxica e no acumulo de
drogas a base de platina (Safaei, Holzer et al., 2004).

Um método para a definicdo de um possivel papel da proteina ATP7A no
mecanismo de resisténcia as drogas a base de platina foi feito a partir de uma anéalise
entre a reacdo de antigeno e anticorpo, por meio da qual é possivel identificar a presenca
de moléculas e proteinas em células e tecidos visualizados ao microscopico. Essa
analise é chamada de Imuno-histoquimica (Capelozzi, 2009), e por meio dela, foi feita a
medida da expressdo de ATP7A em 6rgdos humanos normais e em varias amostras de
tumores ovarianos obtidos a partir de diferentes pacientes antes e depois de pelo menos
dois ciclos de terapia a base de platina e observou-se que a ATP7A néo é detectavel na
maioria dos tecidos normais, tendo uma expressdo consideravel em varias células
doentes (Samimi, Varki et al., 2003).

A proteina ATP7A representada na figura 1.5, tem 40280 atomos e possui uma
longa cauda N-terminal com 6 dominios de ligacdo com ions cobre (Goodyer, Jones et
al., 1999).

Figura 1.5 — Imagem da proteina ATP7A.

Fonte: Banco de imagens PDB - “protein data bank”

Alguns desses dominios ja foram determinados experimentalmente através de
ressonancia magnética nuclear e cristalografia de raios X (Banci, Bertini, Ciofi-Baffoni
et al., 2005). De acordo com o trabalho de Goodyer e colaboradores, todos estes seis
dominios de ligacdo sdo efetivamente capazes de se ligarem ao Cobre (Goodyer, Jones
et al., 1999) por apresentarem ambiente de ligagio CXXC, ou seja, cisteina, dois

aminodcidos e outra cisteina. O quinto dominio foi o escolhido para ser analisado neste



trabalho pois apresenta os dois aminodcidos cisteina (Cysis e Cysi7) em uma
conformacéo passivel de coordenacdo bidentada, onde o metal poderia se ligar por duas
ligacOes coordenadas, uma em cada enxofre (Lutsenko, Barnes et al., 2007), formando
um quelato, que seria termodinamicamente mais estavel e por esta razdo dificil de ser
rompido. Na Figura 1.6 representa-se a coordenagdo do Cu(ll) com o 5° dominio
metalico. A sequéncia de aminoacidos envolvida diretamente na coordenacdo é Cysiy4-

Ala15-Ser15-Cysl7.

Figura 1.6 — Estrutura do 5° dominio de coordenacéo metalica da proteina ATP7A:

(a) Estrutura completa com a sequéncia de 77 residuos de aminodcidos e (b) Sitio de coordenacio
envolvendo diretamente a sequéncia: Cys-Ala-Ser-Cys na ligagdo do 4tomo de cobre com os 4tomos de
enxofre presentes em ambas cisteina.

Fonte: Obtida no “protein data bank”- PDB pelo cddigo: 1Y3J

Alguns trabalhos (Komatsu, Sumizawa et al., 2000; Safaei, 2006; Jung e
Lippard, 2007; Kuo, Chen et al., 2007) reconhecem que a proteina ATP7A possa atuar
no mecanismo de resisténcia as drogas contendo platina, por provocar o efluxo celular
diminuindo sua concentracdo no interior da célula e consequentemente reduzindo o
nameros de adutos Pt-DNA (Samimi, Safaei et al., 2004). Um estudo feito utilizando
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas
com ionizagéo por eletrospray (ESI-MS) (Piraud, Vianey-Saban et al., 2003) investigou

a ligagdo entre a cisplatina e o primeiro dominio de ligacdo a metais da proteina ATP7A
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e os resultados indicaram que a platina exibe uma preferéncia semelhante ao cobre na
escolha do sitio de coordenacdo da proteina ATP7A, que é o ambiente CXXC (C=
cisteina , x= amino&cido), presente em todos os dominios de ligacdo a metais que a
proteina possui (Lutsenko, Barnes et al., 2007). A platina se coordena por meio dos
enxofres presentes nas cisteinas, conservando o0s grupos amino, sendo formados
primeiramente adutos monofuncionais que em seguida evoluem para adutos
bifuncionais (Galliani, Losacco et al., 2014). Outro estudo envolvendo a ligacdo da
cisplatina com o primeiro dominio de ligacdo da proteina ATP7A foi realizado
combinando métodos experimentais, como espectroscopia CD, RMN e ESI-MS, com
calculos computacionais utilizando a metodologia hibrida QM/MM onde houve
combinacdo da dindmica molecular com métodos DFT. Alguns modelos foram
propostos e submetidos a simulagcdes computacionais e mais uma vez foi indicado que a
platina se liga aos enxofres das cisteinas, conservando os ligantes amino na posicao cis
(Calandrini, Arnesano et al., 2014).

De acordo com o exposto, 0 objetivo geral desse projeto é estudar as interagdes
da cisplatina com a proteina ATP7A, por meio do quinto dominio de ligacdo a metais
desta proteina. Através de calculos computacionais de termodinamica e cinética da
reacdo de substituicdo dos ligantes cloreto da cisplatina pelo sitio ativo deste dominio,
especificamente aquele que se coordena ao cobre (observar Figura 1.6) e que mantém o
ambiente CXXC, a finalidade foi obter indicacdes se existiria possibilidade de que esta
proteina estivesse envolvida no mecanismo de resisténcia a cisplatina. No universo da
Quimica Computacional existem diferentes maneiras de se estudar um determinado
problema quimico e a escolha da melhor metodologia depende de varios fatores, como o
tamanho do sistema e a necessidade ou ndo de se tratar a parte eletrénica. As duas
aproximacdes mais usadas para o estudo de modelagem molecular sdo a mecéanica
quantica (MQ) e a mecanica molecular (MM), sendo que a primeira € necessaria sempre
que houver interesse no estudo da parte eletrénica, por exemplo, um problema
envolvendo uma reacdo quimica. No entanto, uma limitacdo ao uso da mecanica
quantica é o tamanho do sistema. Para sistemas macromoleculares, onde ndo ha
interesse na parte eletrénica, o ideal é se trabalhar com a mecéanica molecular(MM),
pois ela possui baixo custo computacional e alta velocidade. Como este estudo engloba
uma reacdo quimica envolvendo uma macromolécula, foi feito o uso da metodologia
hibrida QM/MM ,onde se trabalha com a mecéanica quantica e com a mecanica

molecular, de tal maneira que todo o sistema seja contemplado.



CAPITULO 2

2.0 METODOLOGIA

2.1 Metodologia teorica

Devido ao grande avanco computacional obtido nas ultimas décadas, a quimica
tedrica se tornou um pouco mais popular. Fatores como o crescimento da comunidade
cientifica, variedades de pacotes computacionais e melhoria no desempenho dos
métodos tedricos possibilitaram a previsao de diversas propriedades quimicas dos mais
diferentes compostos e também a analise e interpretacdo de dados experimentais
(Morgon, 2001).

A implementagdo computacional de métodos tedricos permite o tratamento de
sistemas moleculares grandes e complexos, fazendo com que 0S mesmos sejam
descritos com precisao através de métodos computacionais que podem descrever, por
exemplo, apenas a parte mais importante quimicamente. O desenvolvimento de
programas capazes de calcular a estrutura com um compromisso adequado entre
velocidade e qualidade, permitem obter resultados semelhantes aos obtidos no estudo de
um sistema onde todas as interacdes sdo consideradas. (Barreiro, Rodrigues et al., 1997)

Os métodos computacionais se dividem basicamente em dois grupos: classicos,
normalmente baseados na mecénica classica, e quanticos, fundamentados na mecéanica
quantica. Esses metodos sdo utilizados de acordo com a complexidade do sistema a ser
tratado e do tipo de problema que se pretende estudar. Alguns fatores que devem ser
levados em consideracdo na escolha do melhor método computacional sdo: (i) o
tamanho do sistema, (ii) a importancia do solvente, (iii) a precisdo desejada e (iv) estudo
de ligacdes quimicas que serdo quebradas ou formadas.

Na mecéanica molecular, as moléculas sdo descritas como um conjunto de atomos
conectados, incorporando de modo indireto as informacdes eletrénicas dos sistema
quimicos. A energia potencial do sistema é calculada através do uso dos chamados
campos de forca, que consistem em um conjunto de parametros descritores de
caracteristicas estruturais e contribuicdes energéticas dos atomos ligados e ndo ligados.
Os conjuntos de parametros sdo geralmente determinados de forma empirica, utilizando
dados experimentais disponiveis para os sistemas de interesse ou podem também ser

obtidos através de calculos quanticos em pequenas moléculas.
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A mecénica quantica leva em consideracdo os nucleos e os elétrons, por meio de
equacdes mais elaboradas do que as que descrevem a mecénica cléssica, descrevendo,
também, caracteristicas estruturais e contribuicGes energéticas entre tais entidades
atdbmicas. Sempre que se deseja uma descricdo detalhada da estrutura eletronica e de
ligacBes quimicas é necessaria a utilizacdo de métodos quénticos (Leal, Moita Neto et
al., 2011).

A quimica tedrica pode ser entendida como uma descricdo matematica
formalmente definida e pode ser considerada como a base de modelos, que aplicados ao
estudo de fenbmenos quimicos, obtém resultados quantitativos ou semi quantitativos. Ja
a quimica computacional abrange os métodos matematicos bem desenvolvidos, que sao
automatizados para a implementacdo numeérica em um computador (G. H. Grant, 1995).

No contexto da quimica teorica, a descricdo de fendmenos fisicos e quimicos
pode ser feita qualitativamente por meio de diversas aproximacdes e, em muitos casos,
bons resultados quantitativos podem ser obtidos. Estas aproximagdes podem ser
decorrentes da dificuldade matematica em resolver equacdes algebricamente, ou para
simular o ambiente quimico que se deseja estudar. Tais aproximacdes, no entanto, nao
podem comprometer o resultado de um calculo teorico. Assim, apesar da mecanica
quantica fornecer uma descricdo correta do comportamento eletrénico de um sistema, a
resolucdo das equacGes matematicas é extremamente dependente de técnicas e

aproximacdes matematicas (Carvalho, Pupo et al., 2003).

2.1.1 Introducédo a quimica quantica

A base da maioria dos métodos de quimica quantica é a equacgédo de Schrdédinger

independente do tempo.
HW) = E(W) (2.1)

Obter solugdes dessa equacdo para a determinacdo de propriedades de sistemas
moleculares é o objetivo principal da quimica quantica. Se essas solucdes sao
encontradas sem referéncias experimentais, os métodos computacionais sdo definidos
como ab initio (“do inicio”). Em contrapartida, os modelos semi-empiricos utilizam
parametros ajustados para reproduzir propriedades do sistema determinados

experimentalmente (Levine, 1991).
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A funcdo de onda, ¥, Equagdo 1, depende das coordenadas espaciais das
particulas que constituem o sistema, ou seja, coordenadas eletrdnicas (r) e coordenadas
nucleares (R). Uma vez obtida a solucdo dessa equagdo, pode-se estudar teoricamente
diversas propriedades de um sistema molecular. Nas Equagdes 2.1 e 2.2, o operador H é
denominado Hamiltoniano Molecular e é aplicado a funcdo de onda do sistema,
obtendo-se assim a energia E, relacionada aquele sistema.

H¥(r,R) = E¥(1,R) (2.2)

O Hamiltoniano descreve todos o0s termos de interacdo existentes entre as
particulas. Ele pode ser descrito para uma molécula poliatbmica composta por N
elétrons e M nucleos como:

i — N lg2_yM _1 w2 N yM Za , yM yM ZaZs | yN yN 1

H=- Zi:lzvi — XA=1 2Mp Va — Li=1 ZA=1E + XA=12B>a Rap + Xiz1 i>1 ; (2.3)
Na equagdo 2.3, os somatdrios séo realizados sobre todos os N elétrons e os M

nucleos do sistema. Ra g determina a distancia entre os nlcleos A e B, ria € a distancia

entre o nicleo A e o elétron i, ri; € a distancia entre os elétrons i e j, Za € 0 nUmero

atdbmico do atomo A, Ma € a massa do nucleo A.

Pode-se reescrever a Equagéo 2.3 como:

—~

=Te4+Th+ Ve + Vo + Ve
2.4)

-~

Onde:

T, é 0 operador da energia cinética eletronica

T, é o0 operador da energia cinética nuclear

V... é 0 operador referente a atracdo ntcleo-elétron
V., é 0 operador de energia repulsiva ndcleo-ntcleo

V. é 0 operador da energia repulsiva elétron- elétron

Entretanto, esse Hamiltoniano despreza as correcgdes relativisticas para a massa e

ndo diferencia os elétrons em relagdo aos seus spins. Através dessa descricdo é possivel
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apenas resolver analiticamente a equacao de Schrddinger para o &tomo de hidrogénio ou
para sistemas de apenas um elétron. (Morgon, 2001)

Vérios modelos e aproximacdes foram desenvolvidos para tornar possivel a
resolucdo da equacdo de Schrodinger para sistemas polieletrénicos. A primeira
aproximacdo realizada com esse intuito foi a aproximagdo de Born-Oppenheimer
(Koppel, 1984). Essa aproximacdo consiste basicamente na separacdo da equacgdo de
Schrodinger em duas partes: eletrdnica e nuclear. Tendo em vista que os nicleos sdo
mais pesados que os elétrons, seus movimentos sdo muito mais lentos que o movimento
eletrénico, podendo considerar os mesmo fixos em relagdo aos elétrons. Assim a
equacdo de Schrodinger é resolvida apenas para os elétrons, na presenca do potencial
produzido por nuacleos congelados. Com essa aproximacgdo, o segundo termo da
Equacdo 2.4, a energia cinética do nucleo, pode ser desprezada e o quarto termo, a
repuls@o entre os ndcleos, pode ser considerada constante. Usando essa aproximacao,

tem-se que:

I:IT= e T Vhe + Ve (2-5)

r:IT = ﬁele + Vhe (2-6)

Onde Hgje € denominado hamiltoniano eletrdnico.

Porém, mesmo com as simplificacdes feitas por essa aproximacdo, ndo é
possivel calcular, analiticamente, o efeito do operador hamiltoniano em um sistema

polieletronico.

2.1.2 O método de Hartree-Fock

O método de Hartree-Fock (HF) (Morgon, 2007) é o método ab initio mais
simples e é aproximado para a determinacdo de funcdes de onda e energia no estado
fundamental de sistemas quanticos de muitos corpos (Valatin, 1961). Hartree definiu o
potencial de repulsdo intereletrénica sentido por um elétron que se move em um campo
médio produzido pelos outros (N-1) elétrons, ao invés de todos os elétrons produzirem

uma interacdo instantanea uns com os outros. Ou seja, Hartree aproximou o termo de
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interacdo intereletrénica para um termo de campo médio e com isso ele pdde separar as
fungdes de onda de cada elétron para um sistema de N elétrons.

A funcdo de onda eletrénica (w.) pode ser definida por um conjunto de fungdes
de onda espacial (¢;) e de spin (alfa para momento angular de spin igual a +1/2 ou beta
para momento angular de spin igual a -1/2). As fungdes de onda espacial e de spin
originam fungdes denominadas spin-orbital do tipo @ja ou @;if.

A funcdo deve obedecer alguns critérios matematicos como o principio de
exclusdo de Pauli, que determina que em um atomo multieletrdnico ndo ha mais de um
elétron ocupando o mesmo estado quantico e com o mesmo spin. Para garantir a
validade desse principio, um sistema constituido de varios elétrons deve ser descrito por
uma funcdo de onda antissimétrica que tem sinal alterado quando ocorre troca de

coordenadas entre quaisquer dois elétrons, como representado na Equacéo 2.7:

v=(12,..,1j,..,n) = —w(1,2,..,j,i,...,n) (2.7)

Para garantir a indistinguibilidade dos elétrons e a antissimetria da funcéo de
onda, Hartree sugeriu que a funcéo de onda fosse definida por uma combinacéo linear
de determinantes de Slater que garantiriam essas duas propriedades. O determinante de
Slater é a mais simples funcdo de onda antissimétrica usada para descrever o estado
fundamental de sistemas com N elétrons. Nesses determinantes, a troca das coordenadas
de dois elétrons acarreta na troca de duas linhas matriciais o que resulta na troca
automatica de sinal da funcdo de onda eletrénica, garantindo a assimetria.

Para dois elétrons, o determinante ¢é definido pela Equacéo 2.8:

. ‘P((xl) ‘Pél)
o= |,@ e (2.8)
04

Obtida a funcdo de onda através dos determinantes de Slater, a seguinte
expressdo para a energia eletrdnica do estado fundamental pode ser definida, pelo
principio variacional, por:

16 EO = f"ps I:Ie"pod‘[ o EO =<< ‘*Po|l:le|q"0 > (2.9)

O principio variacional é baseado em um teorema que, dado um sistema com

operador Hamiltoniano H,entdo se ¥ ¢ uma fungdo qualquer, que seja normalizada e
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que satisfaga as condic¢des de contorno do problema, pode-se mostrar que essa fungéo
admite que o valor esperado do operador Hamiltoniano para uma fungdo de onda
aproximada é sempre maior ou igual a energia exata, Eo, correspondente a esse
hamiltoniano. Ou seja, a flexibilidade variacional nesse caso determina a escolha do
melhor conjunto de spins-orbitais para descrever a funcdo de onda através da
minimizacdo da energia. Assim a energia eletrénica pode ser descrita como dependente

desses orbitais e esses originam para cada elétron, uma solucdo da seguinte equagao:
f(Ddacry = gabaq) (2.10)

Essa expressdo é a Equacao de Fock, na qual €, € a energia do orbital ¢, e f(1)

€ um operador de um elétron, definido como operador de Fock e descrito por:

f(1) = — Vi - i, 22 + VP (2.11)

O potencial V"' representa o potencial médio experimentado por um elétron
devido a presenca dos demais elétrons. O potencial percebido pelo enésimo elétron é
resultante da distribuicdo média das cargas de todos os outros elétrons, combinada a
carga nuclear e o termo de repulsdo elétron-elétron ndo envolve mais um somatorio
sobre todos os outros elétrons individualmente, mas sim um Gnico termo, V™", que pode
ser chamado de potencial de campo médio.

A utilizacdo do método de Hartree-Fock implica no uso do chamado método do
campo autoconsistente (SCF), que é capaz de obter solucgdes para as funcbes de onda do
sistema a partir de uma funcdo tentativa. Essa funcdo tentativa e obtida a partir de uma
estimativa inicial da funcdo de onda, a qual é aperfeicoada até convergir. Como um
campo atuando sobre um determinado elétron depende da distribuicdo de carga média
dos outros elétrons, postula-se uma determinada distribuicdo eletrbnica que permita
calcular o potencial aproximado. A partir dai, um Hamiltoniano aproximado ¢é
construido e suas solugdes sdo achadas. A nova funcdo de onda € supostamente melhor
que a primeira e 0 campo construido a partir dela da origem a um novo hamiltoniano
que por sua vez, fornecerd um novo campo, atraves das suas solugdes. Esse processo se
repete até que o campo seja autoconsistente, ou seja, até que o potencial calculado em

dois passos consecutivos seja constante.
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A suposicao de que a funcdo de onda que descreve o sistema molecular pode ser
representada por um unico determinante de Slater & uma das limita¢cbes do método HF,
porque na verdade, uma funcéo de onda antissimétrica geral pode ser escrita em termos
de um conjunto completo de determinantes.

Em resumo, no método de Hartree-Fock, cada elétron é representado por uma
funcdo de onda dependente apenas das coordenadas daquele elétron. A probabilidade de
se encontrar um elétron em um dado ponto nas vizinhangas de um ndcleo é determinada
apenas pela posicdo em relagdo ao nucleo e ndo em relagcdo aos outros elétrons. Certo
elétron interage apenas com o campo médio dos outros elétrons. Entéo, esse método faz
cinco simplificacGes para tratar sistemas multieletronicos:

1) Considera a aproximacéo de Born-Oppenheimer;

2) Despreza efeitos relativisticos;

3) Usa uma combinacéo linear de um nimero finito de fungdes ortonormais, que se
supde formar uma base completa;

4) Cada autofuncdo do operador Hamiltoniano retorna a energia e é descrito por um

determinante de Slater; e

5) A aproximacdo SCF estd implicita e somente parte da correlacdo eletronica é
considerada.

Com o aumento do conjunto de fungdes-base, a energia e a funcdo de onda
tendem a um limite conhecido como limite de Hartree-Fock. Muitos métodos de
calculo, conhecidos como metodos pos-Hartree-Fock, iniciam com um célculo Hartree-
Fock e, posteriormente corrigem a energia por meio de termos que incluem as

contribuicdes das repulsdes intereletrénicas

2.1.3. Teoria do funcional de densidade

Essa teoria surgiu de forma paralela aos métodos baseados na funcao de onda e
sua grande vantagem esta no ganho em velocidade computacional e espaco em
memoria. Enquanto que para métodos Hartree-Fock e pos-Hartree-Fock, o esforco e,
consequentemente, o custo computacional de um sistema com n fungdes de base

° na DFT aumenta por um fator de n° o que

aumenta por um termo de n* ou n
possibilita o estudo de sistemas de tamanho moderado a grande (Coutinho, 2007), com

uma precisdo considerdvel que possibilita a complementacdo de informacbes ja
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obtidas experimentalmente ou até mesmo a obtengdo de informacBes que ndo foram
ainda obtidas atravées de experimentos (Orio, Pantazis et al., 2009).
A variavel basica na DFT é a densidade eletrnica, que descreve a distribuicéo
dos elétrons em uma molécula. Enquanto que o numero de fungdes de onda é
proporcional ao nimero de elétrons envolvidos, a densidade eletrdnica ndo é, sendo
dependente apenas das trés coordenadas, X,y,z e apresenta a grande vantagem de incluir
efeitos de correlacdo eletronica, o que ndo é computacionalmente vantajoso se fazer em
métodos baseados em funcbes de onda. A descricdo de um sistema de muitos elétrons
pode ser determinada usando-se funcionais. O nome “funcional” vem do fato que a
energia depende de uma funcdo, ou seja, E[p,(r)] sendo essa dependente da densidade
eletronica. Ndo se pode esquecer que nos métodos baseados em funcdo de onda, a
energia também € um funcional, porque depende da fun¢do de onda, E[¥(r)]. O que nos
garante que a densidade eletronica pode exercer um papel de variavel fundamental séo
dois teoremas propostos por Hohenberg e Kohn (Kryachko, 1980). Eles formam a base
tedrica do DFT e sdo enunciados a seguir:
e Teorema 1: O potencial externo Vex (r) sentido pelos elétrons € um funcional
unico da densidade eletronica do estado fundamental po(r).
e Teorema 2: A energia do estado fundamental Eq[p] € minima para a densidade

po(r) exata.

Assim, o primeiro teorema garante que podemos escrever a energia como um

funcional Unico da densidade eletrénica do estado fundamental. E = E[po]

E o segundo garante que a energia do estado fundamental tem a propriedade do
principio variacional, ou seja, E[po] <E[p].

Entdo, de acordo com os teoremas de Hohenberg e Kohn, pode-se dizer que a
densidade eletr6nica determina um potencial eletrdnico externo, que é produzido pelos
nacleos atdmicos e pelo ndmero de elétrons do sistema. Com a determinacdo do
potencial externo e do nimero de elétrons pode-se encontrar também o Hamiltoniano
molecular do sistema. Além disto, sendo a energia total do sistema sempre maior ou

| a energia exata do mesmo, a densidade eletrénica que descreve esse sistema é
aquela que minimiza a energia eletrdnica no estado fundamental.

Podemos escrever a energia como um funcional da densidade eletrénica: 19

Elp] = Tlp] + VIp] +Vexlp] (2.12)
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Onde T[p] € a energia cinética do sistema, V[p] representa a interacdo entre
elétrons e Vea[p] é a energia devido ao potencial externo gerado pelos nucleos. O
método DFT esta entre os mais populares e versateis métodos disponiveis para estudos
de quimica computacional. Em resumo, pode-se dizer que os métodos DFT sdo
atraentes porque incluem, de forma aproximada, os efeitos de correlagdo eletrdnica,
através do uso de funcionais (PBEO, B3LYP, etc). Neste trabalho foi usado o funcional
PBEO, que é um funcional GGA (Generalized Gradient Aproximation). A aproximacéo
GGA introduz no funcional de troca e correlacdo além da dependéncia funcional da
densidade eletrénica (LDA), uma dependéncia explicita com o gradiente da densidade
(GGA). Os célculos Hartree-Fock ndo consideram o efeito de troca e correlagdo pois
consideram a interacdo de um elétron com um campo meédio gerado pelos outros
elétrons, enquanto os métodos que incluem correlacdo eletronica levam em conta as
interacdes instantaneas de pares de elétrons com spin oposto. Os métodos DFT
fornecem também os beneficios dos métodos ab initio (que sdo computacionalmente
mais caros) a um custo de tempo essencialmente igual ao método Hartree Fock
(Vessecchi, Galembeck et al., 2008).

2.1.4 Métodos hibridos

O tratamento tedrico de sistemas moleculares com grande nimero de elétrons
tem feito um grande progresso nas Ultimas decadas, porém modelar sistemas quimicos
dessa dimensdo com a precisdo de métodos ab initio é ainda uma tarefa desafiadora. A
evolucdo das técnicas computacionais e um maior poder de armazenamento estdo
permitindo, cada vez mais, o estudo de sistemas maiores e mais complexos, porém uma
ponderacdo entre custo computacional e precisdo de resultados € sempre necessaria.

Os chamados métodos hibridos foram introduzidos, em 1976, por Arieh Warshel
e Michael Levitt, para elucidar o problema de interesse que envolvia uma reacao
quimica em um sistema macromolecular. Em geral, os métodos hibridos permitem a
combinacdo de diferentes técnicas computacionais em um célculo, o que torna possivel
a investigacdo de grandes sistemas quimicos com elevada precisdo. A classe mais
comum dos métodos hibridos é formada pelos métodos QM/MM, que é a combinacéo
da mecanica quantica (QM) com a mecanica molecular (MM), de modo que a precisdo
da técnica QM e a velocidade da técnica MM se complementem (Field, Bash et al.
1990).
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Os metodos hibridos podem ser convencionais, para os quais os diferentes
métodos se ddo ao mesmo tempo ou sequenciais, onde primeiramente, se da o
tratamento puramente cléssico a todo o sistema e depois o tratamento quéntico na regido
de interesse (Coutinho, 2007). Essa metodologia hibrida € comumente utilizada quando
0 sistema em estudo é muito grande e se deseja estudar mais profundamente um sitio
ativo ou ainda pode ser usada para modelar uma molécula envolvida por outras
moléculas de solvente.

A caracteristica chave da metodologia hibrida é que se utilize o calculo quantico
de maneira truncada, ou seja, limitando-o apenas a regido do modelo que estd sendo
estudada em melhor nivel de calculo. Logo o calculo MM se resume ao restante do
sistema e os efeitos da vizinhanga sdo incorporados para formar a superficie de energia
potencial como um todo, onde as regides QM/MM interagem uma com a outra via
potenciais eletrostaticos e espaciais. Existe uma grande variedade de métodos hibridos
relatados na literatura. Embora os conceitos dos mesmos sejam semelhantes, eles
diferem em uma série de pormenores. A diferenga basica entre os métodos hibridos
consiste na forma de tratamento dado as regifes limite da molécula.

Embora o conceito de subdivisdo em camadas seja relativamente simples, ha
duas questBes que devem ser consideradas: (i) como o sistema deve ser particionado e
(i) qual nivel de teoria deve ser usado em cada particdo (Zhang, Lee et al., 1999).

A energia calculada a partir dos métodos hibridos QM/MM podem ser

generalizada pela formula:
E = Eumt EMQ+ EMQ/MM (2.13)

Os dois primeiros termos sdo simples de conceituar e entender, ja que consistem
na energia de cada camada, cada qual calculada utilizando um método diferente.
Entretanto o terceiro termo depende de como a implementacdo QM/MM foi feita, visto
que ele representa a energia de interacdo entre a regido classica e a regido quantica,
dependentes entre si, porém tratadas com métodos potencialmente muito diferentes. Se
essa interacdo € tratada classicamente, ou seja, cargas parciais sdo atribuidas aos atomos
da regido quéntica de modo a interagir com as cargas parciais da regido classica, temos
0 acoplamento mecanico. Se, por outro lado, essa interacdo € levada em conta
introduzindo o potencial gerado pelas cargas parciais da regido classica do hamiltoniano
quantico tem-se o chamado acoplamento eletrostatico, que inclui a polarizagdo

eletrdnica automaticamente e dispensa 0 uso de pardmetros MM para a interagcdo
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eletrostatica entre as partes QM e MM, porém encarece ligeiramente 0 custo
computacional (Vreven, Byun et al., 2006).

Algumas metodologias foram desenvolvidas com os métodos hibridos QM/MM.
Entre elas estd o IMOMM (integraded molecular orbital + molecular mechanics), que,
por reduzir o tempo computacional, foi reconhecido como um método pratico. Com esse
método, a parte “ativa” do sistema ¢ tratada com métodos quanticos, ou seja, tratando os
orbitais moleculares e a parte “ndo ativa” ¢ tratada com mecanica molecular. Um outro
meétodo é o IMOMO (integraded molecular orbital + molecular orbital), que consiste em
um pequeno sistema modelo, contido em um grande sistema real, em que se aplicam
respectivamente, altos niveis de calculo (em geral ab initio) e niveis de calculos mais
baixos.Os bons resultados obtidos pelos métodos IMOMM e IMOMO levaram a criagdo
de um terceiro método que basicamente consiste em uma unificacdo de ambos: método
ONIOM (our own n-layered integrated molecular orbital and molecular mechanics). O
ONIOM (Svensson, Humbel et al., 1996) é o esquema mais geral no sentido que
permite a divisdo de qualquer sistema molecular , onde se pode fazer uma superposicao
de calculos, mesclando diferentes niveis de teoria (Heerdt e Morgon, 2011).

O método ONIOM (Chung, Sameera et al., 2015) é aplicavel a grandes
moléculas, ou grandes sistemas em muitas areas de pesquisa, incluindo reacOes
enzimaticas, mecanismos de reacGes para sistemas organicos, modelos de cluster de
superficies. A camada alta € geralmente a menor e € denominada sistema modelo. Se
ocorrem quebra e formacéo de ligacGes ela deve ser tratada com mecénica guantica, ou
seja, com métodos mais precisos e um nivel mais elevado de calculo. A camada baixa
consiste no restante da molécula e é normalmente tratada com métodos menos custosos
computacionalmente, que pode ser um método semi-empirico, mecanica molecular ou
um método com menor custo computacional ab initio tal como Hartree-Fock. A
molécula toda é definida como sistema real.

22 Um exemplo de fragmentagdo de um sistema em trés camadas, com base no

método ONIOM, pode ser ilustrada na figura abaixo:

n Sistemareal
n Sistema intermediario

Sistema modelo
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Figura 2.1 — Esquema de fragmentac&o de trés camadas para 0 ONIOM

Fonte: (Figura adaptada da referéncia (Dapprich, et al., 1999)

Quando ha divisdo de um sistema em trés camadas, tem-se duas possibilidades.
A primeira é utilizar métodos de mecénica quantica para o sistema modelo e para o
sistema intermediario, sendo que para o primeiro, se usa um nivel de calculo mais alto e
para o segundo um nivel de célculo mais baixo e o sistema real é tratado pela mecénica
molecular. A outra possiblidade é tratar apenas o sistema modelo atraves da mecéanica
quantica e usar a mecanica molecular para tratar os modelos intermediario e real,
utilizando campos de forca diferentes.

Na separacdo entre a camada alta e a baixa pode ndo haver presenca de ligacGes
covalentes, como por exemplo em um sistema em solucdo, onde a camada alta é o
soluto e a camada baixa é representada pelas moléculas do solvente. No entanto, quando
se quer fazer o estudo de uma regido especifica de uma macromolécula na qual ligacdes
covalentes serdo "cortadas" para gerar o sistema modelo, como por exemplo, no estudo
de uma reacdo que ocorre no sitio ativo de uma enzima, existem dificuldades extras
como: onde é melhor particionar o sistema, ou seja, quais ligacdes que se deve ou se
pode cortar; e como interagir a parte quantica da molécula com a parte classica.

Esse processo de corte de ligacGes implica em completar as valéncias de alguns
atomos para garantir ao sistema o realismo quimico antes existente. Os atomos inseridos
sdo chamados link atoms e estdo presentes apenas no sistema modelo. O objetivo dessa
aproximacao é fazer com que interacdo entre as partes QM e MM se assemelhe ao
maximo a interacdo quantica da molécula inteira.

O ONIOM obtém a energia do sistema simulado através da combinacdo das
energias computadas pelos diferentes métodos tedricos. De modo mais especifico, a

ergia fornecida é referente a todo o sistema em estudo, entretanto, essa energia
consiste huma aproximacao como se todo o sistema fosse calculado com o0 méto 23
maior precisdo escolhido. Portanto, o valor de energia fornecido é resultado de uma
extrapolacdo do calculo QM para todos os atomos. Corre¢des para o tamanho total do
sistema bem como para as diferencas de precisdo entre 0os métodos das diferentes
camadas calculadas séo aplicados.

Em outras palavras, a energia é calculada como a energia do modelo pequeno
com corregdes para a diferenca de tamanho entre as camadas alta e baixa e para a

diferenca de precisdo entre os diferentes tipos de métodos aplicados a cada camada.
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Essa ideia basica da aproximacdo ONIOM pode ser explicada considerando a Figura

2.2, que mostra um esquema de extrapolacdo para sistemas de duas camadas.

Nivel de
teoria A
QM(modelo) QM(real)
Alto —+—
2 4
Meédio —1—
1 3
Baixo —t—
MM(modelo) MM(real)
| |
Modelo Real

Figura 2.2 — Esquema de extrapolacdo do ONIOM para sistemas moleculares de duas camadas.

A melhor energia do sistema, E4, € uma energia extrapolada usada para
descrever o sistema real no nivel mais alto de teoria. Pode-se entdo escrever a energia
obtida como:

E*=Es+ (E,— E) (2.14)

Em resumo, o0 método ONIOM é um esquema de extrapolacdo, uma vez que, ao
integrar-se 0s resultados obtidos sobre os diferentes niveis que sdo tratados por
diferentes métodos, produz-se uma extrapolacdo atingindo valores de energia mais
precisos sobre todo o sistema. Ha uma aproximacédo da energia do sistema real atra\
¢ » :ombinacao das energias computadas através de meios menos dispendiosos. A
¢ calculada como a energia do modelo pequeno com correcdes para a diferenca
de tamanho entre as camadas alta e baixa e para a diferenca de precisdao entre 0s
diferentes tipos de métodos aplicados a cada camada.

A diferenca entre a energia E, e a energia EN'°M ¢ dada por um erro que pode
ser desprezado, uma vez que ele é similar nas estruturas participantes das reacdes, como
por exemplo, reagentes e estado de transicao.

O método ONIOM tem demonstrado ser uma ferramenta eficaz para se avaliar

energeticamente um sistema macromolecular com razoavel precisdo. Os valores de
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energia e de outros parametros calculados pelo ONIOM séo dependentes dos niveis de
teoria aplicados, da escolha correta de um determinado campo de forga, do conjunto de
base, entre outros

O método ONIOM, quando comparado com métodos puramente quanticos,
possui algumas desvantagens como, por exemplo, 0 método de subtracdo de energias,
que implica que a regido limite deve ser tratada exclusivamente pelo menor nivel de
teoria, 0 que exige um ajustamento para o tamanho da regido modelo, se os atomos de
fronteira ndo forem tratados com um alto nivel de precisdo suficiente para responder as
perguntas de interesse. Mas, de uma maneira geral, estudos comprovam que 0S
resultados obtidos usando esse método foram bem sucedidas na reproducédo de calculos
feitos experimentalmente ou com alguma referéncia (Svensson, Humbel et al., 1996).

No ano de 2013, Martin Karplus, Michael Levitt e Arieh Warshel ganharam o
prémio Nobel com o tema “Desenvolvimento de modelos multiescalas para sistemas
quimicos complexos”, onde a maioria dos experimentos realizados foram envolvendo
estruturas de proteinas e mecanismos de reacdes biologicas. (Field, Bash et al.; Garcia-
Viloca, Gao et al.)

De uma maneira geral, quando se quer estudar um sistema macromolecular
através da quimica computacional, a escolha da metodologia a escolha da metodologia
engloba varios aspectos, porém sempre que houver interesse na parte eletrénica do
problema, o uso de métodos hibridos, seja 0 ONIOM ou qualquer outro que utilize a

mecanica quantica como possibilidade, se faz necessario.

2 1.5 Funcdes de base

Orbitais atdmicos sdo solucdes da equacdo Hartree-Fock para o atomo e o termo
orbital atbmico pode ser substituido pelo termo funcéo de base. Pode-se entdo diz: ;5
funcbes de base sdo as funcdes que descrevem os elétrons nos atomos e 0s dois .....
mais usados em quimica computacional sdo orbitais atdmicos do tipo Slater (STO-
“Slater Type Orbital”) e fungdes atomicas do tipo Gaussiana (GTO - “GaussianType
Orbitals™), sendo essa segunda mais utilizada em calculos ab initio, pela facilidade em
calcular integrais na equacao de Schrdédinger eletronica.

Um conjunto de base minimo contém apenas o numero de fungdes necessario
para acomodar todos os elétrons de um &tomo, podendo-se conseguir uma maior

flexibilidade na acomodacdo dos elétrons usando os chamados conjunto de bases de
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valéncia dividida, onde as fungdes que descrevem os elétrons de valéncia séo divididas
em componentes. Essa divisdo, na sua maneira mais simples, é formada por uma funcéo
Gaussiana mais interna e compacta e outra mais externa e difusa. A nomenclatura dos
varios métodos define 0 modo da subdivisdo das funcdes de base. Por exemplo, no caso
da funcdo de base 6-31G , os orbitais de camada interna sdo representados por 6
Gaussianas e 0s orbitais de valéncia sdo divididos em dois conjuntos, representados por
respectivamente, 3 e 1 Gaussianas.

A introducdo de funcdes de nimero quantico secundario maior (funcdes do tipo
p para dtomos de hidrogénio e funcgdes tipo d para os demais atomos) € feita no
chamado conjunto de bases de polarizacéo e a adicdo delas permite a deformacao dos
orbitais para fora do eixo internuclear, bem como uma descricdo mais correta das
ligacbes quimicas, particularmente aquelas que envolvem ligacdes de hidrogénio,

melhorando a modelagem (Barreiro, 2015).

2.1.6 Pseudopotencial (ECP — Effective Core Potential)

Ao se trabalhar com sistemas multieletrénicos, principalmente os que contém
metais de transi¢cdo, uma dificuldade encontrada ¢ a dependéncia entre 0 niamero de
integrais calculadas e o namero de orbitais moleculares envolvidos. Normalmente,
atomos de metais de transicdo apresentam um numero muito grande de elétrons e,
consequentemente, ha a exigéncia do uso de muitas funcdes de base. Como a maioria
desses elétrons pertencem a camadas internas e ndo estdo diretamente envolvidos em
quebra ou formacao de ligagcdes, uma aproximacao bastante utilizada para simplificar o
uso de funcBes de base é substituir esses orbitais internos por pseudopotenciais de
caroco e tratar explicitamente apenas os elétrons da camada de valéncia. Nesse caso sdo
utilizados os potenciais efetivos de caroco, ou effective Core Potential, ECP (Hay e
Wadt, 1985), que sdo utilizados para substituir os operadores de core que atuam nas
camadas eletrdnicas internas por um potencial efetivo que atua apenas sobre os elétrons
internos, incluindo as interacdes entre os elétrons internos e 0s de valéncia de forma
implicita. Esse potencial também deve reproduzir os orbitais atbmicos de valéncia
gerando um pseudo-orbital de valéncia que deve ser equivalente ao orbital original
dentro da regido de valéncia. Neste trabalho os metais de transicdo sdo a platina e o
cobre. A platina tem 78 elétrons (1s* 2s® 2p® 3s? 3p° 4s” 3d™° 4p° 55 4d™° 5p°® 4f** 5d°
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6s'), e os orbitais de valéncia sdo representados por 5s* 5p° 5d° 6s’ e sdo tratados de
forma explicita. Os outros orbitais de core séo tratados pelo pseudopotencial.

Nesse capitulo ndo se teve intencdo de apresentar todos os métodos usados em
quimica computacional e sim mostrar de uma maneira resumida os principais conceitos

de quimica tedrica usados nesse trabalho.

CAPITULO 3

3.0 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Metodologia de execucgéao
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Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos em cada etapa realizada.
Serdo mostradas cada estrutura otimizada e sua respectiva anélise vibracional, valores
de comprimentos de ligacdo, algumas distancias entre &tomos ndo ligados e medidas de
angulos importantes na andlise estrutural dos sistemas estudados. A metodologia hibrida
implementada no ONIOM, permite o estudo de sistemas muito grandes, através da
divisdo do mesmo em camadas, que sdo tratadas por diferentes niveis de teoria. A parte
onde efetivamente ocorrem as quebras e as formacdes de novas ligacGes, foi tratada por
meio da mecanica quantica e o restante do sistema pode ser tratado com mecanica
molecular, ou com outro método de célculo de menor custo computacional, de tal
maneira que a eficiéncia da mecanica quantica em tratar sistemas reativos se
complemente com a velocidade da mecéanica molecular.

A proteina ATP7A possui 40280 atomos o que impossibilita o estudo
computacional de todo sistema molecular em um nivel de mecénica quéntica e em outro
método baseado em mecénica molecular em um intervalo de tempo factivel a um
mestrado. Dentre os varios dominios de ligacdo a metais que essa proteina possuli,
(Banci, Bertini, Cantini et al., 2005) o quinto dominio (MNKD5) (Banci, Bertini, Ciofi-
Baffoni et al., 2005) foi escolhido para a realizacdo dos calculos dos parametros
termodindmicos da reacao entre a proteina e a cisplatina. A escolha deste dominio, em
detrimento dos outros deveu-se aos seguintes fatores: (i)Indicios de que os dominios de
1 a 4 ndo atuam no transporte de cobre em todas as frentes, como na interacdo conjunta
com o Atx (receptor de cobre no citoplasma) (Banci, Bertini, Ciofi-Baffoni et al., 2005);
e (ii) A presenca de dois aminoacidos cisteina, Cysi4 € Cys;7, em uma conformacdo que
possibilitaria a coordenacao de forma bidentada entre os dois enxofres dos aminoacidos
cisteina e 0 metal, o que caracteriza uma ligacdo termodinamicamente mais estavel.
Neste capitulo, as referéncias a proteina ATP7A, referem-se, na verdade, ao modelo
desta proteina, representado pelo quinto dominio da referida estrutura, MNKG5.

Neste quinto dominio existem 1194 d&tomos que foram tratados com metodologia
hibrida QM/MM, através do método ONIOM (Vreven, Byun et al., 2006). Desta forma,
a estrutura foi dividida em duas camadas, (27 - samada alta, é a camada tratada por
meio de mecanica quantica e onde se locali io ativo da proteina. A sequéncia de
aminodacidos da camada alta do quinto dominio se caracteriza pela presenca de: treonina
13, cisteina 14, alanina 15, serina 16, cisteina 17 e valina 18, sendo que esta numeracgéo
segue a determinada pela caracterizagdo experimental da estrutura (Banci, Bertini,

Ciofi-Baffoni et al.,, 2005) por meio do arquivo (1Y3J) de coordenadas cartesianas
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obtidos pela plataforma Protein Data Base (PDB). Um hidrogénio da treonina e um
grupo hidroxila da valina foram deixados na camada baixa e, como pardmetro de
delimitacdo dos niveis esse corte foi feito onde ocorre a formacdo de uma nova ligagdo
peptidica. A Figura 3.1 representa a sequéncia de aminoacidos da proteina escolhida

como camada alta:

CYyS47
HsC O HO
N\ /
8] CH—C CH HsC
N/ N\ \
CYS1a C—NH HN—CH CH—CH,4
\
HN—CH

O//C

CH-'111INH
\
HO—CH A
CHs

Figura 3.1 — Sequéncia de aminoacidos da camada alta do quinto dominio da proteina ATP7A. As regides

circuladas apresentam os possiveis sitios de coordenac¢do com o metal

Os 79 atomos da camada alta, para o dominio MNKS5 livre de coordenacéo,
foram tratados por meio de calculos com nivel de teoria DFT utilizando o funcional
PBEO (Wu, Shi et al. 2004) e funcdes de base 6-31g(d,p), com excecdo da platina e do
cobre, que foram tratados com pseudopotencial, ECP, citado anteriormente. Os atomos
deixados na camada baixa foram tratados por mecanica molecular, com o campo de
forca UFF (Rappe, Casewit et al., 1992). O campo de forca UFF foi escolhido pela
amplitude de utilizacdo. Apesar de existirem outros campos de forca implementados no
Gaussian e inclusive mais especificos para proteinas, como o Amber, estes conjuntos de
parametros ndo incluem os dados para platina e uma parametrizacdo especifica foge do

escopo deste trabalho. A escolha do funcional PBEO foi determinada por testes com
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alguns funcionais (B3LYP, PBE e M06-2x) testados anteriormente em um trabalho de
iniciacdo cientifica do laboratorio. (Bazan e Fedoce Lopes, 2014)

Os célculos teoricos foram realizados utilizando o pacote computacional
Gaussian 09, que consiste em um programa de cddigos fechado que inclui diversos
meétodos baseados em mecéanica molecular em suas rotinas de calculos. Para a
modelagem, ou desenho das moléculas e visualizagdo dos resultados utilizou-se o
software GaussView. Ambos sdo programas complementares. Ao se plotar a molécula
ou o0 atomo no GaussView, deve-se ajustar a geometria inicial e especificar os calculos a
serem utilizados. As simulagfes consistiram, inicialmente na otimizagdo de geometria e
no calculo das frequéncias vibracionais das moléculas. Uma otimizagdo é considerada
completa quando ela converge, ou seja, quando o préximo passo é muito pequeno, gera
uma estrutura muito parecida com a anterior e produz uma variagdo de energia abaixo
de um valor especificado. Essa estrutura de energia minima é chamada de estrutura
otimizada.

O modo como a energia de um sistema varia, devido as pequenas mudangas em
sua estrutura, pode ser evidenciada pela sua superficie de energia potencial (PES-
Potential Energy Surface). A otimizacdo de geometria comega com uma estrutura
molecular inicial especificada no arquivo de entrada e percorre ao longo da superficie
de energia potencial, computando a energia e o gradiente em cada ponto, indicando
assim, em qual direcdo deve ser dado o proximo passo ao longo da superficie na qual a
energia diminui mais rapidamente a partir do ponto em que esta. A partir das estruturas
otimizadas e do calculo de andlise vibracional é possivel obter as energias das
moléculas e obter funcBes termodinamicas, como por exemplo, energia interna, U,
entalpia, H, entropia, S, e energia livre de Gibbs, G. Assim, por meio de equacbes
termodinamicas, pode-se utilizar os resultados dos calculos para chegar as contribuicdes
termodinamicas relativas desejadas (Sousa, Silva et al., 2013).

O tempo de calculo ira depender da quantidade de elétrons, de quais aton

resentes na molécula, do método de calculo, das funcbes de base escolhidas, ua
RS a da maquina utilizada, entre outros fatores.

Alguns modelos de equacdes quimicas diferentes foram determinados para
descrever a reacdo problema e para essas equacdes foram avaliados os parametros
termodinamicos. Alguns célculos foram feitos primeiramente para as reacdes entre a

cisplatina e a proteina ATP7A, simulando a possivel reacdo de substituicdo dos ligantes
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cloretos pelos grupos tiol presentes no modelo, e posteriormente para a reagdo entre a
proteina ATP7A e o cobre, para comparacdo da metodologia e dos resultados obtidos.

A desprotonacdo ou ndo dos grupos tiol, presentes nos aminoécidos cisteina,
quando hé a coordenacdo dos mesmos com metais depende do pH do meio onde essa
coordenacgdo ocorre (Rohr, Hammerstad et al.; Zimmermann e Burda), por isso 0s
calculos foram realizados com a presenca dos hidrogénios nos enxofres das cisteinas
Cysi4 € Cys;7 € sem a presenga dos mesmos.

A reacdo global entre o quinto dominio de ligagcdo a metais da proteina ATP7A
protonada e a cisplatina pode ser representada pela equacdo 3.1, mostrada abaixo:

cis-PNH;),Cl, + ATPTA —— [(NH3),P(S;Hy)ATPTA" + 2CI (3.1

A Figura 3.2 mostra a representacdo simplificada das estruturas quimicas
previstas para a equacdo 3.1. Podemos ressaltar que para esta equacdo quimica 0s

reagentes sao neutros e os dois produtos apresentam-se com carga diferente de zero.

ATRTA
ATR7A Cysiy Cysm)
HSN\pt/Cl +C‘,/|S(14) CVT(W) HS S
Hn SH SH \pt v
H3N/ \NH3

Figura 3.2 — Representacéo simplificada das estruturas da reacdo global entre a proteina ATP7A

protonada e a cisplatina

A reacdo global entre o quinto dominio de ligacdo a metais da proteina ATP7A

uesprotonada e a cisplatina, pode ser representada pela equacao 3.2, mostrada abaixo:
31

cis-Pt(NH;),Cl, + [ATP7A]2 —— [(NH;),Pt(S;)ATP7A] + 2CI (3.2)

A Figura 3.3 mostra a representacdo das estruturas quimicas para a equacao 3.2,

na qual podemos perceber que temos um reagente e um produto neutros, cisplatina e
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Pt(NH3), —ATPT7A, espécies com carga sendo o reagente do modelo da proteina com

0s grupos tidis desprotonados e os cloretos liberados da esfera de coordenacdo do metal.

5. ATRP7A
ATR7A Cys(14) Cys(m
HaN\Pt/CI C‘/|S(14) C‘/|5(17) S 5
HNT s S \pt/ v
H3N/ \NH3

Figura 3.3 — Representacdo simplificada das estruturas da reacéo global entre a proteina ATP7A

desprotonada e a cisplatina

As reacOes anteriores representadas pelas equacfes 3.1 e 3.2 ocorrem em duas
etapas cada, onde primeiramente € substituido apenas um dos ligantes cloro e em
seguida ocorre a substituicdo do segundo ligante cloro. De acordo com a simetria do
ambiente CXXC da estrutura da proteina, a previsdo é que apos a substituicdo dos dois
ligantes da segunda etapa a coordenacdo final serd bidentada, sendo essa estrutura ja foi
prevista por alguns trabalhos experimentais que abordaram estas interacdes (Calandrini,
Arnesano et al., 2014).

A identificacdo do estado de transicdo.(Da Silva, Costa et al., 2008; Banerjee e
Mukherjee, 2012) de uma reacdo quimica é importante porque € 0 primeiro passo para
se determinar dados cinéticos da mesma. Além disso, por meio dos calculos de
coordenada intrinseca de reacdo ou IRC (Intrinsic Reaction Coordinate) (Maeda,
Harabuchi et al.), é possivel indicar quais sdo 0s reagentes e produtos intermediarios
que realmente sdo conectados pelo estado de transicdo. Esses intermediarios sao
estruturas formadas nas varias etapas da reacdo, chamadas de estruturas intermediarias
ou adultos nas quais se tem o0s reagentes proximos o suficiente para se definir interac6es
intermoleculares e que normalmente caracterizam estruturas mais estaveis do que 0s
reagentes e produtos isolados

Normalmente, sdo propostas algumas estruturas de reagentes e produtos
intermediarios por meio de senso quimico para se entender a termodinamica da reacao
sem conhecimento prévio das estruturas obtidas atraves do célculo do estado
transicdo e IRC. Neste trabalho, essas estruturas intermediarias de produtos e reagentes
32 m propostas para as reacOes estudadas e foram também analisados os parametros
termodinamicos contemplando estes intermediarios. A Figura 3.4 mostra essas

estruturas intermedidrias citadas para a equacdo 3.1, presentes em ambas etapas.
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PIA

PIB

RI
ATP7A
Cyspay Cysi7
AR HS’ s’,H Etapa 1l
HaN\Pt/U . CYS(14) Cllys(w) CI\ cl —>
HaN/ o HS SH Pt/
HN  NH;
TP
ATPTA PG
Cys Cys
C}i’S(M) C}i’S(W) T (14 T an
HS Cl  SH
HS Cl SH -
cl / N \Pl/ + ol
Pt / \
H N/ \NH HN - NHs
’ ’ PA1 Etapa 2
TP
ATPTA ATPTA
Cys, C
Cysia) Cysgn )l' (14) YS(17)
HS SH
HS o SH ¢ C'\
—_— bt + CIr
A / N\
/ \ HsN NH5
HiN  NHy PB1

+ 2CI

Figura 3.4 — Representacdo esquematica da equacdo 3.1 evidenciando as estruturas intermediarias e 0s

produtos isolados.

E possivel perceber, por meio da anélise da Figura 3.4, que devido a ndo simetria

dos outros aminoacidos envolvidos no ambiente dos aminodcidos cisteina, duas

possibilidades de produtos intermediarios sdo vislumbradas, assim como duas
possibilidades de produto da primeira etapa da reacdo de substituicdo. Esta aproximacao
«.,....Jde a anélise estrutural e termodinamica do processo. Estes intermediarios foram
denominados de RI, PIA e PIB e as estruturas de produtos isolados para essa reacés

denominados de PA1 e PB1.
Da mesma maneira, para a reacdo 2, também foram propostas as estruturas

intermediérias RI, PIA e PIB , bem como os produtos isolados PA1 e PB1. Essas

estruturas estdo mostradas na figura 3.5.
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ATPTA
Cys(14) Cys(17)
RI
S Cl S PIA’
ATP7A N\ / 7
Pt Cl
Cysii4) Cys(17) / \
ATP7A i S\ an N
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S S 3 3
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Figura 3.5 — Representacdo esquematica da equagédo 3. 2 evidenciando as estruturas intermediarias e 0s
produtos isolados.

A questdo referente a simetria ao redor dos aminoacidos cisteina se mantém para
a analise dos grupos tidis desprotonados como apresentado na Figura 3.5.

A estrutura do quinto dominio da proteina ATP7A coordenado ao cobre, retirada
do banco de dados PDB (www.pdb.org), foi tomada como ponto de partida e, através
dela, foram medidos alguns comprimentos e angulos de ligacdo para posterior
comparacdo com as estruturas otimizadas dos reagentes e produtos. Foram feitos
calculos de otimizacdo e frequéncia das estruturas da cisplatina, da proteina ATP7A
isolada, bem como da mesma coordenada a platina e ao cobre. Foram analisadas,
também, as estruturas intermedidrias e o0s produtos isolados propostos, sendo
considerados o0s enxofres dos aminoacidos cisteina 14 e 17, protonados e ndo

protonados.
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Biologicamente, tem-se que a funcdo da proteina ATP7A € regular a
concentracdo de ions, principalmente ions de cobre, no corpo humano.
Experimentalmente ha a caracterizagdo da coordenacdo da proteina ATP7A com ions
cobre I e Il do organismo, j& que cobre, na sua valéncia 2+ é abundante no corpo
humano. Assim para isso, foram calculados também os parametros termodindmicos para
a reacdo entre o enxofres das cisteinas cysis € cys;7 do quinto dominio da proteina
ATP7A e o ion cobre Il, com o objetivo de se fazer uma comparacdo entre os valores
encontrados na reacdo de coordenacgéo desses enxofres com a platina.

Novamente foi feita a analise da reacdo considerando a proteina os enxofres

protonados (equacédo 3.3) e a proteina com o0s enxofres desprotonados (equacgédo 3.4).

ATP7IA + Cu¥t — [Cu(S,H,)ATP7A]*" @=)

[ATP7A]? + Cu2f——— [Cu(S))ATP7A] (3.4)

Uma vez descrita de forma geral a metodologia de execucdo do trabalho, as

proximas se¢des seguem com a apresentacdo e discussdo dos resultados obtidos.

3.2 Analise estrutural e eletrénica

Serdo mostradas as estruturas otimizadas de todas as espécies mostradas
anteriormente e os célculos de cargas dos atomos diretamente envolvidos nas reacdes
para algumas dessas espécies, para verificar a variacdo das cargas desses atomos nas
diversas estruturas. Os calculos de carga foram feitos com as estruturas ja otimizadas
usando o modelo Chelpg, que é um calculo de cargas atémicas onde o potencial
eletrostatico molecular é reproduzido em um namero de pontos que representam as
coordenadas cartesianas dos atomos das moléculas. Para o0 modelo de cargas Chelpg foi

ntilizado o raio de van der Waals igual a 1,78 A para a platina e 1,42 A para o cobre.

35

3.2.1 Cisplatina
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Ao se obter a estrutura otimizada da cisplatina, alguns comprimentos de ligagéo
foram medidos e comparados com outros valores experimentais e com valores tedricos,
obtidos em outros trabalhos da literatura. A tabela 3.1 apresenta alguns resultados

obtidos por célculos tedricos e sdo apresentados também os parametros dos resultados

experimentais.

Tabela 3.1 — Dados estruturais para a molécula da cisplatina

Raio /r(A) Angulo/(°)
Nivel de célculo Pt -CI Pt- N CI-Pt-CI N-Pt-N N-Pt—CI
MP2/6-311G(d)? 2,30 2,09 93,8 96,5 84,9
MP2/6-31G**(d,p)/LANL2DZ" 2,33 2,08 95,2 97,7 83,5
pb1pbe/6-31G(d,p)° 2,32 2,08 95,2 98,4 83,1
Experimental(média)" 2,330,001 2,01+0,04 91,9+040 87,0+0,40 90,3£0,40

3[(Pavankumar, Seetharamulu et al., 1999)]. °[(Lopes, Menezes et al., 2006)]. *Resultados obtidos neste
trabalho (funcéo de base para todos os 4tomos, exceto para a platina e o cobre). °[(Milburn e Truter,
1966)]

Como se pode observar, os valores medidos sdo bem proximos dos resultados
experimentais e tedricos. E preciso ressaltar, que se para cisplatina é possivel realizar
calculos com maior custo computacional e tratamento explicito da correlacao eletrénica
(MP2), para as estruturas contempladas pelo método hibrido, esse nivel de célculo nédo
seria factivel para a camada alta com 0s recursos computacionais disponiveis.

Como esperado a geometria da cisplatina otimizou-se como quadratica plana, ja

prevista pela literatura e portanto condizente.

S8,

J

Figura 3.6 — Estrutura otimizada da cisplatina (CDDP)

NITROGENIO

CLORO

PLATINA

HIDROGENIO

¢« 6 6

Inicialmente o célculo de cargas Chelpg foi feito para as moléculas da cisplatina
e da cisteina, ambas otimizadas, como mostrado na figura 3.7, para servir de parametro

de comparagéo com as outras estruturas.



36

-0,43
9

9 -0,34

a b

Figura 3.7 — Cargas de alguns atomos da: (a) cisplatina e (b) da cisteina

Como observado na figura 3.7 (a) e devido a simetria de coordenacdo, as cargas
dos dois nitrogénios sdo iguais 0 mesmo acontecendo para a carga dos dois cloros e isso
de deve a simetria da molécula da cisplatina. E possivel inferir, que os cloretos serdo
melhores ligantes abandonadores na substituicdo devido a menor concentracao
eletronica tornando a ligagcdo Pt—CIl mais facil de ser quebrada. Na figura 3.7(b)
observa-se, por meio das cargas atdmicas calculadas para a cisteina, que o enxofre
apresenta carga negativa, indicando que ele é um forte potencial ligante para a platina,
como j& sabido para moléculas tioladas. Apesar de ndo apresentado na figura, o
nitrogénio da cisteina apresenta a carga negativa mais pronunciada do aminoacido, -
0,92 a.u. No caso do aminoacido livre da cadeia peptidica, este &tomo também seria um
potencial ligante, o grupo —NH,, no entanto, serve de conexdo para as ligacOes
peptidicas, ndo estando totalmente disponivel para a coordenacdo ao metal e, de acordo
com a estrutura experimental disponivel e apresentada a seguir, ndo se apresenta como

ligante coordenado ao Cobre.

3.2.2 Modelo experimental do quinto dominio da proteina ATP7A coordenada ao
cobre

A estrutura depositada no PDB que representa o quinto dominio de coordenacéo
a metais (MNKD5) da proteina ATP7A coordenada ao cobre, sob o cddigo 1Y3J foi
obtida por meio de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear. (Banci, Bertini,
Ciofi-Baffoni et al., 2005) Neste trabalho, Banci e colaboradores determinaram que a
proteina MNKS5 adota uma conformacdo do tipo ferredoxina mesmo com a coordenacao

ao metal.
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Devido ao tempo de resolucdo da técnica, muitos intermediarios da reacdo de
coordenacdo ndo sdao determinados e ao final da titulacdo, a estruturas resolvida é a
média de algumas configuracGes espaciais. Estas estruturas apresentaram, apés
otimizag&o, um desvio médio quadratico sobre os residuos de aminoacidos de 0,70 A e
sobre os atomos pesados de 1,20 A. Desta forma, 0 mesmo codigo PDB fornece 20
conjuntos de coordenadas cartesianas que representam, em média, a estrutura da
proteina.

Para se fazer a escolha de qual conjunto de coordenadas seria utilizado para
realizar os célculos subsequentes envolvendo as reacGes de substituicdo, foram
realizados, para cada uma delas, céalculos de otimizacdo de geometria e analise
vibracional para que, através destes valores de energias calculados para cada uma delas,
se pudesse trabalhar com aquela que apresentasse 0 menor valor ou seja a mais estavel.
Além disso, que se apresentasse como minimo local na superficie de energia potencial.
A Tabela 3.2 apresenta os valores de energia encontrados para cada uma das vinte
estruturas e as distancias entre os atomos de enxofre dos aminoacidos cisteina 14 e 17
que foram mensuradas visando avaliar a possibilidade de coordenacdo bidentada com o
metal. Estes calculos foram realizados com o mesmo nivel de teoria na metodologia
ONIOM descrita previamente. Todas as 20 configuracbes se apresentaram como

minimos locais de energia, apos a analise das frequéncias obtidas.

Tabela 3.2 — Valores de energia e distancia entre enxofres para as 20 estruturas do quinto dominio

depositadas no PDB
Estrutura/Modelo® AG reativo / kcal mol ! d(s—S)/A
2° 0,0 3,59
6 61,0 3,62
9 62,7 3,68
13 64,3 3,78
17 69,8 3,78
3 77,6 3,47
14 82,0 3,66
19 83,8 3,74
10 84,7 3,46
15 85,3 3,26
20 88,2 3,64
8 91,1 3,78

16 93,4 3,63
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11 100,5 3,53
12 100,8 3,65
4 101,3 3,68
7 104,4 3,61
18 106,2 3,58
1 119,2 3,71
5 157,2 3,61

(a) Estruturas numeradas de acordo com a ordem do arquivo PDB=1Y3J;
(b) Estrutura mais estavel por isso sua variacdo de energia aparece como
sendo igual a 0.

Como se pode observar, a estrutura 2 apresenta a menor energia, sendo
escolhida, para que, por meio dela, todos os calculos fossem realizados. Outro motivo
que reforcou a escolha da estrutura 2, foi a distancia entre os dois enxofres do sitio ativo
do quinto dominio de ligacdo da proteina ATP7A, apresentando um valor médio
razodvel para permitir a coordenagdo bidentada. Desta forma, a partir deste modelo,
dividiu-se a estrutura em duas camadas, ou niveis de teoria, como representado na
Figura 3.8. A Figura 3.8 apresenta a estrutura de referéncia, sem otimizacdo, do segundo
conjunto de coordenadas do quinto dominio da proteina ATP7A coordenada ao cobre,
sendo a camada alta representada pelo modelo “pau-bola” e a camada baixa pelo

2

modelo “varetas”. Observando a figura, evidencia-se que a camada alta contém um
namero menor de atomos, que efetivamente participardo da reacdo de estudo e que a
camada baixa contempla a maioria dos atomos da estrutura e tem um papel de

sustentacdo da conformacao da proteina e de ambiente eletrostatico de média distancia.
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Figura 3.8 — Estrutura do quinto dominio da proteina ATP7A coordenada ao cobre

A partir dessa estrutura, iremos apresentar apenas 0s atomos da camada alta do
quinto dominio da proteina ATP7A. As legendas de cores dos 4&tomos apresentadas nas
Figuras 3.6 e 3.8 irdo se manter para as demais estruturas. Para fins comparativos com
as estruturas otimizadas, para essa estrutura foram medidos: as distancias entre os dois
enxofres do sitio ativo de coordenacdo ao metal (presentes nas cisteinas 14 e 17), que é
igual a 3,59 A, além dos comprimentos de ligacio entre o cobre e o enxofre da cisteina
17 (2,18 A), o comprimento de ligac&o entre o cobre e o enxofre da cisteina 14 (2,17 A)

e 0 angulo de ligacdo entre o cobre e 0s enxofres das cistefnas 14 e 17 (111°).
3.2.3 Estrutura otimizada do quinto dominio da proteina ATP7A livre

A estrutura da proteina livre é o ponto de partida para a reacdo de coordenacgéo
com o ion de cobre livre e para caracterizar a rea¢do de substituicdo envolvendo a
cisplatina. A partir da estrutura base, conjunto 2 do cédigo 1Y3J, foi removido o &tomo
de cobre e foram feitos célculos de otimizacdo de geometria, analise vibracional e
cargas atdbmicas Chelpg para a estrutura da proteina ATP7A com o0s grupos tiol
protonados e desprotonados. Nas Figuras 3.9 e 3.10, as linhas tracejadas indicam as

ligacGes intramoleculares que aumentam a estabilidade desse sistema, quando presentes
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na regido do sitio ativo/camada alta. As cargas dos dtomos envolvidos diretamente na
coordenacdo estdo representadas para avaliarmos como o ambiente da proteina pode
alterar as cargas atdmicas dos aminoacidos envolvidos no sitio de ligacdo e para a
comparacdo posterior com as estruturas ligadas aos metais. Na Figura 3.9 esta
representada a estrutura com os grupos tidis protonados.

eV i
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0%,
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Figura 3.9 — Estrutura otimizada da camada alta do quinto dominio da proteina ATP7A:

(a)Interacdes intramoleculares e (b) Cargas dos atomos envolvidos

Para essa estrutura foi medida a distancia entre os enxofres e o valor encontrado
foi de 6,49 A, valor muito superior ao valor encontrado na estrutura experimental (3,59
A), quando os enxofres estdo coordenados ao cobre. No entanto, este valor é esperado
uma vez que sem o sitio metéalico de coordenacdo, as cisteinas terminais livres
adquirissem liberdade conformacional, ficando com os grupos SH mais distantes.

Como se pode verificar na Figura 3.6(b), apenas dois a&tomos dessa estrutura
apresentaram valores com maior diferenca em relacdo aos valores das estruturas usadas
como parametros. Esses atomos estdo representados em vermelho. O carbono (C—SH)
da cisteina 14 apresentou o valor de —0,10 a.u, ficando com densidade de carga
eletronica ligeiramente menor do que o calculado na cisteina livre (-0,15 a.u). Mudanca
mais relevante é observada no enxofre da cisteina 17 que apresentou o valor de —0,32
a.u, ficando com maior densidade eletrdnica podendo acarretar em um aumento da sua

maciez, de acordo com a definicdo de Pearson e fazer com que a coordenagdo metal—
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cisteina ocorra inicialmente pela cisteina 17. Os valores de carga dos demais atomos nao
sofreram alteragéo.

Na Figura 3.10, estd apresentada a estrutura desprotonada. Como para esta
estrutura, as ligacOes intramoleculares s&o em menor nimero, apenas uma figura se fez

necessaria para a representacao.

Figura 3.10 — Estrutura otimizada da camada alta do quinto dominio da proteina ATP7A desprotonada.

Para essa estrutura foi medido a distancia entre os dois enxofres e o valor
encontrado foi de 5,20 A, inferior ao valor encontrado para a estrutura protonada
(6,49A). Apesar das cargas negativas destes 4tomos estarem concentradas, este fato nio
favorece uma repulsdo e indica uma possibilidade de uma coordenacdo mais efetiva.
Ambos o0s enxofres apresentaram uma maior densidade eletrénica quando comparados
com os enxofres da estrutura protonada. Como esperado, esse fato pode evidenciar que
na estrutura desprotonada os enxofres apresentam um carater ligante mais acentuado,
pois a carga negativa estd mais concentrada nos atomos, facilitando a coordenacdo com

0 metal.

3.2.4 Estrutura otimizada do produto final da coordenacdo dos enxofres

protonados a platina

A anélise estrutural segue na ordem cronoldgica de calculo das estruturas. Por

apresentar a geometria mais rigida, e portanto com menor liberdade conformacional e
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superficie de energia potencial menos complexa, o produto final projetado, com
coordenacdo bidentada traz os préximos resultados.

A Figura 3.11 traz a geometria otimizada juntamente com alguns valores de
cargas atbmicas importantes para a andlise. Para essa estrutura foram medidos: as
distancias entre os dois atomos de enxofre (3,48 A), o comprimento de ligacio entre a
platina e o enxofre da cisteina 17 (2,35 A), o comprimento de ligag4o entre a platina e o
enxofre da cisteina 14 (2,32 A) e o angulo de ligacéo entre a platina e os enxofres das
cistéinas 14 e 17 (95,2°%). Houve um pequeno aumento do comprimento de ligac&o entre
a platina e os &tomos de nitrogénio, quando comparados com os dados da cisplatina,
passando de 2,08 A para 2,11 A.

J
il L7 NN

Figura 3.11 — Estrutura otimizada do produto final da coordenacéo da platina com o enxofres

coordenados

A geometria de coordenacdo ao redor do centro metalico se mantém quadréatico-
plana, o que é esperado para Pt(Il). Na estrutura do produto final, com excecdo dos
hidrogénios, todos os atomos tiveram uma variagdo de carga, o que é explicado
principalmente pela formagdo da coordenacdo ao grupo [Pt(NHs),]". As diferencas
entre 0s ambientes de simetria, sdo devidas provavelmente as diferentes interacfes
intramoleculares que sdo formadas. O nitrogénio que apresentou diminui¢do na carga
atomica de —0,43 para —0,51 a.u. faz uma interagdo com um hidrogénio com distancia
de 1,86 A. O outro nitrogénio, cuja carga é -0,61 a.u, faz uma interagdo com um
enxofre, com distancia de 2,84 A. As principais modificagdes de densidade eletronica

sdo vislumbradas nas cargas atdmicas dos atomos diretamente envolvidos com as novas
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ligagBes quimicas: Pt—S. O enxofre da cisteina 17 tem um aumento liquido da carga
atbmica chegando ao valor de -0,03 a.u apds a coordenacdo a platina, indicando que
grande parte de sua densidade eletrénica estd envolvida com a ligagdo quimica assim
como o outro enxofre, presente na cysl4 apresenta-se agora com carga -0,15a.u, assim
como pode ser observado que a carga atdmica da platina aumentou consideravelmente,
passando de 0,01 para 0,12 a.u. A diferenca das cargas, ainda negativas, dos atomos de
enxofre, reforca a ideia de que a primeira coordenagdo se dé com a cisteina 17.

3.2.5 Estrutura otimizada do produto final da coordenacdo dos enxofres

desprotonados a platina

Com a intencdo de simular possibilidades de diferentes pHs fisioldgicos, a
estrutura do sitio de reacdo original, com os grupos tidis da cisteina desprotonados
também foi utilizada para mapear a reacdo de substituicdo. Para analise dessa estrutura
do produto final da referida reacéo, foram medidos: as distancias entre os dois enxofres
(3,60 A), o comprimento de ligag&o entre a platina e o enxofre da cisteina 17 (2,30 A), o
comprimento de ligacdo entre a platina e o enxofre da cisteina 14 (2,32 A) e o angulo de
ligacdo entre a platina e os enxofres das cistéinas 14 e 17 (96,2°). O comprimento de
ligacdo entre a platina e os nitrogénios dos grupos amino aumentou um pouco, passando
para 2,16 A, indicando novamente, um sutil enfraquecimento.

Nessa estrutura as cargas dos nitrogénios e dos hidrogénios ndo sofreram
variacdo. As novas ligacbes quimicas Pt—S sdo0 novamente responsaveis pelas
principais modificacdes de densidade eletronica quando se compara com a proteina livre
(valores apresentados na figura 3.10). O enxofre da cisteina 17 tem um aumento liquido
da carga atdmica chegando ao valor de -0,43 a.u ap6s a coordenacdo a platina,
indicando que grande parte de sua densidade eletrdnica esta envolvida com a ligacao
quimica com o metal. Assim como pode ser observado que a carga atbmica da platina
aumentou, passando de 0,01 para 0,08 a.u. Novamente, diferenca das cargas, ainda
negativas, dos dtomos de enxofre, reforca a ideia de que a primeira coordenacdo se dé
com a cisteina 17. Além disso, ambos os atomos de enxofre apresentam interacdes
intramoleculares com atomos de hidrogénio. O enxofre de carga -0,43 a.u faz trés
interagBes com comprimentos de 2,45 A, 2,62 A e 2,38 A. O enxofre de carga -0,34 a.u
faz duas interagdes com comprimentos de 2,37A e 2,75A. Mais uma vez, a geometria de

coordenacdo é quadratico-plana.
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Figura 3.12 — Representacdo da estrutura otimizada do produto final da coordenagdo da platina com o

enxofres desprotonados.

Comparando as duas estruturas dos produtos finais de coordenacdo entre a
platina e os enxofres, apresentadas acima, pode-se verificar que na estrutura onde 0s
enxofres estdo desprotonados, menor quantidade de atomos sofreram variacdo de carga
e essas variacdes foram menores quando comparadas com as estruturas da cisplatina e
da cisteina isoladas.

Em relacdo as estruturas otimizadas, tem-se uma concordancia geral com o
previsto pelos resultados experimentais (ressonancia magnética nuclear, espectrometria
de massas e dicroismo circular) apresentados no trabalho de Calandrini e colaboradores.
(Calandrini, Arnesano et al., 2014) Neste trabalho, a coordenacdo do grupo [Pt(NH3),]**
a0 MNKL1 (primeiro dominio de coordenacdo ao metal da ATP7A) foi analisada por
métodos experimentais e computacionais. O modo de ligacao previsto pelos resultados
espectroscopicos e de espectrometria de massas € a coordenacao bidentada por meio dos
atomos de enxofre das cisteinas do ambiente CXXC da estrutura MNKZ, assim como 0s
produtos projetados nesta dissertacdo com a estrutura MNK5 Os resultados
computacionais, entretanto, quando preveem a coordenacdo bidentada, relatam esta
envolvendo um atomo de enxofre de uma cisteina e um atomo de nitrogénio de outra

cisteina do ambiente CXXC.
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3.2.6 Estrutura otimizada produto final da coordenacéo dos enxofres protonados
ao cobre

A otimizacdo desta estrutura é proveniente da segunda configuracdo espacial
obtida por meio do arquivo do PDB cujos dados foram apresentados na tabela 3.2. Para
essa estrutura foram medidos: as distancias entre os dois enxofres (3,89A), o
comprimento de ligacio entre o cobre e o enxofre da cisteina 17 (2,51 A), o
comprimento de ligac&o entre o cobre e o enxofre da cisteina 14 (2,33 A) e o0 angulo de
ligag&o entre o cobre e os enxofres das cistéinas 14 e 17 (99,3°)

Nessa estrutura a carga apenas de um enxofre sofreu variagdo, ficando com o
valor de -0,35 a.u, 0 que pode ser explicado por uma interacdo intramolecular com um
hidrogénio de comprimento igual a 2,15 A. A carga do atomo de cobre nesta estrutura é
de 0,74 a.u.

Figura 3.13 — Estrutura otimizada do produto final da coordenacdo do cobre com o enxofres protonados

3.2.7 Estrutura otimizada do produto final da coordenacdo dos enxofres
desprotonados ao cobre

Para essa estrutura foram medidos: as distancias entre os dois enxofres (3,63A),
o comprimento de ligacdo entre o cobre e o enxofre da cisteina 17 (2,30 A), o
comprimento de ligacdo entre o cobre e o enxofre da cisteina 14 (2,33 A) e o angulo de

ligacdo entre o cobre e 0s enxofres das cistéinas 14 e 17 (107,1°).
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Figura 3.14 — Estrutura otimizada do produto final da coordenacéo dos enxofres desprotonados

ao cobre

Nessa estrutura os enxofres apresentaram variagcfes nas cargas devido a
interacdes com atomos de hidrogénio. O enxofre de carga -0,44 a.u faz duas interacoes
de comprimento 2,32 e 2,38 A e o enxofre com carga de -0,34 a.u faz também duas
interacbes de comprimento 2,64 A e 2,40 A. O carbono que apresentou carga de -0,20A
faz uma interacio com um hidrogénio de comprimento 2,18A e o outro carbono, com
carga de 0,02A faz duas interacdes, uma com um nitrogénio com comprimento de 2,4A
e outra com hidrogénio, com comprimento de 2,17A. Nessa estrutura o cobre ficou com
carga de 0,80 a.u.

Fazendo uma comparacdo das quatro estruturas otimizadas dos produtos finais
com a estrutura experimental algumas consideracdes podem ser feitas: (i) a distancia
entre os enxofres protonados coordenados a platina é menor do que quando eles estédo
desprotonados, 0 mesmo ndo ocorrendo em relacdo a coordenacdo com o cobre, onde 0s
enxofres protonados apresentam maior distancia entre si.(ii) o comprimento de ligacao
entre 0s enxofres das cisteinas 14 e 17 e 0s metais (platina e cobre) apresentaram
valores bem semelhantes em todas as quatro estruturas otimizadas, ficando entre 2,30A
e 2,51A e portanto menores dos que os valores apresentados na estrutura experimental
analisada (2,17A e 2,18A), (iii) de uma maneira geral pode-se dizer que a estrutura
otimizada com os enxofres desprotonados coordenados ao cobre apresenta dados bem
similares aos da estrutura experimental, que apresenta também o0s enxofres
desprotonados coordenados ao cobre.

Em relacdo as cargas, de uma maneira geral, pode-se dizer que a densidade
eletrobnica de um atomo aumenta sempre que ocorre uma interacdo inter ou
intramolecular com algum atomo que seja mais eletronegativo. Da mesma maneira,

pode-se dizer que a densidade eletrdnica de um atomo diminui sempre que ocorre uma
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interacdo inter ou intra molecular com outro atomo que seja menos eletronegativo. O
quanto o valor de carga aumenta ou diminui com essas interacdes estd diretamente

relacionado também ao valor do comprimento das mesmas.

3.2.8 Estruturas otimizadas dos reagentes intermedidrios protonados e

desprotonados da primeira etapa da reacédo de substituicéo

A partir de agora serdo mostradas as estruturas otimizadas das espécies
intermediarias apresentadas nas figuras 3.4 e 3.5.

Para as estruturas abaixo foram medidos as distancias entre os dois enxofres,
encontrando o valor de 7,04 A para a estrutura protonada e de 7,01 A para a estrutura
desprotonada. Para ambas as estruturas pode-se observar que a aproximacgdo da
molécula de cisplatina a proteina ATP7A provoca um maior afastamento dos enxofres,
visto que na proteina isolada, a medida encontrada para essa distancia foi de 6,49A. Na
estrutura protonada, isto pode ser explicado por uma possivel repulséo entre os cloros e
0 enxofre da cisteina 14, pois como pode ser observado nessa estrutura, os cloros ficam
apontados na direcdo desse enxofre.Na estrutura desprotonada, esse afastamento pode

ser explicado pela formacdo de duas ligacdes intermoleculares entre o enxofre da

cisteina 17 com os hidrogénios do grupo amino.

Figura 3.15 — Estrutura otimizada do reagente intermediario:

(a) protonado RI e (b) desprotonado RI'
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Em ambos os casos, a presenca de ligacdes intermoleculares entre o enxofre da
cisteina 17 e hidrogénios do grupo amino pode explicar a maior proximidade da
molécula da cisplatina com esse enxofre. As ligacGes entre a platina e os cloros e a
platina e os nitrogénios ndo sofreram alteracdo significativa com a aproximacéo entre a

molécula da cisplatina e a ATP7A nas duas estruturas.

3.2.9 Estruturas otimizadas dos produtos intermediarios da primeira etapa da
coordenacdo da platina com a proteina ATP7A

Alguns  produtos intermedidrios foram  propostos considerando a
monocoordenacdo da platina aos enxofres das cisteinas 14 e 17 do quinto dominio da
proteina ATP7A. Para a equacao 3.1, esses produtos foram denominados de PIA e PIB e
para a equagdo 3. 2, foram denominados de PIA e PIB. Nesses produtos
intermediarios, os cloros substituidos foram mantidos perto da estrutura. Os produtos

PIA e PIB referentes a equacao 3.1, estdo representados na Figura 3.16.
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Figura 3.16 — Estrutura otimizada dos produtos intermediérios: (a) PIA e (b)PIB

Medindo-se a distancia entre os enxofres nessas estruturas, os valores obtidos
foram de 6,30 A para a estrutura PIA e 6,21 A para a estrutura PIB. O valor maior
encontrado na primeira estrutura em relacdo a segunda, pode ser explicado por uma

possivel repulsdo entre o enxofre ligado a platina, com o cloro ndo ligado, na estrutura
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PIA. O cloro que foi substituido, e agora esta fora da esfera de coordenacdo da platina,
realiza ligagOes intermoleculares com os hidrogénios em ambas as estruturas.

Os produtos PIA e PIB’ referentes & equacio 3.2, estdo representados na Figura 3.17

Figura 3.17 — Estrutura otimizada dos produtos intermediérios: (a) PIA e (b)PIB’

Medindo-se a distancia entre os enxofres nessas estruturas, os valores obtidos
foram de 6,49 A para a estrutura PIA e 7,40 A para a estrutura PIB’, valores maiores do
que os encontrados para as estruturas anteriores (6,30 A e 6,21A). Na estrutura PIA
esse valor maior pode ser explicado pela posicdo do cloro. Nessa estrutura, comparada
com a estrutura PIA, ele se posicionou em um lugar onde provocou uma repulsdao com
os dois enxofres. Na estrutura PIB, o valor foi ainda maior, pois houve a formacio de
uma ligacdo intermolecular entre o cloro substituido e um hidrogénio do grupo amino e

uma repulsdo entre o cloro que permaneceu ligado com o enxofre da cisteina 14.

3.2.10 Estruturas otimizadas dos produtos isolados da primeira etapa de

coordenacdo da platina com a proteina ATP7A

Retirando o cloro substituido das estruturas dos quatro produtos intermediarios,
apresentados anteriormente, foram obtidas quatro estruturas de produtos isolados
denominadas de PAL e PB1, para a equacdo 3.1 e PAl e PB1 para a equacéo 3.2. Os

produtos isolados PA1 e PB1 estéo representados na Figura 3.18.
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Figura 3.18 — Estrutura otimizada dos produtos isolados: (a) PA1 e (b)PB1

Nas estruturas PA1 e PB1, os valores encontrados para a distancia entre os dois
enxofres sdo respectivamente, 6,30 e 5,82 A. Ao se retirar o cloro da estruturas PIB, a
distancia entre os enxofres diminui, o que poderia ser explicado pela nova posicdo do
cloro ligado a platina, que agora, assumiu uma posicdo diferente, ndo exercendo
repuls@o ao enxofre da cisteina 14.

Os produtos isolados PAL e PB1 estdo representados na Figura 3.18.

Figura 3.19 — Representacdo das estruturas otimizadas dos produtos isolados da primeira etapa
da reacdo: (a) PA1 e (b)PB1’

Nas estruturas PA1 e PB1,0s valores encontrados para a distancia entre os dois
enxofres sdo respectivamente, 6,21 e 6,75 A. Ao se retirar o cloro ndo ligado da
estrutura PIA, originando a estrutura PA1, a repulsdo exercida do cloro ndo ligado

sobre os enxofres ndo existe mais, por isso a distancia entre eles fica menor. A retirada
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do cloro na estrutura PIB’ originando a estrutura PB1 provoca também um aumento da
distancia entre os enxofres, devido a ndo existir mais uma ligacdo intermolecular entre o

cloro substituido e um hidrogénio do grupo amino.

3.2.11 Medidas de mudancas conformacionais da proteina ATP7A

A partir da estrutura experimental mostrada na Figura 3.8, foram definidos
fatores de distancia que indicam a mudanca conformacional global da estrutura da
proteina ap6s os procedimentos de otimizacdo. Desta forma foram escolhidos trés
atomos aleatorios que correspondessem a parametros latitudinais e longitudinais da
proteina e a partir dai foram medidas as distancias de cada um desses a&tomos e 0 4tomo
de enxofre da cisteina 14, como mostrado na Figura 3.20.

Figura 3.20 — Atomos usados como parametros na definicdo de mudanca de conformagéo global. Os

atomos de oxigénio marcados, foram definidos como sendo X, Y e Z.

Depois de obtidas todas as estruturas otimizadas, foram medidas novamente
essas distancias para 0s mesmos atomos em cada uma delas e ndo houve variacdo
significativa entre esses valores, indicando n&o ter tido uma distor¢do da estrutura da

proteina quando a mesma se aproxima ou se liga a molécula da cisplatina.
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Com o objetivo de fortalecer as informac6es obtidas anteriormente, através do se
ter uma visdo geral de como a cisplatina distorce a molécula da proteina ATP7A, foram
medidos os angulos diedros das estruturas otimizadas anteriores como mostra a Figura
3.20.

Figura 3.21 — Representacdo dos angulos diedros medidos entre os enxofres das cisteinas e a cadeia

peptidica

A Tabela 3.3 apresenta os valores encontrados para os angulos diedros do sitio
ativo e a Tabela 3.4 apresenta as distancias entre os atomos de referéncia descritos na
Figura 3.19 em cada estrutura calculada neste trabalho. A estratégia de utilizar estes
parametros estruturais para definir a distorcdo global entre as estruturas e ndo uma
medida, por exemplo, de desvios minimos quadraticos, se deve ao fato de a anélise

poder ser feita para estruturas com configuracoes espaciais iniciais diferentes.
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Tabela 3.3: Medidas dos angulos diedros do sitio ativo
ANGULOS DIEDROS/(°)

Estrutura

S(cysiy)—-C-C-C S(cys;7)-C-C-C

ATP7A 67 160

RI 80 164

PIA 69 155

PIB 65 153

PIAL1 67 142

PIB1 48 152

ATP7A/Ptcom H 53 157

ATP7A/Ptsem H 71 153

ATP7A/Cu com H 63 174

ATP7A/Cu sem H 65,48 176

Banco de dados 66,41 160

Tabela 3.4 — Medidas das distancias entre o enxofre da cisteina 14 e os atomos usados como parametros

Distancia entre S(cysis) e parametros/A

Estrutura _ - -
Atomo X Atomo Y Atomo Z
ATP7A 16,9 16,83 13,38
desprotonada
RI 17,07 16,64 12,23
PIA 16,43 17,43 12,47
PIB 16,48 17,53 13,43
RI 16,96 16,65 13,57
ATP7A/CucomH 16,68 17,24 12,47
ATP7A/Cusem H 14,70 15,92 13,47
Banco de dados 15,42 14,43 13,85

As proteinas sdo moléculas flexiveis e a aproximacgdo de outra molécula pode
afetar de alguma maneira as suas conformacdes originais. Observando a Tabela 3.3,
nota-se que os valores dos angulos diedros sofrem maior oscilacdo na cisteina 17
(variacdo de 23 graus entre o maior angulo e o menor) do que na cisteina 14. Isto pode
ser explicado pelo fato que os aminoacidos ligados a cisteina 17 apresentam maior
namero de forcas intramoleculares atrativas entre seus atomos e a cadeia peptidica, em

comparagdo aos aminoacidos diretamente ligados a cisteina 14.
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Comparando os dados das estruturas calculadas, com a do banco de dados,
percebemos uma maior distorcdo no angulo S(cysis) — C — C — C calculado para o
reagente intermediario Rl muito provavelmente devido a interacdo repulsiva dos
enxofres com os atomos de cloro da cisplatina devido a orientacdo resultante destes
atomos na geometria otimizada (apresentada na Figura 3.15).

J& os pardmetros de distancia, apresentados na Tabela 3.4, indicam, que as
mudancas conformacionais da regido da proteina sdo sutis, com variacbes de no
méaximo 3A entre os valores calculados.

De uma maneira geral, pode-se dizer que a formacgdo ou quebra, bem como o
encurtamento ou alongamento de ligacGes intramoleculares sdo responsaveis pelas

pequenas diferencas entre os angulos diedros entre as estruturas.
3.3 Analise termodinamica das reacoes

A partir dos célculos de frequéncia e analise vibracional de todas as estruturas
mostradas acima, 0s parametros termodindmicos para as reacdes propostas foram
calculados;

A Tabela 3.5 mostra os parametros termodinamicos encontrados para as
equacdes 3.5, 3.6, 3.7 e 3.8, apresentadas a seguir, que representam as reacoes globais

de substituicao.

cis-Pt(NH3),Cl, + ATP7A —— [(NH3),Pt(S;H,)ATP7AI?Y  +  2Cr (3.5)

cis-Pt(NH3),Cl, + [ATP7A] 2 [(NH3),Pt(So)ATP7A] + 2CI (3.6)

ATP7A + Cu2t —— [Cu(S,H,)ATP7AR* (3.7)

[ATP7A]? + Cu®——— [Cu(S;)ATP7A] (3.8)
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Tabela 3.5 — Dados termodindmicos das reagdes globais em kcal/mol™

EQUACAO AG AH -TAS
35 306,9 307,89 -0,98
3.6 -81,34 -77,16 -4,1
3.7 5798,4 6493,6 -701,1
3.8 6196,4 6887 -696,5

Como se pode observar, trés das quatro equagdes apresentaram variagcdo de
energia livre de Gibbs positiva, indicando que, nas condicdes analisadas, elas néo
ocorreriam de maneira espontanea. Entretanto, podemos observar que o0
desbalanceamento das cargas entre reagente e produtos provoca uma superestimacao
das energias eletronica-nuclear nas espécies com carga diferente de zero. Desta forma,
resultando em valor de variacéo
entalpica, em modulo, muito grande. Apenas a equacdo 3.6, que representa a
coordenacdo da cisplatina ao quinto dominio de ligacdo da ATP7A desprotonada
apresentou variacdo de energia livre de Gibbs negativa, indicando ser espontinea. E
possivel observar que para esta equacdo quimica, ndo ha desequilibrio de cargas entre
reagentes e produtos uma vez que o modelo da proteina desprotonada tem carga 2-
assim como os dois cloretos que sdo substituidos. A superestimacdo da energia
eletronica-nuclear ocorre nos dois termos, atuando como um cancelamento de erros.

Os valores do termo entrépico (-TAS) sdo todos negativos, contribuindo para a
espontaneidade da reacdo. Observando a variagdo entrépica, hd um aumento de entropia
para todas as equacOes analisadas, provavelmente ha um equilibrio entre as mudancas
conformacionais da proteina e o nimero de espécies de produtos formados.

As interacOes inter e intramoleculares contribuem para a definicdo do caréater
endotérmico ou exotérmico de cada reacdo. As reacdes onde 0s reagentes apresentam
maior namero de interacGes intermoleculares do que os produtos, tendem a apresentar
variacdo de entalpia positiva, sendo portanto endotérmicas e as reacdes onde 0 nimero
de interacOes intermoleculares sdo maiores nos produtos, tendem a apresentar variacao
de entalpia negativa, sendo portanto exotérmicas.

Observando as estruturas envolvidas na reacdo representada pela equacdo 3.5 e
mostradas acima, o numero de intera¢cBes intramoleculares atrativas no reagente
(proteina ATP7A) é superior ao nimero de ligagdes intermoleculares no produto final.

Fato que n&o foi observado para a estruturas envolvidas na equagéo 3.6, onde o produto
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final apresenta maior nimero de interagdes intramoleculares atrativas do que o reagente
que por apresentar concentracdo de cargas negativas sobre os atomos de enxofre
indicam uma maior repulsdo. Nas duas equagOes, houve quebra das ligacdes entre
platina e cloro para formacdo de ligagOes platina-enxofre. As ligacGes entre a platina e
0s nitrogénios no produto final ficaram maiores do que na cisplatina isolada, indicando
um ligeiro enfraquecimento das mesmas. Esses fatores podem ter contribuido para que a
variacdo de entalpia fosse positiva (Banerjee e Mukherjee, 2012). A variacéo de energia
livre de Gibbs depende das contribuicdes entalpica e entropica e sendo a primeira
superior a segunda, era de se esperar que o AG apresentasse o mesmo sinal do AH.

Como se pode notar, as equacdo 3.5 apresentou valores bem superiores, quando
comparada com a equacao 3.6. Isso é explicado pelo desbalanceamento de cargas entre
0s reagentes e produtos. As equacgdes 3.8 e 3.9 apresentaram valores muito superiores
aos encontrados nas equacdes 3.5 e 3.6. O fato de haver a presenca de um ion isolado
(Cu*?) afetou bastante esses resultados, visto que os calculos foram feitos em fase gés, e
portanto, a falta de moléculas de solvente n&o estabilizou o efeito das cargas.

Para se demonstrar o quanto o desbalanceamento de cargas afeta e superestima
os valores dos parametros termodindmicos (Grimme, 2012) foram feitos célculos
tedricos de mesmo nivel usado nos anteriores para a equacdo da formacdo da agua.
Sabe-se pelos dados da literatura que a entalpia de formacdo da &gua gasosa € -57,8
kcal/mol. Fazendo o calculo tedrico para a primeira equacao , o valor encontrado foi
bem similar ao da literatura. Quando se faz 0 mesmo calculo teorico para as equacoes

ibnicas, os valores se mostram superiores, como pode ser observado a seguir:
2H2(9) + O2(g) — 2 H20(g)

AG=-66,46 kcal/mol AH= - 69,4 kcal/mol -TAS= 13,44 kcal/mol

H" + OH — H,0

AG=-421,54 kcal/mol AH= - 428,14 kcal/mol -TAS= 6,59kcal/mol

2H" + OH — H30"

AG=-588,08 kcal/mol AH=-601,45 kcal/mol -TAS= 27,80 Kcal/mol
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Como se pode observar, a ordem de grandeza dos parametros termodindmicos
das equacOes 3.8 e 3.9 sdo bem parecidos, 0 que era esperado, visto que em ambas, 0
namero de espécies idnicas é 0 mesmo.

Para as espécies intermediarias propostas para a reacdo entre o quinto dominio
da proteina ATP7A e a platina, a analise foi diferenciada para a primeira etapa da
substituicdo, contemplando se a primeira coordenacdo da platina ao MNKS5 ocorreria
pela cisteina 17 ou pela cisteina 14. Para esta observagdo foram realizados calculos dos
parametros termodindmicos para as Equagdes quimicas de 3.9 a 3.12 apresentadas a

sequir.

RI - PIA (3.9)
[RIT? - [PIAT]? (3.10)
RI — PIB (3.11)
[RIT? >[PIB]? (3.12)

Os resultados desses calculos estdo mostrados na tabela 3.6.

Tabela 3.6 — Dados termodinamicos para as reacdes envolvendo espécies intermediérias em kcal.mol *

EQUACAO AG AH -TAS
3.9 0,97 1,12 0,15
3.10 1,35 3,09 -1,74
3.11 -2,04 -4,7 2,66
3.12 1,03 0,41 0,62

Como pode ser observado pela tabela, as reacGes envolvendo as espécies
intermediarias onde as substituicdes sdo monocoordenadas, apresentaram valores mais
proximos entre si e considerando o erro de +/- 1 kcal/mol, pode-se dizer que todas elas
poderiam apresentar um comportamento tendendo a espontaneidade. Entretanto, a
primeira substituicdo pela coordenacdo com a cisteina 17 € ligeiramente mais
espontanea, comparando as equacdes 3.9 e 3.11 para as espécies com o modelo da
ATP7A protonada ou equacbes 3.10 e 3.12 para as espécies que apresentam 0S grupos
tiol desprotonadas.

Apenas a equacdo 3.11, apresentou carater termodinamico diferente, ou seja,

variacdo de entalpia e variacdo de energia livre de Gibbs negativa. A estrutura PIA
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comparada com a estrutura do reagente intermediario, RI, possui menor quantidade de
ligacGes intramoleculares, fato que pode ajudar a explicar a variagdo de entalpia positiva
encontrada para essa etapa. O contrario ocorre na estrutura PI1B, que apresenta um maior
namero de ligagdes intramoleculares quando comparada com a estrutura do reagente
intermediario.

Processos exotérmicos, que sao aqueles nos quais a variacdo de entalpia no
sistema é menor que 0 kcal/mol, tendem a ser considerados espontaneos. Mas apenas a
variacdo de entalpia de uma reacdo ndo é um dado suficiente para que se preveja a
espontaneidade da mesma com precisdo, sendo necessario também considerar como a
entropia varia durante o processo. ReacBes exotérmicas que possuem variagdo de
entropia positiva sdo geralmente espontanea. Da mesma maneira, reagdes endotérmicas
que possuem variacdo de entropia negativa sdo geralmente ndo espontaneas. A energia
livre de Gibbs (AG) é uma das funcdes mais usadas na quimica e na bioquimica em
virtude desta acompanhar a maioria dos processos reacionais, em virtude de a energia
livre ser capaz de predizer se uma reacdo é esponténea, isto é, caso a temperatura e a
pressdo sejam constantes. Processos que apresentam um valor de energia livre de Gibbs
negativo, sdo considerados espontaneos. Considerando o erro de +/- 1 kcal/mol, apenas
a equacdo 3.11 apresentou o valor da energia de Gibbs negativo, indicando ser um
processo espontaneo. Uma explicacdo possivel para esse fato é que o cloro que foi
substituido ficou em uma posicao que proporcionou a realizacao de diversas interacoes
com diferentes atomos. A preferéncia pela cisteina 17 € uma indicacdo incipiente,
entretanto poderia indicar um caminho de reversdo da ligacdo, em casos de
manifestacao de resisténcia a cisplatina.

Mais uma vez é importante ressaltar que a conformacdo de uma biomolécula,
como € o caso da proteina ATP7A, sofre diversas mudancgas em sua conformacdo com a
aproximacao de ligante, como é o caso da molécula de cisplatina. E essas mudancas
conformacionais podem alterar as posic6es de todos os &tomos interligados na estrutura
proteica, fazendo com que as interacdes intramoleculares sejam afetadas.

Com o objetivo de tentar minimizar o efeito da presenca de espécies idnicas e
tratd-las de forma mais realistica, visto que em um meio aquoso, como um sistema
biologico complexo, onde ocorre a reagdo, um ion ndo existe isolado, mas sim
coordenado a moléculas de agua, foi feito um novo calculo dos parametros
termodinamicos da reagcdo envolvendo o cobre e a proteina ATP7A. O ion cobre

isolado, presente nas reacOes anteriores foi substituido por um complexo tetraédrico
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formado pela coordenacdo de quatro moléculas de agua com o cobre, entretanto ainda

mantendo a carga geral diferente de zero, como mostra a figura 3.22.

RS

Figura 3.22 — Estrutura otimizada do complexo tetraédrico

Esta especiacdo do cobre com moléculas de &gua ja estd fundamentada em
modelos ja estudados na literatura (De Almeida, Rinkevicius et al., 2007) e
abundantemente presentes no ambiente bioldgico no qual a reagdo se processa. Assim
foi testado como reagente o tetraaquocobre (Il), tendo toda a estrutura no nivel da
camada alta: PBE1PBE/6-31g(d,p) e ECP para o cobre lanl2dz. Novamente, para as
moléculas de agua, foi utilizado o mesmo nivel de calculo da camada alta: PBE1PBE/6-
31g(d,p). Utilizando estas novas estruturas, duas novas equacfes quimicas foram
propostas. A equacdo 3.13, onde ha a reacdo deste complexo com a proteina ATP7A
mantendo os enxofres das cisteinas 14 e 17 protonados e a equacdo 3.14, onde ha a
reacdo deste mesmo complexo com a proteina ATP7A com 0s mesmos enxofres

desprotonados. Estas reacdes estdo representadas pelas equactes 3.13 e 3.14, mostradas

a seguir.
ATPTA + [Cu(H,0)4 % 5 [Cu(S;H,(H,0),)ATP7A* +2H,0  (3.13)
[ATPTA]? + [Cu(H,0),P 5 [Cu(Sy(Hy0))ATP7A] + 2H,0 (k)

As estruturas otimizadas dos produtos finais das equacfes 3.13 e 3.14 estdo

mostradas na Figura 3.23.
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Figura 3.23 — Estrutura otimizada dos produtos finais: (a) da equacdo 3.13 (b) da equacéo 3.14

Para ambas as estruturas foram medidos as distancias entre os dois enxofres, o
comprimento de ligacdo entre o cobre e o enxofre da cisteina 17,0 comprimento de
ligacdo entre o cobre e o enxofre da cisteina 14 e o angulo de ligagéo entre o cobre e 0s
enxofres das cistéinas 14 e 17.

Os valores encontrados para a estrutura da equacdo 3.13 foram respectivamente:
568 A 356 A 342 A e 108,8°. Para a estrutura da equacdo 3.14 os valores
encontrados foram: 4,04 A 2,18 A, 2,27 A e 130,4% Estes Gltimos valores se
assemelham bastante com os valores da estrutura retirada do PDB e representada na
Figura 3.8, que sdo : 3,59 A, 2,18 A, 2,17 A e 111°.

Os célculos com o ion cobre hidratado forneceram resultados novamente
contestaveis devido aos altos valores de variacao de energia livre de Gibbs: AG= 9345,2
e AG=9854,3 kcal/mol respectivamente para as equacoes 3.13 e 3.14. Mesmo alterando
a forma de apresentar o ion cobre no reagente, a falta de balanco entre as cargas
presentes nos reagentes e ausentes nos produtos faz com que a energia dos primeiros
sejam superestimadas e este efeito é aumentado quando se aumenta o numero de
elétrons do sistema com carga diferente de zero. O ideal, seria modificar a especiacdo
do ion metélico por meio de um reagente neutro, mas que fosse possivel em um
ambiente biologico. Esta alternativa ndo pode ser analisada dentro da relacdo
escopo/tempo desta dissertacao.

Além desta questdo, inerente ao calculo de estruturas eletrdnicas com carga, no
trabalho de elucidacdo da estrutura do MNKS5 coordenado ao cobre, (Banci, Bertini,
Ciofi-Baffoni et al., 2005) especula-se que o transporte destes ions metalicos poderia se

dar por meio de uma ligacdo em ponte, na qual o cobre se coordenaria por uma ou duas
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cisteina de cada unidade de proteina. Se 0 mecanismo se transporte se der desta forma,
nossa analise estaria contemplando apenas a formagdo de um intermediério de primeira
etapa.

Os dados termodindmicos permitem prever o sentido de uma reagdo quimica e
consequentemente a espontaneidade da mesma. O fato de uma reacdo quimica ser
espontanea, ndo significa que ela ocorra a uma velocidade observavel, sendo necessario
aliar aos dados termodinamicos, os dados cinéticos das reacdes, que sdo obtidos por
meio dos estados de transicdo e seus respectivos célculos de IRC. Novamente, devido
ao volume de calculos realizados para contemplar as diferencas estruturais entre as
espécies envolvidas na termodinamica das reacdes estudadas, ndo foi possivel convergir

nenhuma estrutura de estado de transicao, apesar das inimeras tentativas realizadas.



CAPITULO 4

4.0 CONSIDERACOES FINAIS

Por se tratar de um sistema muito complexo e levando em conta a capacidade
computacional disponivel no laboratério de quimica computacional da Universidade
Federal de Itajuba, todos os calculos foram realizados em fase gas, ndo se incluindo a
presenca do solvente. Entdo apenas uma parte do problema foi modelada.

Todas as estruturas otimizadas apresentaram medicdes bastante semelhantes com
a estrutura experimental retirada no banco de dados. Ao se realizar os calculos
termodinamicos da reacdo global entre os enxofres das cisteinas, cysi4 € cys;7 do quinto
dominio de ligacdo a metais da proteina ATP7A com a platina, da cisplatina, os valores
de variacdo de entalpia indicaram reacdes endotérmicas, o que foi justificado pelo
maior nimero de ligacdes intramoleculares nos reagentes e nos produtos.

Um outro fato observado foi que algumas das interagfes intramoleculares
encontradas nos reagentes permaneceram nos produtos, mas se alongaram,
caracterizando um enfraquecimento das mesmas. Os valores de energia livre de Gibbs
para as reacdes globais apresentaram valores positivos, indicando processos ndo
espontaneos.

Os comprimentos de ligacdo, a distancia entre atomos , os angulos normais e
diedros medidos para todas as estruturas otimizadas apresentaram valores bem proximos
aos valores medidos na estrutura retirada do banco de dados, onde os enxofres se
encontram coordenados ao cobre, mostrando que as estruturas obtidas pelos célculos de
frequéncia e otimizacao estdo corretas.

Ja foi comprovado através de varios estudos experimentais e tedricos, citados
anteriormente, que os dominios de ligacdo a metais da proteina ATP7A se ligam a ions
de cobre, fazendo a sua homeostase no organismo, ou seja, € uma reacao que ocorre
com certeza no meio bioldgico.Os parametros termodinamicos da reacdo global entre
0s enxofres das cisteinas cysi4 € cysi7 do quinto dominio da proteina ATP7A com o
cobre também foram calculados e também apresentaram o mesmo comportamento para

a variacdo de entalpia e para a energia livre de Gibbs.
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Comprimentos de ligacdo, distancia entre os &tomos, medidas de &ngulos
normais e diedros foram medidos também para as estruturas obtidas atraves dos calculos
de frequéncia e analise vibracional e mais uma vez os resultados se assemelharam muito
com os valores da estrutura retirada do banco de dados.

A reacdo entre a proteina e a cisplatina ocorre em um meio bioldgico, rico em
solventes. A ndo inclusdo dos mesmos nos célculos pode ter provocado resultados que
ndo retratam a realidade e por isso os valores da energia de Gibbs podem ter
apresentado resultados positivos, indicando que as rea¢fes ndo tem tendéncia a ocorrer.

Outros fatos relevantes séo: (i) existem estudos que comprovaram que a platina é
muito sensivel ao efeito do solvente (Da Silva, Costa et al., 2008); (ii) o resultado das
interacbes hidrofobicas entre os aminoacidos que constituem uma proteina sdo
responsaveis pela sua estrutura terciaria, estrutura esta, que geralmente coincide com a
estrutura nativa de uma proteina, que € a estrutura que confere a ela uma funcéo
biologica especifica. Estes fatos reforcam a importancia de se realizar calculos incluindo
o efeito solvente, 0 que néo foi possivel, devido a limitacbes computacionais e de tempo
de execucdo desta dissertacéo.

Foi observado que a presenca de espécies ibnicas nas reagdes provocou a
superestimacao dos valores termodinamicos encontrados. Para demonstrar 0 quanto essa
presenca de espécies carregadas realmente influencia os valores dos parametros
termodinamicos, foram realizados célculos com a reacdo de formacdo da agua, de trés
maneiras diferentes e mais uma vez se observou que quanto maior o nUmero de espécies
idnicas, maiores os valores encontrados.

A especiacdo quimica permite tratar espécies quimicas, como ions isolados, de
maneira mais realistica. Os célculos envolvendo o ion cobre Il foram refeitos, utilizando
um complexo tetraédrico onde o cobre se coordena a quatro moléculas de &gua, essa
alternativa entretanto, ndo foi bem sucedida na intencdo de equilibrio de cargas.
Estratégias computacionais estdo sendo estudadas para serem aplicadas de tal maneira
gue minimizem esses efeitos em estudos futuros assim como novas tentativas de se

encontrar os estados de transicdo para avaliar a cinética destas substituicdes.
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