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RESUMO

ReacOes de transferéncia de metil sdo muito importantes em sistemas biologicos, sendo a
enzima catecol O-metiltranferase catalisa a reacdo de transferéncia de um grupo metil do
substrato S-adenosilmetionina para dopamina. Esta enzima esta relacionada com a doenca de
Parkinson que trata-se de uma doenca neurodegenerativa que afeta de 7 a10 milhdes de pessoas
da populacdo mundial, principalmente a parcela com mais de 60 anos. Devido a importancia da
reacdo catalisada por esta enzima, ferramentas computacionais em conjunto com métodos da
mecanica quantica foram utilizadas para o estudo do mecanismo de reacdo da transferéncia de
metil da S-adenosilmetionina para dopamina. Neste estudo, a presenca ou nio do ion Mg?* na
reacdo e mudancas na estrutura da dopamina para catecol e fenol foram levadas em
consideracdo a fim de propor a regido quantica mais adequada para futuros trabalhos de
simulacéo no meio enzimatico. Os métodos utilizados incluem o método semiempirico PM6, o
ab initio DFT e o de perturbacdo MP2, onde o primeiro método apresentou destaque na
descricdo de todas as reacOes estudadas. A reacdo com o catecol no solvente apresentou 0s
seguintes valores de barreiras de energia: 18,62 kcal/mol (PM6); 9,91 kcal/mol (DFT); 14,44
kcal/mol (MP2). A presenca do fon Mg?* na mesma reacdo com o catecol apresentou os
seguintes valores de barreiras de energia: 24,55 kcal/mol (PM6); 15,99 kcal/mol (DFT); 17,39
kcal/mol (MP2). O modelo de solvatacdo PCM foi usado com o intuito de estudar a reacdo de
referéncia na agua do sistema enzimatico e analisar as barreiras de energia da rea¢do na agua

e comparar com barreiras obtidas no gés.

Palavras-chave: doenca de Parkinson, catecol O-metiltransferase, SAM, simulacéo

computacional, mecénica quéntica



ABSTRACT

Methyl transfer reactions are very important in biological systems, the enzyme catechol O-
methyltranferase catalyzes a transfer reaction of a methyl group of the co-substrate S-
adenosylmethionine to dopamine. This disease is related to a Parkinson's disease that is a
neurodegenerative disease that affects 7 to 10 million people of the world population, mainly a
parcel over 60 years. Due to the importance of the reaction catalyzed by this enzyme,
computational tools in conjunction with quantum mechanics methods were used to study the
mechanism of reaction of the methyl transfer of S-adenosylmethionine to dopamine. In this
study, the presence or not of Mg?* in the reaction and changes in dopamine structure for catechol
and phenol were taken into account in order to propose a quantum region more suitable for
future non-enzymatic simulation work. The methods used in the PM6 semi-present method, the
ab initio DFT and the MP2 correlation. The methods used include PM6 semiempirical method,
ab initio DFT and perturbation MP2, where the first method was highlighted in the description
of all reactions studied. The reaction with the catechol in the solvent had the following values
of energy barriers: 18.62 kcal/mol (PM6); 9.91 kcal/mol (DFT); 14.44 kcal/mol (MP2). The
presence of the Mg?* ion in the same reaction with the catechol showed the following energy
barrier values: 24.55 kcal/mol (PM6); 15.99 kcal/mol (DFT); 17.39 kcal/mol (MP2). The PCM
solvation model was used to study a reference reaction in the enzymatic system and to analyze

how energy barriers of the reaction in water and with barriers obtained in the gas.

Keywords: Parkinson’s disease, catechol O-metiltransferase, SAM, computer simulation,
quantum mechanics
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1. INTRODUCAO

A causa da doenca de Parkinson (DP) estd diretamente relacionada com uma
desordem que ocorre no sistema nervoso central. O causador dessa doenca ainda é
desconhecido. Porém, estudos apresentam uma forte ligacdo da DP entre um
polimorfismo na enzima catecol O-metiltransferase e a perda de dopamina nos neurénios
em uma regido denominada de Substancia Negra (ESPINOZA et al., 2012). Embora
Espinoza (2012) tenha afirmado que na maioria dos casos o fator genético ndo possui
relevancia, Andalib (2014), ressalta a variacdo de gene mitocondrial, onde a genética é
visto como um importante fator para a causa dessa doenca (ANDALIB; VAFAEE;
GJEDDE, 2014).

A DP atinge preferencialmente a populagéo idosa com mais de 60 anos. Os seus
sintomas classicos apontam para problemas motores que incluem: o tremor de repouso, a
bradicinesia (lentiddo anormal dos movimentos), a rigidez e a instabilidade postural
(GIBB; LEES, 1988). Porém, ainda existe uma parcela de pacientes que apresentam
deméncia com a progressdo da doenga, resultando em grave limitacdo funcional,
diminuicdo da qualidade de vida e 0 aumento da mortalidade (DUBOIS; PILLON, 1997;
AARSLAND et al., 2003).

Segundo a Fundacdo da Doenga de Parkinson (PDF — do inglés, Parkinson’s
Disease Foundation), estima-se que 7 a 10 milhdes de pessoas no mundo vivem com esta
doenca. A sua incidéncia aumenta com a idade, e somente 4% das pessoas com a DP séo
diagnosticadas antes dos 50 anos (FOUNDATION, 2017), e mesmo com 0 avango no
desenvolvimento tecnoldgico ainda existe a necessidade de que mais investigagdes sejam
realizadas a respeito da prevencéo e do tratamento de doencas neurodegenerativas.

Em se tratando do desenvolvimento de farmacos, o seu ciclo de desenvolvimento
inicia apartir do processo de descoberta, passando pelos testes de farmacos mais
promissores até a comercializacdo dos novos farmacos. Porém, trata-se de um ciclo de
desenvolvimento muito complexo e exige aplicagdes interdisciplinares (BALDI, 2010).
Os métodos convencionais no desenvolvimento destes incluem uma selecéo aleatéria de
compostos quimicos naturais ou sintetizados em laboratério. Porém, os métodos
convencionais possuem alto custo financeiro e de tempo (BALDI, 2010). Segundo
(SHEKHAR, 2008), U$ 1 bilhdo é o valor estimado para o custo financeiro do
desenvolvimento de um novo farmaco, e grande parte deste custo deve-se a moléculas

que falharam, ou seja, compostos quimicos, que durante os estagios iniciais de selecao,

11



sdo indicados como candidatos promissores a novos farmacos, mas, apds os testes pré-
clinicos e clinicos apresentam-se como inadequados para dar continuidade ao
desenvolvimento (SHEKHAR, 2008).

Com isso, para a selecdo de candidatos que sejam mais promissores e que
colaborem na reducédo de custo financeiro e de tempo, ferramentas computacionais séo
utilizadas para classificar compostos quimicos para os testes biolégicos (AGARWAL,
2010). Desta forma, neste estudo, pretende-se fazer uso de métodos de simulacdo
computacional e mecanica quantica para estudar o mecanismo de referéncia da reacéo de
catalise da enzima catecol O-metiltransferase na agua, o que pode levar ao planejamento
de novas moléculas com atividades bioldgicas.

Vale ressaltar, também, a importancia deste trabalho através da relacdo existente
entre a enzima catecol O-metiltranferase com doencgas cancerigenas (ALBERT; HELIN,
2010) e neurodegenerativas como, por exemplo, a DP (RUTHERFORD et al., 2008;
ESPINOZA et al.,, 2012) que é tratada neste trabalho. Apesar de existir pesquisas
relacionadas ao assunto, ainda sdo necessarias mais investigacdes a cerca do mecanismo
catalitico desta enzima.

Para este estudo de simulacdo computacional foram realizados calculos de
Mecénica Quantica (MQ) através de métodos semiempiricos (PM6), ab initio (DFT) e de
perturbacdo de segunda ordem (MP2), utilizando sistemas observados no mecanismo de
catalise da enzima catecol O-metiltransferase. O modelo de solvatacdo PCM ¢ utilizado
neste estudo com o intuito de, futuramente, poder calibrar o sistema na presenca da
enzima. Dessa forma, verificando o comportamento da enzima em questdo a fim de

contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos contra a doenga de Parkinson.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. OBJETIVO GERAL

Estudar o mecanismo de reacdo de referéncia na 4gua da reacdo catalisada pela
enzima catecol O-metiltransferase utilizando tratamento de Mecénica Quantica,

apresentando, assim, o seu comportamento em relagdo ao metal Mg?®*.

1.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar estudo do mecanismo de reacdo de O-metilacdo que ocorre na enzima
COMT levando em consideracdo a interacdo entre o S-adenosilmetionina com o0s
substratos catecol, fenol e a dopamina.

Realizar estudo do mecanismo de reacdo de referéncia catalisada pela enzima
COMT no solvente em relacdo a formacdo dos possiveis produtos da reacdo entre 0s
substratos S-adenosilmetionina e dopamina.

Realizar estudo do mecanismo de reagdo de referéncia catalisada pela enzima
COMT no solvente em presenca do metal Mg?* e em relago a sua formagéo octaédrica.

13



2.0 ALVO BIOLOGICO

2.1. DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson foi descoberta por volta de 1817 quando o fisico, cujo seu
nome (James Parkinson) foi dado & doenga, a descreveu pela primeira vez (PARKINSON,
2002). Em alguns momentos, ela pode ser chamada de "Paralizia Agitante™, mas a sigla
DP também pode ser utilizada. Segundo a Parkinson’s Disease Foundation (2017),
estima-se que 7 a 10 milhGes de pessoas no mundo vivem com a doenca de Parkinson. A
sua incidéncia aumenta com a idade, mas somente 4% das pessoas com essa doenga séo
diagnosticados antes dos 50 anos (FOUNDATION, 2017). Mesmo com 0 avango no
desenvolvimento tecnoldgico ainda existe a necessidade de que mais investigacdes sejam
realizadas a respeito da prevencdo e do tratamento de doencas neurodegenerativas.

A definicdo patoldgica da DP apresenta a perda ou degeneracdo da producgdo de
dopamina (dopaminérgico) nos neurdnios em uma regido denominada de substancia
negra, onde a perda da producdo de dopamina nos neurénios resulta na dificuldade do
controle motor. Os sintomas dessa doencga ocorrem em cerca de 60-70% dos neurdnios
nesta regido (POSTUMA; GAGNON; MONTPLAISIR, 2010). As mutacbes genéticas
que codificam as proteinas localizadas no sistema nervoso central tem envolvimento na
morte de neurbnios. Particularmente, o Alfa-sinucleina, que foi o primeiro gene
identificado como causador da mutacdo que gera a DP, torna-se anormal e auto-agregado.
Neste sentido, a DP ocorre devido a uma desordem que acontece no sistema nervoso
central e a sua patologia trata-se de um processo complexo. A causa real dessa doenca
ainda é desconhecida. Mas atualmente, estudos tem direcionado a DP a um polimorfismo
na enzima catecol O-metiltransferase e a perda de dopamina nos neurénios na substancia
negra (ESPINOZA et al., 2012). Embora Espinoza (2012) tenha afirmado que na maioria
dos casos o fator genético ndo possui relevancia, Andalib (2014), ressalta a variacdo de
gene mitocondrial, onde a genética é vista como um importante fator para a causa dessa
doenca (ANDALIB; VAFAEE; GJEDDE, 2014).

A DP atinge preferencialmente a populacdo idosa com mais de 60 anos e 0s seus
sintomas classicos apontam para problemas motores que incluem o tremor de repouso, a
bradicinesia (lentiddo anormal dos movimentos), a rigidez e a instabilidade postural
(GIBB; LEES, 1988). Porém, ainda existe uma parcela de pacientes que apresentam
deméncia com a progressdo da doenca, resultando em grave limitagdo funcional,
diminuicdo da qualidade de vida e 0 aumento da mortalidade (DUBOIS; PILLON, 1997;
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AARSLAND et al., 2003). E caso o paciente apresente um histérico de progressdo
gradual dos sintomas e responde bem a terapia com levedopa, a DP é diagnosticada de
forma correta (GAZEWOOD; RICHARDS; CLEBAK, 2013).

Ap0s anos de pesquisas, o diagndstico e 0 gerenciamento da doenca de Parkinson
sdo amparados por métodos de deteccdo e pro-agnostico. Em outras palavras, os
biomarcadores validam com alta sensitividade e especificidade a doenga e sdo
criticamente necessarios, porém, sao atualmente deficientes. Esse déficit constitui uma
maior barreira de pesquisas uma vez que o desenho de ensaio clinico demanda um alvo
ou biomarcador para teste de terapias neuroprotetoras (SHTILBANS; HENCHCLIFFE,
2012). Adicionalmente, nenhum marcador estd presentemente habilitado para predizer a
progressdo da DP com uma boa confiabilidade a validagdo (POSTUMA; GAGNON;
MONTPLAISIR, 2010).

A DP representa um grande desafio clinico uma vez que ela é uma das varias
doengas neurodegenerativas mais comuns, afetando primeiramente a populacdo de
individuos mais idosa, um grupo que cresce rapidamente no mundo, e a falta de um
terapéutico significa influenciar a perda rigida de dopaminérgico. A DP por si s6 nao
causa mortes, porém, ela esta associada com o aumento da morbidade e mortalidade. O
reconhecimento de manifestacdo da doenca, tratamentos, e a progressdo dela é essencial
para um melhor cuidado e aprimoramento da qualidade de vida para as pessoas com essa
doenca (BEITZ, 2014).

2.2. ENZIMA CATECOL O-METILTRANFERASE

A enzima catecol O-metiltransferase (COMT) faz parte da classe de metiltranferases.
Essa classe trata-se de um grupo de enzimas que realizam importantes fungdes nos seres humanos,
tanto os com fisiologia saudavel quanto os com enfermidades (COPELAND; SOLOMON,;
RICHON, 2009). As enzimas metiltransferases utilizam-se de um mecanismo de metilagdo, ou
seja, a transferéncia de um grupo metil para a substituicdo nucleofilica biomolecular. Neste caso,
a S-adenosilmetionina, também denominada de AdoMet ou SAM, doa um grupo metil para um
atomo de nitrogénio, oxigénio ou carbono na presenca do metal Mg* (O'HAGAN;
SCHMIDBERGER, 2010) (Figura 1).
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Figura 1. Descrigdo esquematica da O-metilagdo da reacdo catalisada pela enzima COMT na
presenga do Mg?* onde um grupo metil do SAM ¢é transferido para o substrato catecol (Adaptado de
(LAMEIRA, 2015)).

Estudos que envolvem a classe metiltranferase tém apresentado fortes relacfes entre essas
enzimas e algumas enfermidades humanas como, por exemplo, o cancer (ALBERT; HELIN,
2010; WAGNER; JUNG, 2012) e doencas neurodegenerativas como a DP (RUTHERFORD et
al., 2008; ESPINOZA et al., 2012). Em relacdo a ela, a enzima COMT age no metabolismo
extracelular da dopamina no sistema nervoso central e esse fato tem atraido a atencdo de
pesquisadores devido a tais caracteristicas patoldgicas relacionadas a dopamina (RUTHERFORD
et al., 2008; ESPINOZA et al., 2012).

A enzima COMT possui duas principais isoformas, a S-COMT e a MB-COMT. A
primeira é uma isoforma citoplasmatica soltvel que predomina na maioria dos tecidos utilizados
em ensaios (JEFFERY; ROTH, 1984), enquanto que a segunda isoforma é a principal espécie,
mais longa e ligada @ membrana, e predomina no cérebro (TENHUNEN et al., 1994). Embora a
COMT seja expressa de forma ampla, ela aparenta ser a menor a executar na dopamina quando
em comparagdo com a captacdo sinaptica neuronal pelo transportador da dopamina e pelo
metabolismo subsequente da Monoamino Oxidase (MAQO) (HUOTARI et al., 2002). Porém, a
importancia da COMT parece ser maior no cortex pré-frontal (CPF) (GOGOS et al., 1998;
TUNBRIDGE et al., 2004) onde a expressao do transportador da dopamina é de baixo valor
(SESACK et al., 1998).

2.3. ESTRUTURA E FUNCAO: MECANISMO DE CATALISE

Inicialmente, a estrutura cristalografica da enzima COMT de humanos foi descrita em
uma resolucéo de 1.7 a 2.0 A (VIDGREN, J. et al., 1991; VIDGREN, J.; SVENSSON; LILJAS,
1994), sua estrutura foi detalhada (VIDGREN, J. A. O., M., 1997) e pode ser encontrada no banco
de dados (PDB — do inglés, Protein Data Bank) com o codigo de acesso 3BWM. A sua estrutura

3D é apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura cristalogréfica da enzima COMT (PDB, 3BWM).

A enzima COMT possui um dominio simples da estrutura o/B-dobrada em que 8 a-hélices
estdo ao redor da mistura central de B-folha. O sitio ativo dessa enzima consiste do dominio da
ligacdo do S-adenosilmetionina (SAM) e o atual sitio catalitico. As regides de ligacdo do SAM
encontradas em estruturas cristalogréaficas de varias metiltransferases que foram caracterizadas
apresentam muitas similaridades entre si. A formacao do sitio catalitico apresenta poucos residuos
de aminoacidos que sdo importantes para a ligacdo dos substratos envolvidos no mecanismo, a
agua, o metal Mg?* e também para a catalise de O-metiliagdo. Apds a ligacdo do SAM, o metal
Mg?*, que é ligado a COMT, converte o grupo hidroxila do substrato catecol para ser ionizado
mais facilmente. O residuo de aminoacido Lisina (Lys144), préximo do grupo hidroxila do
substrato, em COMT que aceita os prétons e o grupo metil do SAM séo transferidos para o grupo
hidroxila. O residuo de aminoacido Lys144 atua como uma base catalitica nessa reagdo
nucleofilica. O metal Mg?* possui uma coordenacgdo octaédrica com dois residuos de aminoécidos
Aspartato (Aspl41l e Aspl69) para um residuo de aminoacido Asparagina (Asnl70), para as
hidroxilas do catecol e para uma molécula de dgua. Os residuos de aminoacidos Trp38, Trpl43 e
0 Prol174, formam paredes hidrofdbicas e estdo relacionadas a definicéo da seletividade da enzima
COMT quanto as diferentes cadeias laterais do substrato (Figura 3). Esses residuos de
aminoacidos participam de forma direta na O-metilacdo mantendo o anel do catecol na posicdo
correta e de forma planar. Sendo assim, contribuem de forma significativa para a ligacdo dos
substratos da COMT (VIDGREN, J. et al., 1991; VIDGREN, J.; SVENSSON; LILJAS, 1994). A
grande maioria de outras pequenas moléculas de metiltransferases ndo possui dependéncia com o

metal Mg?*, que se apresenta de forma crucial para a enzima COMT (FUJIOKA, 1992).
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Figura 3. Sitio ativo da COMT de humanos com interagdo entre o SAM e o catecol na presenc¢a do
metal Mg?* e residuos de aminoacidos.

O mecanismo de O-metilacdo catalisado pela enzima COMT forma os produtos S-
adenosil-homocisteina (AdoHcy) e o catecol metilado (metil-catecol). Utilizando a dopamina no
lugar do catecol tem-se como produto dessa reagéo catalisada pela COMT em presenca do metal

Mg?* a formagdo do 3-O-metil-dopamina ou 4-O-metil-dopamina (Figura 4).

Adenos\l Adenos\l

NH.

dopamina S-adenosil- homomstema 3-O-metil-dopamina 4-O-metil-dopamina

Figura 4. Descricao esquematica da O-metilacéo catalisada pela enzima COMT na presenca do metal
Mg?*, onde 0 SAM doa um grupo metil para a dopamina. Nesta reacéo pode ser produzido ou o 3-O-
metil-dopamina ou o 4-O-metil-dopamina.

A o-metilagdo que tende a posicdo meta da dopamina pode ocorrer de forma mais
constante devido ao grupo hidroxila, que se aproxima do SAM, forca a cadeia lateral a ficar
orientado em uma posi¢do que n&o seja favoravel para com os residuos de proteinas hidrofdbicas
do sitio catalitico. Zhang e Klinman (2011) realizaram experimentos onde eles isolaram o0s
produtos com o metil nas posi¢cdes de meta e para (3 -hidroxil e 4’-hidroxil) e os quantificaram,
confirmando a predominéncia de metilado na posicdo meta (ZHANG; KLINMAN, 2011), como

pode ser observado na Tabela 1.
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Tabela 1. Taxa de metilacdo meta/para da dopamina catalisada pela recombinacéo da enzima COMT
e seus mutantes (ZHANG; KLINMAN, 2011).

s-COMT meta/para®
108V(WT) 4.8+0.4
YG68F 4.6+0.4
YG68A 4.6+0.6
V108M 5.1+0.6
V108M/Y68F 4.7+0.2
V108M/Y68A 4.2+0.4
W38A 1.7+0.1

w38V 1.940.03

“A taxa de metilac&o foi calculada de acordo com a contagem total de ligacdes para o *C no produto.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MECANICA QUANTICA (MQ)

No decorrer do século XX e com os estudos realizados por Planck em relagédo ao
espectro de emissao, ficou evidenciado que além da quantizacao ser uma caracteristica da
luz, ela também é uma caracteristica de particulas fundamentais que auxiliam na
constituicdo da matéria. Como por exemplo, as ligacdes de elétrons existentes entre
atomos apresentam uma limitacdo no que diz respeito as energias discretas (niveis de
energia) que pode ser verificado por indicagcBes em seus espectros visiveis e ultravioleta,
0 que do ponto de vista classico ndo se consegue explicar de uma forma clara (SILVA,
2015).

Dessa maneira, para a descri¢cdo de sistemas microscopicos €, entdo, necessario a
utilizacdo de outra visdo da mecanica. Uma alternativa promissora foi a utilizacdo da
mecanica ondulatdria, onde o fenbmeno quantizado trata-se de ser as ondas estacionarias,
e de algum modo, € possivel a obtencédo de propriedades de matéria bastante semelhantes
com as das ondas, como proposto inicialmente por Blogie. Porém, também pode ser
exibido as propriedades de particula. Sendo assim, neste cenario, para que tal
comportamento fosse explicado de forma satisfatéria, a entdo chamada Mecénica
Quantica (MQ) foi desenvolvida (SILVA, 2015).

O fundamento essencial da MQ ¢é a funcdo de onda (¥), a qual esta presente em
qualquer sistema quimico, onde determinadas funcbes (operadores) podem ser aplicadas
e retornar propriedades relacionadas ao sistema. Dessa forma, temos:

b¥ = ey

Onde se tém o operador 1 é o0 valor escalar de alguma propriedade do sistema €.
Levando em consideracdo a equacao apresentada, o ¥ é denominado de autofuncao
enquanto o € é denominado de autovalor. Realizando uma analogia a matriz algébrica,
0 V¥ trata-se de um n-elemento do vetor coluna, a matriz quadrada N x N € b, e a constante
escalar e. Desse modo, o complexo conjugado do produto da funcéo de onda (como por

exemplo, |¥ = ¥|) possui as unidades da densidade de probabilidade. Com isso, o sistema
quimico tera a sua probabilidade obtida de uma regido multidimensonal, onde essa regido

sera igual a integral de |¥|? sobre tal regido (SILVA, 2015).
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3.2. EQUACAO DE SCHRODINGER INDEPENDENTE DO TEMPO

Originalmente, a equacdo de Schrodinger depende do tempo. Porém, existem
alguns casos onde é possivel a obtencdo de uma equacdo independente do tempo. Por
exemplo, para caso de potenciais que se tratam de fungdes somente da posicéo V(r) é
possivel o uso de método de separacdo de variaveis na equacdo de Schrodinger e a
obtencdo da equacdo independente do tempo. Dessa forma, supde-se que a funcéo de onda
seja:

Y(rt) = p(re) 1)

A partir disso, implementam-se as alteragdes propostas para a funcéo de onda na

seguinte equacéo,
2

0 h
= [$PD] = — ST [PEPDO] +VEW@P®) 2)

2m

para que possa ser obtido:

. do(t) h? )
ihy(r) Fraialie %w(t)v P(@) +V(I)()e(t) 3)

Ao dividir os lados por y(r)¢e(t) , temos

1 det) R 1
lCm dt = —%mvzw(r)+V(r) (4)

Sendo o lado direito da Equacdo 4 funcdo somente da posicdo e o seu lado
esquerdo o tempo, entdo, a igualdade sé sera aceita se um valor constante for assumido
em ambos os lados. Dessa forma, assume-se que o valor constante é Aw, onde 0 w pPossui

dimensao de frequéncia angular. A partir de entdo, obtém-se as seguintes equacdes:

do(t)
Fra —iwe(t) (5)
(1) = emiot (6)
h? 5 —
— 5V Y(@) + V() = hayp(r) (7

A Equacado 7 trata-se da equacdo de Schrodinger independente do tempo, também

denominada de equacgdo estacionaria. Tratando de ser estacionario, pode-se encontrar
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somente uma frequéncia angular w. E assim, recorre-se a formula de Einstein-Planck ,

E = hw, e reescrecer, em termos da energia, as Equacdes 6 e 7, obtendo-se:

iEt

pt) =e (8)
2, .
— 5 VAW AV Y@ = Ep(r) 9

O termo que na Equacdo 9 antecede (r) do lado esquerdo trata-se do
hamiltoniano H e o seu autovalor € o0 E. No caso se sistemas estacionarios, a funcéo de

onda representativa é:
iEt

W(r,t) =y(r)en (10)

Neste caso, é possivel notar facilmente que a densidade probabilidade p(x,t) =
|¥(r, t)|? € independente do tempo. Outra forma de construir a equagdo de onda é com

uma combinacdo linear de vérias solucfes da equacéo estacionaria de Schrodinger, sendo

o)

> Cuthy (e iEnt/ (11

n=0
onde, tem-se 0 peso estatistico ¢, associado a cada solucdo ,(r). Padrdes de
interferéncias podem ser gerados por esta superposicao, como por exemplo, 0s presentes

no experimento da fenda dupla de Young.

3.3. METODO PARAMETRICO 6 (PM6)

Com a pretensdo de encontrar solucbes que se aproximem da equacdo de
Schrddinger, os métodos semiempiricos empregam tanto restricbes matematicas mais
drasticas quanto parametros empiricos do que aqueles, quando comparados, que Sdo
utilizados nos métodos ab initio. Dessa forma, os métodos semiempiricos sdo assim
denominados por possuirem fundamentacdo tedrica ab initio e determinacdo empirica
(LASCHUK, 2005).

Computacionalmente, métodos semiempiricos, quando comparados com o0s ab
initio, sdo muito mais baratos. 1sso ocorre pelo fato deles realizarem substituicdes de
termos complexos de calcular por outros menos complicados, além das simplificagdes
que possuem. Com isso, a sua aplicacao pode ocorrer sem grandes problemas em sistemas
com centenas a milhares de atomos. Porém, deficiéncias podem ser encontradas nestes

métodos no que diz respeito as aproximagdes que sdo incorporadas em seu formalismo,
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como também, nas limitacdes relacionadas ao problema de otimizacdo dos parametros
(LASCHUK, 2005).

Os métodos semiempiricos Austin Model 1 (AM1) (DEWAR et al., 1985)
Parametric Method 3 (PM3) (STEWART, 1991) e o Parametric Method 6 (PM6)
(STEWART, 2007) sdo métodos bastante utilizados. O primeiro é resultado de uma
determinada modificacdo no Modified Neglect of Differential Overlap (MNDO)
(DEWAR; THIEL, 1977b; a), trata-se de um dos métodos mais antigos. A partir dele, 0s
valores de parametros, ao inves de serem otimizados para propriedades atdmicas, foram
otimizados para reproducdo molecular. Sendo assim, as alteracdes aplicadas no método
AM1 se aplicaram a funcdo responsavel pela descricdo da repulsdo entre carogos
atdbmicos e a adicdo de novos parametros. Tais alteracdes, ao comparar com 0 método
MNDO, resultaram em maior precisdo para prever barreira de ativacdo em reacdes, além
de melhorias em prever o calor de formagdo de moléculas. O segundo método (PM3)
trata-se basicamente do AM1 reparametrizado, onde 0s novos parametros foram
alcancados de maior nimero e representacdo em dados experimentais. J& 0 método PM6,
possui parametrizacdo para um maior nimero de metais de transi¢do, podendo utilizar as
funcBes dos métodos ja citados, e em relacdo aos outros métodos semiempiricos mais
antigos, apresenta varias melhorias. Sendo, dessa forma, 0 PM6 uma excelente alternativa
para a execucao de calculos das moléculas (RICHTER et al., 2012).

E por isso, o0 método semiempirico PM6 é bastante utilizado no célculo de
polimeros e estrutura eletrdnica de moléculas, ja que 0s seus resultados se aproximam em
termo de qualidade ao comparar com os métodos ab initio Hatree-Fock ou o de funcional
de densidade (STEWART, 2007).

3.4. TEORIA DO FUNCIONAL DE DENSIDADE (DFT)

A Teoria do Funcional de Densidade (DFT — do inglés, Density Functional
Theory) possui grande importancia dentro do estudo de estrutura eletronica de moléculas.
O DFT trata de problemas que o método ab initio Hartree-Fock também trata, mas com
um maior grau de concordancia em comparagdo a dados experimentais (MARENICH;
CRAMER; TRUHLAR, 2009). O método DFT é baseado na teoria estatistica dos &tomos,
de Thomas e Fermi, onde, segunda essa teoria (acerca dos elétrons) somente a densidade
expressa a energia cinética e a energia de Coulomb deles (THOMAS, 1927; FERMI,
1928).

A funcdo de onda eletronica de uma molécula n-elétrons depende em 3n espacial
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e n coordenadas spin. Desde que o operador Halmitoniano contenha somente um e dois
termos de elétrons espaciais, encontra-se que a energia molecular pode ser escrita em
termos de integrais envolvendo somente seis coordenadas espaciais. Nesse sentido, a
funcdo de onda de uma molécula de varios elétrons contém mais informac6es do que é
necessario e esta em falta na significancia fisica direta. Isso tem levado a pesquisa por
fungdes que envolvem poucas variaveis do que a fungéo de onda e que pode ser utilizado
para calcular a energia e outras propriedades.

Em 1964, Hohenberg e Kohn mostraram que para moléculas com um estado
fundamental ndo degenerado, a energia molecular do estado fundamental, funcédo de onda,
e todas as outras propriedades eletronicas moleculares sdo unicamente determinada pela
probabilidade de densidade do estado fundamental de elétron p,(x, y, z), uma funcao de
somente trés varidveis (HOHENBERG; KOHN, 1964). A energia eletronica do estado
fundamental E, é um funcional de p, e escrito E, = Ey[p,], onde os colchetes denota
uma relacdo funcional. A Teoria do Funcional de Densidade procura calcular E, e outras
propriedades moleculares do estado fundamental do elétron de densidade p, do estado
fundamental. O funcional f(x) é uma regra que associa um numero com cada valor da
variavel x para qual a funcéo f é definida. Por exemplo, a fungéo f (x) = x2 + 1 associa
0 nimero 10 com o valor 3 de x e associa um nimero com cada funcéo f. Um funcional
F[f] é uma regra que associa um nimero com cada outro valor de f. Por exemplo, o
funcional F[f] = ffomf * (x)f (x)dx associa um nimero, encontrado por integragdo de
|f| ?por todo o espago, com cada funcdo quadratica integravel f(x). O integral
variacional W [¢] = (¢|H|$)/( ¢ v ¢) € uma funcio da funcio variacional ¢ e dado um
namero para cada bem orientado ¢.

A prova do teorema de Hohenberg-Kohn é como segue. A funcdo de onda
eletronica do estado fundamental iy, de uma molécula n-elétrons é uma autofuncdo do

Halmitoniano puramente eletrdnico de

Het = 2_::2‘72 ZZ Tia ZZ?’U (12)

i>j

, que, em unidades atbmicas, é:

n n
e, 1
DT
2 . — LTy
i=1 i=1 joi>j
Zg
v(r)=—) —
Tia
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A quantidade v(r;), a energia potencial de interacdo entre o elétron i e o ndcleo,
depende nas coordenadas x;, y;, z;, do elétron i e na coordenada nuclear. Desde a equagao
eletrobnica de Schrodinger é resolvida para fixar locais no nucleo, as coordenadas
nucleares ndo sdo varidveis para a equacao eletrénica de Schrodinger. Assim, v(r;) na
equacdo eletrénica de Schrodinger é uma fungdo de somente x;,y;, z;, que se indica
utilizando vetor de notagdo. Em DFT, v(r;) é chamado o potencial externo atuando no
elétron i, desde que ele produzido por cargas externas para o sistema de elétrons.

O metodo DFT apresentado por Hohenberg e Kohn possui como base dois
teoremas, 0s quais apresentam a existéncia de um funcional exato da densidade eletronica,
que é responsavel por descrever determinado principio exato para tal funcional de

densidade e a energia total de dado sistema eletronico E[p].

Bo = Elp] = Tlp] + | p(rIvr)dr + Velp) (14)

Onde se tém energia cinética T[p], potencial externo v(r) e o potencial de
interacdo entre elétrons V,.[p]. O termo T[p] trata-se de uma funcional de densidade
eletrbnica para um dado sistema com interacdo de elétrons (PARR; WEITAO, 1989).
Com o intuito de solucionar a energia através da utilizacdo do método DFT, foi proposto
por Kohn e Sham a equacdo do funcional (KOHN; SHAM, 1965).

E[p] = T[p] + Ve [,0] + Vee[p] + Exc[p] (15)

Onde se tém a energia potencial de atracdo entre nucleo e elétron V., energia
potencial de repulsdo entre elétrons V,, e o funcional de correlacéo e troca E,.. Este
ultimo, de forma geral, é descrito com um somatdrio de dois componentes, onde um trata-

se de ser o componente de troca enquanto o outro o de correlacéo.

eelp] = Exlpl + Blp] = [ pExlpld + [ pEclpld (16)

Em relagdo a energia de troca, ela é definida como sendo um funcional de
densidade eletrbnica, incluindo os termos considerados ndo classicos. A correlagdo
eletrbnica apresenta o termo de troca relacionado a correlacdo entre os elétrons que
possuem um mesmo spin, e a diferenca existente entre a energia dos sistemas de elétrons
que ndo possuem interagdo e a cinética exata. Dessa forma, esse funcional € o responsavel
por tornar o metodo DFT diferente, quando comparado, dos outros métodos ab initio
(MORGAN, 2007).
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Existe uma vasta quantidade de formulacbes que tratam da utilizacdo de outros
funcionais, como por exemplo, métodos de gradientes corrigidos. Nele, o funcional de
densidade ndo possui dependéncia do valor de um dado ponto, mas sim, no gradiente da
densidade. Como contribuicdo de troca, pode-se citar o funcional de Becke (BECKE
1993), e como o de correlacdo, o de LYP (LEE; YANG; PARR, 1988).

Dessa forma, o DFT € utilizado com grande éxito no tratamento de estrutura
molecular, estruturas de estado de transicdo, determinacdo de barreiras de ativacao,
campos de frequéncias e forcas, dados termodindmicos, espectroscopia ultravioleta,
ressonancia paramagnética eletrénica, ressonancia magnética nuclear, foto eletronica,
momentos de dipolos, e etc. (FUKUI, 1981; JORGENSEN; TIRADO-RIVES, 1988;
LEE; YANG; PARR, 1988; BECKE 1993).

3.5. TEORIA DE PERTURBACAO DE M@LLER-PLESSET (MP)

A teoria da Perturbacdo de Muitos Corpos (MBPT — do inglés, Many Body
Perturbation Theory) (M@LLER; PLESSET, 1934) pode ser utilizada para a obtencdo de
energia referente a correlacdo eletronica. Tal método perturbativo trata uma caracteristica
referente aos métodos variacionais que esta relacionada as interacdes eletrénicas que sao
tidas na forma de uma interacdo média autoconsistente. Esse tratamento pode ser
realizado considerando a obtencéo da energia por meio do método Hartree-Fock restrito
e também levando em consideracdo a exata energia presente no sistema como nao
relativistico, de acordo com a seguinte equacao:

Ecorr = Eo — Eyr (17)

Geralmente, a MBPT faz uso da particdo de Mgller-Plesset, e dessa forma, pode-
se entdo ser denominada de Teoria de Perturbacdo de Mgller-Plesset. Essa teoria é
baseada na teoria de Rayleigh-Schrédinger (MERZBACHER, 1976). Onde o
halmitoniano total do sistema € divido entre o halmitoniano ndo perturbado (representado

pela parte de ordem zero, H,) e a perturbacdo (V), de acordo com a equacéo

H=Hy+V (18)
, onde H, expressa 0 somatorio de operadores de Fock, sendo
N N
Ho= ) f(®) = ) [r@) + v ()] (19)
i=1 i=1

e V representa a diferenca entre a repulséo eletronia e o potencial de Hartree-Fock, da

seguinte forma:
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P= it @0)

i<j

Para a energia de correlacdo faz-se necessario obter a expanséo da perturbacao.
Dessa forma, um halmitoniano deve ser escolhido, que no caso, trata-se do halmitoniano
de Hartree-Fock (H,), onde ele foi obtido voltado para um sistema de N-elétrons.

Sendo assim, para solucionar determinado problema de autovalor como

ﬁlwn) = (ﬁo + I7)|¢n> = Enllpn) (21)
e conhecendo as autofuncdes e autovalores de H,, temos:
=~ 0
Aolw) = £, [v) (22)

Caso V7 seja muito baixo, espera-se que E, € [y,) estejam aproximados,

(0)

respectivamente, de E, |zp(°)>. Pensando em aplicar melhorias referentes aos

autovalores e autofuncdes de H,, 0 que auxiliaria na sua aproximacéo do halmitoniano
total A, adiciona-se A como parametro:

H=Hy+ AV (23)

Através da expansdo dos autovalores e autofungGes em determinada série de

Taylor com poténcias de A, levando em consideragdo A = 0, obtemos:
) = [7) + A [0) + 2 [P + - (24)
E, = E® + A + NEP + - (25)
Onde E,(lk) trata-se da correcdo de energia de ordem k-ésima. Porém, deve-se obter
uma forma de como expressar as quantidades da energia de ordem zero e elementos de
matriz ¥ entre a funcdo de onda tida como néo perturbada, (1/1i|17|z/)j).
Supde-se que as Equagdes 24 e 25 gerem séries que sejam convergentes a A = 1,

e ainda, dada baixa perturbacdo, sendo apenas considerados os primeiros termos da série,

possui-se uma boa proximidade de autovalor e verdadeira fungdo de onda. Fazendo
necessario a normalizagdo das fungdes de onda de H, , ((y:|;) = 1), além de uma

normalizacdo secundaria, sendo:
() = 1 (26)
Tal normalizacdo podera ser realizada sempre, porém, ndo se |1pfl°)> e |l/)n> forem

ortogonais. Entéo, ao realizar a multiplicagéo das Equacgdes 24 e <1p(0)| obtém-se
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< (0)|¢n> < (o)|¢<o)>+A<¢<0)|¢(1)>+Az<¢<o)|¢<2)> =1 (27)

, onde essa equacdo é valida a todos os valores do pardmetro A. Adicional a isso, através

da igualdade dos coeficientes de A¥, tem-se:
< (°)|zp(")> k=123, .. (28)
Realizando a substituicdo das Equagfes 27 e 28 na Equacgdo 21, obtém-se:
(Ho + V)([w”) + Alw,”) + 22[p2) + ) =
= (E,(f) +AED + 2P + ) (Jv@) + A|pD) + 22 [p@) + ) (29)

E através do equacionamento dos coeficientes de A*, pode-se obter:

7'\10|1/J510)) = E£0)|1pfl°)) paran = 0 (30)
Holp ) + 7[pl?) = EP[pD) + ELP[p?) paran = 1 (31)
Bolw?) + V) = EX[w?) + D[} + EP ) paran = 2 (32)

e assim sucessivamente.
Se multiplicar cada Equacéo acima por <v,lz(°)| e levar em consideracdo a relacéo

de ortogonalidade da Equacéo 24, é possivel obter as expressdes seguintes para a n-ésima

ordem de energias:

Er(lo)=< O] g |¢(0)> (33)
B = (] 7 |w”) (34)
B = (] 7 |wi®) 35)

Para a resolucdo da Equacédo 29 para |¢(k)> e por conseguinte determinar a energia

de ordem k-ésima pode-se utilizar as correcGes de ordem superior a dois na energia.

A equacéo utilizada para a determinacédo da funcdo de onda de primeira ordem

|1p,(11)>, quando reescrita, temos:

(Er(lm )|¢(1)> (V E(l))|1/1(0)> ( <(°)|V|¢(°)>)|¢(°)> (36)

Uma equacdo de autovalor e a reescrita acima ndo se distinguem. Mas esta Gltima
trata-se de uma equacdo diferencial do tipo ndo homogénea, podendo ser chamada de

integro-diferencial. EquagOes semelhantes podem ser resolvidas de varias formas, uma
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delas é expandir |1/)(1)> levando em consideragdo as autofuncdes de H,, onde é exigida a

formacéo de um conjunto completo,

%)= 2, [v)") 67

j
, a0 multiplicar esta equagao por <1p}0)|, e ja que as autofuncdes do H, sdo ortonormais,

temos:

<¢(0)|¢(1)> <¢<0)| Z e pD) = (1) (38)

E o ¢V = 0 da equacio 28 pode ser escrito

(1)> 2 |¢(0)>< (0)|¢(1)>

j*n

Sendo a linha presente no somatério utilizado para recordar de que existe a exclusédo de j
=n. Ao multiplicar a Equac¢éo 28 por <1/;j§0)|, e levando em consideragédo que as funcdes

de onda de ordem equivalente a zero sdo ortogonais, obtém-se:
0 1
(Er(lm_ Ej(o>) <¢j( )|¢7(1 )) <1/)(0)| v |¢(0)> (39)
Ao utilizar a expansao obtida pela Equacéo 38, relacionada a expressdo de energia
de segunda ordem da equacéo 35, tem-se:

E® = < (°)|V|w(1)> Z < (°)|V|¢(°)><¢](-O)|¢fll)> (40)

J

E com a Equacéo 39, pode-se expressar a corre¢do na energia de segunda ordem dessa

forma:

( (o)| v |1p(°)><¢(°)| v |¢(o)> |< (o)| v |¢<o)>|

@) _ ,
En®= 2 EO_ g© N z FO_ © (41

j En "= E j En = E
A correcdo na energia relacionada a primeira ordem pode ser resolvida apenas

com a seguinte integral (y® |V |1/)](°)>. E quando se tratar de outras correces, deve ser

calculado todos os elementos matriciais presentes na coluna n (para E,§2>) e todos os
elementos de toda a matriz para % e %». Como pode ser observado na Equacéo 41 e

~ 1 P . .~ .
gragas ao fator comum nas correcdes, —w—;, € que para que as contribuicdes de maiores
n j

29



impactos para energia de segunda ordem sempre virdo de niveis que encontram-se
préximos ao nivel n.

Segundo o teorema de Brillouin (SZABO; OSTLUND, 1982), apenas as
excitacdes duplas interagem de forma direta com o determinante de Hartree-Fock. Sendo
assim, existe uma semelhanca entre a primeira correcao voltada para a energia Hartree-
Fock e a energia de perturbacdo de segunda ordem. Podendo assim, representar como a
soma de excitacoes duplas

2
Y (abl|rs)| 2

E, €&, —&-—€
a<b a b T N
r<s

Sendo que ¢; trata-se da energia do orbital molecular i. O somatdrio abrange todos 0s
orbitais moleculares virtuais (r, s,...) e 0s ocupados (&, b,...).

Com a Equagdo 42, obtém-se a energia de correlacdo através da teoria de
perturbacao até segunda ordem, tendo-se 0 método denominado de teoria de perturbacao
de Mgller-Plesset até segunda ordem, ou ainda, método MP2. Dado a simplicidade da
Equacdo 42 o método MP2 ¢é geralmente utilizado para sistemas relativamente grandes.
Como j& citado, a teoria de perturbacdo também possibilita calculos de energia de
correlagéo para as demais ordens (MORGAN, 2007) (MP3, MP4, MP5, e etc.).

3.6. MODELO CONTINUO POLARIZAVEL (PCM)

As abordagens de quimica quantica possuem uma importancia fundamental no
que se refere as diferentes areas da ciéncia, da biologia a medicina, e da fisica a ciéncia
de materiais. Uma das muitas caracteristicas da quimica quantica moderna é a sua
possibilidade de serem estendidas para tratar de sistemas (supra) moleculares
incorporados em ambientes de alta complexidade. Essa extensao € possivel ser realizada
gracas ao rapido avanco do desenvolvimento dos chamados modelos de solvatacdo, como
por exemplo, os modelos que podem ser combinados com a descricdo de MQ de
determinado sistema molecular para contabilizar os efeitos do desenvolvimento sobre
suas reatividades e propriedades. Para que sejam utilizados, esses modelos tém de ser
eficientes computacionalmente e facies de estendé-los para ambientes das mais diversas
naturezas e composi¢oes. Os modelos de solvatacdo que tém demonstrado possuir esses
requisitos sdo de natureza classica; eles adotam uma descricdo de Mecanica Molecular
(MM) para o ambiente ou utilizam uma aproximacao de linha continua de acordo com o
qual a natureza microscopica do ambiente desaparece e é substituido por um dielétrico
(TOMASI; PERSICO, 1994; CRAMER; TRUHLAR, 1999; TOMASI; MENNUCCI;
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CAMMI, 2005). Entre os modelos continuos, 0 Modelo Polarizavel Continuo (PCM — do
inglés, Polarizable Continnum Model), originalmente desenvolvido ha cerca de 30 anos
(MIERTUS; SCROCCO; TOMASI, 1981), representa uma das aproximagdes mais bem
sucedidas para ser combinado com a descricdo MQ do soluto molecular. Desde a sua
criagdo, o modelo original tem passado por varias melhorias tanto na sua formulagéo
tedrica quanto na sua implementacdo numérica (CAMMI; TOMASI, 1995; CANCES;
MENNUCCI; TOMASI, 1997, BARONE; COSSI, 1998; LIPPARINI et al., 2010;
SCALMANI; FRISCH, 2010), além disso, ele tem sido expandido para o tratamento de
diferentes processos moleculares e fendbmenos, bem como a descri¢do de ambientes com
diversas caracteristicas (MENNUCCI; CANCES; TOMASI, 1997; CORNI; TOMASI,
2001; FREDIANI et al., 2004). O desenvolvimento deste modelo tém produzido uma
ferramenta tdo poderosa que muitas das fontes computacionais largamente utilizadas para
calculos de estrutura eletrénica ttm o PCM como o seu modelo padréo de solvatacéo.
A formulacdo béasica de modelos continuos requer a solucdo de um classico
problema eletrostatico
—V x [e®)PV ()] = 4mpy (P) (43)
, onde p,(7) é a distribuicdo de carga de soluto e &(¥) é a permissividade geral
dependente da posicdo. Assumindo que a distribuicdo de carga p,,(7) é contida em uma
cavidade molecular C de propriedade adequada e dimensdo construida dentro de um

solvente homogeénio e isotrépico, £(7) assume-se a simples férmula:
S 17 € C,
£ = |

er ¢ C (44)
, onde ¢ é a constante dielétrica do solvente.

Utilizando a definicdo Equacdo 44 com a condicdo de contorno adequada, o
problema eletrostatico apresentado na Equacdo 43 pode ser resolvido em termos de um
potencial V, que é a soma do potencial de soluto mais a devida contribuigdo para uma
distribuicdo de carga ficticia (5) no contorno entre o soluto e o solvente, como por

exemplo, a superficie da cavidade C,I" = dC, nomeadamente:

V) = V() +V, () (45)
a(s)

V@ = | oad? 46

@ L|—|S (46)

A reducdo da fonte do potencial de solvente da reacéo para a distribuicéo de carga
limitada a uma superficie fechada simplifica bastante o problema eletrostatico com

relagdo as outras formulagdes em que o meio dielétrico € considerado como fonte do
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potencial da reacdo. Apesar desta notavel simplificacao, a integracdo da Equacéo 46 sobre
uma superficie de forma complexa é computacionalmente desafiador. As solugdes sdo
geralmente baseadas na discretizacdo da integral (Equacdo 46) dentro de um numero
finito de elementos.

Uma vez que o a(5) é conhecido, o problema é resolvido e o componente

eletrostatico da energia livre de solvatacdo pode ser escrito como segue:
1 7
Gel = _f o3 U P (7) d3rl d%s (47)
2J)r N

Dentro do framework PCM, diferentes formulacdes de alternativas da carga de

superficie aparente o(s) tem sido apresentadas durante anos. Atualmente, cada uma das

formulagdes é indicada com diferentes acronimos (DPCM, CPCM e IEFPCM).

3.7. PREPARACAO DOS MODELOS COMPUTACIONAIS

Para a construcdo dos modelos computacionais utilizados para as simulacdes, as
coordenadas (X, y e z) iniciais foram obtidas a partir da estrutura 3D da enzima COMT
presente no Banco de Dados de Proteinas (PDB — do inglés, Protein Data Bank) sob o
codigo de acesso 3BWM (VIDGREN, J. A. O., M., 1997). Ap0s a identificacdo dos ligantes
de interesse, os calculos de MQ foram realizados através da utilizacdo de métodos
semiempiricos (PM6), ab initio (DFT) e de perturbacdo (MP2). Os calculos relacionados
aos métodos DFT (B3LYP) e MP2 utilizaram o conjunto de bases de funcédo difusa 6-
31g(d,p). Todos os calculos foram realizados na ferramenta computacional Gaussian09
(FRISCH et al., 2009).

Para a otimizacéo de estrutura, os calculos de frequéncias vibracionais harménicas
foram realizados para determinar a natureza dos pontos estacionarios (reagente, estado de
transicdo e produto) através de calculos para a obtencdo do caminho intrinseco da reacdo,
e em seguida esses pontos estacionarios tiveram as suas energias corrigidas por meio da
energia do ponto zero (ZPE — do inglés, Zero-point Energy). Possibilitando, assim,
determinar de uma forma mais aproximada as energias de ativacéo e a energia total das

reacdes, bem como as distancias (A) envolvidas na O-metilacio das reacdes.

Para este estudo de energética da reacdo de referéncia da reacdo catalisada pela

enzima COMT foram utilizados dois sistemas:

No primeiro sistema, procurou-se verificar diferencas energeéticas entre as reagoes.

Sendo que, em um primeiro momento os calculos trataram das seguintes reacdes: 0 SAM
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e o catecol, SAM e o fenol e, posteriormente, SAM com a dopamina. Neste primeiro
sistema, foram realizados calculos com os métodos PM6, DFT e MP2 para as quatros
reagdes. E os métodos PM6 e DFT foram utilizados para calculos referentes aos dois
possiveis produtos da reacdo que envolve o co-substrato SAM e a dopamina (3-O-metil-
dopamina e 4-O-metil-dopamina), apresentados no item 2.3. Para facilitar a compreensao,
adota-se 0s seguintes nomes para as reac0es estudas neste sistema. Sendo assim, temos:
0 SAM/catecol (a reacdo entre o co-substrato SAM e o catecol); o SAM/fenol (a reagéo
entre o co-substrato SAM e o fenol); e no caso da reacdo entre 0 SAM e a dopamina temos
0 SAM/3-O-dopamina e SAM/4-O-dopamina (Figura 5).

OH

SAM/catecol SAM/fenol
| 0 NHs HO NH;
) S*—CH-.
/S —CH, + :@/\/ P N :@/\/
HO! —>©
SAM/3-O-dopamina SAM/4-O-dopamina

Figura 5. Representacao das reacfes que foram estudas o primeiro sistema (SAM/catecol, SAM/fenol,
SAM/3-O-dopamina e SAM/4-O-dopamina).

Ja no segundo sistema, as geometrias de equilibrio dos pontos estacionarios foram
tratadas a partir de estruturas ja otimizadas com o método DFT, onde foram realizados
calculos de frequéncias vibracionais harménicas, para a determinacdo do caminho
intrinseco da reacdo, bem como para as correcdes de energias (ZPE). Possuindo tais
pontos estacionarios a partir do calculo com o método DFT sem o modelo de solvatacéo,
foram realizados calculos single point utilizando os métodos PM6 e MP2. Para os calculos
realizados com o modelo de solvatag&o, os trés métodos de MQ foram utilizados. Neste
segundo sistema, o estudo abordou a reacdo SAM/catecol de duas maneiras: (i) na
presenca do metal Mg?*; (ii) e adicionando 5 (cinco) moléculas de 4gua (H20) na reagio
interagindo com o metal Mg?* (Figura 6). Os métodos PM6, DFT e MP2 foram utilizados.
Para facilitar a compreenséo, adota-se 0s seguintes nomes para as reagoes estudas neste
sistema, dessa forma, temos: SAM/Mg?* (SAM/catecol em presenca do metal Mg?*) e
SAM/Mg?*/H,0 (SAM/Mg?* onde o0 metal Mg?* interage com 5 moléculas de agua.
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Mg * o K
OH OHy”

/s+—c»-|3 + - /s+—cH3 +

SAM/Mg?* SAM/Mg?*/H,0
Figura 6. Representacdo das reacBes que foram estudas neste segundo sistema (SAM/Mg? e
SAM/Mg?/H0).

Os dois sistemas propostos para a simulacdo computacional sdo de fundamental
importancia para o estudo do mecanismo da reagdo catalisada pela enzima COMT
apresentada no item 2.3 deste trabalho. O primeiro sistema aborda a seguinte questéo:
embora o catecol seja o substrato a reagir com o SAM na enzima COMT, ao ser
substituido tanto pelo fenol quanto pela dopamina, a energética da reacdo apresenta
grandes diferencas entre esses substratos? E levando em consideragdo o fato de que o
produto da reacdo entre 0 SAM e a dopamina resulta em dois possiveis substratos (além
do adenosil-homocisteina), energicamente, existem grandes diferencas ja que ha maior

probabilidade de resultar em um 3-O-metil-dopamina do que 4-O-metil-dopamina?

J& o segundo sistema possui uma relacdo mais forte com o item 2.3, justamente
por propor simulacéo na presenca do metal Mg?* como ocorre na enzima. Neste cenario,
as cinco moléculas de agua adicionadas ao mecanismo fazem referéncias aos trés residuos
de aminoécidos (Aspl41, Aspl169, Asn170,) e uma molécula de 4gua, conforme a Figura
7. Todos interagindo com o metal Mg?*. E em ambos os sistemas, os calculos realizados

com o modelo de solvatacdo PCM permitirdo a calibragem do sistema.
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Figura 7. Representacdo do sitio ativo da enzima COMT, onde o metal Mg?* interage com o catecol,
e com os residuos de aminoacidos (Aspl41, Aspl169 e Asn170) e uma molécula de gua.

3.8. PACOTE COMPUTACIONAL UTILIZADO

e CHIMERA (PETTERSEN et al., 2004): Programa utilizado para a visualizagéo
de estrutura do PDB em 3D. Para este trabalho estad sendo utilizada a versédo
1.10.2.

e GAUSSIAN (FRISCH et al., 2009): Pacote computacional utilizado para o0s
calculos de MQ. Para este trabalho esta sendo utilizada a versdo 09, também
conhecido como, Gaussian09.

e GAUSSVIEW (DENNINGTON; KEITH; MILLAM, 2009): Programa utilizado
para a criagdo dos modelos computacionais, visualizacdo dos resultados de
frequéncias vibracionais e caminho da reacdo. Para este trabalho esta sendo

utilizada a versao 5.0.8.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como ja tratado no item 3.7, os resultados dos célculos de MQ para cada sistema

serdo apresentados e discutidos como seguem.

41.SISTEMA 1

Inicialmente, foi realizada a obtencéo das coordenadas x, y e z de referéncia da
reacao catalisada pela enzima COMT a partir de sua estrutura tridimensional (codigo de
acesso 3BWM no PDB) como ja mencionado. Com isso, obteve-se a reacdo SAM/catecol,
e a partir dessa reacdo um dos grupos hidroxil foi removido para a obtencéo da reagéo
SAM/fenol. Qutra alteracdo na reacdo SAM)/catecol possibilitou a obtengdo da reacao
SAM/3-O-dopamina através da adicdo da ramificacdo C2HeN no substrato catecol para
gerar a dopamina. E em seguida, com uma alteracdo de posicdo da ramificacdo (C2HsN)

na dopamina da reacdo SAM/3-O-dopamina, obteve-se a reacdo SAM/4-O-dopamina.

Entdo, apds a construcdo desses modelos computacionais, foram realizados
calculos de frequéncias vibracionais. A partir de tal otimizacdo de estrutura, foram
realizados célculos de IRC (Instrinsic Reaction Coordinate - do inglés, Coordenadas
Intrisecas da Reacdo) e, dessa forma, foram obtidos os trés pontos estacionarios das
reacOes (reagente, estado de transicdo e produto) (Figura 8). Nesses trés pontos foram

realizados célculos de ZPE para a obtencdo do ponto minimo e corre¢des de energias.

9 4
2 )9 o ? ) 9O ?
J ‘ f j . éq‘ " q @ | &JJ S @ 9
| > oo ¥ > oo ¥
S 9
s 9 s 7
Reagente Estado de Transicio Produto

Figura 8. Representacéo dos trés pontos estacionarios (reagente, estado de transicao e produto), nos
guais foram realizados calculos para correcéo de energias (ZPE).

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados obtidos a partir dos célculos
energéticos (kcal/mol) das reacGes em questdo sem modelo de solvatacao, ou seja, no gas.

Esses calculos sdo referentes a energia de ativagio AE*, onde AE* = E,5 — E eagente » ©

a energia total da reacdo AE®, onde AE® = Epyoquto — Ereagente-
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Tabela 2. Resultados dos calculos energéticos, em kcal/mol, das reacfes SAM/catecol, SAM/fenol,
SAM/3-0O-dopamina e SAM/4-O-dopamina sem a presen¢a do modelo de solvatagdo PCM. Para esta
Gltima reacao foi utilizada somente os métodos PM6 e DFT.

PM6
AE* (kcal/mol) | AE® (kcal/mol)
SAM/catecol 11,23 -33,56
SAM/fenol 6,62 -34,42
SAM/3-O-dopamina 10,47 25,22
SAM/4-O-dopamina 7,16 32,34
DFT
AE* (kcal/mol) | AE® (kcal/mol)
SAM/catecol 3,72 -36,51
SAM/fenol 2,79 -42,94
SAM/3-O-dopamina 2,92 -39,09
SAM/4-O-dopamina 2,75 39,22
MP2

AE* (kcal/mol)

AE?® (kcal/mol)

SAM/catecol
SAM/fenol
SAM/3-O-dopamina

9,05
7,86
8,01

-50,12
-42,84
-50,77

Ja na Tabela 3 sdo apresentados os resultados obtidos a partir dos calculos

energéticos (kcal/mol) das quatro reac6es utilizando o modelo de solvatacdo PCM. E com

0s mesmos calculos de energia de ativagdo e energia total.
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Tabela 3. Resultados dos calculos energéticos, em kcal/mol, das reacdes SAM/catecol, SAM/fenal,
SAM/3-O-dopamina e SAM/4-O-dopamina na presenca do modelo de solvatacdo PCM. Para esta
Gltima reacao foi utilizada somente os métodos PM6 e DFT.

PM6 (PCM)
AE* (kcal/mol) | AE® (kcal/mol)
SAM/catecol 18,62 -6,91
SAM/fenol 20,52 -6,19
SAM/3-O-dopamina 20,60 -5,64
SAM/4-O-dopamina 20,37 -6,71
DFT (PCM)
AE* (kcal/mol) | AE® (kcal/mol)
SAM(/catecol 9,91 -20,61
SAM/fenol 8,19 -29,78
SAM/3-O-dopamina 8,25 -29,90
SAM/4-O-dopamina 8,07 -30,28
MP2 (PCM)
AE* (kcal/mol) | AE® (kcal/mol)
SAM(/catecol 14,44 -29,78
SAM/fenol 13,19 -29,64
SAM/3-O-dopamina 13,13 -30,42

Observando a Tabela 2, as rea¢fes ndo apresentaram diferengas de energias de
ativacdo considerando o tratamento com 0 mesmo método. Com excecdo da SAM/fenol
e SAM/4-O-dopamina no método PM6, que apresentaram uma diferenca de energia de
ativacdo igual a 4,61 kcal/mol e 4,07 kcal/mol, respectivamente, em comparagdo a
SAM/catecol. E uma diferenca de energia de ativacao igual a 3,85 kcal/mol (SAM/fenol)
e 3,31 kcal/mol (SAM/4-O-dopamina) quando comparado com o SAM/3-O-dopamina.
Mas em ambos 0s casos, uma diferenca pequena. Isto quer dizer, que para um estudo no
meio enzimatico pode-se usar o catecol ou fenol no lugar da dopamina, diminuindo assim
0 custo computacional. Observando a Tabela 3, na presenca do modelo de solvatacéo os

valores energéticos apresentaram-se proximos para as quatros reacoes.

Na Tabela 4 s&o apresentados os valores das distancias (A) referentes aos 4tomos
que participam da O-metilagdo sem o modelo de solvatacdo PCM. Essas medicGes foram
realizadas nos trés pontos estacionarios (0s mesmos utilizados nos célculos energéticos),

tomando como medidas as distancias entre o 4&tomo enxofre do SAM e 0 4&tomo carbono
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do grupo metil também pertencente ao SAM (S-C), e entre esse atomo carbono com o

atomo oxigénio seja do catecol, fenol ou dopamina (C-O) (Figura 9).

- _—:@--—m-"-q . =l G

I‘ ? i—é----—iol I '

Figura 9. Descrigdo da forma como as distancias entre os atomos que participam da O-metilagédo
(enxofre, carbono, e oxigénio) foram analisadas nos trés pontos estacionarios (RS — reagente; TS —
estado de transicao; PS — produto). Onde S-C é a distancia entre os atomos de enxofre e o carbono, e
C-0O a distancia entre os &tomos de carbono e oxigénio.

Tabela 4. Valores das distancias (A) entre os &tomos que participam da O-metilagio sem o modelo
de solvatagdo PCM.

PM6
SAM/catecol SAM/fenol SAM/3-O-dopamina | SAM/4-O-dopamina
RS TS PS RS TS PS RS TS PS RS TS 0S
s-C 170 200 314|169 193 297 ] 170 200 301} 169 196 3,18
C-O 252 202 146|243 205 1451249 200 146 1] 246 203 145
DFT
SAM/catecol SAM/fenol SAM/3-O-dopamina | SAM/4-O-dopamina
RS TS PS RS TS PS RS TS PS RS TS 0S
S-C 18 265 306 |184 205 302 |18 210 3,06 J186 209 3,06
C-O 270 181 145|259 230 145 |267 229 145 ]J266 230 145

MP2
SAM/catecol SAM/fenol SAM/3-O-dopamina
RS TS PS RS TS PS RS TS PS

s-C 180 211 353 j181 207 303 J181 211 3,552
C-O 279 212 144 |262 213 144 1261 211 144

Ja na Tabela 5 séo apresentados os valores das distancias (A) entre os 4tomos que
participam da O-metilagdo na presenca do modelo de solvatacdo PCM. Essas medicdes,
também, foram realizadas nos trés pontos estacionarios (os mesmos utilizados nos

calculos energéticos em meio solvatado) conforme apresentado na Figura 9.
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Tabela 5. Valores das distancias (A) entre os &tomos que participam da O-metilacdo na presenca do
modelo de solvatacdo PCM.

PM6 (PCM)
SAM/catecol SAM/fenol SAM/3-O-dopamina | SAM/4-O-dopamina
RS TS PS RS TS PS RS TS PS RS TS 0OsS
s-C 1,75 213 321 )17 212 308|175 213 310 | 1,75 212 3,09
cC-O 270 18 1451261 189 145] 255 188 145260 183 145
DFT (PCM)
SAM/catecol SAM/fenol SAM/3-O-dopamina | SAM/4-O-dopamina
RS TS PS RS TS PS RS TS PS RS TS 0OS
S-C 183 224 322183 220 318 | 183 221 320|183 220 320
C-O 282 210 1441281 212 143] 280 213 144278 213 144
MP2 (PCM)
SAM/catecol SAM/fenol SAM/3-O-dopamina
RS TS PS RS TS PS RS TS PS
s-C 180 219 357 )18 216 315] 1,81 211 352
C-O 288 201 1441277 203 144261 211 144

Observando as Tabelas 4 e 5 é possivel observar que nas reagdes ndo ha grandes
diferengas em suas geometrias a respeito das distancias entre os &tomos envolvidos na O-

metiliacdo nos trés pontos tratados.

Com base nos resultados apresentados, em relacdo as reacdes SAM/catecol,
SAM/fenol e SAM/3-O-dopamina ndo foram obtidas diferencas significativas nem
relacionadas aos seus valores energéticos e nem as distancias referentes aos atomos
envolvidos na O-metilagdo. Dessa forma, pode-se afirmar que a ramificagdo (C2HeN),
presente na dopamina e ausente no catecol e no fenol, nédo interfere nos resultados obtidos.
Assim, tanto o catecol quanto o fenol ou a dopamina poderéo ser utilizados nos demais
estudos a cerca da reacdo que envolve a enzima COMT (do ponto de vista
computacional). No que se refere a posicdo do atomo de carbono que recebe a O-
metilacdo no substrato dopamina, as reacdes SAM/3-O-dopamina e SAM/4-O-dopamina
possuem praticamente os mesmos valores de energias e os das distancias tratadas. Dessa
forma, pode-se afirmar que o fato da O-metilicdo entre a SAM e a dopamina variar entre
as posicOes dos carbonos 3 e 4 (meta e para) ndo interfere na energética e geometria das

reacOes trabalhadas neste estudo.
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4.2. SISTEMA 2

Tomando como base os resultados obtidos no sistema 1, no sistema 2 utilizou-se
a reacdo SAM/catecol ja que ndo apresentou diferenca entre a utilizacdo de uma ou outra
reacao para os calculos aqui tratados. Adicionalmente, a reacdo SAM/catecol também foi
escolhida para este sistema por possuir maior semelhanca estrutural quando comparada
com a SAM/fenol em relagédo a SAM/dopamina (3-O-dopamina e 4-O-dopamina). Neste
sentido, buscou-se um menor custo computacional observando que outros d&tomos foram

adicionados a reacao.

Inicialmente, j& possuindo as coordenadas X, y e z da reagdo SAM/catecol, esta
foi alterada adicionando um atomo do metal Mg?*, originando a reacio SAM/Mg?*. Apds
essa modificacdo, 5 moléculas de agua foram adicionadas a reacdo SAM/catecol que
interage com o metal Mg?*, originando a reacdo SAM/Mg?*/H;0O. Dessa forma,
obtiveram-se duas outras reacdes que permitiram o estudo através de MQ sobre o
comportamento do mecanismo de reacdo de acordo com o sitio ativo descrito no item 2.3

deste trabalho.

Primeiramente, por utilizacdo do método DFT sem modelo de solvatacdo, foram
realizados célculos de frequéncias vibracionais. A partir de tal otimizacdo das estruturas,
foram realizados calculos de IRC e, dessa forma, foram obtidos os trés pontos

estacionarios das reacdes (reagente, estado de transicéo, e produto) (Figura 10).

Reagente Estado de Transiciao Produto

Figura 10. Representacao dos trés pontos estacionarios (reagente, estado de transicao e produto), nos
guais foram realizados calculos para correcdo de energias (ZPE).

Nesses trés pontos foram realizados célculos de ZPE para a obtencdo do ponto

minimo e corre¢des de energias. Para cada ponto estacionério obtido por método DFT e
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calculo ZPE, foi tratado com calculo single point para os métodos PM6 e MP2, tanto com
a utilizacdo quanto a ndo utilizagdo do modelo de solvatacdo PCM (célculos para o
método DFT em meio solvatado também partiu da otimizacdo alcancada por célculo de
ZPE no gas). Para melhor visualizagdo dos resultados obtidos, os valores referentes a

SAM/catecol também sdo apresentados em conjunto com os resultados deste sistema.

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados obtidos a partir dos célculos
energéticos (kcal/mol) das duas reacdes em questdao sem modelo de solvatacdo PCM, ou
seja, no gas. Esses célculos sio referentes a energia de ativacio AE™, onde AE* = E,5 —

Eeagente € a energia total da reagdo AE®, onde AE® = Epyoquto — Ereagente-

Tabela 6. Resultados dos calculos energéticos, em kcal/mol, das reacdes SAM/Mg?*e SAM/Mg?*/H20

sem a presenca do modelo de solvatagdo PCM.

PM6
AE* (kcal/mol) | AE® (kcal/mol)
SAM(/catecol 11,23 -33,56
SAM/Mg?* 46,55 45,88
SAM/Mg?*/H20 32,92 21,51
DFT
AE* (kcal/mol) | AE® (kcal/mol)
SAM/catecol 3,72 -36,51
SAM/Mg?* 32,83 26,55
SAM/Mg?*/H20 19,94 7,13
MP2
AE* (kcal/mol) | AE® (kcal/mol)
SAM/catecol 9,05 -50,12
SAM/Mg?* 38,15 28,07
SAM/Mg?*/H20 26,54 1,55

Ja na Tabela 7 sdo apresentados os resultados obtidos a partir dos calculos

energéticos (kcal/mol) das duas reacGes em questdo utilizando modelo de solvatacédo

PCM. E com os mesmos calculos de energia de ativacdo e energia total.
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Tabela 7. Resultados dos calculos energéticos, em kcal/mol, das reacdes SAM/Mg?*e SAM/Mg?*/H20
na presenca do modelo de solvatacdo PCM.

PM6 (PCM)
AE* (kcal/mol) | AE® (kcal/mol)
SAM/catecol 18,62 -6,91
SAM/Mg?* 24,55 4,86
SAM/Mg?*/H20 32,33 12,19
DFT (PCM)
AE* (kcal/mol) | AE® (kcal/mol)
SAM/catecol 9,91 -20,61
SAM/Mg?* 15,99 -2,63
SAM/Mg?*/H20 18,65 -2,23
MP2 (PCM)
AE* (kcal/mol) | AE® (kcal/mol)
SAM/catecol 14,44 -29,78
SAM/Mg?* 17,39 -8,93
SAM/Mg?*/H20 23,52 -7,89

Observando a Tabela 6, as reacdes apresentam grandes diferencas de energias de
ativacdo. No método PM6 todas as reacGes atingiram maiores niveis de energia quando
comparadas aos resultados dos outros métodos. Nele, a diferenca de energia de ativacao
da SAM/Mg?* chegou a 35,32 kcal/mol quando comparada com a da reagdo SAM/catecol,
e teve uma diferenca de 13,63 kcal/mol quando comparada com a energia de ativacéo da
reagdo SAM/Mg?*/H,0. A diferenca energética de ativagio entre SAM/Mg?/H,0 e
SAM/catecol é igual a 21,69 kcal/mol.

Em paralelo a isso, 0 método DFT resultou os menores valores de energia de
ativacdo para as rea¢fes comparadas as dos demais métodos. Nele, a diferenca entre o
SAM/Mg?* e 0 SAM/catecol € igual a 29, 11 kcal/mol, enquanto que em comparagao com
a SAM/Mg?*/H,0 a diferenca entre as energias de ativacio é igual a 12,89 kcal/mol. Em
comparagcdo entre as reagdes SAM/Mg®*/H20 e SAM/catecol, essa diferenca foi de 16,22
kcal/mol.

Ja 0 método MP2 apresentou diferengas de energia de ativagdo igual a 29,1
kcal/mol, entre 0o SAM/Mg®* e o SAM/catecol, e em relagio a SAM/Mg* e
SAM/Mg?*/H,0 apresentou a diferenca de 11,61 kcal/mol. Ja entre SAM/Mg?*/H,0 e

SAM/catecol apresentou uma diferenca de 17,49 kcal/mol.
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Ja na Tabela 7, pode-se observar que os resultados apresentaram diferencas
menores de energia de ativacdo. No método PM6 todas as reacdes continuaram a atingir
maiores niveis de energia quando comparadas aos resultados dos outros métodos na
presenca do modelo PCM. A diferenca de energia de ativacio da SAM/Mg?* chegou a
5,93 kcal/mol quando comparada com a da reacdo SAM/catecol, e teve uma diferenca de
7,78 kcal/mol quando comparada com a energia de ativacdo da reagdo SAM/Mg?*/H0.
E a diferenca energética de ativacio entre SAM/Mg?*/H,0 e SAM/catecol é igual a 13,71

kcal/mol.

Em paralelo, o método DFT também resultou nos menores valores de energias de
ativacdo para as reagcdes comparadas aos demais métodos na presenca do modelo PCM.
A diferenca entre a SAM/Mg?* e a SAM/catecol ¢ igual a 6,08 kcal/mol, enquanto que
em comparagdo com a SAM/Mg?*/H-0 a diferenca entre as energias de ativagéo é igual
a 2,66 kcal/mol. Em comparacéo entre as reagdes SAM/Mg?*/H,0 e SAM/catecol, essa
diferenca foi de 8,74 kcal/mol.

Ja 0 método MP2, apresentou diferenca de energia de ativacdo igual a 2,95
kcal/mol, entre 0o SAM/Mg®* e o SAM/catecol, e em relacio a SAM/Mg* e
SAM/Mg?*/H.0 apresentou a diferenca de 6,13 kcal/mol. Ja entre SAM/Mg?*/H20 e

SAM/catecol apresentou uma diferenca de 9,08 kcal/mol.

J& na Tabela 8 sdo apresentados os valores das distancias (A) referentes aos
atomos que participam da O-metilacdo presente nas reacfes em questdo, com e sem 0
modelo de solvatacdo. Essas medi¢bes foram realizadas nos trés pontos estacionarios,
tomando as mesmas medidas utilizadas no cenario 1 conforme a Figura 9. Vale ressaltar
que essas distancias se mantiveram constantes aos demais métodos justamente por terem

sido realizados calculos single point a partir de calculos ZPE.

Tabela 8. Valores das distancias (A) entre os &tomos que participam da O-metilagio na presenca e
na auséncia do modelo de solvatagdo PCM.

SAM/Mg?* SAM/Mg2*/H;0
RS TS PS RS TS PS
s-C 184 2,65 328 1,83 2,47 3,22
C-0 260 1,81 1,49 2,75 1,95 1,48
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Como observado, na Tabela 8, ndo foram encontrados valores tdo distintos entre
0s pontos estacionarios das duas reagfes. O mesmo ocorre quando comparado as

distancias encontradas nos célculos que envolveram o SAM/catecol (Tabela 5).

Dessa forma, acerca desse estudo relacionando a presenca do metal Mg®* e
moléculas de &gua, pode-se obervar que, energeticamente estes atomos influenciam na
reacao que ocorre no sitio ativo da enzima COMT. Também ¢ possivel observar, por
exemplo, que no meio sem o uso de modelo de solvatacdo somente a adicdo do metal
Mg?* ja exige bastante energia para que a reagdo ocorra quando comparado as outras duas
outras reacdes. Porém, no meio com o modelo PCM a reagdo SAM/Mg?*/H20 é a que
mais se destaca de modo a ser a que mais utiliza energia para que a reagdo aconteca. Outro
destague a ser observado trata-se do método PM6 que, nos dois sistemas, foi método que

melhor descreveu as seis reacOes tratadas neste trabalho.

Em resumo, a Figura 11 ilustra a energia relativa de cada reacdo em comparagao

com as demais calculadas com o método PM6 no gas e com o modelo de solvatagdo PCM.

Fuergin PMG/Gax Enwgn PMATPCM
A -~
£0 £0
40 40
—— SAN catocnl

10 A1) S SAMTenol

w— SAMA O dop mnin s
o—— SANMA-O-dop snma

20 20 — SAMMg
w— SANMME H 0

10 10

RS RS
0] w— 0] w—

- -
Coordenaday da Reacio Coordenadasdn Rencdo

Figura 11. Demonstracdo grafica da energia relativa das reagdes tratadas com o método PM6. Onde
0 tamanho da regido MQ (n° de &tomos) para cada reacdo é: 26 (SAM/catecol), 25 (SAM/fenoal), 34
(SAM/3-O-dopamina), 34 (SAM/4-O-dopamina), 27 (SAM/Mg2+) e 42 (SAM/Mg2+/H20).

E a Figura 12 apresenta comparacdes entre as energias relativas para os métodos
utilizados neste trabalho, no gas em com modelo de solvatagdo, somente das reacfes que
possuem o catecol, como SAM/catecol, SAM/Mg?* e SAM/Mg?*/H0.
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Figura 12. Comparacéo entre as energias relativas das rea¢des do Sistema 2.
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5. CONCLUSAO

A doenca de Parkinson continua sendo uma das doengas neurodegenerativas mais
comuns mundialmente. E sem ter o seu real fator de ocorréncia descrito, apenas alguns
trabalhos consideraram sugerir a sua real causa. Desse modo, faz-se necessario um maior
investimento e esforgos para a obtengdo de um melhor direcionamento para a descoberta
da sua causa e assim, propor inibidores para a enzima COMT, melhores diagndsticos e
tratamentos e, ampliar os conhecimentos acerca do mecanismo catalitico das

metiltranferases.

Neste sentido, o estudo computacional tratado neste trabalho, a partir do
entendimento do sitio ativo da enzima COMT, procurou verificar algumas situacdes
envolvendo a reagdo de referéncia da COMT. Deste modo, favorecendo de tal forma, um

melhor entendimento acerca desse mecanismo de catalise.

O mecanismo catalitico da enzima COMT foi estudado a nivel energético através
de métodos MQ aplicados a reacdo de referéncia da enzima. Os seus resultados obtidos
apresentaram o caminho reacional realizado pela catélise enzimética, onde houve uma
preocupacdo em determinar seus valores energéticos. E principalmente, foi de suma
importancia a utilizacdo de modelo de solvatacdo para a calibragem futura do sistema

quando este for tratado na enzima.

O estudo apresentou que o modelo de referéncia da reacdo enzimatica, em meio
solvatado, ndo possui interferéncia energética caso o substrato que reage com 0 co-
substrato SAM seja tanto o catecol como o fenol ou a dopamina. E assim como o Mg?*,
os residuos de aminoacidos e moléculas de agua presentes no sitio ativo (simulados por
5 moléculas de agua neste estudo) podem sim influenciar no mecanismo reacional. E
dessa forma, demandarem menor energia para que a reacdo possa ocorrer em meio

solvatado.

A utilizacdo de ferramentas computacionais auxilia no entendimento do
comportamento de sistemas bioldgicos de forma a serem menos custosos e, em muitos
casos, descrevem sistemas complexos que ndo haveria a possibilidade de serem descritos
de forma experimental. Considerando assim, a utilizacdo de ferramentas computacionais
para descrever modelos de referéncias de mecanismos de reacdo enzimatica. Neste
sentido, destaca-se neste trabalho a utilizacdo de ferramentas e métodos computacionais

que auxiliaram a obtencéo dos resultados acerca do estudo do mecanismo de referéncia
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na agua da reacdo de catalise da enzima COMT, o que poderd contribuir para o
planejamento e desenvolvimento de compostos quimicos que poderdo atuar como

promissores inibidores da COMT.
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