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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa caracterizada pela perda
progressiva da capacidade cognitiva, afetando a memdria, a linguagem, o raciocinio logico e
outras capacidades associadas ao cérebro. Do ponto de vista molecular sdo observados no
cérebro depdsitos de placas senis extracelulares formados pelo peptideo beta amiloide (Ab) e
emaranhados neurofibrilares intracelulares formados pela proteina tau. Além da Ab, séo
observadas altas concentracGes dos metais ferro, cobre e zinco nas placas senis. A hipotese
metalica se baseia no papel desses metais no aumento significativo da precipitacdo e agregacao
do peptideo Ab in vitro, além do papel redox dos ions de ferro e cobre na formacéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO). Uma forma de reduzir a concentra¢do desses metais pode ser feita
com compostos atenuantes da interacdo metal-proteina (do inglés MPAC). Esse grupo de
compostos seria capaz de atingir o sitio metalico nas proteinas/peptideos e, ao se coordenarem,
deslocariam o metal para outras regides do cérebro reestabelecendo a homeostase. O INHHQ
(8-hidroxiquinol-2-carboxaldeido isonicotinoil-hidrazona) foi primeiramente descrito por
Hauser-Davis et al. (2015) como potencial candidato a MPAC com base em sua capacidade de
competir pelos ions zinco(ll) e cobre(ll) frente ao peptideo Ab. O INHHQ também foi testado
frente & proteina a-sinucleina, envolvida na doenca de Parkinson, se mostrando bastante efetivo
na remocao dos ions cobre(l) e cobre(ll), o que despertou maior interesse em estudar melhor
sua funcdo como MPAC. Nesse contexto, o presente trabalho buscou propor um mecanismo de
acdo do INHHQ como MPAC capturando o ion zinco(ll) na estrutura do peptideo Ab. Foram
realizados calculos quanticos com dois modelos miméticos para obtencdo das energias
envolvidas no mecanismo proposto, além de célculos de dindmica molecular do peptideo em
diferentes etapas do mecanismo. O INHHQ apresentou estrutura bastante flexivel nas
simulacdes de dindmica, dando indicativos da sua capacidade de ancoragem na estrutura do
peptideo. A formagdo do complexo [Zn(INHHQ)(H20).]** também foi estudada, sendo
bastante espontanea com energia de formagdo AG = -14,335 kcal mol™? considerando o ion
zinco(ll) livre. As interacdes hidrofobicas e n-stacking se mostraram dominantes na interagao
entre INHHQ e o peptideo, havendo formacédo de poucas ligagcdes de hidrogénio entre essas
espécies. Da proposta de mecanismo, a formacdo do aduto se mostrou a etapa
termodinamicamente menos favoravel, chegando a atingir valores de AG = +23,87 kcal mol™*
para um dos modelos utilizados. Nesse mesmo modelo a reacdo global teve AG = +11,73 kcal

mol~, um valor bastante interessante e possivel de ser observado em meio bioldgico.

Palavras-chave: INHHQ. MPAC. Zinco. Doenca de Alzheimer. Dindmica Molecular.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by progressive loss of
cognitive abilities affecting memory, language, logical thinking and other capacities related to
the brain. On the molecular view, it is observed large deposits of extracellular senile plaques
formed by amyloid beta peptide (Ab) and intracellular neurofibrillary tangles formed by tau
protein. The metals iron, zinc and copper are also found in high concentrations in the plaques.
The metallic hypothesis is based on the role of these metals, which enhance Ab precipitation in
in vitro experiments and on the redox activity of iron and copper, which can form reactive
oxygen species (ROS). The metal-protein attenuating compounds (MPAC) emerged as a class
of compounds able to reduce metal concentration, where they could act reaching the metallic
site in the peptide and redistribute the metals after coordination through the brain, reestablishing
the metallic homeostasis. Hauser-Davis et al. (2015) firstly described the ligand INHHQ
(isonicotinoyl hydrazone of 8-hydroxyquinoline-2-carboxaldehyde) as a potential MPAC
candidate, as it showed great ability to bind to zinc(11) and copper(11) compared to Ab. INHHQ
was also tested with a-synuclein, a protein associated with Parkinson’s disease, and showed
great results removing copper(l) and copper(ll) ions from the protein structure. These results
contribute to increase the interest in a better description of its function as a MPAC. The present
work aimed to propose and evaluate a mechanism of action of INHHQ as an MPAC for zinc
coordinated to Ab. Two mimetic models were created for the quantum calculations (QM) to
obtain the energies involved in each step of the mechanism. Molecular dynamics simulations
were also used and the whole peptide was simulated in different steps of the mechanism. The
INHHQ structure is very flexible on the dynamics simulation, what indicates its ability to dock
on the Ab structure. The formation of the zinc complex [Zn(INHHQ)(H20).]** was also studied
and its free energy of formation showed a very spontaneous reaction with AG = -14,335 kcal
mol. The simulations with INHHQ and the peptide clearly point towards weak interactions
between the species, which maintain both interacting through hydrophobic and =-stacking
interactions. Only few hydrogen bonds were formed between the ligand and Ab. For both QM
models the adduct formation is the thermodynamically less favorable step with AG = +23,87
kcal mol™ obtained for one of the models. This same model showed a global energy of AG =

+11,73 kcal mol™?, what makes it a feasible process to occur in the biological environment.

Keywords: INHHQ. MPAC. Zinc. Alzheimer’s disease. Molecular Dynamics.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEMENCIA E A DOENCA DE ALZHEIMER

Deméncia ndo é especificamente uma doenca, mas uma classificagdo que envolve um
conjunto de sintomas em que ha comprometimento cognitivo prejudicando a qualidade de vida
do individuo. Alguns dos sintomas mais comuns associados a deméncia envolvem
comprometimento da memoria, dificuldades de comunicacdo e linguagem, da habilidade de
manter o foco, de realizar julgamento racionalmente e na percepgéo visual-espacial. A doenca
de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa classificada como um tipo de deméncia,
sendo responsavel por cerca de 50-75% dos casos de deméncia. Com a evolucdo da doenca
ocorre morte dos neurbnios e atrofia do cérebro, sendo a DA uma doenca progressiva,
irreversivel e ainda sem cura (INSTITUTO ALZHEIMER BRASIL, 2019; ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2019).

Historicamente a doenca de Alzheimer foi inicialmente observada pelo psiquiatra Alois
Alzheimer em 1906, na cidade de Tlbingen, Alemanha (VIEGAS et al., 2011). Sua descri¢édo
da doenca surge com o acompanhamento da paciente Auguste Deter, que apresentava déficit de
memodria, alteracfes comportamentais e incapacidade em realizar atividades basicas. Apos seu
falecimento, Alzheimer examinou o cérebro de Auguste com microscopio, descrevendo a
presenca de aglomerados extracelulares chamados de placas senis e intracelulares chamados
emaranhados neurofibrilares. Ambos aglomerados se tornaram caracteristicas principais de
portadores da DA e sdo formados principalmente por proteinas (VIEGAS et al., 2011; FALCO
et al., 2015; BONDI; EDMONDS; SALMON, 2017). As placas senis sdo constituidas pelo
peptideo beta amiloide (Ab) enquanto os emaranhados neurofibrilares pela proteina tau. O
acumulo dessas proteinas € um processo longo que leva anos até que os danos aos neurdnios e

0s sintomas da doenca sejam notados.

A DA é uma doenga complexa em que varios mecanismos foram descritos como
envolvidos na sua manifestagdo. Alguns deles sdo fatores genéticos, epigenéticos, metabdlicos,
reacOes inflamatorias, estresse oxidativo, envolvimento de proteinas plasmaticas e cerebrais,
fatores ambientais dentre outros (ALZHEIMER’S DISEASE INTERNATIONAL, 2019).
Apesar dos agravantes citados, a idade continua sendo o fator determinante no desenvolvimento

da doenga.

Em seu estagio inicial, € observado um leve comprometimento cognitivo do individuo,

como problemas de memoria, de concentragéo, de julgamento e na realizacao de calculos. Com
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0 avanco da doenca, os sintomas ficam bem evidentes e o portador apresenta problemas de
reconhecimento de familiares, incapacidade de aprendizado, dificuldades de se vestir,
alucinacoes, delirio e mesmo comportamento impulsivo. No estagio mais avangado, o portador
se torna totalmente dependente de cuidadores, sua comunica¢do se resume a gemidos e
grunhidos e ocorre um aumento da sonoléncia (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2019). A
Figura 1 mostra de modo simplificado o espalhamento da doenca pelo cérebro e a atrofia
cortical causada pela morte dos neurbnios no estagio avancado da DA. Ao atingir o estagio
mais severo da doenca, o portador se torna vulneravel a infecg¢Ges, principalmente a pneumonia
(ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2019).

Como ja mencionado, a DA é uma doenca irreversivel, ndo havendo atualmente uma cura,
mas somente tratamentos que procuram minimizar os sintomas da doenca e melhorar a
qualidade de vida do portador (INSTITUTO ALZHEIMER BRASIL, 2019; ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2019). Somente nos Estados Unidos o numero de pessoas com DA chega a
5,8 milhdes (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2019), com uma estimativa de que em 2050
esse numero ultrapasse 16 milhdes. Em relacéo ao Brasil, a estimativa em 2015 estava em torno
de 1 milhdo de casos, sendo o valor real subestimado por falta de dados mais precisos (FALCO
et al., 2015). Segundo o relatério mundial do Alzheimer de 2018 publicado pela Alzheimer’s
Disease International — “World Alzheimer Report 2018: The state of the art of dementia
research: New frontiers” (ALZHEIMER’S DISEASE INTERNATIONAL, 2019) -
estimavam-se cerca de 50 milhGes de pessoas com deméncia no mundo, dos quais dois tercos

ou mais sdo portadores de DA.

Na época do relatorio, o custo envolvido nos cuidados relacionados & deméncia estava
em torno 1 trilhdo de dodlares. Nao otimista, o relatério reporta também a perspectiva de
crescimento do numero de portadores de deméncia para os proximos 30 anos, atingindo mais
de 150 milhdes de pessoas em todo o mundo. Esses numeros sdo reflexo do aumento da
expectativa de vida da populacdo, que gradualmente atinge a faixa etaria mais suscetivel ao
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas. Apesar dos indicativos de crescimento no
namero de pessoas com DA, algumas associagdes e agentes tém trabalhado dando suporte aos
portadores da doenga, aos familiares e pesquisadores ao redor do mundo. A citar, no exterior:
Alzheimer’s Association e Alzheimer’s Disease International, e no Brasil: Associagdo

Brasileira de Alzheimer (ABRAZ) e Instituto Alzheimer Brasil (IAB).
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Figura 1 — Com o avango da DA ocorre morte neuronal e consequente atrofia do cérebro
(esquerda). O inicio da doenga ocorre na regido do hipocampo (direita), se espalhando por

todo o cérebro no estagio avancado.

Cérebro saudavel Estagio avangado e )

3&“@*’ - Estagio inicial

Estagio moderado

Estagio avancado

Hipocampo

Fonte: Adaptado de Brain Facts Book e Alzheimer’s Association

1.2 PATOLOGIA DA DOENCA DE ALZHEIMER

Chiti e Dobson (2006) descrevem como uma classe de doencas aquelas em que ocorre
conversdo de peptideos especificos ou mesmo proteinas de sua forma funcional sollvel a
agregados fibrilares bastante ordenados. Essas doencas fazem parte do que eles chamam de
‘doengas de proteinas desenoveladas’ (do inglés protein misfolding diseases), em que 0s
peptideos ou proteinas falham em manter sua estrutura nativa funcional. Dentro dessa classe de
doencas, podem ser citadas a DA, a doenga de Parkinson (DP), a esclerose amiotrofica lateral,
dentre outras que sdo apresentadas na Tabela 1. E observado uma correlacio entre o grau de
deficiéncia cognitiva na DA e a quantidade de peptideo beta amiloide de pequena massa (do
inglés low-molecular-weight), incluindo pequenos oligdmeros. Um dos pontos defendidos
pelos autores estaria na alta proporcdo de residuos expostos na superficie de pequenos
agregados em relacdo a agregados maiores, 0 que seria responsavel por sua maior reatividade,
logo maior toxicidade (CHITI; DOBSON, 2006).

Na doenca de Alzheimer também é observado um aumento do desequilibrio homeostatico
dos metais zinco, ferro e cobre, o que prejudica o funcionamento adequado do cérebro podendo
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afetar o funcionamento de proteinas, seu enovelamento adequado e propiciar a formacéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) no caso dos metais ferro e cobre. A perda da capacidade
de regulacdo desses ions esta relacionada ao envelhecimento natural, mas se apresenta de forma
agravada nos portadores da DA (MIGLIORINI et al., 2012). Essa desregulacéo acentuada ainda
ndo foi estabelecida como se causada pela doenca ou se responsavel por agravar os sintomas da
doenca. De qualquer forma, ainda o papel desses ions é relevante no que diz respeito & doenca.

Tabela 1 — Doencas de proteinas desenoveladas associadas a formacao de depdsitos amiloide

extra ou intracelular.

. . NUm. de Estrutura nativa da
Doenga Proteina ou peptideo P P p
residuos proteina ou peptideo
Doenca de Alzheimer Peptideo beta amiloide 40 0u 42 Nativamente

desenovelada

Nativamente

Proteina prion ou seus 253 desenovelada (1-120) e

Encefalopatia espongiforme

fragmentos a-hélice (121-230)
. . . Nativamente
Doenca de Parkinson a-sinucleina 140 desenovelada
Deméncia com corpos de sinucleina 140 Nativamente
Lewi o-sinuctet desenovelada
Esclerose Amiotrofica Superéxido dismutase 1 153 Toda-beta, Ig like
Lateral
Doenca de Huntington Huntingtin com expanséo polyQ 3144 Amplamente

desenovelada

Fonte: Adaptado de Chiti e Dobson (2006).

Do ponto de vista molecular, algumas hipéteses foram estabelecidas procurando entender
a origem da DA, tendo sido modificadas ao longo do tempo a medida que novas descobertas
foram (e estdo sendo) feitas. A primeira hipdtese postulada foi chamada hipétese colinérgica,
enunciada no inicio dos anos 80 (FALCO et al., 2015). A funcéo colinérgica é conhecida pela
sua importancia na formagéo de novas memorias e no aprendizado, havendo papel importante
do neurotransmissor acetilcolina (ACh). Uma medida tomada para promover a maior
disponibilidade da acetilcolina € utilizar os inibidores da acetilcolinesterase (AChE), enzima
responsavel por metabolizar a ACh. Uma vez que a AchE € inibida, a maior disponibilidade de
seu substrato no cérebro permite maior ativacdo dos neurbnios e promove relativo ganho de
cognicdo. Nos Estados Unidos a Food and Drug Administration (FDA) ja autoriza o uso de
alguns medicamentos que atuam como inibidores da AChE como Donezepil, Rivastagmina e
Galantamina (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2019). Apesar do uso dos inibidores, o
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tratamento € focado nos sintomas (cognitivos), ndo tendo sido observado retrocesso ou

estagnacdo da doenca.

Como ja mencionado, uma das principais caracteristicas da DA é a presenca de agregados
extracelulares formados pelo peptideo beta amiloide (Ab). Mesmo a Ab sendo encontrado em
pacientes saudaveis e na corrente sanguinea, sua producdo tem um papel central no
desenvolvimento e agravamento da DA. Com origem nos anos 90 a hipdtese amiloide ou
hipdtese da cascata amiloide foi postulada, em que a Ab e/ou os produtos do metabolismo da
proteina precursora amiloide (APP) seriam neurotoxicos e poderiam levar a morte celular
(FALCO et al., 2015). A APP ¢é uma proteina transmembrana com o segmento N-terminal
extracelular, um fragmento intramembrana e a regido C-terminal intracelular. Essa proteina
pode ser metabolizada por duas vias antagonicas, a principal delas via a-secretase e outra pela
B-secretase (Figura 2) (CHASSEIGNEAUX; ALLINQUANT, 2011). O caminho via a-
secretase € seguido de clivagem pela y-secretase liberando os fragmentos sAPPa, AICD e P3,
ndo citotoxicos. A rota antagbnica via B-secretase leva a formacdo dos fragmentos sAPPp,

AICD e da Ab, a principal constituinte das placas senis.

Figura 2 — Representacédo das vias metabolicas da proteina APP. o, 3 e y representam as

enzimas que metabolizam a APP.
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Ab - D;AEFR;HDSGY |,EVHHQsKLVFF ,,AEDVG,sSNKGA;([IGLM;5VGGVV 4 IA

Fonte: Adaptado de Chen et al. (2017).



21

A Ab é produzida principalmente nas formas com 40 e 42 residuos de amino&cido (Abao
e Absz), sendo Abag a mais abundante e mais soltvel. Além disso, a Aba, € encontrada em maior
concentracdo nas placas senis, sendo considerada mais citotoxica (FALCO etal., 2015). A partir
da producéo da Ab, a formacdo das fibras é conhecida por ocorrer em trés etapas: (i) nucleacédo
ou lag-phase, (ii) crescimento e (iii) maturacdo ou saturagdo (Figura 3). Durante a etapa (i),
pequenos agregados oligoméricos ndo estruturados sdo formados. Sua estrutura desordenada
mantém os peptideos em equilibrio com a forma monomérica soltvel. Com a formacdo de
agregados maiores, ocorre a mudanca conformacional e os oligdmeros comecam a apresentar
estrutura secundaria de folhas beta. Na etapa (ii) ocorre rapido crescimento (exponencial) das
proto-fibras com estrutura ordenada, em que mondmeros e oligbmeros vdo se acoplando
continuamente promovendo seu crescimento. Na fase (iii), etapa final de maturacédo, as fibras
sdo formadas e se combinam formando as placas amiloides, observadas nos portadores da
doenca de Alzheimer. Diferentes artigos de revisdo descrevem de forma esquemaética a
formacéo das fibras amiloides. A citar alguns trabalhos: Hamley (2012), Alies, Hureau e Faller
(2013), Falco et al. (2015), Lee et al. (2017), Ke et al. (2017), Rajasekhar e Govindaraju (2018)
e llie e Caflisch (2019).

Figura 3 — Representacdo esquematica das fases de agregacdo da Ab.

4 Lag-phase Crescimento

- Crescimento das fibras
- Fragmentagdo

- Nucleagao secundaria
- Extensao das fibras

- Monomeros livres
- Agregados amorfos
- Oligémeros

- Nucleagio inicial

Saturagio

- Fibra madura

Estado de agregacio

v

Tempo

Fonte: Adaptado de Ilie e Caflisch (2019).
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Com o0 avango dos estudos sobre a beta amiloide acompanhada de nenhum sucesso no
tratamento da DA ao longo das ultimas décadas, alguns autores tém questionado seu papel no
desenvolvimento da doenca. Doig et al. (2017) apresentam 16 possiveis motivos de as pesquisas
acerca do papel da Ab estarem falhando na formulacdo de um farmaco em potencial para o
tratamento da DA. A reprodutibilidade de experimentos biofisicos in vitro, o caréter
heterogéneo dos agregados néo fibrilares (dependentes do modo de seeding para sua formagéo)
e 0 envolvimento de outras proteinas na DA além da Ab, sdo alguns dos processos que precisam
ser considerados nos estudos. Segundo 0s autores, ensaios clinicos deveriam focar
principalmente na combinagéo de compostos que atuem em diferentes alvos buscando um efeito
sinérgico, mais do que nos compostos individualmente. Kametani e Hasegawa (2018) também
argumentam sobre o papel da proteina tau, ndo a Ab, como responsavel pelo desenvolvimento

e progressao da DA.

Apesar da discussao acerca do tema, ainda ndo € conhecida a origem da DA, e discutir a
predominancia da hipotese amiloide seria 0 mais adequado (MARCO-CONTELLES, 2019).
Mesmo com alguns resultados controversos e que poderiam ser usados como provas da falha
da hipotese amiloide, o papel da Ab é central na DA e precisa ser verificada com maior rigor
(RAJASEKHAR; GOVINDARAJU, 2018; FISH et al., 2019).

Uma outra hipétese que surge relacionada a Ab é a chamada hipdtese metélica. Essa nova
hipotese € sustentada pela presenca de altas concentracdes dos ions Fe, Zn e Cu encontradas
nas placas amiloides e o pela desregulacdo homeostatica desses ions agravada nos portadores
da DA (RAJASEKHAR; GOVINDARAJU, 2018). A literatura descreve as concentracdes de
Zn entre 150 e 200 uM na regido do neocortex, Cu entre 60-110 uM na massa cinzenta e Fe
sendo encontrado no cérebro em concentragcdes uma ou duas ordens de grandeza maiores que
no sangue (STRODEL; COSKUNER-WEBER, 2019). Em cerebros post-mortem de portadores
da DA foram encontradas elevadas concentra¢fes desses metais no nlcleo e periferia das placas
amiloides (~400 uM de Cu, ~950 uM de Fe e 1.100 uM de Zn) (MOT et al., 2011; RANA;
SHARMA, 2019). Na Tabela 2 s&o apresentados dados qualitativos de concentracdo relativa
em diferentes partes do cérebro para esses metais. Zinco e cobre sdo conhecidos por acelerarem
0 processo de agregacdo da Ab se ligando na regido hidrofilica Abi-16 principalmente aos
aminoéacidos carregados Asp, Glu e a His (WINEMAN-FISHER; BLOCH; MILLER, 2016;
RANA; SHARMA, 2019). J& o cobre e ferro sdo espécies redox ativas e, como ja mencionado,

podem promover a formagéo de EROs (H20> e HO") via reagdes de Fenton. A produgdo desses
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radicais € danosa ao organismo, além de disparar sinais neuroinflamatérios, causando danos

neuronais.

Um aspecto interessante dos dados referentes a coordenacéo desses ions a Ab esta no
envolvimento predominante de pelo menos duas das histidinas His6, His13 e His14 presentes
na estrutura do peptideo (MIGLIORINI et al., 2012; WINEMAN-FISHER; BLOCH; MILLER,
2016). O segmento 11EVHH314 parece ter papel importante na retengéo do zinco na estrutura do
peptideo, uma vez que apresenta trés grupos quelantes possiveis de se coordenar aos metais
(ZIRAH et al., 2005; ISTRATE et al.,, 2016). Além disso, € observado que ratos néo
desenvolvem a DA, sendo que o peptideo difere somente em trés aminoacidos em relacdo ao
Abs> humano: R5G, Y10F e H13R. Uma vez que o segmento 11EVRH14 em ratos sé possui
dois grupos quelantes, a formacao de espécies oligoméricas de Ab citotoxicas seria reduzida
(ISTRATE et al., 2012).

Visto que a caracterizacdo do sitio de coordenacdo dos metais na Ab pode facilitar o
entendimento do seu papel, muitos estudos computacionais tém sido realizados buscando
determinar os modos de coordenacdo mais provaveis do zinco, cobre e ferro, assim como seu
efeito na estrutura do peptideo (LI et al., 2007; MARINO et al., 2010; ALI-TORRES et al.,
2011; ALI-TORRES et al., 2014; SHI; KANG; LEE, 2014; COSKUNER, 2016).

Tabela 2 — Niveis de concentracéo relativa de metais Cu, Zn e Fe em portadores de DA vs.
néo portadores de mesma idade (| concentragdes menores, T concentragdes maiores, ~

concentragdes parecidas, - ndo determinado).

Parte do encéfalo Cu Zn Fe
Hipocampo ! 1 1
Amidala ! 0 1
Putadmen 1 1 -
Placas senis 1 0 ~
Cortex geral ~ 0 ~
Liquido cefalorraquidiano ) 1 ~
Sangue ~ ~ 1
Cabelo ~ ~ ~

Fonte: Adaptado de Kepp (2017).

1.3 ATENUANTES DA INTERACAO METAL PROTEINA (MPACS)

Uma forma de mitigar o efeito deletério atribuido aos metais envolve reduzir sua

concentracdo e reestabelecer a homeostase. Empregar moléculas com carater quelante e que
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possuam alta afinidade por esses ions é uma das medidas envolvidas no que é chamado terapia
quelante. Entretanto, a simples captura desses ions pode ndo ser a alternativa mais eficiente,
visto que se tratam de metais fundamentais para o funcionamento adequado do organismo. Uma
melhor alternativa envolve capturar e redistribuir os metais, facilitando a restauracdo da
homeostase. SAVELIEFF et al., 2018 citam Ashley I. Bush como primeiro autor a indicar o
papel do ion Zn(ll) na agregacdo da Ab. Além disso, A. I. Bush chama a atencdo para uma nova
classe de compostos chamados atenuantes da interacdo metal-proteina (do inglés Metal-Protein
Attenuating Compounds, MPACs) (RITCHIE; BUSH; MASTERS, 2004). Esses compostos
teriam como funcédo capturar e redistribuir ions de modo a reestabelecer sua homeostase no

meio bioldgico.

Como mencionado, a coordenacdo do MPAC ao metal deve ser seletiva, de modo que
reduza as interacdes anormais entre metal-proteina, fracamente ligados, mas ndo afete o
funcionamento de enzimas e outras proteinas fundamentais. Para isso, a constante de formacao
Metal-MPAC deve ser intermediaria, de modo que o ligante ndo permanecera coordenado ao
metal. Sua funcdo é reestabelecer o equilibrio nas regides afetadas pelo excesso dos ions
metalicos, fazendo seu transporte para regifes de baixa concentracdo, restaurando entdo a
homeostase. Dentro dessa classe, o primeiro composto estudado como potencial MPAC para o
tratamento da DA foi um derivado quinolinico chamado clioquinol (HCQ) (Figura 4).

O HCQ foi primeiramente produzido em 1934 e comercializado como amebicida
intestinal, porém por volta dos anos 70 ele foi retirado de circulacdo por ter sido correlacionado
com casos da sindrome de SMON (do inglés subacut myelo-optic neuropathy) ocorridos no
Japdo, causando cegueira e uma paralisia debilitante. Sua capacidade de formar complexos
quelantes com zinco e cobre despertou o interesse de pesquisadores em seu uso como MPAC
no tratamento da DA, doenca de Parkinson e doenca de Huntington. Em testes com ratos
transgénicos com sintomas de DA e altos niveis de acimulo de Ab, o tratamento oral com HCQ
promoveu reducdo em quase 50% dos depositos do peptideo e resultou em melhora dos
sintomas da doenca. Um dos motivos para seu funcionamento é sua capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica (barreira que protege o sistema nervoso central) e atingir as regides
afetadas pelo acumulo de proteinas (BAREGGI; CORNELLI, 2010; MOT et al., 2011).

Apesar dos resultados, 0 HCQ néo chegou a passar da fase 2 de testes clinicos, por ndo
demonstrar melhora cognitiva estatisticamente significativa. Um possivel teste clinico em fase
3 para 0 HCQ foi abandonado (SAMPSON; JENAGARATNAM; MCSHANE, 2014). Uma
segunda geragdo do HCQ foi elaborada com PBT2 (Figura 4), que apresentou maior afinidade
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pelos ions zinco(ll) e cobre(ll) em relagdo ao seu antecessor e promoveu reducdo da formacéo
de placas. O PBT2 parece ser seguro e bem tolerado em portadores de DA em estagio inicial,
sendo necessario novos testes clinicos para verificacdo de melhora cognitiva (SAMPSON;
JENAGARATNAM; MCSHANE, 2014).

Figura 4. Alguns compostos derivados da 8-hidroxiquinolina, com excegéo da Deferiprona e

do HPICH.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

1.4 DERIVADOS DO HQ E INHHQ

Dentro do grupo de derivados da HQ, Gomes et al. (2014) apresentaram trés derivados
quinolinicos com aplicacdo como possiveis MPACs, dentre os quais 0 8-H2QH (Figura 4). Os
estudos demonstraram a capacidade desses compostos de se ligar ao cobre(ll) em condig¢des
fisioldgicas, além de apresentar reducéo estatisticamente significativa na agregacao de Absg em
relacdo ao controle negativo na presenca de metal. Os autores também reportaram uma proposta
de coordenacédo do 8-H>QH ao cobre como complexo [Cu(8-HQH)-] a partir de dados teoricos,
em que o ligante estaria desprotonado no oxigénio quinolinico e coordenado de forma
bidentada.
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Hauser-Dauvis et al. (2015) descreveram a atividade in vitro do INHHQ (Figura 4) frente
aos metais cobre e zinco na presenca da Abs e reportaram dados farmacoldgicos e
farmacocinéticos obtidos in silico desse potencial MPAC. Apés a formacdo dos agregados
metal-proteina, a adi¢do de até 5 equivalentes do INHHQ removeu completamente os efeitos
observados no espectro de RMN da proteina provocados pela sua coordenacdo do metal. Além
disso, ndo foram observadas mudangas no perfil do espectro de RMN da proteina na presenga
do INHHQ, indicando que sua interacdo direta com a Abso ndo deve ocorrer. Em estudos
realizados com ratos, ndo foram observados efeitos colaterais na administracdo do INHHQ em

concentracdes de até 300 mg kg2, o que reforca sua potencial aplicagdo como MPAC.

Cukierman et al. (2017) também estudaram o INHHQ atuando frente a proteina o-
sinucleina (a-Syn) na presenca do cobre em ambos estados de oxidacdo. Essa proteina é
conhecida por estar envolvida na doenca de Parkinson. Os autores reportam a capacidade do
ligante em atravessar a barreira hematoencefalica em ratos, sendo completamente eliminados
do cérebro apos 48h da injecéo intraperitoneal. Assim como foi observado para o estudo com a
Ab, o INHHQ foi capaz de remover as interacdes cobre-(a-Syn) através de um mecanismo
suposto pelos autores como possivelmente via quelacdo. Buscando explorar mais sobre a
estrutura e funcdo do INHHQ, Cukierman et al. (2018) avaliaram seu analogo HPCIH (Figura
4) como membro de uma classe promissora de derivados da aroilhidrazona. O HPCIH difere
do INHHQ pela auséncia do grupo fenol na 8-hidroxinolina, podendo ser considerado seu
modelo simplificado. Os autores realizaram uma série de analises espectroscopicas,
caracterizando seu composto de coordenacdo formado com zinco(ll) em estequiometria 1:1.
Nos testes realizados frente ao sistema metal-proteina, o HPICH foi capaz de remover
completamente as perturbagdes induzidas pelo zinco na estrutura da Abso em adicdes de até 10
equivalentes do composto. Os autores concluem dando destaque as similaridades entre INHHQ
e HPICH, sugerindo que a presenca do grupo fenol pode ndo ser mandatoria na sua funcéo
como MPAC.

Outras hipdteses tambem foram elaboradas abordando diferentes aspectos que envolvem
adoenca de Alzheimer (FALCO etal., 2015). O leitor interessado em buscar na literatura alguns
autores como referéncia para estudos envolvendo a doenca de Alzheimer, a Ab e o papel de
biometais nesse contexto pode buscar por: Peter Faller, Ashley I. Bush, Kasper P. Kepp,
Mariona Sodupe, Mi Hee Lim, Heloisa Beraldo, Nicolas A. Rey, dentre outros citados ao longo

do texto.
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Com base no que foi apresentado, o presente trabalho teve como principal enfoque avaliar
e propor um mecanismo de atuacdo da molécula INHHQ (8-hidroxiquinol-2-carboxaldeido
isonicotinoil-hidrazona) como MPAC. Como foi mostrado, a hipdtese metélica permitiu o
surgimento de uma nova classe de compostos quelantes derivados quinolinicos. Estudar o
funcionamento dos MPACs em modelos bioldgicos in silico tem papel relevante na proposi¢do

e elucidacdo de mecanismos que possam estar envolvidos na sua atividade.
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2 OBJETIVOS

Este projeto tem como objetivo principal propor um mecanismo de atuagédo do INHHQ
como complexante do ion Zn(1l) na estrutura do peptideo beta amiloide (ZnAb), elucidando seu
modo de atuacdo como atenuante da interacdo metal-proteina, através de metodologias

computacionais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Estabelecer uma proposta de mecanismo de atuacdo do INHHQ que sera estudada ao

longo do trabalho;

2) Obter parametros necessarios para as simula¢@es de dindmica molecular (DM) da Ab
na presenga do Zn(Il).

3) Realizar simulacGes de DM de ZnAb com solvente explicito de modo a estabelecer

parametros de referéncia para as analises com INHHQ.

4) Incorporar o INHHQ as DMs, considerando diferentes etapas do processo de
coordenacdo, de modo a determinar sua influéncia na estrutura do peptideo;

5) Avaliar a mobilidade do INHHQ em regifes hidrofébicas/hidrofilicas e determinar
mudancas conformacionais importantes que possam contribuir para a avaliacdo do mecanismo

estabelecido.
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3 MECANICA QUANTICA E NIVEL TEORICO

Foi feito uma busca na literatura para identificar as metodologias empregadas na
descricdo e estudo de complexos de zinco para sistemas similares ao projeto. Alguns trabalhos
se tratam de estudos de diferentes metodologias com fins de verificacdo de funcionais e funcGes
de base mais adequados para metais de transicdo. A Tabela 3 resume as informacGes de alguns
trabalhos realizados entre 2007 e 2018. Considerando o grande numero de funcionais
disponiveis na literatura (MARDIROSSIAN; HEAD-GORDON, 2017; SOUSA et al., 2009), a
principal preocupacdo nesta etapa do projeto ndo foi verificar qual funcional melhor reproduz
as geometrias dos compostos estudados, visto que essa propriedade é facilmente alcancada por
diversos métodos (Tabela 3) (SOUSA et al., 2009).

Tabela 3 — Metodologias encontradas na literatura entre 2007 e 2018 para tratar sistemas

envolvendo zinco.

Informacéo adicional Funcional Base para o Zn Referéncia

Mais adequados * BP86 (opt) / PBE (opt) - J. Chem. Phys. 2007, 126, 014103
Funcionais de 1° escolha 2 BB1K, MPWB1K

Funcionais de 2° escolha ** MPW1K, B97-2, TPSS

J. Comput. Chem. 2009, 30, 2752

Mais adequados 3 MO05-2X (opt, SP) 6-311+G(d,p) J. Chem. Theory Comput. 2009, 5, 1254
B3LYP (opt, RMN) 6-31G(d) J. Coord. Chem. 2010, 63, 2879

4 B3LYP (opt) SDD Interdiscip. Sci. Comput. Life Sci. 2010, 2, 57

5 B3LYP (opt) (15s11p6d1f)—[10s7p4d1f] J. Comput. Aided. Mol. Des. 2011, 25, 21

Parametros DM © B3LYP (opt, scan, resp) SDD e 6-311++G(3df,2pd) J. Phys. Chem. B, 2012, 116, 13644

Parametros DM ’ B3LYP (opt) 6-31+G* Plos One 2013, 8 (9), 70681

8 PBE (opt) / M06-2X (SP)  DEF2-SVP Chem. Eur. J. 2013, 19, 16634

o B3LYP (opt) 6-31+G* ACS Chem. Neurosci. 2013, 4, 1458

10 MPW1PW91 (opt) MBS5 — 6-311G(3fg) Metallomics, 2014, 6, 2230

- B3LYP (opt, tddft) LANL2DZ Spectrochim. Acta, Part A, 2014, 133, 348

Parametros DM 7 MO06 6-31+G* J. Phys. Chem. B, 2014, 118, 1035510361

5 B3LYP (opt) e BLYP (opt) (15s11p6d1f)— [10s7p4d1f] Phys. Chem. Chem. Phys. 2015, 17, 13582

u MO05-2X (opt) cc-pvTZ J. Phys. Chem. B 2015, 119, 12182

12 CAM-B3LYP (tddft) 6-311++G(d,p) J. Mol. Struct. 2016, 1107, 278

13 B3LYP (opt) 6-311+G(d,p) J. Phys. Chem. A 2018, 122, 2906—2914

Calculos de: (opt) otimizacdo de estrutura; (SP) single point; (tddft) Time-Dependent DFT; (resp) cargas
derivadas do potencial eletrostatico; (scan) célculo de scan. ! Recomendacéo dos autores para uso em
complexos biolégicos. 2 Autores sugerem SDD e CEP-121G como boas alternativas para Zn em calculos
de otimizagdo, ndo recomendando ECP de Los Alamos large-core formulation (LANL2DZ). 3 Também
foram avaliados B3LYP, M06 e M06-2X. * ECP em J. Chem. Phys., 86 (1987) 866-72. A funcdo de
base para metal foi ampliada com funcdes difusas e de polarizacéo. Ver referéncia. ° Base de Watcher
com total de fungdes descontraidas em parénteses e contraidas em colchetes. ® Constantes de forca para
dindmicas obtidas por fit polinomial de segunda ordem do potencial calculado no scan. ” Parametros de
dindmica molecular (ky, ko e cargas). 8 SP também calculado com B3LYP, M06-2X, TPSS e PBE com
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bases TZVP, def2-TZVP e def2-QZVP. ® Modelo de solvatagdo CPCM e contribuig@es rotacional e
translacional para entropia foram calculadas. Ver referéncia. 1° Benchmarking com funcionais B3LYP,
G96LYP, MPWLYP1M, B3PW91, MPW1PW91, PBE e PBEL. Base MBS5: C, H: 6-311G(d,p); N: 6-
311G(3df); Zn: 6-311G(3fg); S: 6-311+G(3df); Cl: 6-311+G(d); Pt: LALN2DZ. ! Calculos de energia
também feitos com métodos CCSD(T) e MP2. *2 Estruturas de estado fundamental e estado de transicéo
também otimizadas com B3LYP e WB97XD. ®* Calculos na estrutura de estado fundamental simpleto
e tripleto.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Desse modo, neste trabalho foi empregada a DFT, em que a otimizacdo das geometrias
dos modelos estudados foi realizada utilizando o funcional hibrido B3LYP (BECKE, 1993;
LEE; YANG; PARR, 1988) com as fung¢des de base de Pople 6-31+G(d,p) para os &tomos de
C, N, O, H e ClI, que inclui um conjunto de funcbes difusas para os 4&tomos pesados e um
conjunto de fungdes de polarizacdo para todos atomos. Para representar o metal foi feito uma
analise de algumas funcdes de base que tratam todos os elétrons do metal explicitamente (all-
electron) e potenciais efetivos de carogo (do inglés ECP) que tratam explicitamente somente 0s
elétrons de valéncia do metal. Com isso, foi feito uma avaliacdo de algumas fun¢des de base de
diferentes familias para o zinco, resumidas de acordo com o nimero de func¢des de cada tipo (s,
p, d, f, ...) na Tabela 4.

Com base no numero de funcdes contraidas, foram selecionadas as bases all-electron
Def2-TZVP e Def2-TZVPPD de Ahlrich, o ECP de Los Alamos LANL2DZ e o ECP de
Stuttgart-Dresden SDD (Tabela 4). Para a escolha da funcdo de base foram utilizadas duas
estruturas de complexos de zinco formados com o HPCIH, que possui estrutura andloga ao
INHHQ (Figura 5), o que sugere que ambos ligantes possuem modos de coordenagéo similares
(CUKIERMAN et al., 2018). Ambos complexos se referem ao mesmo composto de
coordenacdo em arranjos cristalograficos diferentes (Figura 6 Figura 7)(LI et al., 2016;
CUKIERMAN et al., 2018).

Figura 5 — Estrutura dos ligantes INHHQ e seu andlogo HPCIH.

QU S U
~ N N N
N5 7N o NG TN [
OgH H _N, H _N;
INHHQ HPCIH

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4 — Funcgbes de base ECP e all-electron de acordo com o nimero de fun¢des de cada

tipo para o Zn.

Funcéo de Base NUm. de fungdes contraidas Familia Referéncia

Base minima 4s2pld -

6-31G 5s4p2d J. Chem. Phys. 1972, 56, 2257

6-31+G 6s6p3d Pople’s J. Chem. Phys. 1972, 56, 2257
6-31+G(2df) 6s6p3d2flg J. Chem. Phys. 1972, 56, 2257
cc-pvDZ 6s5p3d1f J. Chem. Phys. 2005, 123, 064107
cc-pVTZ 7s6p4d2flg Dunning’s J. Chem. Phys. 2006, 125, 074110
cc-pvVQZ 8s7p5d3f2glh J. Chem. Phys, 2005, 123, 064107
LANL2MB (STO’s) [18€] 1s1pld

LANL2DZ (GTO’s) [18€] 2s2p2d Los Alamos’ J. Chem. Phys. 1985, 82, 270
LANL2TZ (GTO’s) [18€] 3s2p3d J. Chem. Phys. 1985, 82, 299

SDD [10e] 6s5p3d Stuttgart-Dresden’s Stuttgart RSC 1997 ECP

Abhlrich’s Coulomb Fitting 7s4p2d3f2g J. Chem. 70, 560 (1992)

Def2-SV(P) 5s3d2p ) PCCP, 2005,7, 3297-3305

Def2-TZVP 6s5p4d1f Ablrichs PCCP, 2005,7, 3297-3305
Def2-TZVPPD 6s6p4d2flg J. Chem. Phys. 133, 134105 (2010).
pcSseg-1 5s6p3d1f J. Chem. Theory Comput. 2015, 11, 132
pcSseg-2 6s8p4d2flg Frank Jensen’s J. Chem. Theory Comput. 2015, 11, 132
pcSseg-3 7s10p6d3f2glh J. Chem. Theory Comput. 2015, 11, 132

A notacdo [ ] indica nimero de elétrons tratados como carogo nos ECPs. As bases foram retiradas do

banco de dados EMSL Basis Set Exchange. O esquema de contracdo das bases ndo é apresentado.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O resultados encontrados sdo mostrados nas Tabelas 5 e 6 como valores absolutos de
diferengas entre dados da estrutura cristalogréfica e calculados em nivel B3LYP/6-31+G(d,p)
em fase gasosa para cada conjunto de base utilizada. Nos célculos do complexo mostrado na
Figura 6B 0 modelo possui carga liquida +1 e ndo foi utilizado contra-ion. As Figura 6 e Figura
7 mostram as estruturas dos compostos de coordenacdo com HCPIH determinados por Li et al.
(2016) e Cukierman et al. (2018), respectivamente, com seu modelo mimético utilizado nos

calculos.

A diferenca média dos parametros estruturais para ambas estruturas indica que qualquer
das bases ou ECPs utilizados consegue reproduzir a geometria de ambos complexos de
referéncia com pequena margem de erro, mesmo se considerando a diferenca entre fases solida
(experimento) e gasosa (célculos). Com isso, foi decidido utilizar a funcéo de base e ECP SDD,
que além de tratar o carogo do Zn como configuracdo [Ne] (10 elétrons), traz resultados

satisfatorios dentre as bases avaliadas. Além disso, Sousa et al. (2009) realizaram uma anélise
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de diferentes métodos DFT para avaliar a estrutura de complexos de Zn e concluiram que, dos
ECPs avaliados, o SDD seria uma boa escolha em relacdo as bases all-electron, sendo o uso de
LANL2DZ de Los Alamos ndo recomendado (SOUSA et al., 2009).

Figura 6 — A) Estrutura cristalografica determinada por Li et al. (2016) e B) representacdo do

complexo de zinco utilizado no célculo quéntico.

A)

CI3A

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 5 — Diferenca absoluta entre os dados estruturais calculados e do complexo descrito

por Li et al. (2016). Comprimento de ligacdo em A e angulos em graus.

Atomos LANL2DZ SDD DEF2-TZVP DEF2-TZVPPD
Zn—N5 0,195 0,150 0,154 0,152
Zn—-N4 0,188 0,159 0,156 0,156
Zn-CI1 0,046 0,027 0,012 0,014
Zn-CI2 0,039 0,023 0,010 0,011
Zn-02 0,096 0,243 0,198 0,202
N4 -C 0,003 0,002 0,002 0,002
N4 — N3 0,014 0,015 0,015 0,015
N3 -C2 0,027 0,031 0,030 0,030
C2-02 0,005 0,011 0,010 0,010
<Média> 0,068 0,073 0,065 0,066
£ZN5-Zn—- N4 5,38 3,55 3,77 3,77
2N5—-7n-02 8,87 7,04 6,87 6,89
2N5-Zn-CI1 5,92 5,57 577 5,65
£N5—-2Zn—-CI2 4,68 2,51 2,93 2,85
<Média> 6,21 4,67 4,84 4,79

Fonte: Elaborador pelo autor.

A partir deste ponto foi selecionada uma metodologia para otimizacao das estruturas e
sua caracterizacdo como minimo da superficie de energia potencial. Os calculos envolvendo a

formagdo do complexo de zinco com INHHQ, foram realizados com nivel B3LYP/6-
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31+G(d,p)/SDD, em que o modelo implicito de solvatagdo empregado foi o SMD

(MARENICH; CRAMER; TRUHLAR, 2009).

Figura 7 — A) Estrutura cristalografica determinada por Cukierman et al. (2018) e B)

representacdo do complexo de zinco utilizado no calculo quantico.

o Ci1

(o 7 g

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 6 — Diferenca absoluta entre os dados estruturais calculados e do complexo descrito

por Cukierman et al. (2018). Comprimento de ligagdo em A e angulos em graus.

Atomos LANL2DZ SDD DEF2-TZVP DEF2-TZVPPD
Zn—N5 0,117 0,053 0,063 0,061
Zn—-N4 0,188 0,128 0,135 0,132
Zn-ClI1 0,032 0,023 0,012 0,013
Zn—N1 0,067 0,003 0,010 0,008
Zn-02 0,128 0,203 0,176 0,177
N4 -C 0,011 0,010 0,011 0,011
N4 — N3 - - - -
N3 -C2 - - - -
C2-02 0,031 0,036 0,035 0,035
<Média> 0,082 0,065 0,063 0,062
N5 —-7Zn— N4 4,20 1,96 2,34 2,27
£N5-Zn-02 9,39 6,94 7,04 6,95
£N5—-Zn— N1 5,06 6,11 5,84 5,87
2N5-7Zn-CI1 1,01 3,13 2,44 2,44
<Média> 4,92 4,54 4,42 4,38

Fonte: Elaborado pelo autor.

Também foram feitos calculos de energia eletrénica em nivel MP2/cc-pVTZ/SMD sobre

as geometrias otimizadas, em que a base de Dunning foi usada para todos os atomos e é utilizada

para recuperar parte da correlacédo eletronica e reduzir o efeito de truncamento das fungdes base.

Este nivel tedrico sera indicado como MP2/CBS ao longo do texto.
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As estruturas utilizadas para obtencdo de parametros para dindmica molecular (capitulo
5) foram otimizadas e caracterizadas em nivel B3LYP/6-31+G(d,p)/SDD em fase gasosa, em
que as cargas ChelpG (BRENEMAN; WIBERG, 1990), derivadas do potencial eletrostatico,
foram obtidas em mesmo nivel. Os casos ndo abordados por essa metodologia estardo

indicados.

Em todos os célculos foi utilizado o software Gaussian09® revisdo D.01 (GAUSSIAN
09, J. FRISCH) com as funcdes candnicas 5d e 7f. A energia livre de Gibbs (AG) apresentada

ao longo do trabalho é calculada segundo a (1:

AG = AE 40 + AH, — TAS 1)

Sendo AE,; s, @ energia eletronica calculada em solugdo aquosa com modelo SMD e
AH, — TAS as corregOes térmicas calculadas a 1 atm e 298,15 K. A energia de solvatagdo do
fon H* (1 mol L%), quando utilizada, vale AG,, = -265,89 kcal mol? (CAMAIONI;
SCHWERDTFEGER, 2005).

Uma correcdo da energia que foi realizada envolve a mudanca de estado padrdo de 1 atm
para 1 mol L. Com essa correcdo, pode ser mostrado (SHIELDS; SEYBOLD, 2009) que a

energia AG®—* de mudanca de estado padrao vale:

AG°~* = (An)RTIn(24,466) @
AG°™* = (An) * 1,89 kcal mol !

em que An é a diferenca entre 0 nimero de mols de produtos e reagentes. Essa corre¢do da
energia é, portanto, dependente do nimero de espécies consideradas numa reacdo, que pode

variar em cada etapa de um mecanismo avaliado.
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4 PROPOSTA DE MECANISMO

A reacdo inicial mais simples de complexacéo ocorre para o ion livre Eq.3:
[Zn(H20)6]?* + HoL — [Zn(H2L)(H20)2]?* + 4 H20 (3)

Essa reacdo serd melhor discutida no capitulo 7. Nesta condicdo, o ligante HoL exerce sua
funcdo formando o complexo com zinco e deslocando os fons Zn?*, por exemplo, da fenda
sinaptica durante a sinapse. Apesar da Ab ndo estar envolvida nesse processo, o resultado dessa

reacao € similar, prevenindo biomoléculas de capturarem o excesso de ions disponiveis.

Outra possibilidade de atuacdo do INHHQ que pode ser considerada envolve a
participacdo da Ab, em que o ligante atuaria ativamente atacando o sitio metalico de zinco no
peptideo, formando um complexo ternario intermediario (BRAYMER et al., 2011) anterior a
remocao do metal. Dessa forma, a hipotese considerada neste trabalho como a mais importante
baseado nessa proposta envolveria o ataque nucleofilico do ligante INHHQ ao zinco
coordenado a Ab. Assim, com a formacdo da ligacdo INHHQ-Zn, pode-se pensar em um
processo de remoc¢do do metal da estrutura do peptideo via quelacao.

Em relacdo a Ab, a esfera de coordenacéo do sitio metalico é descrita pela literatura como
bem definida, em que ao menos duas das trés histidinas (His6, Hisl3 e Hisl4) estdo
coordenadas ao zinco, com envolvimento dos aminoacidos O-doadores Asp ou Glu. Na Tabela
7 estdo apresentadas algumas estruturas de fragmentos da Ab ligada ao zinco em que a estrutura
foi determinada experimentalmente e depositada no banco de dados Protein Data Bank. Na
Tabela 8 sdo mostrados alguns dos modos de coordenacdo do zinco & Ab observados
experimentalmente segundo a literatura (dados experimentais ndo apresentados). Outros
trabalhos indicando ou discutindo 0 modo de coordenacdo do Zn podem ser encontrados em
Rezaei-ghaleh et al. (2011), Migliorini et al. (2012) e Istrate et al. (2016).

Ao que pode ser visto, as histidinas estdo presentes na esfera de coordenagéo do metal
com um ligante oxigenado variavel (Migliorini et al., 2012), podendo este ser o aminoacido
Asp, Glu, um oxigénio de carbonila da cadeia peptidica ou mesmo uma molécula de agua
(Tabela 8). Das estruturas mostradas na Tabela 7, a de cédigo PDB 1ZE9 foi utilizada como
modelo para o desenvolvimento deste projeto. Na Figura 8 é apresentada sua estrutura, em que
0 peptideo Abs-16 esta coordenado ao Zn?* (ZIRAH et al., 2005) pelos aminoacidos His6, Glu11,
His13 e His14. Esse modelo do peptideo (ZnAb:-16) foi utilizado no trabalho para a construgéo

dos modelos miméticos envolvendo as etapas descritas no capitulo 5 e 9.
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Tabela 7 — Estruturas da Ab em que o peptideo estd coordenado ao zinco. Também esté

indicado a sequéncia completa da Ab de humanos e ratos para comparacao.

Cabdigo PDB  Peptideo Sequéncia Experimento * Referéncia

1ZE9 Zn(Ab.16) DAEFRHDSGYEVHHQK pH 6,5; 278 K Zirah et al. (2005)
2L191 Zn(Aby.16)2 DAEFGHDSGFEVRHQK pH7,1; 278 K Istrate et al. (2012)
2MGT Zn(H6R-Ab1.16)2 DAEFRRDSGYEVHHQK pH 6,8; 274 K Istrate et al. (2016)
5LFY 2 (Zn-D7H-Aby.10), DAEFRHHSGY pH 7,0; 278 K Polshakov et al. (2017)

Abs,; (humano) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
Aby; (rato) DAEFGHDSGFEVRHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

! Fragmento da Ab de rato. 2 Mutagdo D7H em que cada peptideo se liga aos dois ions Zn?*. * F.I. forca
ibnica. Vermelho: amino&cidos ligados ao zinco; Azul: aminoacidos que diferem a Ab humana da de
rato.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 8 — Alguns dos modos de coordenagdo propostos na literatura para o fon Zn?*

coordenado ao peptideo Ab. Dados da Tabela 7 também estéo incluidos.

Peptideo  Modo? Aminoéacidos ligados 2 Referéncia

Abis 3N His6, His13, His14, ? Mekmouche et al. (2005)
Ac-Abg 3N10 His6, Glull, His13, His14 Zirah et al. (2006)
Abig, Abss 4N NH2 (Aspl), His6, His13, Hisl4 Syme e Viles (2006)
Abgg 4N NH2 (Aspl), His6, His13, Hisl4 Danielsson et al. (2006)
Abys 4N10 NH2 (Aspl), His6, Glull, His13, His14 Gaggelli et al. (2008)
Aby-PEG 4N NH2 (Aspl), His6, His13, His14 Damante et al. (2009)
Ab 3N10 His6, His13, His14, (Aspl, Glull ou H20) Faller e Hureau (2009)
Absg 4N His6(a), His14(a), His6(b), His14(b) Istrate et al. (2012)
Abg 3N10 His6, Glull, Hisl13, Hisl4 Pietropaolo et al. (2015)
Absg 2N20 His6, His13 ou His14, Glull, COO-n-ter Alies et al. (2016)
H6R-Abs  2N20 Glull(a), Hisl4(a), Glull(b), His14(b) Istrate et al. (2016)
D7H-Abyy  2N20 Aspl(a), His6(a), Glu3(b), His7(b) Polshakov et al. (2017)

1 Numero e tipos de atomos diretamente ligados ao zinco. 2 (a) e (b) indicam cadeias peptidicas diferentes

do dimero.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Com base no que é observado na esfera de coordenacdo do metal pelos dados
experimentais mostrados acima, a primeira etapa considerada nesse projeto envolve a saida do
ligante oxigenado varidvel da estrutura do complexo Zinco-Ab. Para tanto, foi considerado o

Glull, em que uma molécula de agua do meio formaria um complexo intermediario, logo apds
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a saida de Glull e anterior ao ataque nucleofilico do INHHQ. Com a entrada da molécula de
agua ao sitio de coordenacdo do metal, a formacédo da ligacdo Zn-INHHQ pode ser facilitada,
uma vez que a dgua € um melhor ligante de saida, se comparado ao Glull carregado, e pode
promover aumento entropico ap6s sua liberagdo. A reacdo que descreve esse processo €

mostrada na Eq. 4:

[Zn(Glu)(His)s]* + H20 — [Zn(H20)(His)s]** + Glu- 4)

Figura 8 — Representacdes da estrutura de ZnAbi.16 com 0s aminoacidos coordenados e 0 Zn

em destaque.

Glull His13
n
Jﬁ His14
N-ter (
C-ter

* Na estrutura do peptideo o aminoécido Glull aparece coordenado ao zinco com ligacdo bidentada
(comprimento de ligagdo Zn-Ogi1 = 2,10 A).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em seguida, com a formago da espécie [Zn(H20)(His)s]**, o ligante INHHQ (H:L) se
aproxima do sitio de coordenacédo, promovendo ataque nucleofilico e substituicdo da molécula
de 4gua. Com a entrada do INHHQ, é possivel que ocorra um aumento da energia do sistema
causado por impedimento estérico, uma vez que se trata de um ligante volumoso e relativamente
rigido, principalmente no anel quinolinico. Assim, a reagdo ocorreria como mostra a Eq. 5

(considerando somente a esfera de coordenagdo do metal):
[Zn(H20)(His)s]?>" + HoL — [Zn(H2L)(His)s]?" + H20 (5)

Na sequéncia da reacdo, uma vez formado o complexo com HzL coordenado, o efeito

quelante tem um papel importante para remog¢éo do metal. Uma ligacdo bidentada poderia ser



38

formada pelos 4&tomos O2 e N4 (modo O”N) (Figura 9), o que requer expansdo da esfera de
coordenacdo do Zn. Nos célculos envolvendo o modelo mimético com HzL ja coordenado, ap6s
a otimizacdo da estrutura, 0 modo O”*N ndo foi obtido como estrutura de minimo, e nenhuma
estrutura foi encontrada nos calculos com esse modo de coordenacgéo ainda na presenca das trés
histidinas. Para que essa ligacdo seja possivel uma das histidinas precisaria sair da esfera de
coordenagao.

Figura 9 — Aproximacéo de N4 para formacao da ligacdo multidentada.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A saida de uma histidina pode ser favorecida pela desprotonagéo do ligante em N3 (NH),
0 que aumenta a forca da ligacdo Zn-O2 e facilita a aproximacdo de N4 trans a Hisl4. A
desprotonacao do ligante seria auxiliada pelo Glull do peptideo, e também por uma molécula
de agua (Eg. 6), uma vez que a aproximacdo do Glull ao hidrogénio de N3 poderia ser
dificultado por conta da distancia entre esses dois grupos. Nesse caso, a representacdo do
modelo mimético € melhor feita considerando a formacé&o de complexos moleculares (indicados

pelas chaves {}):
{[Zn(H2L)(His)3]---H20---Glu}*— {[Zn(HL)(His)3]---H20---HGIlu}* (6)

em que ‘---’ indica a intera¢ao entre as moléculas em um complexo molecular. A energia de
transferéncia do préton foi encontrada AG = +4,32 kcal mol™ no modelo mimético. Os valores
de energia livre de Gibbs de reacdo serdo melhor discutidos no capitulo 9. Em relacdo ao uso
das espécies como complexos moleculares, ao longo de toda a proposta 0 Glull foi mantido
no sistema, visto ele faz parte da regido de coordenacéo principal do peptideo (E11VHH14) €
deve permanecer interagindo na segunda esfera de coordenacao do zinco. Como pode ser visto
na Figura 10, também foi considerada a presenca de uma molécula de agua, tendo sido

considerada no processo de transferéncia do proton entre HaL e Glull (Eq. 6).
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Figura 10 — Desprotonacao do H2L auxiliada pelo Glull e uma molécula de agua.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relacdo ao INHHQ, h& também a possibilidade de a ionizagao ocorrer no oxigénio O6
do grupo quinolinico. Nos derivados da HQ em que o oxigénio fenodlico estd envolvido na
primeira esfera de coordenacdo ocorre a desprotonacdo da hidroxila (VAIRA et al., 2004;
DERAEVE et al., 2008; RIMOLA et al., 2011; RODRIGUEZ-SANTIAGO et al., 2015). Por
outro lado, Freitas et al. (2018) mostraram com a estrutura cristalografica do analogo HQFUH
(Figura 4, Introducdo) coordenado ao zinco que a ioniza¢do do grupo fenolico ndo ocorre
(distancia de ligagdo Zn-Oqui = 2,706(6) A). De modo similar, é de se esperar que o INHHQ
também ndo sofra ionizacdo ap6s sua coordenagdo, a0 menos ndao na forma complexada
[Zn(C1)2(INHHQ)] no cristal. Cukierman et al. (2018) observaram um equilibrio entre duas
formas tautoméricas do ligante HPCIH (enamina-cetoamina) no complexo em solucdo de
DMSO-ds: [Zn(Cl)2(HPCIH)] — [Zn(Cl)2(PCIH)]" + H*, sendo a forma do ligante
desprotonada na posicdo N3 (NH) predominante. Como mencionado na introducdo, os autores
concluem reforcando a similaridade nas propriedades entre o HPICH e o INHHQ, e que a
presenca do grupo fenil pode ndo ser mandatoria na sua atividade. Um outro ponto importante
a se observar esta nos valores de pKa do INHHQ, principalmente o que envolve N3 da cadeia
alifatica: pKa = 10,94 £ 0,01. Nas duas estruturas cristalogréaficas ja apresentadas, Figura 6 e 7

com HPCIH, e no trabalho de Freitas et al. (2018) com HQFUH, esse grupo aparece protonado.

Ao longo do trabalho foram avaliadas estruturas do complexo de zinco com o INHHQ
coordenado via oxigénio fendlico (O6, monodentado) na presenca das histidinas. Esse
complexo intermediario seria formado logo ap6s a troca Glull pelo INHHQ. Também foi
avaliada a forma tautomérica do INHHQ em que o tautdmero enol estaria coordenado via
oxigénio O2 (como hidroxila). Em ambos os casos o ligante se afasta da esfera de coordenagéo

e ndo é formado uma ligacdo quimica; comprimentos de ligacdo Zn-O > 2,7 A. No caso da
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ionizacdo no grupo fenolico, a ligagdo quimica é observada, mas esse caminho n&o foi avaliado

no estudo.

Segundo os resultados relativos a formacdo dos complexos [Zn(HnL)(H20)2]™"
(discutidos no capitulo 7), a participacdo do oxigénio de HzL na esfera de coordenacdo é
evidente quando ocorre a primeira ionizagdo do ligante. Por outro lado, o envolvimento dos
atomos de nitrogénio N4 e N5 (modo de coordenagdo N”*N) nos complexos do analogo HPCIH
(Figura 6 e 7) também é observada, mas na estrutura cristalografica. Ainda no modelo mimético
em que as histidinas estdo ligadas ao zinco, foi avaliado o modo de coordenacdo NN
considerando o ligante neutro (HzL). A diferenca de energia calculada foi AG = [Gnan) — G(02)]
= +14,041 kcal mol?. A mudanca de geometria do complexo também ¢ alterada, em que a
geometria tetraédrica formada com o ligante monodentado estd bem evidente e estd
representada pelo valor do indice w4 (ADDISON et al., 1984). Valores proximos de t4 = 1
indicam uma geometria tetraédrica perfeita, enquanto t4 = 0 indica geometria quadratica plana.
De modo similar, com a formacdo da ligacdo bidentada N/*N, o indice de trigonalidade s,
analogo ao 14, indica para ts = 1 geometria bipiramide trigonal e ts = 0 uma piramide de base
guadrada. Com a ligacdo N”*N o carater de piramide de base quadrada fica mais evidenciado,

em que os nitrogénios N4 e N5 aparecem mais proximos ao plano do ligante (Figura A.7).

Quando ocorre a ionizagdo HoL — HL + H*, a coordenagédo ao metal ocorre com um dos
oxigénios (O2 ou O6) e a estrutura se direciona para 0 modo monodentado, na presenca das trés
histidinas. Como a energia envolvida na transferéncia do préton é muito menor que a formacéo
da ligacdo bidentada NN (+4,32 kcal mol™? contra +14,041 kcal mol?), a formagdo do
complexo molecular {[Zn(HL)(His)3z]---H20---HGIu}" previamente a formacdo da ligacdo
bidentada parece mais razoavel. Com a desprotonacédo, a ligacdo Zn-O se torna mais forte
levando a aproximacao de N4 (Figura 10). Assim, a proposta aqui € de a saida de uma histidina
promover a formacdo da liga¢do bidentada do INHHQ, mas como modo de coordenagdo O™*N,
apos o ataque de N4. Com base na estrutura dos modelos com a ligagdo monodentada e na
estrutura do peptideo, a saida da His6 parece ser favorecida por conta da mobilidade da regido
N-terminal e consequente aumento entrépico ao ser liberada (XU; WANG; WANG, 2013).
Além disso, a regido N-terminal possui os residuos hidrofilicos do peptideo, o0 que aumenta sua

solubilidade. A Eq. 7 indica a reagdo que ocorreria:

{[Zn(HL)(His)s]--H,0--HGIU}* — {[Zn(HLomy)(His)]--Hz0---HGIu}* + His (7)
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Tabela 9 — Parametros estruturais do complexo {[Zn(H2L)(His)3]---H20---Glu}" nos modos

monodentado e bidentado (N~N). Angulos usados no calculo de 4 e 15 estdo sublinhados.

Ligacdo / A Monodentado Bidentado (N"*N)
Zn - H6 2,094 2,176
Zn - H13 2,048 2,117
Zn-H14 2,103 2,157
Zn-E1l1 - -
Zn-02 2,152 -
Zn - N3 3,805 -
Zn - N4 3,469 2,335
Zn - N5 4,564 2,430
Zn - 06 4,576 -
Angulo / graus Monodentado Bidentado (NN)
2H6 - Zn - H13 125,42 171,82
¢H6 - Zn - H14 101,88 91,22
¢H13 -Zn - H14 106,83 96,03
2H6 - Zn - E11 - -
£H6 - Zn - 02 107,84 -
¢2Zn-02-C 145,24 -
2H14 - Zn - N4 - 148,84
¢H14 - Zn — N5 - 140,08

T4 0,902 -

T5 - 0,383

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar de ser considerada a participagdo do proprio Glull na reacdo com formacéao de
HGIlull, os valores reportados de pKa para o peptideo (Abi2g) mostram que nenhum dos
aminoéacidos Glu ou Asp deve permanecer protonado em solucdo em pH ~7,4 (MA et al., 1999).
Logo na sequéncia o ligante deve retornar ao estado de protonag&o inicial HoL restaurando o
Glull.

Seguindo o caminho de reacdo, com base no modelo do peptideo a saida da segunda
histidina poderia ser realizada por uma molécula de dgua do meio via hidrolise. Nessa etapa,
como néo parece haver diferenciacdo entre as duas histidinas (His13 e Hisl14), a proposta de
uma saida preferencial a outra foi deixada em aberto. Novato et al. (2017) reportam dados
termodindmicos e cinéticos envolvendo a reacao de ataque nucleofilico da His a platina segundo
a reacdo: [Pt(ophen)(Cl)2] + His(d/e) — [Pt(ophen)(Cl)(His(é/¢))] + CI, com ophen =
ortofenantrolina. A reacdo é favorecida para His(No) (ligacdo via N&) com AGr = -8,511 kcal
mol™ contra AGr = -7,706 kcal mol™* para His(Ng). Apesar de a diferenca ser pequena, pode
haver alguma preferéncia por dessa coordenacdo, por exemplo, impedimento estérico que
favoreca His14 a His13. No caso citado, o caminho de reacéo se direciona a formacéo do aduto

com a ligagéo Pt-His e liberacdo de um bom ligante abandonador, o ion cloreto. A remocao do



42

zinco, entretanto, se daria por possivel hidrolise, com saida de uma His da esfera de
coordenacdo, formando um intermediario [Zn(H20)(His)(HzL)]**. Como se tratam de
aminoéacidos estruturalmente adjacentes no peptideo e ja coordenados, a preferéncia por um ou
outro aminoacido ainda ndo me parece clara. Em termos de exploracdo do mecanismo, foi
decidido considerar o caminho de reacdo em uma Unica etapa, com a substituicdo de ambas
histidinas levando ento a formagdo do complexo livre [Zn(H20)2(H2L)]?*. Dessa forma, duas
ultimas etapas foram entéo definidas: inicialmente foi inserido uma segunda molécula de 4gua

ao sistema (Eq. 8):
{[Zn(H2L)(His)2]---H20---Glu}* + H20 — {[Zn(H2L)(His)2]---2H20---Glu}"  (8)
E entdo a remocdo do metal e formacdo do complexo seria concluida (Eq. 9):
{[Zn(H2L)(His)2]---2H20---Glu}* — {[Zn(H2L)(H20)2]---mAb}* 9)

Sendo mAb o modelo mimético remanescente.
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5 DINAMICA MOLECULAR E CONSTRUCAO DO SISTEMA

Todas as simulag¢des de dindmica molecular apresentadas neste trabalho foram realizadas
utilizando o software Amber16® (D. A. CASE et al., 2016). Cada sistema que sera apresentado
foi submetido a uma Unica etapa de minimizacdo (soluto e solvente) com 5.000 passos
utilizando o algoritmo steepest descent (ARFKEN; WEBER, 1985) e mais 5.000 passos de
conjugated gradient (HESTENES; STIEFEL, 1952), a fim de reduzir contato repulsivo entre

0s atomos minimizando a energia do sistema.

Apdbs a minimizacéo, cada sistema foi aquecido de 9 K a 109 K em uma primeira etapa
empregando ensamble canénico NVT (nimero de particulas, volume e temperatura constantes),
seguido de uma etapa de equilibrio a NPT (nimero de particulas, pressdo e temperatura
constantes) a 109 K e pressao 1 bar. Em seguida uma nova etapa de aquecimento foi realizada
de 109 K a 309 K a NVT, também acompanhada de uma etapa de equilibrio NPT a309 Ke 1
bar. O termostato de Langevin (UBERUAGA; ANGHEL; VOTER, 2004) foi utilizado em
todas as etapas (aquecimento, equilibrio e produco) com o valor de = 1,0 ps* (nimero de
colisBes por ps) e nas etapas de equilibrio e producdo (NPT) foi empregado o barostato de
Berendsen (BERENDSEN et al., 1984). Para o célculo das intera¢fes ndo ligadas (interacdes
de van der Waals e eletrostatica) foi definido um raio de corte (cutoff) de 10 A e foi empregado
o procedimento Particle-Mesh Ewald (DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993). O algoritmo
SHAKE (RYCKAERT; CICCOTTI; BERENDSEN, 1977) foi utilizado para restringir o
movimento de estiramento envolvendo os &tomos de hidrogénio, o que permitiu o uso do fator
de integracdo igual a 2 fs. O modelo explicito de solvente utilizado foi o TIP3P (JORGENSEN
etal., 1983).

Foram realizadas 5 etapas de produgéo cada uma de 50 ns (um total de 250 ns de
simulacdo) para cada sistema, cada etapa resultando em uma colecéo de 5.000 frames (1 frame
= 10 ps, 25.000 frames no total) analisados. Algumas simulacgdes foram realizadas com etapas

adicionais de producéo e estdo indicadas ao longo do texto.

No APENDICE A estio apresentadas algumas informacdes contendo os parametros
usados nas analises realizadas feitas com o pacote CPPTRAJ (ROE; CHEATHAM, 2013)
disponivel pelo software Amberl6. Em todas as analises envolvendo o peptideo foram
desconsiderados os 50 ns iniciais, considerados como parte do equilibrio do sistema. As
imagens das simulacdes de DM foram produzidas utilizando o software Visual Molecular
Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).
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5.1 SIMULACAO DO LIGANTE INHHQ

A partir da estrutura do INHHQ é possivel construir outras seis conformacoes
considerando trés diedros da cadeia alifatica da molécula, apresentados na Figura 11 e Figura
12.

Figura 11 — Diedros considerados na construcéo dos seis conformeros (C1-C6) do INHHQ.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 12 — Conférmeros construidos a partir da estrutura do INHHQ.
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A fim de verificar a mobilidade de INHHQ em solvente explicito, foram feitas simulacdes

Fonte: Elaborado pelo autor.

independentes das seis conformacgdes C1-C6. Para a montagem dos seis sistemas, cada espécie
teve sua estrutura otimizada e caracterizada com célculo de frequéncias harménicas em nivel
B3LYP/6-31+G(d,p) em fase gasosa. Foi feito o calculo para obtencdo das cargas ChelpG para
cada espécie em mesmo nivel de teoria também em fase gasosa, e foi empregado o campo de
forca GAFF (WANG et al., 2004) para realizar a simulacdo. Em seguida, foi definido um raio
de corte de 15 A para a inclusdo das moléculas de agua TIP3P (JORGENSEN et al., 1983) em
uma caixa cubica. Ao todo foram incluidas cerca de 1.900 a 2.100 moléculas de agua nos
sistemas. A simulacdo do INHHQ foi realizada por 50 ns para cada conformacéo a fim de

verificar as flutuacdes estruturais de cada especie.
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5.2 CONSTRUCAO DO MONOMERO: SISTEMA MD_00 E MD_01.

A construgdo do peptideo Abso com metal coordenado aos aminodcidos H6, E11, H13 e
H14 foi feita em duas etapas. Primeiramente foi feito a reconstrucéo do peptideo Absz por meio
de modelagem comparativa utilizando o software Modeller (FALI; BLUNDELL, 1993),
utilizando como modelos as estruturas de codigo 1ZE9 e 1Z0Q depositadas no banco de dados
PDB (Figura 13). A modelagem do peptideo Aba. foi feita com restri¢do de estrutura secundaria
de alfa hélice entre os aminoacidos 17-35, resultando no peptideo linear mostrado na Figura 10.
A estrutura 1ZE9 j& apresenta o zinco coordenado aos aminoécidos His6 (NJ), Glull
(bidentado), His13 (N¢) e His14 (N§), ndo tendo sido necessario realizar qualquer modificacéo
adicional ao sitio metalico. Em seguida, da estrutura do peptideo ZnAba> foram removidos 0s
dois aminoacidos terminais 141 e A42, para se trabalhar com o peptideo de 40 residuos, indicado
como ZnAbso ou ZnAb ao longo do trabalho. Também sera usada a notacdo ZnAbj.4o para citar

segmentos especificos do peptideo (por exemplo ZnAb:-16).

Figura 13 — Estrutura dos peptideos ZnAbs.16 (1ZE9) e Absz (1Z20Q) utilizados na modelagem
do peptideo ZnAbi.47.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Uma vez construido o peptideo, foi feita a parametrizacdo do sitio metalico. A
parametrizacdo consiste em determinar as constantes de forca e valores de equilibrio que
satisfacam o potencial classico apresentado na Eq. 10 (D. A. CASE et al., 2016). Esse conjunto
de parametros é chamado campo de forca e é usado para descrever o sistema na simulacdo de
dindmica molecular. Para biomoléculas como DNA, RNA, proteinas e moléculas organicas,
alguns campos de forca sdo descritos na literatura e empregados em diferentes softwares de
simulacdo (WANG et al., 2004; CINO; CHOY; KARTTUNEN, 2012; SOMAVARAPU;
KEPP, 2015).

Etotal = Z kb(r - req)z + Z ke(e - eeq)z

ligacdo angulo

Vn Aij Bij qiqj
+ Z 7[1+cos(n<I>—}’)] +ZIR_i1]_2_R_i6i+eRii

(10)

diedros i<j

Do potencial classico acima, sdo chamados parametros ligados aqueles usados para
definir as ligacdes, ko, 0s angulos de ligacdo, ke, € os diedros, Vi, além de seus valores de
equilibrio req, Gq € ¢. DoS parametros ndo ligados, Ajj e Bij, parametros de van der Waals, sdo
dados por Ajj = 4ecij*?, Bij = 4eci®, sendo &ij a energia no fundo do pogo de potencial e oij a
distdncia em que a energia potencial vale zero, dados para cada par de a&tomos i e j. As cargas

atbmicas sdo representadas por g e g;.

Para a obtencdo dos parametros ligados ko e ko, foi construido um modelo mimético
apresentado na Figura 14. Esse modelo foi obtido a partir da estrutura 1ZE9, em que o grupo
lateral dos aminoéacidos His6, Glull, His13 e His14 foi truncado, e a cadeia peptidica e demais
aminoéacidos foram removidos. Assim, os aminoacidos His estdo representados pelo grupo 4-
metilimidazol e o Glu é representado pelo acetato (Ac). Esse modelo com o ion Zn?* e acetato

possui carga liquida total +1, ndo tendo sido utilizado um contra ion nos calculos realizados.

Na estrutura de 1ZE9 o aminoacido His13 difere de His6 e Hisl4 pelo seu modo de
coordenacao, que ocorre via Ne, o que foi mantido também no modelo mimético. Nas tabelas
de constante de forca mostradas abaixo, a nomenclatura H6, H13, E11 e H14 foi usada para

indicar os aminoacidos coordenados ao metal.

O modelo mimético da Figura 14, representado por [Zn(Ac)(His)s]", Ac = acetato, teve
sua estrutura otimizada e caracterizada como minimo na superficie de energia potencial com

calculo de frequéncia realizados em nivel B3LYP/6-31+G(d,p)/SDD em fase gasosa. Também
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foi feito um calculo em mesmo nivel para obtengéo das cargas atbmicas ChelpG em fase gasosa
(Figura 15).

Figura 14 — Representacdo do modelo mimético utilizado para obtencdo dos parametros para

montagem do sitio metalico no peptideo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 15 — Cargas atdmicas ChelpG atribuidas aos atomos dos aminoacidos e ao zinco. Os
substituintes R indicam a parte nos aminoacidos que ndo foi modificada em relagdo ao campo

de forca usado para o peptideo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Da estrutura original do peptideo Abi-16 (1ZE9) 0 aminoacido Glull aparece coordenado
ao zinco em modo bidentado (distancia Zn-Ogi1= 2,10 A para ambos oxigénios). No modelo
mimético o Ac (representando o Glull) adota modo de coordenagdo monodentado apds a
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otimizagao da estrutura (Zn-Oligado = 1,96 A € Zn-Onzo ligado= 2,65 A). Esse modelo com ligagéo
monodentada foi usado em todas as simulacgdes envolvendo o Glull coordenado ao zinco no

peptideo.

Para obter as constantes de forca ligadas, ky e ke, foi utilizado o software VFFDT (ZHENG
et al., 2016). Esse software faz uso do método descrito por J. M. Seminario (SEMINARIO,
1996), em que a matriz Hessiana, obtida no calculo de frequéncias harménicas, é operada e
entdo as constantes de forca sdo derivadas. Os pardmetros ndo ligados € e o, e massa e
polarizabilidade do zinco foram obtidos do campo de forca FF14SB (MAIER et al., 2015),
disponivel no software Amber16. A Tabela 10 apresenta os valores de equilibrio e constantes
de forca utilizadas para descrever o sitio metalico no peptideo. Para todos os sistemas que
apresentam o sitio metalico conservado (em que 0s quatro aminoacidos estdo coordenados ao
metal), foram utilizados 0os mesmos parametros apresentados aqui. Uma vez obtidos esses
parametros, foi feito o preparo de dois sistemas independentes para simula¢do: Abs (md_00)
e ZnAb4o (md_01). Ambos modelos consistem na mesma estrutura inicial do peptideo, em que
em Abao 0 zinco foi removido do sistema e o peptideo foi simulado livremente. O campo de
forca usado para descrever o peptideo em ambos os casos foi o FF14SB, em que 0s parametros
referentes ao sitio metalico foram inseridos na simulacdo de ZnAbs. Em pH fisioldgico o
peptideo livre apresenta carga liquida -3, tendo sido neutralizado com trés ions Na* em ambos
o0s sistemas. No sistema com o zinco também foram adicionados dois ions ClI°, garantindo
neutralidade de carga total. Em seguida, foi definido um raio de corte de 12 A a partir do
peptideo para inclusdo das moléculas de agua TIP3P (JORGENSEN et al., 1983) em uma caixa
octaédrica truncada. Ao todo foram incluidas cerca de 10.400 moléculas de 4gua no modelo

md_00 e 10.500 moléculas no modelo md_01.
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Tabela 10 — Parametros inseridos no campo de forca do metal. Constantes de forcga ks, ke e Vi

sdo dados em kcal mol*A2 e kcal mol™ rad?, respectivamente, com ligaces em A e angulos

em graus.
Atomos Ko Ligacéo

Zn-E11 86,46 1,9605

Zn-H6 58,15 2,0642

Zn-H13 64,24 2,0487

Zn-H14 51,57 2,0848

Atomos ke Angulo

H6-Zn-E11 39,36 111,20

H6-Zn-H13 26,06 109,38

H6-Zn-H14 33,47 104,58

E11-Zn-H13 41,68 121,76

E11-Zn-H14 48,11 104,42

H13-Zn-H14 28,42 103,72

Zn-E11-C 69,37 106,57

E11-C-O 110,89 121,70

E11-C-CH2 115,89 116,28

Zn-H6-C, (His) 52,05 126,77

Zn-H6-C; (His) 53,04 124,72

Zn-H13-C. (His) 4551 124,10

Zn-H13-Cs (His) 49,23 129,08

Zn-H14-C, (His) 55,84 126,75

Zn-H14-C; (His) 52,12 125,90

Atomos Vn Diedro !

Zn-E11-C-C, 10,00 180,00

Zn-E11-C-O 10,00 0,00

Atomo g c Massa Polarizabilidade
Zn 1,1000 0,0125 65,40 -

N 1,8240 0,1700 14,01 0,530
(0] 1,6612 0,2100 16,00 0,434

1 O angulo diedro corresponde ao valor de maximo no potencial do parametro. Um angulo definido em

180° indica que o diedro tem angulo real de 0°.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 INCLUSAO DO LIGANTE: SISTEMA MD_02 E MD_03.

A fim de avaliar as interacdes entre INHHQ (H2L) e o peptideo ZnAbas, foram
construidos dois modelos com estequiometria 1:1 (md_02) e 1:2 (md_03) metal/ligante,
estudados em simulagdes independentes. Das conformagfes do INHHQ estudadas, C1 foi
utilizada nas simulacdes envolvendo o peptideo, por ser a espécie termodinamicamente mais
estavel (capitulo 6). O ligante foi inicialmente posicionado a cerca de 22 A do centroide do

peptideo ZnAbao (Figura 16). De modo similar, foi feito a inclusdo da segunda molécula a cerca
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de 24 A do peptideo, em regido oposta ao primeiro ligante, como representado na Figura 16. A
estrutura de ZnAbgo utilizada nessa montagem foi obtida ao final da simulagdo do monémero
md_01, e por isso ja se encontra compactado se comparado aos peptideos em md_01.
Considerando que o cutoff, usado para o célculo das interacdes nao covalentes, foi definido em
10 A para ambos os modelos, md_02 e md_03, o ligante H>L ndo ‘enxerga’ o peptideo no
inicio da simulagcdo. Assim, ndo h& uma interacdo preferencial que orientasse o(s) ligante(s) na

simulacéo.

Figura 16 — Orientacdo do INHHQ em relacdo ao peptideo. A) Posicao do ligante no modelo

1:1 (md_02); B) Posicéo do segundo ligante no modelo 1:2 (md_03). Aminoacidos da esfera

de coordenacdo e o metal estdo indicados na estrutura do peptideo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O ligante INHHQ foi tratado com campo de forca GAFF e as cargas ChelpG foram as
mesmas utilizadas para C1 no tdépico 5.1. Ambos os modelos foram incluidos numa caixa
octaédrica truncada com um raio de corte de 15 A para inclusdo do solvente, levando a um total

de 7.800 e 13.500 moléculas de agua em md_02 e md_03, respectivamente.
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54 CONSTRUGCAO DO DIMERO: SISTEMA MD_01.

A construcdo do dimero (MD_01) foi feita usando as estruturas finais das simula¢fes dos
mondmeros md_00 (Abao) e md_01 (ZnAbao), com ambos peptideos posicionadas lado a lado.
Com base na proposta apresentada por Istrate et al. (2016), a formacédo das placas induzidas
pelo zinco ocorreria via dimerizagéo (nucleacdo), com o zinco ligado aos dois peptideos, e entéo
propagacdo, com aumento do oligdbmero e formacdo do agregado. Nesse projeto a construgéo
do dimero ndo ligado corresponde a etapa anterior a ligacdo do zinco aos peptideos dois (Ab-
Zn-Ab). Dessa forma, avaliar a intervencdo do MPAC nessa etapa parece ter significado na

prevencdo da formacéo/propagacédo dos agregados, antes de sua formacéo.

A orientacdo inicial de ZnAbao e Abao foi feita considerando uma distancia de ~45 A
entre centroides, de modo que a formacdo do dimero fosse possivel em um curto tempo de
simulacdo e ndo ficasse enviesado (similar ao que foi descrito no tépico 5.2 para HoL com
md_02 e md_03). Para reduzir o custo computacional nessa etapa, foi feito uma simulacao
inicial de 100 ns, utilizando 0 modelo implicito de solvatacdo Generalized Born (HAWKINS;
CRAMER; TRUHLAR, 1995; HAWKINS; CRAMER; TRUHLAR, 1996). O sistema foi
neutralizado com 6 fons Na* (trés ions para cada peptideo) e 2 ions CI, para balancear a carga
do zinco. Foi definida a temperatura em 309 K, usando o termostato de Langevin e y = 1,0 ps°
! também definindo o algoritmo SHAKE, o que permitiu o uso do fator de integragéo de 2 fs.

Sdo apresentados na Figura 17 trés instantes da trajetdria obtida até a formacéo do dimero.

Figura 17 — Representagdes dos peptideos formando o dimero na simulagdo em solvente
implicito. O sitio metalico de ZnAb4o esta indicado no peptideo de vermelho.

>
0 ns 50 ns 100 ns
Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao final dessa simulacdo, foi realizada a simulagdo com solvente explicito. O
procedimento de minimizacdo, aquecimento e producdo segue o protocolo descrito no inicio
deste capitulo. Foi definido um raio de corte de 17 A para inclusio das moléculas de agua em

uma caixa de formato octaédrico truncado, totalizando cerca de 10.300 moléculas.
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5.5 INCLUSAO DO LIGANTE: SISTEMAS MD_02 E MD_03.

Ao final de 250 ns de simulacéo do dimero apresentado anteriormente, foi feito a inclusdo
de uma e duas moléculas do INHHQ em duas simulac¢Ges independentes, MD_02 e MD_03
respectivamente. Cada ligante foi inserido a cerca de 27 A do centroide do dimero (Figura 18)
(adistancia definida segue a mesma consideracgéo ja descrita anteriormente). Ambos os sistemas
foram neutralizados (6 ions Na* e 2 fons CI) e foi definido um raio de 17 A para inclus&o das
moléculas de &gua em uma caixa de formato octaédrico truncado. Ao todo foram incluidas cerca
de 11.300 e 15.550 moléculas de 4gua para os sistemas com uma e duas moléculas do INHHQ,
respectivamente. O ligante INHHQ foi tratado com campo de forca GAFF e cargas ChelpG
calculadas em nivel B3LYP/6-31+G(d,p) em fase gasosa.

Figura 18 — Modelos construidos para observar a interacdo dimero-ligante. A) Posi¢do de um
ligante no sistema MD_02. B) Posi¢do do segundo ligante em MD_03. O sitio metalico de

ZnAbg esta indicado no peptideo em vermelho.

Q/W

27 A

A
2‘; 27 A
&

B oo opifie

Fonte: Elaborado pelo autor.

56 [INHHQ COORDENADO AO ZN: SISTEMA MD_04.

Para a construcdo do sistema com o INHHQ coordenado ao zinco com modo
monodentado (MD_04), foi utilizado o modelo mimético apresentado na Figura 19. Esse
modelo foi discutido no capitulo de Proposta de Mecanismo e representa o aduto formado apés
o0 ataque nucleofilico do INHHQ ao zinco. Nesta etapa e nas proximas envolvendo o INHHQ

coordenado foi utilizada a estrutura dimero do peptideo.



53

Figura 19 — Modelo mimético utilizado para representar o sitio metalico ap6s a coordenacgao

N=
\_/

/[ N"’Z”/

N
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\NH

do ligante INHHQ via O2.

H
N
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N,

HN- / 3 HO

“NH

2

Fonte: Elaborado pelo autor.

2+

Tabela 11 — Parametros inseridos no campo de forgca do metal. Constantes de forga ks, ke e Vi

s&o dados em kcal mol*A~ e kcal mol™rad?, respectivamente, com ligacdes em A e angulos

em graus.

Atomos Kp Ligacdo
Zn-02 41,11 2,0231
Zn-H6 78,27 2,0157
Zn-H13 82,67 2,0054
Zn-H14 62,63 2,0548
Atomos ke Angulo
H6-Zn-02 26,54 108,40
H6-Zn-H13 34,20 118,90
H6-Zn-H14 34,49 108,65
02-Zn-H13 23,91 111,96
02-Zn-H14 33,36 101,87
H13-Zn-H14 28,37 105,62
Zn-02-C 28,02 143,32
Zn-H6-C, (His) 62,31 128,20
Zn-H6-C; (His) 60,08 124,42
Zn-H13-C; (His) 48,74 127,91
Zn-H13-Cs (His) 51,47 125,30
Zn-H14-C, (His) 60,79 130,01
Zn-H14-C; (His) 59,51 122,93

Vn Diedro*
Zn-0O-C-N 10,00 180,00
Zn-0-C-C 10,00 0,00
Atomo € c Massa Polarizabilidade
Zn 1,1000 0,0125 65,40 -
N 1,8240 0,1700 14,01 0,530

*0 angulo diedro corresponde ao valor de maximo no potencial do pardmetro. Um valor definido em

180° indica que o diedro tem angulo de 0°.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Como descrito anteriormente, a parametrizag@o consiste em obter as constantes de forga
de ligacdo assim como os valores de equilibrio para calcular o potencial classico (Eq. 10). A
estrutura do modelo foi otimizada e caracterizada com calculo de frequéncias harmonicas em
nivel B3LYP/6-31+G(d,p)/SDD em fase gasosa. A partir do calculo de frequéncias harmonicas
foram obtidas as constantes de forca de ligacdo e de angulo de ligagdo com auxilio do software
VFFDT. Essas constantes estdo apresentadas na Tabela 11 juntamente com seus valores de
equilibrio. Na Figura 20 sdo apresentadas as cargas atdbmicas ChelpG calculadas em nivel
B3LYP/6-31+G(d,p)/SDD também em fase gasosa.

A construcdo do sistema foi entdo realizada empregando o campo de forca FF14SB para
descrever o peptideo, o campo de forca GAFF para o INHHQ e os parametros obtidos para o
sitio metalico foram inseridos posteriormente. O sistema foi neutralizado (6 ions Na* e 2 ions
CI") e foi definido um raio de corte de 17 A para a inclusdo das moléculas de solvente em uma

caixa octaédrica truncada. Ao todo foram inseridas cerca de 11.000 moléculas de solvente.

Figura 20 — Cargas atdbmicas ChelpG atribuidas aos a&tomos dos aminoécidos, ao INHHQ e

Zn. Os substituintes R indicam a parte nos aminoacidos que ndo foi modificada em relacdo ao

campo de forca FF14SB.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.7 INHHQ COORDENADO AO ZN: SISTEMA MD_05.

Para a construcdo do modelo com o ligante coordenado como quelante (MD_05) foi
usado o modelo mimético apresentado na Figura 21, com a estrutura obtida ao final da

simulacdo da etapa anterior, MD_04.
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Neste ponto vale destacar um aspecto negativo em relacéo ao software VFFDT. O calculo
das constantes de forca envolvendo os dtomos A-B (ou A-B-C) ligados, segundo o método
desenvolvido por J. M. Seminario, requer que a matriz Hessiana apresente todos 0s termos
positivos envolvendo esses atomos. Entretanto, problemas na derivacéo das constantes de forca
podem surgir se for encontrado um valor negativo (um termo imaginario) na Hessiana e que
envolva qualquer dos atomos A, B ou C. Desse modo, o software ndo fornece o resultado e é
preciso lidar com o problema de outra forma. Assim, exclusivamente para este sistema foi
utilizado o modelo mimético com estrutura otimizada e geometria caracterizada em nivel
B3LYP/6-31+G(d,p)/SDD em solvente implicito descrito pelo SMD. Com a inclusdo do
solvente implicito ja foi possivel evitar o contratempo encontrado inicialmente. As cargas
atdbmicas, contudo, foram calculadas em fase gasosa como nos demais modelos em nivel
B3LYP/6-31+G(d,p)/SDD.

Figura 21 — Modelo mimético usado para o célculo de constantes de forca e cargas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Como explicado na Proposta de Mecanismo, o ligante se apresenta na forma neutra com
0 zinco coordenado a duas histidinas (His13 e His14). As constantes de forca usadas para o sitio
metalico estdo apresentadas na Tabela 12 e as cargas atbmicas na Figura 22. Os peptideos foram
descritos usando o campo de for¢ca FF14SB, o INHHQ com o campo de forga GAFF e 0s
parametros envolvendo o sitio metéalico foram inseridos posteriormente. O sistema foi
neutralizado (6 fons Na* e 2 jons CI) e foi definido um raio de corte de 17 A para a incluséo
das moléculas de solvente em uma caixa octaédrica truncada. Ao todo foram inseridas cerca de

11.200 moléculas de solvente.
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Tabela 12 — Parametros inseridos no campo de forca do Zn. Constantes ky, ko € Vi s@0 dadas

em kcal mol"*A2 e kcal mol™rad?, respectivamente, com ligacdes em A e angulos em graus.

Atomos Ko Ligacado
Zn-02 32,41 2,137
Zn-N4 37,52 2,254
Zn-H14 70,68 2,039
Zn-H13 98,49 2,033
Atomos ke Angulo
H14-ZN-02 32,03 109,49
H14-ZN-N4 45,76 120,58
H14-ZN-H13 51,72 126,84
02-ZN-N4 54,00 75,13
02-ZN-H13 36,27 104,72
N4-ZN-H13 50,50 106,65
ZN-02-C 62,78 115,93
ZN-N4-N 34,98 108,17
ZN-N4-C 34,67 135,98
ZN-H14-CG 93,86 129,14
ZN-H14-CE 86,49 123,45
ZN-H13-CE 92,97 124,84
ZN-H13-CD 99,23 128,36

Vn Diedro*
Zn-02-C-CA 10,00 0
ZN-N4-N3-C 10,00 180,00
ZN-N4-C-H 10,00 0
ZN-N4-C-H 10,00 0
ZN-N4-C-CA 10,00 180

£ c Massa Polarizabilidade

Zn 1,1000 0,0125 65,40 -
N 1,8240 0,1700 14,01 0,530

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 22 — Cargas ChelpG atribuidas aos &tomos dos aminoacidos His13 e His14, ao INHHQ

e ao Zn. Os substituintes R indicam a parte nos aminoacidos que n&o foi modificada.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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58 COMPLEXO LIVRE [ZN(H:L)(H20)2]%": SISTEMA MD_06.

O sistema com o complexo livre [Zn(H2L)(H20).]** foi construido a partir da Gltima
estrutura obtida na simulacdo anterior MD_05. Nesta etapa o campo de for¢a definido para o
complexo ndo envolve o peptideo e sua estrutura € mostrada na Figura 23. A Tabela 13
apresenta todas as constantes de forca utilizadas para parametrizar o sitio metalico, agora com
duas moléculas de 4gua coordenadas. A fim de simplificar a defini¢do das constantes de forca,
foram usados valores médios (< >) para as moléculas de agua e atomos similares na estrutura
do complexo. Apesar de ser possivel ocorrer troca das aguas com solvente, as ligagdes Zn-OH:

foram definidas explicitamente.

Vale ressaltar que, embora tenha sido observado maior propensdo a formacdo de um
complexo de zinco tetracoordenado nos célculos quanticos, a topologia definida inclui trés
ligacbes entre zinco-INHHQ. Algumas constantes de forca obtidas para o complexo foram
derivadas do campo de forca GAFF e estdo indicadas na Tabela 13, enquanto os peptideos

foram descritos usando o campo de forga FF14SB.

O sistema foi neutralizado (6 ions Na* e 2 ions CI") e foi definido um raio de corte de 17
A para a inclusdo das moléculas de solvente em uma caixa octaédrica truncada. Ao todo foram

inseridas cerca de 9.400 moléculas de solvente.

Figura 23 — Complexo livre [Zn(H2L)(H20)2]*" usado na simulagio.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 13 — Parametros obtidos para o complexo. Constantes de forga kp, ke € Vi sdo dados

em kcal mol"*A2 e kcal mol™rad?, respectivamente, com ligacdes em A e angulos em graus.

Atomos Ko Ligacado
Zn-02 8,46 2,234
Zn-N4 43,86 2,123
Zn-N5 43,68 2,101
<Zn-H,0> 57,84 2,051
Atomos ke Angulo
02-Zn-N4 13,41 72,02
02-Zn-N5 28,12 149,26
<Zn-H,O0> 34,87 82,31
N4-Zn-N5 11,28 77,25
<N4-Zn-H,0> 24,78 115,05
<N5-Zn-H,0> 31,31 111,39
H,0- Zn - H,0 17,34 119,13
Zn-02-C 31,27 116,28
Zn-N4-N3 37,90 117,71
Zn-N4-C 38,59 116,06
<ZN-N5-C> 48,01 120,31
<Zn-0-H>20 39,10 123,90
Vn Diedro
Zn-N5-C -C 4,80 180,00 GAFF
Zn-N5-C -C 4,80 180,00 GAFF
Zn-N4-C -H 4,15 180,00 GAFF
Zn-N4-N3-C 4,15 180,00 GAFF
Zn-N4-N3-H 0,40 0,00 GAFF
€ c Massa Polarizabilidade
Zn 1,1000 0,0125 65,4 -

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 24 — Cargas atdmicas ChelpG atribuidas aos atomos do INHHQ, H20 e ao Zn.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 ESTUDO DO LIGANTE INHHQ

Como descrito no topico 5.1, podem-se obter seis conformagdes do INHHQ considerando
os diedros 81, 62 e 63 da cadeia alifatica (Figura 11). Foi avaliada a estabilidade relativa das
especies a partir do AG em relacdo a conformagdo C1, termodinamicamente mais estavel
(FREITAS et al., 2013). Também foi realizado o célculo para obtencdo da energia de solvatacéo
das espécies em agua, usando o modelo implicito SMD.

Do calculo de cargas ChelpG, descrito no capitulo 5, foram obtidos os mapas de potencial
eletrostatico (MPE), a fim de verificar a distribuicdo de carga nos conférmeros (Tabela 14). Da
estrutura do INHHQ dois atomos de oxigénio, O2 e O6, estdo estericamente desimpedidos, de
modo que poderiam atuar como nucledfilos. Segundo MPE calculado, o oxigénio O2 apresenta
a regido de maior densidade eletronica. Em C1 fica evidente a existéncia de menor densidade

eletrénica no hidrogénio de N3, mais evidente nas conformacdes C2 e C4.

As conformacgdes C5 e C6 estdo orientadas de modo que ocorra formacao de um anel de
seis membros através da interacdo entre os atomos C-H---O2=C, o que estabiliza as
conformagdes, mas ndo o suficiente para torna-las termodinamicamente preferenciais. Em
relacdo a diferenca de energia de solvatacdo (AAG), somente as conformacdes C4 e C5 parecem
ter algum ganho significativo de estabilizagdo em relagéo a C1. Para as demais conformagdes,
seu valor absoluto fica abaixo de 0,5 kcal mol™ sendo essa contribuicdo muito pequena (< RT
= 0,592 kcal mol ™).

Com base no AG(ci1—cn) apresentado, as populacdes de Gibbs das trés espécies mais
favoraveis sdo: C1=84,9 %, C2=13,8% e C3=1,3% a 298,15 K (C4-C6 ~ 0%). Além disso,
a barreira de rotacdo do diedro 82 para transicio C1—C2 tem valor AG* = +6,75 kcal mol™,
que pode ser reduzida em meio bioldgico por conta de interagdes intermoleculares. Os valores
de pKa determinados experimentalmente por Freitas (2014) sdo pKal(O6H) = 9,84 + 0,01 e

pKa2(N3H) = 10,94 + 0,01, o que indica que o ligante se encontra neutro em pH fisioldgico.

Das simulagdes de DM, foram monitorados os diedros 561-63 a fim de avaliar a
mobilidade do ligante em solvente explicito. A Figura 25 apresenta os valores dos diedros
monitorados ao longo da simulacdo por 50 ns. Neste intervalo de tempo ja € possivel observar
as flutuacdes estruturais do INHHQ, apesar de serem encontrados na literatura tempos de

simulacdo da ordem de microssegundos para pequenas moléculas (MATTHES et al., 2017).
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Tabela 14 — Conformac6es C1-C6 e sua estrutura otimizada em nivel B3LYP/6-31+G(d,p)

com MPE em escala relativa — azul: menor densidade eletrdnica; vermelho: maior densidade

eletronica — e energias em kcal mol™

Cn

Estrutura

MPE (Iso 0.0004)

Diedro

AG(c1—cn)

AAG(soIv.)

C1

o1:
52:
53:

180°
180 °
180°

C2

ol:
52:
33:

0 o)
180 °
180 °

+1.08

+0,38

C3

ol:
52:
33:

180 °
180 °
0 o

+2.46

-0,14

C4

ol:
52:
33:

0o
180 °
0o

+6.52

-1,28

C5

ol:
52:
33:

180 °
0 o
180 °

+4.21

-1,06

C6

goRs’

ol:
32:
33:

oo
oo
180 °

+5.42

-0,40

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Pode ser observado que 81 e &3 apresentam maior rigidez, o que é esperado ocorrer por
conta do carater de dupla ligacdo existente nesses diedros. Os valores de 62 apresentam
oscilacBes de +25° enquanto 63 é um pouco mais flexivel com valores de £35°. Ja em 82 a
variacdo do diedro é de 60° a -60° (60° a 180°-180° a -60°), dando ao ligante uma amplitude de
flutuacéo de 240°. Apesar do ligante apresentar estrutura plana em estado sélido (FREITAS et
al., 2013), a variagcdo em 82 em solucdo indica que o ancoramento/docagem do ligante no
peptideo pode ser facilitado por conta de sua mobilidade. Além disso, com base nas variagdes
de diedro, as conformagdes que diferem somente em 62 (C1 e C5, C2 e C6) podem ser tratadas

como essencialmente as mesmas na dindmica.

Figura 25 — Graficos dos diedros 81, 62 e 63 para as seis espéecies avaliadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao final de 50 ns de simulagdo, com auxilio do pacote CPPTRAJ do Amber16 foi obtido
uma estrutura média de cada conférmero sobre 5.000 estruturas analisadas de cada simulacéo
(Figura 26). Essa analise consiste em calcular as coordenadas médias de cada &tomo do sistema
nos 5.000 frames avaliados, podendo resultar em uma estrutura final deformada. As estruturas
médias obtidas aparecem deformadas e refletem a flexibilidade em relagéo a ligagdo N3-N4, de
modo que os grupos carbonil e piridil aparecem ‘comprimidos’. Em todos os casos, a estrutura
média é similar & conformagdo usada como estrutura inicial e ndo foi observado converséo de

um conférmero em outro no tempo de simulacdo analisado, com exce¢do dos que diferem

somente em &2.
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Figura 26 — Estrutura média de 5.000 frames analisadas ao longo da simulacédo de 50 ns.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Um ponto a se destacar é o fato de a conversdo C1—C2 ser necessaria para que ocorra
coordenacao ao metal na forma de quelante, similar ao que é observado para o analogo HPICH
(Figura 6 e 7). Como sera mostrado nas simulacdes nos proximos capitulos, as interacoes
INHHQ-Ab4o ndo promovem essa conversdo no tempo de simulacdo avaliado e o ligante
permanece como C1 em todos 0s casos.

Os dados apresentados também servirdo como parametro para monitorar o ligante nas
simulacdes de dindmica molecular envolvendo o peptideo. Uma vez que um possivel docagem
pode ocorrer, € interessante saber o efeito estrutural causado pelo peptideo no ligante e vice-

versa.
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7 FORMACAO DO COMPLEXO DE ZINCO COM INHHQ

A Eqg. 11(11 apresenta a reacdo de formacdo de quatro possiveis formas do complexo
[Zn(HnL)(H20)2]™ com n=0, 1 ou 2, de modo que a energia livre de formacéo (AG) foi avaliada
considerando ion Zn(Il) livre na forma do complexo hexaaquozinco(ll) (MUNOZ-PAEZ;
PAPPALARDO; MARCOS, 1995; RUDOLPH; PYE, 1999).

—— [Zn(H,L)(H,0),*" + 4H,0

2 > [Zn(HL)(H,0),]"ny+ 4H,0 + H'

[Zn(H,0)]*" + H,L X (11)
— [ZH(HL)(H20)2]+(O)+ 4H20 + H+

| 4 5 [Zn(L)(H,0),] + 4H,0 + 2H'

Os complexos formados nas reacfes 1-4 serdo chamados complexos 1, 2, 3 e 4 e estdo
apresentadas na Figura 27, em que o subescrito (N) ou (O) indica em qual grupo o ligante esta

desprotonado. Os dados estruturais dos complexos estdo mostrados na Tabela 16.

Figura 27 — Estrutura otimizada dos complexos de zinco apés coordenacdo do INHHQ. Os

atomos ligados ao metal estdo indicados por uma linha preenchida e a interacdo com o metal

pela linha pontilhada, ambos baseados nas distancias de ligagéo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A Tabela 15 apresenta os termos que contribuem para a energia de formacdo AG do
complexo segundo as quatro reacOes apresentadas. Como pode ser visto, a contribuigdo
entrdpica é significativa, uma vez que a reacdo envolve a liberagcdo de 4 moléculas de agua apos
a coordenacao do ligante. Em 1 a contribuicdo do termo -TAS determina a espontaneidade da
formacdo do complexo, enquanto nas demais reaces, a ionizacdo do ligante (pouco favoravel)
eleva a contribuicdo da energia eletrénica, aumentando a energia de formacdo das espécies
desprotonadas [Zn(HL)(H20)2]*~y e [Zn(L)(H20)2]. Para recuperar parte da correlagdo
eletrnica e reduzir parte do erro associado ao tamanho da fungdo de base, foi feito o calculo
de energia em nivel MP2/CBS sobre a geometria B3LYP.

Tabela 15 — Energias calculadas para as reacdes 1-4 sobre a estrutura otimizada em nivel
B3LYP/6-31+G(d,p)/SDD/SMD. Todos os valores estdo em kcal mol™.

Reagdo AEe1s0/PYP | AEe5o/MPZ/CBS AH. “TAS AGO—* 1 AGMP2/CBS
1 +3,672 +10,623 -2,633 -26,104 +3,78 -14,335
2 +21,895 +29,019 -11,274 -25,875 +3,78 -4,351
3 +45,050 +24,585 -10,723 -25,241 +3,78 -7,599
4 +61,581 +50,253 -20,410 -24,546 +3,78 +9,077

1 AGMP2ICBS = AEqoMP?CBS + AH. — TAS + AG®—*. A quantidade AG®—* corresponde a energia para
mudanca de estado padrdo 1 atm para 1 mol L* com An = 3 (Eq. 2). MP2/CBS representa o nivel

MP2/cc-pVTZ/SMD, em que a base de Dunning foi usada para todos os a&tomos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A correcdo da energia eletrénica em nivel MP2/CBS é considerdvel, mas tem maior peso
na reagdo 3, com reducdo de 21 kcal mol™?, o que mostra maior estabilizacdo do complexo
possivelmente por conta do efeito de ressonéncia do grupo quinolinico. Essa estabilizagdo acaba
por tornar essa mesma reacdo espontanea. A energia livre de Gibbs também foi corrigida
incluindo a contribuicéo feita pela correcdo da mudanca de estado padrdo de 1 atm para 1 mol
L (SHIELDS; SEYBOLD, 2009), o que pela estequiometria das reacdes resulta em um
acréscimo de +3,78 kcal mol™? para cada reacdo (An = 3). Exceto para 4, a formagio do
complexo se mostra bastante favoravel com a desprotonagdo sendo possivel em ambas posi¢es

(N3 e 06) apds a coordenacgéo, se partindo do ion livre em solucéo.

Apesar de ndo haver dados diretos da formacéo do complexo de zinco em solucgéo aquosa,
Hauser-Davis et al. (2015) mostraram que o INHHQ é capaz de remover as perturbacgdes
causadas pelo Zn?* ao peptideo Abao, provavelmente via quelagdo. Cukierman et al. (2018)
mostraram que o analogo HPCIH (Figura 5) quando coordenado ao zinco se apresenta em duas
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formas tautoméricas em solucdo DMSO-ds: (E)-enamina com ligante desprotonado e (E)-
cetoamina com ligante protonado (neutro), sendo a enamina majoritaria (complexo
[Zn(PCIH)CI2]). Ambos os casos indicam que a formacdo do complexo de zinco com INHHQ
é possivel de ocorrer, apesar de ndo ter sido ainda demonstrada em solucéo aquosa. Com base
no modelo apresentado na Eq. 11, alguns fatores adicionais podem contribuir para a formacéao
do complexo. Primeiramente, os complexos formados foram analisados como espécies isoladas,
mas pode-se considerar a influéncia da primeira camada de solvatacdo na estabilizacdo dos
complexos carregados 1-3. Além disso, por conta do carater hidrofébico do INHHQ, com a
formacdo do complexo de zinco hé liberagcdo de moléculas de agua de sua camada de solvatagéo

promovendo aumento de entropia no sistema.

Podem ser encontrados na literatura estruturas cristalograficas de compostos de
coordenacdo do INHHQ com os lantanideos Yb(Ill) (LIU; YANG, 2009a), Eu(lll) (LIU;
YANG, 2009b) e Ho(lll) (LIU; YANG, 2009c). Ao contrario do que é apresentado por Liu e
Yang, em que o ligante aparece totalmente desprotonado (L), as estruturas cristalograficas dos
complexos de zinco com o analogo HPCIH, apresentadas no capitulo 4, e o andlogo HQFUH
(FREITAS et al., 2018) ndo mostram essa tendéncia. Como a quimica dos metais de terras raras
é diferente da dos metais da primeira série de transicdo, essas estruturas ndo fornecem

informagdes adicionais.

Uma vez que os valores de pKa do ligante sdo elevados (pKa = 9,84 e 10,7) (FREITAS
et al., 2013), mesmo apds a coordenacdo € pouco provavel que ocorra a desprotonacéo total do
ligante no complexo em solucdo aquosa (AGMPZCBS = +9,07 kcal mol™?). Com base nessas
informac0es, todas as etapas avaliadas no projeto foram realizadas com o ligante neutro. Os

parametros geométricos dos quatro complexos formados estdo apresentados na Tabela 16.

Em relagdo ao modo de coordenagdo, o indice de trigonalidade (ts) calculado para os
complexos 1, 2 e 4 sugere geometria com maior carater de pirdmide de base quadrada
(CUKIERMAN et al., 2018), consequéncia da orientacdo das moléculas de &gua mais proximas

ao plano do ligante.

De modo similar, considerando o nimero de coordenacdo 4, os valores de 14 sugerem
claramente maior carater tetraédrico, também caracteristico de complexos de Zn(l1) e observado
por FREITAS et al., 2018. Em ambos os tratamentos a geometria distorcida € evidente, em que

H.L apresenta ligagGes mais longas por conta de seu volume e estrutura mais rigida. Ja quando
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ocorre a ionizagdo o carater ibnico domina a interagdo e em 2-4 o ligante se aproxima do metal

apresentando ligagOes mais curtas.

Tabela 16 — Parametros estruturais dos complexos 1-4 otimizados em nivel B3LYP/6-

31+G(d,p)/SDD/SMD. Comprimentos de ligacdo em A com ligacdes mais curtas sublinhadas

e angulos em graus.

Atomos 1 2 0) 3 4
Zn—-N5 2,243 2,072 2,454 2,326
Zn— N4 2,147 2,866 2,077 2,034
Zn-02 2,534 - 2,170 2,105
Zn-06 2,821 1,980 - 3,100
Zn—Hz0 (1) 2,075 2,073 2,093 2,074
Zn—Hz0 (2) 2,071 2,079 2,126 2,073
C-N4 1,284 1,286 1,289 1,288
N4 — N3 1,354 1,363 1,360 1,356
N3 -C2 1,369 1,359 1,351 1,343
C2-02 1,238 1,249 1,280 1,281
£N5—Zn—- N4 75,35 - 73,55 76,52
£N5—-27Zn-02 143,35 - 148,22 152,95
/N5 —2Zn-06 - 84,10 - -
2N5 —Zn—-H,0 (1) 113,86 114,20 94,00 90,15
2N5 —Zn - H,0 (2) 110,00 121,50 93,54 90,12
2H;0 (1) - Zn-H20 (2) 115,83 93,52 105,10 96,05
5 0,386 - 0,324 0,372
T4 0,889 0,795 0,755 0,701

Fonte: Elaborado pelo autor.
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8 ANALISES DAS SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR

A estrutura final da simulagdo md_00 (Abao, peptideo livre) é mostrada abaixo na Figura
28. Logo nos primeiros 50 ns de simulagdo (ndo incluidos na anélise) o peptideo j& apresenta
uniformidade de volume (Rg = (10,2 + 0,9) A) (Figura 28C). Uma vez que o peptideo sofre
algumas inversdes na orientacdo da cadeia (inversao do sentido no turn), o valor de RMSD
oscila até atingir cerca de 10 A (Figura 28B), se mantendo constante. E de se esperar que um
peptideo como Ab tenha um comportamento bastante dindmico, como € observado para
pequenas proteinas (LINCOFF; SASMAL; HEAD-GORDON, 2019), podendo atingir diversas
conformac@es de minimo antes de chegar a uma estrutura de equilibrio ap6s longo periodo de
simulacdo (RAFFA; RAUK, 2007). Neste trabalho o tempo de simulagéo foi definido de acordo
com as flutuacdes observadas ao longo da prépria simulacdo. Desse modo, apds 250 ns, as
variacdes de RMSD, Rg ou RMSF fornecem um indicativo da necessidade de se estender o
tempo de cada simulac&o, além do que é observado no software de visualizagdo. E evidente que
simulagfes individuais reduzem parte do potencial da técnica de dindmica molecular, que
consiste na amostragem de estruturas. Dentro do escopo do trabalho, generalizagdes foram

evitadas justamente para evitar um possivel viés.

Figura 28 — A) Peptideo Abso em 5 instantes da simulacdo; B) Grafico RMSD; C) Raio de
giro; D) Flutuacdes médias RMSF.
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Fonte: Elaborado pelo autor.



68

A caracterizagdo da estrutura do peptideo foi feita usando o gréfico de percentual de
estrutura secundaria (% Estrutura Secundaria ou %SS) (APENDICE A, Figura A.1 md_00). A
%SS ¢ definida como a razdo do ndimero de frames em que um aminodcido adota uma
determinada conformacdo pelo numero total de frames. Como é esperado, ndo é observado a
formacdo de folhas beta (Para e Anti), assim como sera mostrado para os demais modelos. A
literatura reporta como uma etapa fundamental para a formacéo das placas senis a mudanca
estrutural, saindo do oligbmero amorfo para sua forma de folhas beta (HAN; HE, 2018). Esse
processo ocorre principalmente ao final da lag-phase e durante o crescimento das fibras
(Introducéo, Figura 3). A regido C-terminal parece adotar preferencialmente alfa hélice com
regides de turn em toda estrutura, sendo observado na regido Ab,1-25 maior percentual de turn
pela mudanca de direcdo entre as duas hélices formadas em Abi7-21 € Abzo.35. Nessa regido estao
concentrados 0s aminoacidos hidrofébicos (Li7VFFA21---As0llGLM3s), que se mantém
préximos por interacdes hidrofébicas (Figura 29). Vale destacar que o modelo usado na
reconstrugcdo do peptideo (Figura 13, PDB 1Z0Q) consistia numa estrutura de RMN que ja
adotava estrutura secundaria de alfa hélice (modelagem comparativa). Como serd mostrado

mais adiante, parte dessa estrutura parece se conservar em todas as simulagdes.

Figura 29 — Representacdo da regido de alfa hélice e turn na estrutura final de md_00.
Aminoacidos da regido Abi7.21 € Abso-3s em representacéo de bastdo e bola.

Fonte: Elaborado pelo autor.

No sistema md_01 (ZnAbao) a presenga do metal na regido N-terminal parece néo afetar
o volume do peptideo e rapidamente é observado convergéncia com Rg = (10,3 +0,3) A (Figura
30D). Assim como ocorre no modelo md_00, em md_01 a contribuicdo de %SS Para e Anti

ndo é significativa, aparecendo somente para dois aminoacidos, mas como pontos isolados em
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His6 e Gly9 (Figura A.1 md_01). Aqui também é observado maior contribuicdo da estrutura
alfa hélice e hélice 3-10, havendo formacdo de turn rigida nos aminoéacidos Asp7 e Ser8.
Diferente de md_00, a regido C-terminal apresenta muito menos ordenamento, com maior
contribuicdo também de turn contra a predominancia da alfa hélice em md_00. Em ambas
simulag0es as estruturas turn, alfa hélice e hélice 3-10 constituem maior parte das conformacées
adotadas pelo peptideo. Por ser um peptideo pequeno e intrinsecamente desordenada (PID)
(LINCOFF; SASMAL; HEAD-GORDON, 2019), a transicéo entre essas conformacdes parece
ser coerente, com contribuicdo de %SS das hélices conservadas do modelo usado em sua

construcdo e o turn por ser uma PID.

Figura 30 — A) Sitio metalico no peptideo; B) Estrutura do peptideo em trés instantes da
simulacdo; C) RMSD - Zn: sitio metalico e ZnAb: peptideo; D) Raio de giro; E) Flutuacbes

médias.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A diferenca inicial mais evidente entre os dois monémeros apresentados esta na flutuagéo
média dos residuos, RMSF, que fica acima de 5 A para a maior parte dos aminoacidos em
md_00 (Figura 28D), enquanto a presenca do metal reduz sua mobilidade na regido N-terminal,
atingindo valores abaixo de 3 A (Figura 30E). Vale lembrar que ambas simulag@es partiram da
mesma estrutura inicial, com a diferenca de md_01 apresentar o metal coordenado. Outro efeito

que contribui para as flutuagdes média é a rotacdo ao longo de regides de turn, que ndo afetam
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a compactacdo estrutural, mas sdo responsaveis pelas pequenas oscilagdes também observadas
no RMSD.

Detalhes mais aprofundados sobre a estrutura do peptideo nas duas simula¢Ges ndo serao
discutidos. Aqui se objetiva reconhecer os padrdes que podem estar associados ao efeito da
presenca do ligante nas simulagdes sequenciais. Dessa forma, dando sequéncia nas simulagdes
do mondmero e com a construgdo do dimero, dois conjuntos de simulac6es foram realizados:
(i) monémero [(ZnAb)---nH,L] e (ii) dimero [(ZnAb.Ab)---nHzL] comn =1 e 2, e o0 ligante
com conformacdo C1. As etapas envolvendo monémero foram feitas a fim de observar o efeito
provocado pela inclusdo do ligante na dindmica do peptideo. Ja na presenca do dimero, qualquer
influéncia do ligante poderia afetar a estabilidade do agregado proposto. Nesse caso, faz mais
sentido adotar a proporcdo 1:2 metal/ligante considerando a possibilidade de cada ligante
interagir com uma unidade do dimero. Em seguida, para considerar o efeito da coordenacdo do
ligante (etapas do mecanismo proposto), foi usado o dimero como modelo com estequiometria

1:1 metal/ligante.

8.1 SIMULACOES COM MONOMERO ZNAB — (ZNAB;.40):

Apbs a inclusdo do ligante, simulacdo md_02, levam-se cerca de 3 ns até que ocorra sua
aproximacdo da estrutura do peptideo. Logo apds esse intervalo é observado sua maior
permanéncia proximo a regido hidrofobica C-terminal. O ligante também chega a se aproximar
da regido do metal estabelecendo interagdes m-stacking com o aminoacido Tyrl0, mas nao
permanece por muito tempo proximo a regido. Assim como fazem Matthes et al. (2017), foram
definidos alguns modos de interagdo do ligante com o peptideo. Essas interagdes sdo mostradas
na Figura A.3 e aqui estdo divididas em: ndo ligado (NL), parcialmente ligado (PL) e docado
(DC), modos de interacdo baseados no numero de contatos totais entre ligante e peptideo
(descricdo do niimero de contatos no APENDICE A). Apds cerca de 40 ns o ligante ja se

encontra parcialmente ligado na regido hidrofébica.

Na Figura 31A é mostrado o peptideo com a sobreposicdo de 8 estruturas do INHHQ,
uma a cada 25 ns entre 0s 50 e 250 ns de simulacdo. Apesar de o peptideo também alterar sua
conformacdo, sua ultima estrutura foi usada como referéncia. Na Figura 31B é mostrado que
ocorre a docagem do ligante, apesar de ndo serem observadas mudangas significativas nos
valores de RMSD e Rg do peptideo (Figura 31C e D). Nesse frame sdo mostrados alguns

aminoéacidos que interagem diretamente com o INHHQ. A mudanca mais relevante é observada
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nas flutuacdes para a regido Abag.37, com valores médios abaixo de 2 A (Figura 31E). Assim
como em md_01, a regido do metal ndo sofre grandes variagdes, uma vez que o ligante parece
ndo interagir proximo a essa regido por tempo apreciavel. Apesar da presenca de grupos polares
na estrutura do ligante, a ocorréncia de ligacdes de hidrogénio entre HoL e ZnAb é muito
pequena e ocorrem por curto periodo. O Gréafico A.2 md_02 (APENDICE A) mostra com quais
aminoacidos ocorre formacdo de algumas ligagcdes de hidrogénio peptideo-ligante durante a
simulacdo e sua distancia média. As 10 ligacBes de hidrogénio com maior ocorréncia se
concentram entre 0os aminoacidos do segmento Abzs.40, mesma regido em destaque na Figura
31B e com menores flutuacdes. Apesar de as ligacdes de hidrogénio ndo serem o modo de
interagdo predominante, hd de se considerar principalmente o efeito hidrofobico como

direcionador das interacdes.

Figura 31 — A) Sobreposicéo de 8 estruturas do HzL ao longo da simulacéo; B) Regido Ab2i1-40

indicando o ligante e alguns aminoéacidos interagentes; C) RMSD; D) Raio de Giro; E)

FlutuacGes médias.
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Assim como ocorre para o ligante livre, também é observado sua grande mobilidade em
relacdo ao diedro 62 (Grafico A.3). Ao mesmo tempo, o ligante se apresenta em momentos em
que os valores de 62 se mantém constantes, reflexo dos modos de interacdo PL e DC. Esse tipo
de comportamento ocorre principalmente quando o ligante est4 docado. Em resumo, a presenca
do ligante afeta principalmente a regido C-terminal, que sofre mudanca na contribuicdo %SS

aumentando o valor de alfa hélice, com o segmento Ab:-16 Se mantendo basicamente inalterado.

Com aincluséo do segundo ligante, simulacdo md_03, logo no inicio da simulagéo ocorre
formacédo do dimero (HzL)2, mantido por interagdes do tipo n-stacking e hidrofobicas (Figura
32). Também foram verificados dois modos de interacao entre os ligantes baseados no numero
de contatos: parcialmente associado (PA) e totalmente associado (TA), mostrados na (Figura
32) em um momento da simulacdo em que ocorrem. O efeito hidrofobico contribui para a
formacdo do dimero principalmente para os ligantes, que mesmo apds sua aproximacao ao

peptideo, se mantém associado.

Figura 32 — A) NUmero de contatos entre os ligantes e ZnAb. Em destaque é mostrado a
docagem dos dois ligantes no peptideo ap6s 175 ns; B) RMSD; C) Raio de giro; D)

Flutuacdes médias.
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Com a docagem, hé ainda um grande nimero de contatos entre os ligantes e o peptideo
precisa se reorganizar para acomodar as duas moléculas (Figura 32). Apds 175 ns, 0 sistema

atinge certa estabilidade e tanto RMSD quando Rg se tornam constantes (Figura 32B e C).

Na presenca dos dois ligantes os valores de %SS sdo bastante alterados em relacdo ao
peptideo livre, md_01, havendo perda de estrutura secundéria na regido C-terminal (Figura A.1
md_03). A docagem também afeta 0 RMSF em relagdo a md_02, que possui somente um
ligante. Como quase todo o peptideo parece estar envolvido na docagem, ha um acréscimo na
flutuacdo média em pelo menos 2 A para todos residuos. Com a formacao do dimero (HzL)2 é
observado menor variagdo no diedro 32, com mudangas que ocorrem simultaneamente em
ambos ligantes como é de se esperar. Apds a docagem os ligantes adotam uma conformacéo
bem definida até o final da simulacdo (Figura 32A). A aproximacdo dos ligantes ao sitio

metalico também ndo parece ter alguma interacdo dominante.

8.2 SIMULACOES COM DIMERO [ZNAB.AB] — (AB1.40; ZNABu1.50):

Apbs a formacdo do dimero em solvente implicito, a dindmica foi iniciada em solvente
explicito com o0 modelo ja estruturado, simulacdo MD_01. Um ponto importante a se considerar
é a orientacdo do sitio metalico no peptideo ZnAb no dimero. Com a formacédo do dimero, a
regido do metal se posiciona afastada da interface entre os peptideos (Figura 17, topico 5.3). A
agregacao dos mondmeros ocorre inicialmente via interacdo entre os segmentos hidrofébicos e
entdo o dimero se estabelece (HAN; HE, 2018). Como sera visto nos demais modelos, a regido
hidrofobica parece ser fundamental para manter os peptideos unidos nas simulacdes realizadas.
Como héa simplificacdo do ambiente quimico no modelo da dinamica, € possivel que a separacao

ndo seja realmente observavel no intervalo de tempo estudado.

Em relagdo a MD_01, uma vez que a estrutura ja se encontra dimerizada, logo no inicio
da simulacdo ocorrem pequenos rearranjos estruturais e o peptideo atinge sua estabilidade,
observados pelo RMSD e Rg (Figura 33B e C). Nas simulagdes com dimero o RMSD ¢
apresentado em partes, a fim de verificar a contribuicdo de cada peptideo ao seu valor total
(Figura 32C — Ab: peptideo livre; ZnAb: peptideo com o zinco). J& o volume do dimero é um
pouco maior que do mondmero, Rg = (12,3 = 0,2) A, com as maiores flutuacdes concentradas
nos aminoacidos terminais Absg40. Em termos de estrutura secundaria, também é observado
formacdo de alfa hélice, hélices 3-10 e turn (Figura A.1 MD_01). O peptideo Ab1.40 apresenta

dois pontos com a estrutura Anti que sdo invariantes ao longo de toda a simulagdo. Por serem
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pontos isolados, ndo ha qualquer contribuicdo estrutural para a formacao de folhas beta também
no dimero. Enquanto ocorre maior conservacao de estrutura secundéaria na unidade ZnAba-go,
a estrutura do peptideo sem o metal transita entre as conformacdes secundarias mais frequentes

(turn, alfa hélice e hélice 3-10).

Figura 33 — A) Estrutura do dimero MD_01; B) RMSD — Ab: peptideo, ZnAb: peptideo com
metal, Zn: sitio metélico; C) Raio de giro; D) FlutuagcGes médias de cada monémero.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Com a inclusdo do primeiro ligante, MD_02, sua aproximacdo ao dimero ocorre
rapidamente, permanecendo interagindo por quase toda a trajetoria. Assim como ocorre para
md_02, o ligante forma algumas ligacGes de hidrogénio com o peptideo. Dos residuos em que
ocorre essa interacdo, Ala2 (de Abs) é 0 que tem maior duracdo, cerca de ~40 ns, e
comprimento de ligacdo médio 2,78 A, o mais curto (Gréafico A.2 MD_02). Com base no
numero de contatos, o ligante apresenta modo DC como predominante, apesar de permanecer
com valores abaixo de 750 contatos (Gréafico A.4), inferior ao observado em md_03. Logo apds

100 ns de simulagfo é observado um pequeno aumento RMSD, que cresce até cerca de 4 A,
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quando ocorre entdo seu aumento abrupto (Figura 34B). Com o aumento da variacdo do RMSD,
iniciado em 200 ns, a simulacdo inicial de 250 ns foi entdo prolongada até 400 ns. Ocorre de 0
peptideo Abis se desdobrar, com a regido N-terminal se afastando significativamente,
atingindo o valor de Rg = 15,3 A e desvio observado no RMSD (Ab) = 11,45 A (Figura 34A),
sem que haja participacéo direta do ligante. A Figura 34A mostra 0 momento em que o peptideo
livre Abgo se afasta da interface de contato entre 0s monomeros.

Mesmo apos o fendmeno observado, a regido hidrofébica (Abzs.40), que mantém contato
entre os peptideos, ndo se separa em momento algum. Como resultado a regido C-terminal em

ambos mondmeros permanece bem definida com a estrutura de alfa hélice dominante (Figura
Al).

Figura 34 — A) Representacdo do dimero com INHHQ préximo ao peptideo ZnAb; B) RMSD;

C) Raio de giro; D) FlutuacGes médias para cada peptideo.
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Apbs a formacao do dimero e bloqueio da regido hidrofébica provocado pela interacéo

entre os peptideos, o ligante permanece interagindo na superficie do peptideo ZnAb. A inclusédo
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do metal nessa regido reduz a carga liquida do peptideo, o que parece favorecer a aproximacao
do peptideo a essa regido. Em contrapartida, a regido N-terminal livre do peptideo Abaso é
bastante flexivel e carregada, permanecendo interagindo com as moléculas de dgua do solvente.
Com a proximidade do INHHQ ao sitio metalico, a formacéo de intera¢es m-stacking com
aminoacidos como Tyr10 e Phe4 e algumas ligacdes de hidrogénio podem ter papel importante

em uma etapa anterior a sua coordenacao ao metal.

Com a incluséo do segundo ligante, MD_03, ocorre algo similar aos eventos observados
em md_03 e MD_02. A simulagéo inicia com aproximacao dos ligantes ao dimero e logo ap6s
50 ns ocorre a formacdo da espécie (HoL)2, que se mantém dimerizado por cerca de 100 ns.
Neste ponto os ligantes permanecem proximos aos peptideos, parcialmente docados,

principalmente por terem uma das faces em contato entre si.

Figura 35 — A) Estrutura do dimero com a regido N-ter de Ab1-49 afastada; B) RMSD; C) Raio

de giro; D) Flutuacdes médias por peptideo.
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Quando os ligantes se separam, ocorre a docagem e cada molécula permanece interagindo
com um dos peptideos (Figura 34A e Figura A.5).

Em Abz.40 ocorre o desdobramento regido N-terminal e os valores de RMSD e Rg crescem
significativamente, com valores maximos a partir de 265 ns (Figura 35B e C). A mudanca
estrutural reflete os altos valores de RMSF, que passa de 9 A nos residuos Aspl e Ala2 (Figura
35D). Em termos globais, ambos peptideos apresentam alto contribui¢do da formacéo de alfa
hélice, com as regides C-terminal bastante conservadas (Figura A.1 MD_03). No segmento
ZnAbeg.76 a estrutura de alfa hélice permanece essencialmente inalterada em toda a simulacéo
(%SS > 90 %), similar ao que ocorre com o0 modelo MD_01, que se encontra isolado em
solucdo. Nos trés modelos apresentados, o perfil de estrutura secundaria se mantém bastante
parecido no peptideo coordenado ao metal, ZnAbasi-go. A retencéo da estrutura nessa parte do
dimero € esperada, ja que as flutuacdes se concentram na regido N-terminal, hidrofilica, e o
metal reduz sua mobilidade. Analisando as simulagdes do dimero, o perfil de Rg, RMSD,
RMSF e %SS se mantém bem definido para ZnAbasigo. Uma vez que ha grande flutuacdo da
regido N-terminal (vide md_00), a presenca do metal promove reducdo da carga liquida do
peptideo, reduzindo sua solubilidade, sua mobilidade é afetada e a entropia do sistema reduzida.
Com isso, as alteracfes conformacionais sdo observadas principalmente no peptideo livre Abs.
40. Em adicdo, o contato entre as regibes hidrofébicas ndo permite com que os peptideos se
separem ou que o ligante se aproxime dessa regidao. Como citado anteriormente, é possivel que
a dissolucdo do dimero ndo seja observada no tempo de simulacdo estudado nas condicdes

avaliadas.
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9 MECANISMO DE REACAO - MODELO QUANTICO E CLASSICO

Apo6s a coordenacdo do ligante as simulacdes foram realizadas de acordo com o
mecanismo proposto e trés etapas modeladas para dinamica serdo discutidas juntamente com a
parte quantica. Nessas etapas o ligante foi incluido na conformacéo C2, que ja se orienta para

a formacéo da ligacdo multidentada.

Seguindo a légica minimalista, o primeiro modelo mimético zm é representado como o
menor fragmento que representa o sitio metalico do peptideo. Esse € 0 mesmo modelo utilizado
na obtencdo dos parametros para dindmica molecular (topico 5.2) e, como dito, representa o
sitio metalico com a primeira esfera de coordenacgdo. Aqui os ligantes possuem maior liberdade
rotacional e serd mostrado que a geometria do complexo metal-peptideo, apesar de tetraédrica,
apresenta maior deformacéo se considerada a cadeia peptidica que conecta esses aminoacidos.
A Figura 36 apresenta os trés modelos utilizados no trabalho: zm como modelo minimalista;
ZM como modelo maior, que inclui efeito estrutural e parte da segunda esfera de coordenacao
e MD_01, estudado na dindmica molecular. Como mencionado no capitulo 5, os aminoacidos
histidina estdo representados pelo grupo 4-metilimidazol e o glutamato pelo acetato (Ac) no
modelo zm. Todas as estruturas do modelo zm foram otimizadas e caracterizadas em nivel
B3LYP/6-31+G(d,p)/SDD/SMD. Para o célculo das energias eletrébnicas em solucéo,
entretanto, usar o método MP2/CBS, usado no céalculo de energia de formagdo do complexo
Zn-INHHQ, se mostrou bastante custoso e néo foi realizado. A fim de melhorar as energias, foi
feito emprego da base cc-pVTZ para todos 0s atomos neste modelo, mas ainda com o funcional
B3LYP (Tabela 17).

Figura 36 — A) Modelo mimético minimalista zm com amino&cidos indicados. B) Modelo

mimético maior ZM. C) Modelo MD_01 representando o sistema “real” usado na DM.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O modelo ZM inclui, além da primeira, também a segunda esfera de coordenacdo do
zinco, com excecdo das moléculas de agua de solvatacdo. Este modelo foi construido tomando
inicialmente a estrutura do peptideo Abi.16 (PDB 1ZE9), que foi truncada entre os aminoacidos
His6 e Hisl4, formando o segmento Abei14 (HsDSGYEVHH14). Neste segmento, os
aminoacidos ndo coordenados tiveram seus grupos laterais substituidos por atomos de
hidrogénio, totalizando um sistema com 100 atomos, incluindo o zinco. Dessa forma o
segmento Abs.14 foi utilizado para incluir o efeito estrutural da cadeia peptidica que conecta 0s
aminoéacidos coordenados. Assim, ZM tem melhor correlacdo com o que seria esperado de um
sistema real. Esse modelo teve sua estrutura otimizada e caracterizada como minimo na
superficie de energia potencial em nivel B3LYP/6-31G(d)/SDD/SMD, com energia eletrénica

em solucdo recalculada aumentando a base dos atomos de C, N, H e O para 6-311+G(2d,2p).

Tabela 17 — Valores de energia para cada etapa da reacdo proposta empregando os modelos

zm e ZM. Energias em kcal mol™.

Modelo zm
Etapa AEe 501 1 AEe|,50|SP AH. -TAS AGO—* 2 AG*P
1 -3,79 -5,51 +0,36 +9,88 -1,89 +2,84
2 +4,01 +3,83 +0,18 -0,23 - +3,78
3 +1,72 +1,15 +2,51 +11,83 -1,89 +13,61
4 +5,04 +4,49 -0,45 +0,27 - +4,32
5 -0,51 +0,82 -0,96 -11,10 +1,89 -9,36
6 +0,59 +1,25 +0,08 +0,51 - +1,84
7 +3,94 +5,80 -1,51 -7,02 -1,89 -4,61
8 +23,51 +25,21 -3,39 -31,57 +5,67 -4,08
Total +8,34
Modelo ZM

Etapa AEel,sol 3 AEeI,soISP AHc -TAS AGO—* 2 AGSP
1 +5,81 +1,51 -1,44 -8,30 -1,89 -10,12
2 +0,16 -0,94 -0,38 +2,73 - +1,42
3 +0,70 +8,59 +2,45 +14,73 -1,89 +23,87
4 +2,03 +4,81 -0,88 -1,01 - +2,92
5 -3,91 -9,31 -0,14 -3,13 - -12,59
6 +3,04 -0,20 -0,83 +3,87 - +2,84
7 -6,08 -2,64 +3,00 +8,89 -1,89 +7,37
8 +16,50 +10,67 -0,38 -16,16 +1,89 -3,98
Total +11,73

L Energia eletronica corrigida com a base cc-pVTZ para todos os atomos. 2 AGS = AEeso®” + AH; — TAS
+ AG®°—*, A quantidade AG°—* corresponde a energia para mudanca de estado padrdo 1 atm para 1 mol
L e depende da estequiometria da reacdo. 3 Energia eletronica corrigida com a base 6-311+G(2d,2p)

para os a&tomos C, H, N e O.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O aumento da base teve como objetivo reduzir um pouco do erro associado ao
truncamento do conjunto de funcGes de base. A Tabela 17 mostra as energias livre de Gibbs,
AG®P, e suas componentes em cada etapa. A energia eletronica AEeisol, calculada no nivel de
otimizacdo, foi colocada a fim de comparagéo com a corregcdo obtida com o aumento da base.

A energia eletronica corrigida esta indicada com como AEeiso™ -

De modo geral, a mudanca de AEe com aumento da base no modelo zm é menor que 2
kcal mol™ em todas etapas, enquanto no modelo ZM a diferenca chega a quase 6 kcal mol™
(Tabela 17). Essa tendéncia é razoavel, uma vez que a funcdo de base 6-31G(d), usada na
otimizacdo das estruturas em ZM, ndo inclui funcdes de polarizacdo para os atomos de H, que
estdo envolvidos nas ligagdes de hidrogénio entre HoL, H20 e Glu. Na Figura 37 sdo mostradas
as estruturas otimizadas do modelo zm, dando destaque para os fragmentos mais importantes
de cada espécie. No APENDICE A esto apresentados os valores de comprimento de ligago
e angulo de ligacdo de cada complexo apresentado (a-h) para ambos modelos (Tabela A.1 a

Tabela A.6), além do mesmo esquema para ZM (Figura A.6).

Avaliando a proposta de reacdo, na etapa 1 foi considerado a aproximacdo de uma
molécula de dgua que passa a fazer parte do sistema durante toda a reacdo na forma de um
complexo molecular. Como sera mostrado mais a frente, a presenca de uma molécula pode
facilitar a desprotonacéo do ligante, uma etapa considerada importante no mecanismo proposto.
A diferenca de energia nessa etapa é pequena no modelo zm e foi encontrada AGSP(zm) =
+2,839 kcal mol™?, porém, cerca de 13 kcal mol™ maior do que o valor obtido para 0 modelo
ZM. Nessa etapa a contribui¢do do termo —TAS é significativo e indica aumento de entropia

com a formacdo do complexo molecular ZM_b.

Na sequéncia ocorre entdo a troca entre 0 Glu (Ac no modelo zm) pela molécula de agua,
tendo sido considerada a labilidade do carboxilato, etapa 2. Na Proposta de Mecanismo foi
comentado o papel de um quarto ligante oxigenado na esfera de coordenacéo do zinco em Ab
(para 0 modo de coordenacdo 3N10). Por se tratar de um ligante oxigenado variavel, uma
estrutura intermediaria com uma molécula de solvente seria possivel de se formar, o que
facilitaria a coordenacéo do ligante. A troca de Glu/Ac por H20 tem pequeno valor de energia
e se mostra bastante provavel de ocorrer, em que as interacdes com a cadeia peptidica tanto pela
molécula de agua quanto pelo Glu acabam por estabilizar a espécie ZM_c A etapa 3 ¢ a etapa
mais desfavoravel, em que ocorre a entrada do ligante H.L na esfera de coordenagéo deslocando

a molécula de agua.
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Figura 37 — Caminho de reacdo proposto com modelo zm. O destaque € feito para 0s

fragmentos mais importantes do sistema.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A perda de entropia no termo -TAS em ambos os modelos passa de 11 kcal mol™ e é o
termo determinante na energia de reacdo. Com a formacdo de ZM_d a corre¢do da energia
eletronica também contribui com um aumento de AEeiso = +0,698 kcal mol™ para AEeisoi> =
+8,59 kcal mol?, que pode ser atribuido ao rearranjo da cadeia peptidica para acomodar o

ligante volumoso, principalmente o grupo piridil (Figura 38A).

Como foi mostrado na formacdo do complexo de zinco com INHHQ (capitulo 7), é
evidente a participacdo do atomo de oxigénio do INHHQ na esfera de coordenagdo dos
complexos [Zn(HnL)(H20)2]™ quando ocorre a ionizagdo. Por outro lado, o envolvimento dos
atomos de nitrogénio N4 e N5 no complexo com ligante neutro e nos complexos do HPCIH
(Figura 6 e 7) coordenados em modo bidentado também é observada (modo N”*N). As espécies
zm_d e ZM_d foram entdo avaliadas com modo de coordenacdo N/*N, sendo a diferenca de

energia calculada AG(zm) = [Gnan) — G(o2)] = +14,041 kcal mol™ e uma estimativa de AG(ZM)
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~ +9,307 kcal mol™ para ZM_d. A mudanca de geometria do complexo também é alterada,
sendo o carater de piramide de base quadrada mais evidente (t4 = 0,902 com HzL(o2) € 15 =
0,383 com HaoLn~ny para zm) (Tabela 18).

Figura 38 — A) O Grupo piridil volumoso promove o rearranjo da cadeia peptidica em

destaque. B) Molécula de 4gua considerada na transferéncia de proton entre HaL e Glu.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com a coordenacdo bidentada NN as ligacGes Zn-His sdo alongadas em ambos os
modelos em quase 0,1 A, o que promove grande distorgdo na estrutura do complexo formado
com as histidinas His6 e His13 em angulos proximos a 180° (Figura A.7).

Com a coordenacao, na etapa 4 ocorre entdo a transferéncia de préton de HoL para Glu/Ac
com auxilio da molécula de dgua (Figura 38B), 0 que aproxima o ligante do metal reduzindo o
comprimento de ligacdo Zn-02(zm_e) de 2,152 A para 2,033 A (Tabela A.2) com AGS(zm) =
+4,32 kcal molt. Como a energia envolvida na coordenagdo NN é bem maior que a
transferéncia de proton, esta € muito mais provavel que ocorra em solugdo. A formacao da
espéecie HL™ é similar ao tautdbmero enamina proposto por Cukierman et al. (2018) para o
andlogo HPCIH. Uma vez que ocorre formacdo do ligante carregado (zm_e), o carter
nucleofilico de O2 coordenado ao metal cresce e a aproximagdo de N4 trans a His14 também
fica facilitado. Na etapa 5, considerar o modelo mimético zm n&o traz muita informagao, uma
vez que a saida de qualquer histidina poderia ser considerada equivalente, jA& que s&o
representadas pelo mesmo ligante 4-metilimidazol. Nesse ponto o0 modelo ZM inclui parte do
efeito estrutural e a energia encontrada nessa etapa foi AGS"(ZM) = -12,585 kcal mol™, melhor
correlacionada com o modelo real. Em ambos os modelos 0 processo se mostra bastante

favoravel, com todos os termos da energia livre de Gibbs contribuindo para a espontaneidade
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da reacdo (Tabela 17), definindo essa como a etapa mais importante para 0 avango no

mecanismo proposto.

Tabela 18 — Parametros estruturais da espécie zm_d nos modos monodentado e bidentado

(N~N). Angulos usados no calculo de t4 e ts estdo sublinhados.

Ligacdo / A zm_d (02) zm_d (N~N) ZM _d (02) ZM_d (NN)
Zn - H6 2,094 2,176 2.079 2.194
Zn - H13 2,048 2,117 2.099 2.137
Zn - H14 2,103 2,157 2.125 2.237
Zn-011 - - - -
Zn-02 2,152 - 2.242 3.019
Zn—-N3 3,805 - - 3,411
Zn - N4 3,469 2,335 - 2,383
Zn - N5 4,564 2,430 - 2,417
Zn - 06 4,576 - 2.079 2,866
Angulo / graus zm_d (02) zm_d (N~N) ZM d (02) ZM_d (NN)
£H6 - Zn - H13 125,42 171,82 135,54 165,11
¢£H6 - Zn - H14 101,88 91,22 96,75 91,68
2H13 -Zn-H14 106,83 96,03 112,86 101,15
<H6 -Zn - 011 - - - -
2H6 - Zn - 02 107,84 - 106,40 -
¢2Zn-02-C 145,24 - 145,73 -
2H14 - Zn - N4 - 148,84 - 140,75
+H14 — Zn - N5 - 140,08 - 147,79

T4 0,902 - 0,792 -

Ts - 0,383 - 0,286

Fonte: Elaborado pelo autor.

O complexo formado (zm_f) apresenta uma geometria tetraédrica deformada com angulo
H13-Zn-H14 de 135,52° em zm_f e 123,63° em ZM_f (Tabela A.2 e Tabela A.5). Essa
diferenga se da pela restricdo estrutural que a cadeia peptidica promove, impedindo o0s
aminoacidos de se acomodarem na esfera de coordenagdo do metal. Apés a transferéncia do
proton de HGIu/HAC para HL na etapa 6, as ligagcdes Zn-O2 e Zn-N4 se alongam e o angulo
H13-Zn-H14 se torna menos tensionado. Nessa etapa a energia também é pequena, estando

abaixo de 3 kcal mol™ para ambos modelos.

Na etapa 7 foi inserido uma molécula de &gua ao sistema ja visando a formacgdo do
complexo final [Zn(H2L)(H20)2]%*". O termo -TAS tem maior peso na energia total, sendo
desfavoravel na formacdo de ZM_h. A diferenca de energia entre 0os modelos também ¢é
significativa, elevando o valor de AGS"(zm) = -4,615 kcal mol™* para AGSF(ZM) = +7,369 kcal
mol™. Por fim, a liberagdo do metal na forma do complexo [Zn(HzL)(H20).]?" aparece com

energia de reacdo bem parecida em ambos os modelos, com AG® ~ -4,0 kcal mol™. No modelo
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zm a parte remanescente do peptideo é dada pelos ligantes 4-metilimidazol e acetato isolados,
enquanto em ZM o metal foi retirado do peptideo junto ao ligante e as duas moléculas de agua,

deixando o restante peptideo com a estrutura inalterada.

A energia livre de Gibbs total para ambos os modelos é bem parecida e de mesmo sinal,
0 que sugere que o modelo zm consegue reproduzir, de modo geral, o perfil energético da reacdo
proposta (Grafico 1). Vale destacar que zm € limitado em reproduzir o carater restritivo dos
aminoéacidos ligados pela cadeia peptidica e apresenta em todas as etapas o acetato interagindo
com o sistema. Com o complexo [Zn(H2L)(H20)-]** formado, a carga elevada do composto
garante sua solubilidade e difusdo em solucdo. A captura por outras biomoléculas poderia
facilitar seu deslocamento para outras regides, promovendo a distribuicdo do metal.

Gréfico 1 — Perfil energia AG™ ao longo do caminho de reagdo para ambos os modelos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As espécies zm_d, zm_f e zm_h foram entdo usadas no preparo dos sistemas MD_04,
MD_05e MD_06 de dindmica molecular (topicos 5.6, 5.7 € 5.8). Os detalhes sobre a construcéo
do sistema foram abordados no capitulo de Construcdo dos Sistemas, mas vale ressaltar que se
tratam de simulagdes sequenciais, em que a estrutura final de MD_04 foi usada na construgédo
de MD_05, e esta na construcdo de MD_06. A ideia dos modelos sequenciais era tentar
observar como a mudanca de coordenagc&o e liberagio do complexo [Zn(H2L)(H20).]** poderia

afetar a dindmica do sistema.

Observando a dindmica molecular, o segmento ZnAbs7-s2, que conecta His6 e His13, esta
blogqueando o sitio metalico e a aproximacédo do ligante ficaria dificultada (estrutura final de
MD_02). No entanto, mesmo com essa restri¢do o ligante foi inserido na esfera de coordenacéo
e o sistema foi simulado (Figura 39A). Ao longo da dindmica o segmento peptidico permanece

na mesma posicdo, 0 que acaba restringindo parte da mobilidade do ligante. Na regido
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hidrofilica do peptideo ZnAb, segmento ZnAbai.ss, ocorre predominancia de hélice 3-10 com
regides sem uma conformacdo secundéria definida, enquanto o peptideo Abi40 parece
permanecer com mesma tendéncia estrutural do dimero isolado em solugdo MD_01 (Figura
A.2 MD_01). Mesmo estando o sitio metalico afastado da regido de interface entre os peptideos,
as flutuacdes em Ab ocorrem como observado em outras simulag¢Ges, sofrendo inversdes em
regides de turn e provocando o aumento no RMSD, sem alterar o valor de Rg (Figura 39C e
D). Isso pode ser observado principalmente no grafico de RMSF (Figura 39E), em que parte
dos aminoacidos de Abi-40 apresenta desvios acima de 4 A, principalmente as regides N- e C-

terminais.

Figura 39 — A) Ligante coordenado ao zinco; B) Cadeia peptidica protegendo o sitio metélico

com estrutura do H2L; C) RMSD; D) Raio de giro; E) Flutuacdo média por peptideo.
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Um aspecto particular do modelo estudado estd na formacéo do dimero. Uma vez que a
agregacdo dos mondmeros Ab e ZnAb foi feita em solvente implicito, o viés associado a sua
construcdo foi significativamente eliminado. Entretanto, como a aproximacdo dos peptideos
ocorre via regido hidrofobica e entdo ocorre a estabilizacdo do dimero (até 250 ns), o
posicionamento do sitio metalico oposto a interface dos peptideos pode ter pouco papel na sua
desestabiliza¢do. Contudo, com a saida da His6 da esfera de coordenagdo do metal o peptideo
possui muito mais mobilidade, uma vez que Hisl3 e Hisl4 sdo residuos adjacentes e ndo
restringem o movimento do peptideo. Enquanto o ligante permanece “protegido” pela cadeia
peptidica em MD_04, com a formacdo da ligacdo bidentada O”N de HL e a saida de His6, a
regido N-terminal ganha maior mobilidade e torna o sitio metalico exposto ao solvente. Na
Figura 40 sdo representados trés instantes da simulagdo MD_05. Até 200 ns a regido N-terminal
permanece envolvendo o ligante, com maiores variacGes sendo causadas por Abi-so (Figura
40D).

Figura 40 — MD_05 em trés instantes diferentes mostrando a orientacéo da regido N-terminal
em ZnAb com: A) ligante preso; B) ligante exposto e C) interacdo m-stacking formada com
Phe4; D) RMSD; E) Raio de giro; F) FlutuacGes médias por peptideo.
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Apo6s 200 ns, 0 segmento ZnAbai5, muda sua orientagdo e deixa o ligante exposto e logo
ao final da simulacao ocorre formacéo da interacdo w-stacking entre o residuo Phe4 e o ligante
(Figura 40C). Esse tipo de interacdo ndo é previsivel no modelo ZM dos célculos quanticos e
serve como um indicativo de que as interagdes HaL-peptideo podem estabilizar a coordenacao
do ligante na forma do complexo ternario HoL-Zn-Ab. Outro aspecto € a estrutura secundaria
dominante alfa hélice no fragmento ZnAbss.76 (Figura A.2), 0 mesmo segmento com menores
flutuacBes observadas no RMSF (Figura 40F). Ao contrério do que ocorreu nas demais
simulagOes, ZnAbai-go sofre mudangas conformacionais de modo mais acentuado em MD_05,
contribuindo bastante para 0 RMSD do dimero, assim como o peptideo Abi.40. Uma vez que o
0 peptideo esta ligado ao metal por dois aminoacidos adjacentes, a mobilidade restaurada da

regido N-terminal contribui bastante para as flutuagcdes no dimero.

Por fim, com a hidrélise do aduto e formagdo do complexo livre [Zn(H.L)(H20)2]*, a
simulacdo MD_06 apresenta alguns pontos interessantes. Logo nos primeiros 50 ns o complexo
estabelece ligacdes de hidrogénio com os peptideos e permanece interagindo com os residuos
carregados Glu e Asp de ambas unidades (Figura 41). Com isso, mesmo que o metal ndo esteja
mais coordenado, a sua permanéncia se concentra na regidao N-terminal de ambos peptideos,
chegando a estabelecer uma interacdo inter-peptideo (Figura 41D). Por se tratar de um
complexo de carga liquida +2, as interaces eletrostaticas sdo dominantes e o complexo nédo se
desprende do peptideo no intervalo de tempo estudado. Visto que, embora a funcdo de MPAC
do ligante envolva transportar o metal para diferentes regides no sistema bioldgico auxiliando
a recuperacdo da homeostase, esse tipo de comportamento também deve ser considerado. A
neutralidade do complexo sé seria possivel com a desprotonacdo total de HaL, 0 que ndo parece
Ser um processo espontaneo, ou sua interagdo com outras biomoléculas. Apesar disso, sua carga
elevada garante alta solubilidade e o peptideo tem parte de sua carga liquida total restaurada.
Possivelmente a ionizagdo do ligante levando ao complexo [Zn(HL)(H20)2]* poderia reduzir
sua afinidade pelos aminoacidos carregados do peptideo, mas esse modelo ndo foi estudado

neste trabalho.

No sistema de dindmica molecular estudado a presenca do complexo interagindo com o
peptideo € inevitavel. Entretanto, o ganho de mobilidade observado na regido N-terminal serve
como um bom indicativo de que o ataque do INHHQ ao metal, mesmo se estabilizado num

complexo ternario, pode facilitar sua dissolucéo.
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Figura 41 — Quatro representacdes de MD_06 com A) Complexo no inicio da producéo;
B) Proximo a regido entre os peptideos; C) Interagindo com residuos carregados Asp e Glu; D)
Formando ligacdes de hidrogénio entre peptideos; E) RMSD; F) Raio de giro; G) Flutuactes
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10 CONCLUSOES

Esse trabalho teve como objetivo propor um mecanismo de reacdo do INHHQ como
MPAC capturando o ion Zn?* no peptideo beta amiloide. O projeto foi iniciado com a definigio
de uma metodologia quantica adequada, segundo a qual a literatura é bastante variavel (Tabela
3). Com a obtencéo das estruturas dos modelos usando o funcional B3LYP e funcdes de base
de Pople, a correcdo da energia eletronica foi feita usando o método MP2 e funcédo de base cc-
pVTZ, isso quando possivel. A correcdo das energias em todos os calculos realizados tem papel
significativo, como visto na formacdo dos complexos de zinco com INHHQ (capitulo 7) e nas

etapas mostradas no mecanismo de reacdo (capitulo 9).

Com uma estrutura dinamica, o INHHQ teve seis conformacgdes modeladas a partir dos
diedros 61-3 da cadeia alifatica. A energia relativa a espécie termodinamicamente mais estavel
mostra que C1, C2 e C3 sdo as espécies predominantes em solucao, com valores de populacéo
de Gibbs de 84,9 %, 13,8 % e 1,3 % respectivamente. A conformacdo C2 é similar a adotada
pelo andlogo HPCIH nas estruturas cristalograficas mostradas na Figura 6 e Figura 7, com uma
barreira de AG(C1—C2) = +6,75 kcal mol™, sendo esse valor acessivel em solucéo e podendo ser
reduzido com interacbes com o solvente, com o peptideo e com o metal. Pela dindmica
molecular realizada o diedro 62 é o mais flexivel com amplitude de 240°, indicando ampla
possibilidade de ancoramento do INHHQ no peptideo. Ndo foram observadas conversdes entre
as espécies na dindmica realizada com o campo de forca GAFF, exceto aquelas que diferem

somente por 2.

Em relacdo ao envolvimento do zinco, as reagdes de complexacdo fornecem um
indicativo da estabilidade do complexo [Zn(H2L)(H20)2]** com energia de formagio AGMPCSE
= -14,335 kcal mol™, a espécie mais estavel, sendo a ionizagdo total do ligante improvavel.
Tendo em vista que propor um mecanismo envolve conhecer as propriedades de algumas
especies, a partir das energias relativas entre os complexos 1-4, é possivel considerar que ocorra
uma ionizacao do ligante apos a coordenacdo ao metal na estrutura do peptideo. Esse processo
pode facilitar a formagéo de ligagdo multidentada do ligante, direcionando a reagéo para a

liberacéo do metal.

Nas simulacdes de dindmica com o monémero ZnAb, o ligante aparece interagindo
principalmente com a regido hidrofébica a maior parte do tempo. N&o séo formadas ligacdes
de hidrogénios entre ligante e o peptideo por tempo significativo (Gréfico A.2), o que mostra

que as interacdes m-stacking e interacdo hidrofobica séo as duas interagdes mandatorias entre
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ligante e peptideo. Sua mobilidade verificada com 62 também permite que o ligante adote
diferentes modos de interacdo, chegando a ficar docado ou parcialmente docado tanto no
mondmero quanto no dimero do peptideo. A aproximacao do ligante ao sitio metalico no dimero
parece se basear nas interagdes citadas, o que foi verificado pela sua posicdo relativa ao longo
das trajetorias de md_02-3 e MD_02-3 (Figura 31, Figura A.4 e Figura A.5). No dimero a
regido hidrofobica do peptideo se mantém bastante conservada e o ligante ndo chega a penetrar
na interface entre os mondmeros. Entretanto, a mobilidade acentuada de Abi.4 foi observada
tanto nas simulagdes com INHHQ néo ligado quanto nas dindmicas do aduto, acentuando o

valor de RMSD em todos 0s casos.

Com base nas reacfes propostas para 0 mecanismo, a etapa determinante € definida pela
formagdo do aduto, com entrada do INHHQ na esfera de coordenagdo do zinco. A energia
AGSP(zm) = +13,607 kcal mol™ e AGSP(ZM) = +23,871 kcal mol™ tem grande contribuicio da
parte entrépica (-TAS), em ambos modelos, e eletrdnica para acomodacdo do ligante (Figura
38A) em ZM. As energias envolvidas na transferéncia de proton sdo pequenas e quando
considerados junto com a saida da His6 (Tabela 17) acabam favorecendo o avanco da reacéo.
Por fim, a etapa 8 de formac&o do complexo livre também se mostrou uma reacédo espontanea
e, para ambos os modelos zm e ZM, a reacdo global tem energia livre de Gibbs da ordem de
10 kcal mol™. Esse se mostra um valor interessante, considerando as aproximagdes feitas com
modelo, como remogao dos amino&cidos laterais e ndo ter sido avaliado o envolvimento de
outras moléculas de dgua do meio. Apesar de ndo ter sido considerada a formacdo de uma
espécie coordenada a uma unica histidina, His13 ou His14, a magnitude das energias nas etapas
permite compreender a termodinamica do mecanismo proposto. A discusséo entre qual das duas
histidinas teria maior papel pode ter relacdo mais dependente da dinamica do sistema, que néo
foi observado ser diferente, que do modo de coordenacéo via Ne em His13 ou N6 em Hisl14.
Em relacdo a proposta de reacdo, uma forma de ampliar os resultados se daria pelo estudo de
outros modelos envolvendo o zinco coordenado ao peptideo, visto que o zinco aparece
coordenado em diferentes formas no monémero e em dimeros (Tabela 7). Em todo caso, 0
estudo envolvendo a hipdtese metalica e hipotese amiloide deve ser continuamente realizado,

promovendo continua discussdo acerca do seu papel na doenga de Alzheimer.
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APENDICE A - INFORMACOES COMPLEMENTARES DAS ANALISES.

Pacote CPPTRAJ (ROE; CHEATHAM, 2013)

Root mean squared deviation (RMSD) — A estrutura de referéncia foi definida
como aquela obtida em 50 ns de simulagédo da etapa de producédo; o desvio foi
ponderado em funcdo da massa dos &tomos.

Root mean squared fluctuation (RMSF) — Valores de flutuacdo avaliados em

relacdo a estrutura média obtida por RMSD, ponderado pela massa.
Radius of gyration (Rg) — Raio de giro calculado ponderado pela massa.

Ligacdo de hidrogénio — Distancia maxima de ligacdo de hidrogénio: 3,0 A;

angulo maximo: 120°.

% Estrutura Secundaria (% SS) — Para: folha beta paralela; Anti: folha beta
antiparalela; 3-10: hélice 3-10; Pi: hélice pi; Alpha: alfa hélice; Turn: turn. As
definicBes estruturais usadas para calcular a estrutura secundaria seguem o

Dictionary of Protein Secondary Structure (DSSP).

NUmero de contatos — Foi definido um raio de corte de 5,0 A para a contagem do
namero de contatos. A contagem é iniciada definindo duas méascaras <mask1> e
<mask2>. Para 0 cada atomo de <mask1> ¢ feito a contagem do nimero de 4&tomos
de <mask2> dentro do raio de corte de 5,0 A. A soma dos valores obtidos para
cada atomo de <mask1> representa 0 numero de contatos entre <maskl> e
<mask2>. O nimero de contatos ndo especifica se ha qualquer tipo de interacdo

entre as mascaras definidas.
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Figura A.1 — Estrutura secundéria calculada para todas as simulag¢6es envolvendo INHHQ néo

coordenado ao peptideo.
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Figura A.2 — Estrutura secundéria calculada para todas as simulag¢Ges envolvendo INHHQ

coordenado ao peptideo.
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Figura A.3 — Modos de Interacdo md_02 H>L-AB.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Gréafico A.1 — Numero de contatos entre HoL e Ab em md_02
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Gréafico A.2— As dez ligagdes de hidrogénio entre HoL e ZnAb com maior ocorréncia de um
total de 20.000 (md_02) e 40.000 (MD_02) frames.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Gréafico A.3 — Variagdo do diedro 62 do INHHQ na simulacdo md_02.
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Gréfico A.4 — Numero de contatos entre o ligante INHHQ e cada peptideo do dimero em
MD_02.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura A.4 — Sobreposicédo de 16 estruturas ao longo de 400 ns de simulacdo de MD_02.

Nao Ligado

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura A.5— Sobreposicéo de 7 estruturas do modelo MD_03 indicando a posicao relativa do

ligante HoL préximo & cada estrutura.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura A.6 — Caminho de reacdo proposto com modelo ZM. O destaque é feito para os

fragmentos mais importantes do sistema.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura A.7 — Ligante coordenado no modo NN em A) modelo zm e B) modelo ZM.

A)

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela A.1 — Dados estruturais do modelo zm.
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Ligacdo /A

zm_a zm b zm c*
Zn - H6 2,091 2,077 2,082
Zn - H13 2,082 2,082 2,069
Zn-H14 2,075 2,105 2,087
Zn-E11 2,023 2,020 2,088
Zn-02 - - -
Zn-N4 - - -
Zn - N5 - - -
Zn - 06 - - -
Angulo de ligacdo / graus
H6 - Zn - H13 103,99 109,85 121,13
H6 - Zn - H14 105,35 101,17 101,28
H6 - Zn - E11 114,76 117,19 113,11
E11-Zn-H13 117,32 111,36 99,65
E1l1-Zn-H14 108,86 111,87 111,57
H13-Zn-H14 105,56 104,24 110,42
H6 - Zn - 02 - - -
02-2Zn-N4 - - -
02-7Zn-H13 - - -
02-Zn-H14 - - -
N4 - Zn - H13 - - -
N4 - Zn - H14 - - -
Zn-02-C - - -
Zn-N4-N - - -
Zn-N4=C - - -
Ta 0,907 0,929 0,960

*Valores atribuidos a E11 referem-se a molécula de dgua coordenada.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela A.2 — Dados estruturais do modelo zm.
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Ligacdo /A zm_d zm_e zm_f
Zn - H6 2,094 2,078 -
Zn - H13 2,045 2,057 2,054
Zn-H14 2,103 2,086 2,056
Zn-E11 - - -
Zn-02 2,152 2,033 2,088
Zn-N4 - - 2,161
Zn - N5 - - 3,244
Zn - 06 - - 3,941
Angulo de ligacdo / graus
H6 - Zn - H13 125,42 118,11 -
H6 - Zn - H14 101,88 103,84 -
H6 - Zn - E11 - - -
E11-Zn-H13 - - -
E1l1-Zn-H14 - - -
H13-Zn-H14 106,83 110,74 135,52
H6 - Zn - 02 107,84 114,27 -
02-Zn-N4 - - 76,49
02-2Zn-H13 107,39 109,61 104,21
02-2Zn-H14 105,95 98,21 106,65
N4 - Zn - H13 - - 105,95
N4 - Zn - H14 - - 123,36
Zn-02-C 145,24 141,67 112,09
Zn-N4-N - - 111,98
Zn-N4=C - - 133,79
n 0,899 0,905 0,922

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela A.3 — Dados estruturais do modelo zm.
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Ligacdo / A zm_g zm_h
Zn - H6 - -

Zn - H13 2,027 2,053

Zn - H14 2,037 2,016
Zn-E11 - -

Zn - 02 2,215 2,213

Zn-N4 2,262 2,232

Zn - N5 3,263 3,250

Zn - 06 3,483 3,853

Angulo de ligagdo / graus

H6 - Zn - H13 - -
H6 - Zn - H14 - -
H6 - Zn - E11 - -
E11-Zn-H13 - -
E11-Zn-H14 - -
H13-Zn-H14 126,26 -
H6 - Zn - 02 - -

02-Zn-N4 73,04 73,82

02-Zn-H13 105,49 103,79

02-Zn-H14 99,15 105,01

N4 - Zn - H13 100,51 96,23

N4 - Zn - H14 122,07 126,32

Zn-02-C 113,38 113,36

Zn-N4-N 109,22 109,82

Zn-N4=C 135,09 134,86

T4 0,939 0,913

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela A.4 — Dados estruturais do modelo ZM.

Ligacdo /A ZM a ZM_b ZM c*
Zn - H6 2,070 2,075 2,088
Zn - H13 2,135 2,115 2,090
Zn -H14 2,124 2,134 2,088
Zn-E11 2,011 2,030 2,054
Zn - 02 - - -
Zn - N4 - - -
Zn - N5 - - -
Zn - 06 - - -
Angulo de ligacdo / graus
H6 - Zn - H13 117,77 119,42 107,89
H6 - Zn - H14 101,71 100,82 107,33
H6 - Zn - E11 124,28 127,61 114,86
E11-Zn-H13 97,95 94,60 112,46
El11-Zn-H14 99,84 97,17 95,97
H13-Zn-H14 114,59 116,26 118,19
H6 - Zn - 02 - - -
02-7Zn-N4 - - -
02 -2Zn-H13 - - -
02-2Zn-H14 - - -
N4 - Zn - H13 - - -
N4 - Zn - H13 - - -
Zn-02-C - - -
Zn-N4-N - - -
Zn-N4=C - - -
Ta 0,837 0,824 0,900

*Valores atribuidos a E11 referem-se a molécula de dgua coordenada.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela A.5 — Dados estruturais do modelo ZM.

Ligacdo /A ZM_d ZM e ZM f
Zn - H6 2,079 2,119 -
Zn - H13 2,099 2,114 2,081
Zn-H14 2,125 2,142 2,067
Zn-E11 - - -
Zn - 02 2,242 2,044 2,061
Zn - N4 - 3,223 2,122
Zn - N5 - - 3,145
Zn - 06 - - 3,851
Angulo de ligacdo / graus
H6 - Zn - H13 135,54 132,37 -
H6 - Zn - H14 96,75 94,32 -
H6 - Zn - E11 - - -
E11-Zn-H13 - - -
E11-Zn-H14 - - -
H13-Zn-H14 112,86 109,07 123,63
H6 - Zn - O2 106,40 110,97 -
02-7Zn-N4 - - 77,96
02 -2Zn-H13 93,84 99,79 97,48
02-2Zn-H14 110,46 109,32 109,98
N4 - Zn - H13 - - 109,47
N4 - Zn - H13 - - 123,61
Zn-02-C 145,73 138,34 110,33
Zn-N4-N - - 112,02
Zn-N4=C - - 132,35
T4 0,792 0,839 0,897

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela A.6 — Dados estruturais do modelo ZM.
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Ligacdo /A

ZM_g ZM_h
Zn - H6 - -

Zn - H13 2,054 2,034

Zn-H14 2,042 2,034
Zn -E11 - -

Zn - 02 2,125 2,196

Zn - N4 2,261 2,257

Zn - N5 3,210 3,317

Zn - 06 3,756 4,110

Angulo de ligacdo / graus

H6 - Zn - H13 - -
H6 - Zn - H14 - -
H6 - Zn - E11 - -
E11-2Zn-H13 - -
E1l1-Zn-H14 - -

H13-Zn-H14 128,43 128,90
H6 - Zn - 02 - -

02-7Zn-N4 74,95 73,91

02 -2Zn-H13 93,41 93,47

02-2Zn-H14 113,97 108,88

N4 - Zn - H13 112,47 120,89

N4 - Zn - H13 116,37 109,46

Zn-02-C 116,31 115,59

Zn-N4-N 108,38 109,80

Zn-N4=C 134,17 133,52

14 (Td=1) 0,817 0,782

Fonte: Elaborado pelo autor.



