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“Quando vocé atravessar as dguas,

Eu estarei com vocé.

Quando vocé atravessar os rios,

eles ndo o encobrirdo.

Quando vocé andar através do fogo,

ndo se queimard.

As chamas ndo o deixardo em brasas.

Pois Eu sou o Senhor,

o seu Deus, o Santo de Israel, o seu Salvador...”

Isaias 43.2-3b
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Resumo

Neste trabalho foi utilizada a Metodologia de Andlise conformacional Sistemadtica por
Pares (MASP)[1] para estudar o peptideo IAN e fragmentos menores. Nesta metodologia, a
andlise conformacional € feita de maneira sistemdtica analisando as combinacdes de pares de
angulos diedros que compdem o peptideo avaliado. As energias referentes a cada conformacao
foram obtidas por meio do método mecanico-quantico semi-empirico AM1. As regides de
menor energia nas Superficies de Energia Potencial (PES - Potential Energy Surface) foram
obtidas com auxilio de quimiometria, por meio da Andlise de Componentes Principais (PCA
- Principal Component Analysis). Um dos objetivos do trabalho € determinar um limite do
numero de graus de liberdade (diedros) sob o qual a aproximagado por pares do MASP pode ser
feita. Para o peptideo IAN, com 11 diedros consecutivos, foi possivel reproduzir grande parte
da PES[2]. Foram estudadas 117 conformacdes diferentes do peptideo IAN e seus fragmentos,
cujos tamanhos variaram de 4 a 11 e casos adicionais com 13 diedros. Os resultados deste
trabalho mostraram que o valor do minimo de energia diminui com o aumento do tamanho
da molécula estudada. Para fragmentos com 4 diedros, 0 MASP reproduz toda a PES quando
comparada com a Andlise Conformacional Sistemética Completa. Quando o MASP € aplicado
aumentando o tamanho da cadeia, em alguns casos as energias das conformacdes de partida
otimizadas eram menores que as energias das conformacdes finais. Estes resultados sugerem
que o MASP ¢ factivel com um limite superior de seis angulos de diedro.



Abstract

In this work the Systematic Conformational Analysis by Pairs Method (MASP)[1] was
used to study the IAN peptide and its fragments. In this method, the conformational analysis
is carried out in a systematic procedure analyzing combinations of dihedral angles pairs of
the investigated peptide. Energies associated with each conformation were obtained through
semi-empirical quantum-mechanic method AM1. Low energy regions of the Potential Energy
Surface (PES) were obtained with help of chemometrics, using Principal Component Analysis
(PCA). One of the goals of this work is to determine the upper limit of number of degrees of
freedom (dihedral angles) under which the MASP can be successfully applied. For the peptide
IAN, with 11 dihedral angles, it was possible to obtain a considerable fraction of its PES [2]. 117
conformations of the IAN peptide and its fragments were studied, with sizes varying from 4 to
11 dihedrals, and additional cases with 13 dihedrals. The results show that the energy minimum
decreases with the studied molecule size. For fragments with 4 dihedrals, MASP recover all
PES when compared with a full systematic conformational analysis. Applying MASP with
increasing size of the system, in some cases, it was observed that the energies for the optimized
starting conformations were lower than the energies obtained for the final conformations. The
results suggest that MASP is reliable with upper limit of six dihedral angles.



1 Introducao

Na ciéncia atual a determinacio estrutural de moléculas tem um papel fundamental em
areas diversas como biologia, fisica e medicina. No caso de moléculas de interesse bioldgico,
o conhecimento de suas conformagdes estruturais € crucial, uma vez que as suas funcoes estdao

intimamente ligadas as suas estruturas[3]-[5].

A determinagdo estrutural envolve andlise conformacional. A andlise conformacional
€ definida como estudo ou identificacido do arranjo tridimensional dos dtomos da molécula no
espaco. Este arranjo pode ser interconvertido por rotacdes em torno de ligacdes simples[6, 7].
Cada conformacao adquirida pela molécula esta associdada a uma dada energia potencial, por-
tanto sendo possivel construir Superficie de Energia Potencial (PES — Potential Energy Surfa-
ces). As PES sdo caracterizadas por seus pontos de minimo (configuragdes localmente estaveis)
e por suas regiodes de transi¢do ligando estes minimos[2]. Um exemplo de uma por¢do da PES

¢ visualizado na Figura 1.1.

Figura 1.1: Exemplo de porcdo da Superficie de Energia Potencial.

A importancia de se estudar a PES de uma molécula é que termodinamicamente, pela

distribui¢do de Boltzmann, a conformagao mais estavel € a referente ao minimo global, e por-
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tanto, esta conformacao determina as propriedades fisico-quimicas do sistema investigado.

A determinagdo estrutural de moléculas pode ser feita por métodos tedricos e expe-
rimentais. Raios X, espectroscopia de ressonancia magnética e espalhamento de néutrons sdao
técnicas experimentais muito utilizadas para investigacdo de estruturas. Entretanto os métodos

experimentais sao dispendiosos financeiramente e em termos de tempo de preparo do sistema.

Diante dessa dificuldade surge a necessidade de métodos tedricos que resolvam o pro-
blema estimando, avaliando e prevendo resultados experimentais. Existe uma grande variedade
de métodos tedricos que sdo capazes de localizar estruturas de minima energia na Superficie de

Energia Potencial - PES.

De uma maneira geral, é possivel separar estes métodos em dois grandes grupos: es-
tocdsticos e deterministicos. Os mais comuns entre os estocasticos sao geometria de distancia[7],
redes neurais [11, 12], algoritmo genético [13, 14], métodos de simulagdo (Monte Carlo e
Dinamica Molecular) [15]-[19]. O grande problema dos métodos estocasticos € nao haver um
ponto final natural para a busca conformacional. Em alguns casos, somente um pequeno sub-

conjunto do espaco conformacional é explorado e a convergéncia do sistema nao € garantida.

Os métodos deterministicos procuram estudar a PES sistematicamente e dentre eles
podemos citar: Andlise Sistematica Completa e o MASP (Método de Andlise Sistematica por

Pares). Estes dois métodos serdao descritos nos Fundamentos Tedricos.

Antes de entrar nas descricoes dos métodos deterministicos serd exposto um exem-
plo de método tedrico estocdstico para o peptideo IAN, que também foi estudado neste traba-
lho. Dois pesquisadores Becker O. M e Karplus M. por meio do mapeamento topoldgico da
PES do peptideo IAN encontraram diversos minimos locais e, segundo os autores, um minimo
global[2]. O objetivo foi encontrar caminhos de enovelamento para uma dada estrutura de inte-
resse. A estrutura de interesse ¢ um minimo local ou global de energia conhecido. Em resumo, o
procedimento do mapeamento topoldgico foi construir o caminho entre duas estruturas (ou dois
minimos de energia) alterando a estrutura de partida (minimo de partida) fazendo mudancas
conformacionais de maneira a transformd-la na estrutura de chegada (minimo de chegada). No
meio do caminho, as estruturas intermedidrias eram armazenadas e otimizadas dando origem a
novos minimos de energia, ou nao quando obtidas as proprias estruturas de partida ou minimos
conhecidos. A otimizagdo de uma estrutura, neste caso, € a minimizac¢ao de energia potencial de
maneira a encontrar o minimo de energia mais proximo da regido da PES, que pode ser feito por
Step Descent (SD) ou gradiente de energia. Ressalta-se que neste procedimento a otimizagdo

de uma estrutura ndo garante que o minimo alcancado é o minimo global. Os minimos de



1 Introdugdo 3

energia foram organizados em grupos ou bacias. Estas bacias estdo separadas por barreiras de
energia que no processo do enovelamento protéico sdo superadas para alcangar ou visitar outros
minimos de energia. Os minimos dentro das bacias sao separados por barreiras de energia meno-
res que alguns multiplos de K7', sendo K a constante de Boltzmann e T a temperatura ambiente.
A partir deste procedimento foi possivel encontrar varias estruturas estdveis (minimos locais)
e em alguns casos encontrou-se 0 minimo global. Na Figura 1.2, temos uma representacao de
todos os minimos encontrados organizados em bacias por meio do mapeamento topolégico do
peptideio IAN. As estruturas numeradas sao minimos locais e um global(#1), em destaque para

#11 e #16 sdo estruturas em folha-beta e alfa-hélice, respectivamente.

Figura 1.2: Disposicdo dos minimos de energia encontrados por Becker e Karplus[2] pelo
método do mapeamento topoléogico.

O pacote computacional de Mecanica Molecular (MM) utilizado para calcular a ener-
gia potencial destas estruturas foi o CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Me-
chanics) [10], bem conhecido e divulgado no meio cientifico. Entretanto, 0o CHARMM utili-
zando mecanica molecular para calcular a energia potencial ndo leva em consideracao correla-

¢oes eletronicas muito importante em estudos de PES. A energia potencial é calculada conside-
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rando que os 4tomos sdo massas pontuais carregadas. No entanto, a mecanica quantica exige
que particulas tdo pequenas, como os os elétrons e prétons, sejam descritas como fungdes de
onda para célculos da energia potencial de um sistema de dtomos. Métodos computacionais
de mecanica quantica, dentre estes os métodos semi-empiricos, sao hoje muito utilizados en-
tre a comunidade cientifica para estudo de méleculas pois dependendo do sistema sdo obtidos
bom resultados de energia potencial e propriedades fisicas. O método semi-empirico AM1 foi

utilizado neste trabalho e sera descrito nos Fundamentos Teoricos.



2 Motivagoes e Objetivos

O trabalho em questdo tem como objetivo principal verificar se a aproximagao por
pares de angulos diedros, feita pelo MASP, € suficiente para o estudar a PES. E ainda determinar
um limite do nimero de diedros de uma molécula sob o qual esta aproximagao pode ser feita

sem que haja grande perda de informacao.

Primeiramente com o objetivo de varrer a PES conhecida, foi utilizado o peptideo IAN,
com 11 angulos-diedros. O peptideo mesmo sendo composto de poucos 4tomos, apresenta mui-
tas conformagdes possiveis, incluindo estruturas secunddrias como alfa-hélice e folha-beta. E
ainda hoje € utilizado como base no desenvolvimento de métodos de determinacao estrutural[2].
O MASP foi aplicado ao peptideo IAN e determinou grande parte do espaco conformacional.
Motivando, portanto, a segunda parte deste trabalho: o estudo do Crescimento de Cadeia com

fragmentos menores.

No Crescimento de Cadeia foi feita fragmentacdo do peptideo IAN em estruturas de 4
a 10 angulos de diedros com o intuito de estudar o comportamento energético com o aumento
do grau de liberdade do sistema, quando utilizado o MASP. A Fragmentagao foi util também
para comparar o método de analise conformacional reduzida com o método de andlise con-
formacional completa. Esta comparagao foi somente possivel as estruturas com 4 angulos de
diedro. Além disso, o Crescimento de Cadeia foi importante para apontar o limite do nimero de
angulos-diedros consecutivos na cadeia principal no qual o método de analise sistemaética por

pares (MASP) € confidvel.



3  Fundamentos Teoricos

3.1 Meétodos Deterministicos

3.1.1 Analise Conformacional Sistematica Completa

Existe uma grande variedade de métodos tedricos que sdo capazes de localizar estru-
turas de minima energia na Superficie de Energia Potencial, mas somente Anélise Conforma-
cional Sistemdtica Completa mapeia completamente o espaco conformacional. Denominada
também por método de procura sistematica no qual, para uma geometria inicial, os angulos de
tor¢ao sdo variados por incrementos regulares realizando uma busca sobre todo o espaco con-
formacional, uma série de configuracdes deve ser gerada por rotacdo sisteméatica em torno das
ligacdes simples, entre -180° e 180°[20].

Daremos importancia a dificuldade inerente ao método de andlise conformacional
completa: a explosdo combinatdria. Na explosdo combindtoria, o nimero de conformagdes
a serem estudadas cresce muito rapidamente com aumento do ndmero de graus de liberdade
ou diedros. No método de andlise conformacional sistemética, o nimero de conformacgdes

possiveis € dado pela equacao 3.1:

Numero de Conformacoes = st , (3.1

na qual N é o nimero de dngulos com rotag@o livre, s € o nimero de passos, dados por 360°/6;,
com 6; sendo o incremento de angulo para o diedro i. Neste caso, é evidente que o Numero de

conformagdes € dado pela combinagao da rotagdo de todos os N angulos diedros da molécula.

O angulo de diedro préprio é definido por b quando os dtomos constituintes de uma

molécula seguem o modelo da disposi¢ao de 4 dtomos ligados conforme mostrado na Figura 3.1:
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Figura 3.1: Exemplo de diedro em uma molécula ABCD.

Em trés dimensdes, a partir da Figura 3.1, podemos construir um plano azul que passa
pelos atomos A, B e C. Da mesma maneira, um segundo plano verde pelos atomos B, C e
D. O angulo entre esses dois planos é chamado angulo diedral ou diedro, conforme visto na

Figura 3.2:

Figura 3.2: Visualizagcdo do dngulo diedro na molécula ABCD.

No problema da explosdo combinatéria ocorre que o nimero de conformagdes aumenta
exponencialmente com o tamanho da molécula, ou seja, com o nimero de ligacdes que t€ém

rotacao livre. Quanto maior o nimero de angulos com rotacao livre maior se torna o problema.

3.1.2 Analise Conformacional Sistematica Reduzida - MASP

Em trabalho anterior de Bruni et. al., J. Comput. Chem, 23, 222 (2002)[1] uma nova
metodologia foi introduzida para controlar a explosdao combinatdria na andlise conformacional
sistematica por meio de uma reducdo da dimensao do sistema. Com o objetivo de controlar a
explosdo combinatoria foi usada a quimiometria[21] na anélise conformacional sistemaética.

Esta metodologia €, em resumo, uma anélise conformacional sistemética reduzida,

na qual o espaco conformacional € estudado por meio da rotagdo sistemadtica de pares. Se o
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problema da explosdao combinatdria for controlado, o espaco conformacional pode ser suficien-
temente refinado nas regides de minima energia e, assim, nenhuma informacao sobre 0 minimo

de energia é perdida.

As superficies de energia sdo obtidas para cada par de angulos. Segundo este método

€ possivel calcular o nimero de conformagdes tal como:

LN(N—1)

> , (3.2)

Nuimero de Conformacdes = s

na qual s e N t€ém a mesma defini¢do da equagdo 3.1. O Numero de conformacdes € dado pela

combinacdo de pares dos N diedros constituintes da molécula.

Nota-se que o nimero de conformagdes provenientes da equacdo 3.1 aumenta expo-
nencialmente com o nimero de ligagdes com rotacdo livre, enquanto que o nimero de con-
formagdes obtidas por meio da equagdo 3.2 aumenta quadraticamente com N. Assim, conforme
o nimero de angulos com rotagdo livre aumenta, a diferenca no nimero de conformacdes en-
tre estas duas equagdes torna-se mais evidente. Na Figura 3.3 pode ser visto o logaritmo do
crescimento do Numero de conformacdes com o Numero de diedros das equagdes 3.1 e 3.2.
A explosdo do Numero de conformacdes da Andlise Conformacional Completa fica evidente

comparado ao crescimento suave para o MASP, na Figura 3.3.

Completa

MASP

No. de Conformacoes

Figura 3.3: Crescimento do No. de conformagodes: Andlise Conformacional Completa versus
MASP.
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3.2 O Método Semi-Empirico AM1

Neste trabalho foi utilizado o método semi-empirico AM1 (Austin Model 1)[22] para

calcular a energia de cada conformacgdo gerada pelo método de andlise sistematica reduzida.

Para se calcular classicamente a energia de um sistema de particulas, basta somar as

funcgdes de energia cinética e energia potencial.

E=T+V. (3.3)

Entretanto quando as particulas do sistema enfrentam o problema da dualidade onda-
particula a equagdo 3.3 deixa a desejar. Schrodinger prop6s uma forma melhor de descrever a

energia neste caso, usando o operador H e a equacao 3.4:

HY =EV. (3.4)

As fungdes da energia cinética e energia potencial sdo transformadas em operadores 7

e V. Reescrevemos a equacao 3.3, como:

H=T+V. (3.5)

O operador H descreve o comportamento de todas as particulas do sistema que se
encontram sob um campo de forgas determinado pelo operador de energia potencial V. Este

operador H pode ser escrito da mesma maneira por[23]:

H=- f‘,l 2+Z— XY Ay Y A%yl e
52 My E R 2 Ry — Ryl Sisilri=Tl

Os dois primeiros termos desta equacdo 3.6 correspondem a energia cinética dos elé-
trons e dos nucleos, respectivamente. Neste caso o sistema € constituido de N elétrons e M
nucleos. O terceiro termo refere-se a atragdo coulombiana entre os elétrons e os nucleos. Os dois

ultimos termos s@o devido a repulsdo coulombiana entre os nicleos e a repulsdo coulombiana

entre os elétrons. Os vetores 7; e 7; representam os elétrons, sendo que i = 1,...,N e j =
I,...,N. Os vetores R4 e Rp representam os nucleos, sendoque A=1,.... MeB=1,... .M.

Além disso, para simplificarmos a notagao, foi utilizado e =me =h = 1.

A equacdo de Schrodinger pode ser simplificada considerando a grande diferenca entre
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as massas do elétron e do nicleo. Para isso, a aproximagao de Born-Oppenheimer[24] diz que
as posi¢cdes espaciais do nudcleo sdo fixas em relagdo aos elétrons, fazendo com que a energia
cinética dos nucleos possa ser considerada igual a zero e a repulsdo coulombiana entre eles seja

constante. O Hamiltoniano completo pode ser substituido pelo Hamiltoniano eletronico:

R N | 5 N Mg NN ~
Hel:—zivi—zzr—FZZF:T‘l‘ Ne + Vee- (3.7)
i=1 i=1A=1"1A =1 j>i"ij

Neste Hamiltoniano eletronico, ﬁel, 0 primeiro termo corresponde a energia cinética
dos elétrons. O segundo termo refere-se a atracdo coulombiana entre os nicleos e os elétrons,
o terceiro termo refere-se a repulsdo coulombiana entre os elétrons.

Considerando as simplificagdes acima, a equacao de Schrodinger pode ser reescrita em

termos do Hamiltoniano eletronico:

Hy W, = E¥,. (3.8)

Multiplicando os dois lados da equagao 3.8 pela fun¢ao de onda conjugada e integrando

em todo espaco temos a expressao abaixo:

_ [YrHYdy
A7

No caso das funcdes de onda ¥ estarem normalizadas a integral no denominador é

(3.9)

igual a 1.

Diante da equacdo 3.9, o principio variacional revela que se a funcdo de onda ¥ for
usada para calcular a energia, o valor calculado nunca serd menor do que a energia verdadeira.
Sabe-se que a funcdo de onda dos orbitais moleculares ¥ para sistemas poliatomicos pode ser
escrita como aproximacdes do verdadeiro orbital molecular modelando-o por uma combinacdo

linear das fungdes de ondas dos orbitais atomicos ¥; dos dtomos que compdem a molécula[25]:

Y=Y ¥ (3.10)

i
Os coeficientes ¢; sao dependentes dos orbitais atdmicos. E nos informam as propor¢des
relativas dos orbitais atdbmicos que contribuem para o orbital molecular.
Neste caso, uma aproximacao adicional que pode ser feita para um sistema com muitos

atomos € descrever o Hamiltoniano em duas partes. A primeira parte € referente a camada de
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valéncia do dtomo. E a segunda, referente ao caroco do dtomo, ou seja, todos os elétrons do
atomo menos os da camada de valéncia. Esta separacdo é importante, pois diminuird o tempo
computacional uma vez que o nimero de varidveis foi drasticamente reduzido e o Hamiltoniano

do caro¢o do dtomo serd parametrizado por meio de dados experimentais.

Deste modo, ao aplicar o método variacional[24] serdao determinados os coeficientes
¢; (equagdo 3.10) que tornem minimo o valor de E da equagdo 3.9. Para isso, as relacOes

matematicas em que se obtém este desejo correspondem a:

JE _JE OJE  OE _

8c1_8c2_(903_m_ﬁ_

Para obter a expressdao da energia E em termos de c; é necessario primeiro resolver as

0. (3.1D)

integrais da relacdo 3.9. Comecando pelo denominador da equacao 3.9:

/'P*'Pdv = /‘Pzdv =1+ + + o+ 20162812+ 20163813+ -+ 2en—1enS(v- 1)
(3.12)

na qual S € a integral de overlap ou superposicdo das func¢des de onda. Ela representa uma
ligacdo quimica. Deste modo, todos os cs que acompanham S representam os dtomos que tém

ligacdo quimica. Ela pode ser escrita como:
Sij = / Wy, (3.13)

na qual §;; representa a liga¢do entre o dtomo i € j. O numerador da equagdo 3.9 pode ser

escrito:

/'PHlPdV =i +0+- oy +2c1e2Bia+2ci Pzt +2en—1enBiy_1yns (3.14)

sendo que o; = f‘PiI-AI'Pidv efij= f‘PJ/{\‘I’Jdv
A energia E descrita pela equagio 3.9 pode ser obtida em fun¢édo de «, 8 e S por meio

das integrais (equagdes 3.12 e 3.14) descritas acima:
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B cday+c30 + -+ cx oy +2c1c2i2 +2c1e3Biz + +2en-1enBv—1)§

2., 2 2 (3.15)
cites+--+eyt+2cic2812 +2¢163813+ - - +2CN—ICNS(N_1)N

Langando mao da equacdo 3.11, ou seja, derivando a energia em relagdo a cada ¢; e
igualando todas as relacdes a zero tem-se um conjunto de equacdes seculares. Para determinar
que o sistema de equagdes seculares tenha solucdo nao-nula é necessario que o determinante

secular seja zero, como visto abaixo:

o —E Bi2—ES12 Biz—ESiz -+ Bin—ESwv
Bai —.Eszl n—E B —.Eszs Bon _'ESZN o (3.16)
Bvi—ESn1 Bv2—ESn2 Bnz—ESnz - oy —E

Resolvendo o determinante acima se chega a equagdo polinomial em fungdo de E.
As raizes desta equagdo polinomial sdo determinadas em func¢do dos pardmetros o, 3 € S.
Lancando mao destas raizes e utilizando-as em uma das equacdes seculares identificam-se
relagdes de proporcionalidade entre os ¢s. Substituido estas relagdes na equagdo 3.12 determina-
se o valor de cada ¢;. Deste modo, os melhores valores de ¢; sdo obtidos para que a fungdo do
orbital molecular ¥ reproduza o comportamento do sistema na menor energia E ou no estado
fundamental.

No entanto, o processo para determinar os melhores c¢}s ainda demanda um elevado
tempo computacional. Para resolver isso, 0 método semi-empirico MNDO (Modified Neglect of
Diatomic Overlap)[26] obtém os valores das integrais o e 8 utilizando valores experimentais
obtidos de atomos isolados. E ainda para obter parametros devido a interacdo entre dois ou mais
atomos sdo usados os valores calculados para moléculas cujas geometrias, calor de formacao,
potencial de ioniza¢do e momento dipolar sdo experimentalmente conhecidos.

O método AM1 (Austin Model 1)[22] que serd utilizado neste trabalho € uma versao
nova do método MNDO. Nesta versdo foram parametrizadas as integrais dos atomos: H, B, C,
Si, N, O, S, F, Cl, Br, [, Hg e Zn. Este método semi-empirico foi escolhido justamente por ser
o melhor para estudar moléculas bioldgicas e por obter melhores resultados quando a molécula

estudada tem interac¢do de pontes de Hidrogénio.

O método de estrutura eletronica AM1, escolhido no programa Gaussian98[27], cal-
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cula a energia de cada conformac¢do gerada na andlise sistemética reduzida e todas as energias

obtidas formam a PES.

3.3 Quimiometria.

Para investigar as PES geradas a técnica de Analise de Componentes Principais (PCA
- Principal Component Analysis) mostrou-se util para encontrar as conformagdes de mais baixa
energia.

A Anilise de Componentes Principais € um procedimento matematico usado para re-
duzir a dimensdo da uma matriz de dados[28, 29]. A matriz original é representada por novas
varidveis, chamadas componentes principais (PC) ou fatores. Uma componente principal (ou

fator) € uma combinacgdo linear de varidveis, conforme mostra a Equagdo 3.17:
v
P =) cijxj, (3.17)
j=1

na qual p; € a i-ésima componente principal € ¢; j € o coeficiente da varidvel x;, em v varidveis.

A primeira componente principal de um conjunto de dados corresponde a combinacdo
linear das varidveis que dao o melhor ajuste quando eles sd@o diagramados no espago de di-
mensodes v. Ela maximiza a variancia dos dados para que estes tenham seu maior desvio ao
longo da primeira componente. A segunda componente principal e todas as subseqiientes sao
definidas em funcdo da méxima variancia dos dados ainda nio quantificados pelas componen-
tes principais anteriores. Todas as componentes principais sdo ortogonais entre si. A Figura 3.4
mostra um exemplo da construcio da primeira(PC1) e da segunda(PC2) componentes principais

para uma distribui¢c@o de pontos no espaco bidimensional v1 e v2.
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vl

V2

Figura 3.4: Exemplo da PCA aplicada a uma distribui¢do de pontos.

As distincias entre as amostras sdo usadas para definir similaridades e diferencas,
sendo também util conhecer quais das varidveis contribuem mais para cada componente princi-
pal (dado fornecido pelos coeficientes c¢; ; da equagdo 3.17). As coordenadas das amostras em
relacdo as PCs sdo os “scores”, enquanto que a contribuicao de cada varidvel para as PCs sdo
os “loadings”[30].

Neste trabalho a PCA foi 1til para que a distribui¢do dos valores de energia obtidos
pela rotacdo sistematica dos diedros fosse investigada e também para selecionar as regides de

minima energia como serd mostrado adiante na parte dos Resultados.
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4  Sistema estudado

O tetrapeptideo IAN (isobutyryl-Ala3-NH-methyl) foi o sistema estudado para avali-
armos 0 MASP. O peptideo IAN tem 11 angulos-diedros consecutivos e € o menor peptideo
capaz de fazer uma volta de hélice completa. Na Figura 4.1, temos a representacao do peptideo
IAN em duas dimensdes. A representacdo encontrada na literatura [2, 31] € uma simplificacdo
do sistema, substituindo os grupos metil (-CH3) pela indicacio Me e esquematizou a ligagcdo

dupla do oxigénio com o carbono como simples.

Figura 4.1: Tetrapeptideo IAN.

As setas vermelhas indicam os adngulos diedrais ¥, ¢ e ®. Na cadeia principal (ou
em inglés backbone) a ligacdo C-N estd associada ao angulo diedro @. Em alguns casos|2,
9, 10, 20, 31], uma aproximacdo € feita: os Angulos @’s sdo fixos, ou seja, as ligagdes C-N
tém carater de ligacdo dupla devido a ressonancia dos elétrons da ligacdo dupla C=0O, com o
atomo de N alcancando uma carga positiva parcial e o &tomo de O uma carga negativa parcial.
Entretanto, esta aproximagdo nado foi utilizada deixando a ligacdo C-N livre no MASP com
o objetivo de verificar a influéncia destes angulos na estrutura da conformagao de chegada.
Os angulos diedrais ¥ e ¢ estdo relacionados com as rotagdes das ligacdes simples entre os
atomos da cadeia principal C(i)-C e N-C(i), respectivamente, sendo C(i) o i-€simo carbono
alfa da cadeia polipeptidica. Tridimensionalmente, estes dois angulos ¥ e ¢ estdo ligados a
dois arranjos funcionais da cadeia protéica: alfa-hélice ou folha-beta. Para a formacao de alfa-

hélice os angulos (¥ e ¢) adquirem valores entre -60° a 20° para ¥ e -30° a -120° para ¢.
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E para formacao de folha-beta, 120° a 180° para ¥ e -180° a -45° para ¢. Os angulos ¥ e
¢ podem ter qualquer valor entre -180° e 180°, entretanto, existem certas configuracdes de
angulos impossiveis devido ao efeito estérico ocorrido. Os valores permitidos sao graficamente

demonstrados pelo mapa de Ramachandran[32] na Figura 4.2.

Figura 4.2: Mapa de Ramachandran.

As regides do Mapa de Ramachandran em branco representam configuragdes proibi-
tivas dos angulos ¥ e ¢. As outras cores representam regioes de conformagdes aceitdveis,
em destaque, as regides em vermelho sdao consideradas conformagdes de alfa-hélice (vermelho

centro(A) e a direta(L)) e folha-beta (vermelho canto superior (B)).
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5  Procedimento Computacional

5.1 Procedimento Padrao - MASP

O tetrapeptideo IAN estudado pelo MASP foi construido no Programa Spartan[33]. A
estrutura foi otimizada pelo método semi-empirico AM1 no Programa Gaussian98. O procedi-

mento computacional padrdo do MASP foi organizado em trés passos descritos abaixo:

5.1.1 Primeira Rotacao: Analise Conformacional

A partir da estrutura otimizada do peptideo IAN foram construidos os inputs para a
andlise conformacional de toda a PES. O nimero de inputs submetidos a este processo obe-
dece a equacdo 3.2. Neste caso, onze angulos de rotagdo livre geraram 55 inputs de todas as
combinacdes de pares de angulos de diedros da estrutura que foram submetidos ao Gaussian98.
A andlise conformacional por pares foi feita com passos de 20°, a cada passo a energia da nova

conformagdo gerada € calculada e armazenada utilizando o método semi-empirico AM1.

No MATLABJ[34], as energias de cada combinagdo de pares de angulos foram organi-
zadas em uma matriz de dados, conforme mostram as Figuras 5.1 € 5.2. A ordem dos valores de
energia dispostos na matriz t€m por objetivo promover a permutacao ciclica dos dados. Por meio
da permutacao ciclica as energias das combinagdes de pares de angulos diedros sdo dispostas em
“camadas” na matriz total. Na primeira camada sdo dispostas as energias das combinagdes das
rotacdes do primeiro angulo estudado com todos os outros. Na segunda camada, sao dispostas
as energias das combinacdes do segundo angulo diedro com todos os angulos estudados. Su-
cessivamente, seguindo este padrao se constroi a matriz total de energia do peptideo estudado.
Este procedimento procura mostrar a influéncia de cada angulo diedro sob todos os angulos es-
tudados pelo MASP. Por meio da permutacdo ciclica dos dados podemos garantir que nenhuma
informacao sobre a superficie de energia total é perdida. Na Figura 5.1 temos um exemplo da

permutacdo ciclica de uma matriz na qual trés angulos diedros foram analisados; na Figura 5.2
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¢ apresentado um esquema dos valores de energia dispostos na matriz total. Depois de cons-
truida, a matriz de dados é submetida a Andalise de Componentes Principais (PCA) no programa

Pirouette[35].

[E](1.2) [E](1.3)
[E]23) [EJZD
[E]G.1) [E]G2)

Figura 5.1: Representacdo esquemdtica da permutacdo ciclica sobre a matriz contendo os da-
dos de energia. [E](i, j) sdo matrizes simétricas.

Figura 5.2: Exemplo de matriz com os valores discretos para cada dngulo de rotagdo.

Conduzindo a PCA na matriz de energia total obtem-se uma distribui¢do espacial das
energias de todos os angulos estudados em fun¢do da primeira e da segunda componente prin-
cipais. Com base nesta distribui¢ao energética a PCA é conduzida a cada angulo diedro com o
intuito de identificar as regides de minima energia. Identificadas as regides de minima energia,

estas foram submetidas ao refinamento.

5.1.2 Segunda Rotacao: Refinamento

Para o refinamento, a construcdo da regido selecionada foi feita estendendo-se um

passo de incremento inicial antes e depois do minimo encontrado. As regides de minima ener-
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gia foram submetidas a uma segunda Andlise Conformacional com passos de 5° na regido sele-
cionada. Cada diedro foi submetido ao calculo da superficie de energia potencial no programa
Gaussian98. A cada passo de 5° o programa calcula e armazena a energia obtida pelo método
semi-empirico AMI.

Novamente no MATLAB, as matrizes de energia referentes ao refinamento foram cons-
truidas para cada angulo estudado, seguindo os modelos das Figuras 5.1 e 5.2. No Pirouette,
cada matriz foi submetida a PCA. Em cada uma das superficies de energia geradas pela PCA

foi identificado o dngulo correspondente ao minimo de energia para cada diedro estudado.

5.1.3 Otimizacao Final

Por fim, no ultimo passo da rotina do MASP os angulos selecionados foram subme-
tidos a otimizag¢do no programa Gaussian98 pelo método semi-empirico AM1. A partir desta

otimizacao foram obtidos os valores dos minimos de energia para cada conformacao estudada.

Estes trés passos podem ser resumidos no fluxograma da Figura 5.3. .

Figura 5.3: Fluxograma do Procedimento Computacional Padrdo necessdrio para o MASP.

Para estudar o limite em que ndo ocorra perda de informacao do método por pares foi

feito um crescimento de cadeia para apontar o limite apropriado.
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5.2 Estudo de Crescimento de Cadeia

Para a validacdo do MASP como método que busca todo o espaco confomacional da
PES foram feitas a partir da primeira conformacgdo de partida otimizada mais 9 estruturas de
partida diferentes as quais foram submetidas a0 mesmo procedimento descrito anteriormente.
No Spartan, as conformagdes de partida foram geradas modificando alguns dos angulos diedros
de interesse para a Analise Conformacional. Para comparar e visualizar as estruturas de chegada
em formato PDB foi utilizado o programa PyMOL - DeLano Scientific LLC[36].

Para o estudo do crescimento de cadeia foram criados, a partir do tetrapeptideo IAN,
fragmentos menores contendo de 4 a 10 ligacdes com rotacao livre ou angulos diedrais. Para
fragmentar o peptideo foi utilizado o Programa Spartan. A Figura 5.4 mostra os tamanhos de

cada fragmento estudado pelo método de sistematica por pares.

Figura 5.4: Fragmentacdo do peptideo IAN em moléculas com 4 a 10 ligacoes com rotacoes
livres.

O Procedimento Computacional Padrao do MASP foi aplicado sobre sete tipos de
conformagdes de partida derivadas da fragmentacdo do peptideo IAN. As estruturas ou con-
formacoes de partida foram construidas no programa Spartan tomando o cuidado para que fos-
sem diferentes. A partir de algumas conformacdes de partidas prontas (conformacdes-semente)
foi possivel obter mais conformagdes de partida, modificando os angulos diedrais aleatori-
amente gerando conformacdes diferentes da configuracdo-semente. Todas as conformacgdes

desta parte foram submetidas ao Procedimento Padrao do MASP descrito no fluxograma da
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Figura 5.3, com uma diferenca apenas na primeira rotacdo foram utilizados passos de 30°.

5.3 Analise Conformacional Sistematica Completa

O método MASP pode ser comparado com a Andlise Conformacional Sistemética
Completa. Entretanto, devido ao problema da explosao combinatodria s6 € possivel realizar a
Andlise Completa para um nimero pequeno de graus de liberdade. No procedimento de Cresci-
mento de Cadeia foi realizado um estudo com 4 angulos-diedros o qual torna-se vidvel a Andlise

convencional sem aproximacoes.

A Andlise Conformacional Sistemdtica Completa com passos de 30° foi conduzida
em um fragmento com 4 angulos de rotag@o livre. Entretanto, um fator foi relevante para este
sistema: o limite maximo € de apenas 3 angulos para o procedimento “scan” no Gaussian98,
que faz o incremento sistematico dos angulos diedros na conformacao de partida varrendo uma
parte do espaco conformacional. Deste modo, foi necessario construir 12 conformacdes de par-
tida ou inputs na qual para a primeira conformacdo de partida um dado angulo escolhido era
incrementado 30° manualmente, e na segunda conformacio de partida foi incrementado com
60°, e para a terceira 90°, e assim, sucessivamente até que na décima segunda fosse incre-
mentado 360°. Este procedimento foi adotado para os 4 angulos diedros estudados, ou seja,
foram feitas 12 conformacdes diferentes para cada um dos 4 angulos. Todas as conformacdes
de partida foram submetidas a andlise conformacional no programa Gaussian98 pelo método
semi-empirico AM1. As energias de cada conformacgdo gerada por esse procedimento obede-
ceram a equacao 3.1, totalizando 20.736 conformagdes. Devido ao passo de 30° ser grande foi
feito um ranqueamento energético que selecionou as conformagdes com uma diferenca de ener-
gia potencial de até 3 kcal mol~! da conformacio da menor energia encontrada. Finalmente, as
estruturas selecionadas foram otimizadas pelo método semi-empirico AM1. Os resultados s@o

apresentados adiante.
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6 Resultados

6.1 MASP: Peptideo IAN

Inicialmente o peptideo TAN foi estudado em sua dimensdo integral pelo Procedi-
mento Computacional Padrao do MASP. Na primeira etapa do trabalho foram avaliadas dez
conformagdes de partida diferentes, sendo nove delas obtidas a partir de uma conformagao-
semente. Como observado no Procedimento Computacional, a conformacao de partida foi a
conformagdo-semente para que as outras nove conformacgdes de partida fossem feitas. A Ta-
bela 6.1 mostra as energias e os angulos-diedros das 10 conformacdes de partida diferentes
estudadas pelo MASP. Em negrito temos os angulos-diedros diferentes para cada conformagao-
semente. Em destaque temos que a conformacdo de partida 2 € uma conformagdo muito
proxima a alfa-hélice. Os angulos-diedros @, ¢ ¢ ¥ da Tabela 6.1 estdo os indicados na
representacdo do peptideo IAN na Figura 4.1. E para cada conformagdo estudada pelo MASP
foi realizado um cdlculo em um tnico ponto (SP — Single Point) para obtermos o valor da ener-

gia, em kcal mol~!, de cada estrutura pelo método semi-empirico AMI.

Tabela 6.1: As energias, em kcal mol™", e os dngulos-diedros das conformagdes de partida
estudadas pelo MASP.

No. Energia % ) 9 i o ” 7 o % [ o
1 -179.661 79.45 -169.01 -64.73 -44.75 171.78 -84.62 44.47 179.30 -144.22  -59.37 178.07
2 -122.237 -60.55 179.00 -64.73 -64.75 -180.00 -64.62 -65.55 180.00 -64.22 -59.36 178.06
3 -156.024 79.45 170.99 -64.73 -34.75 171.78 -84.62 74.47 179.30 -124.22 -59.37 178.07
4 195.4593 79.45 -169.01 -14.73  -44.75 171.78 -134.62 44 .47 179.30 -144.22  -39.37 178.07

5 -80.4794 49.45 -169.01 -64.73  -44.75 151.78 -84.62 44 .47 179.30 -144.22  -39.37 178.07

6

7

8

9

-169.241 7945  -149.01 -64.73 4475  171.78 -84.62 44.47 159.30  -144.22  -79.37 178.07
-149.108 5945 -169.01 -84.73 4475 -168.22  -84.62 74.47 179.30  -144.22  -59.37 178.07
-147.672 79.45  -169.01 -64.73 -2475 171.78  -104.62 4447  -160.70  -144.22 -39.37 178.07
-29.0516 10945  -169.01 -64.73  -4475 171.78 -84.62 24.47 179.30  -17422  -59.37 178.07
0 -167.759 79.45  -169.01 -44.73 4475 -178.22  -84.62 44.47 179.30  -144.22  -59.37 178.07

—_

Nestes estudos com a estrutura completa do IAN, temos que as dez conformacgdes
de partida apresentaram um perfil energético tal como apresentado na distribuicdo observada

na Figura 6.1, sendo o Factorl e o Factor2 as primeira (PC1) e segunda (PC2) Componentes
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Principais, respectivamente. Como exemplo da Figura 6.1, as PCAs conduzidas nas matrizes
de energia total sobre todos os diedros estudados, indicados na legenda de cores, apresentaram

um aglomerado de pontos indicando um minimo de energia global.

Figura 6.1: Grdfico referente a Andlise de Componentes Principais da matriz de energia total
de uma conformagcdo de partida do peptideo IAN.

Cada angulo diedro estudado da Figura 6.1 foi observado separadamente e foi possivel
determinar as regides de minima energia da PES para o refinamento. Na Figura 6.2, temos o
grifico da PCA de um dos angulos da conformacao de partida do peptideo IAN em que a regido

selecionada em torno de 300° estd marcada com um circulo vermelho.

Figura 6.2: Grdfico referente a PCA de um dos diedros estudados do peptideo IAN.
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No refinamento de cada regido selecionada com passos de 5° podem ser identificados
os angulos de minima energia para cada um dos diedros. Na Figura 6.3, temos um exemplo
de gréfico da PCA no qual ¢ identificado em vermelho o menor valor para um dado angulo
estudado de uma conformacao de partida do peptideo IAN. Neste exemplo, foi identificado o

valor de 30° para o dado diedro estudado na Figura 6.3.

Figura 6.3: Grdfico referente a PCA submetida depois do refinamento para um dos dngulos
analisados para uma dada conformagdo de partida do peptideo IAN.

Em seguida, como parte de todo o procedimento, cada uma das estruturas estudadas foi
otimizada. A Tabela 6.2 mostra as energias e os angulos-diedros das 10 conformacdes obtidas
pelo MASP. Novamente, os angulos-diedros @, ¢ e ¥ da Tabela 6.2 estdo os indicados na

representacio do peptideo IAN na Figura 4.1.

Tabela 6.2: As energias, em kcal mol™", e os angulos-diedros dos minimos (chegadas) obtidos

pelo MASP.
No. Encrgia % @ o 7 o 9 I o % A o
[ -181.498 7050 -176.87 8557 6693 -177.14 8501 6739 179.60 -11224 4678 177.92
2 -180.708 -61.83 -172.66 -7826 2505 15724 -90.68 -29.19 17715 -110.70 -45.10 178.62
3 -179.661 7945 -168.99  -6480 -4471 17176 8461 4432 17926 -143.99 -59.33  178.07
4 2179276 7293 -17415 -10424 3254 -1799 8266 7038 -179.69 -11557 -51.50 179.42
5 -181498 7049 -17689 8556  66.89 -177.17 -8496 67.52  179.62 -11234 -46.80 177.93
6 -181498 7049 -17688 8557 6693 -177.15 8501 6740 17961 -11226 -46.78 177.92
7 -179276 7293 -17415 -10424 3252 -1799 8265 7039 -179.69 -11558 -51.50 179.44
8 -179276 7294  -17414 -10427 3245 -179.89 8266 7040 -179.67 -11555 -5148 179.36
9 -182385 -6243 -177.31 8472 6746 -177.22 -8495 6738 17958 -11228 -4685 177.94

—_
S

-181.498 7049  -176.89  -85.56 6693  -177.15 -85-00 67.43 179.62  -112.32  -46.82 17791

A Tabela 6.2 mostra que foram obtidos os mesmos valores de energia para algumas das
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moléculas, indicando que a mesma estrutura foi obtida. Deste modo, € possivel separar trés gru-
pos de estruturas de chegada. A Figura 6.4 mostra a sobreposi¢cdo do Grupo 1 de estruturas de
chegada 1, 5, 6, 9 e 10, pois apresentam praticamente a mesma estrutura final. A conformacao
de chegada 9 mostra uma mudanca no primeiro diedro ¥ em destaque na Figura 6.4 e pode ser
visto na Tabela 6.2 que mostra os valores das energias obtidas e os respectivos angulos diedros
das conformacoes de chegada estudadas pelo MASP. Estas 5 estruturas apresentam duas pontes
de hidrogénio indicada na Figura 6.4 por um circulo vermelho e com uma formacao préxima a
folha-beta.

Figura 6.4: Sobreposigdo das estruturas de chegada 1, 5, 6, 9 e 10 estudadas pelo MASP.

As conformacdes de chegada 4, 7 e 8, Grupo 2, sdo sobrepostas e apresentam uma
conformacdo aberta como as estruturas acima. Entretanto, somente uma ponte de hidrogénio
¢ formada, indicada na Figura 6.5 por um circulo vermelho. Logo abaixo, na Figura 6.6, as
conformagdes de chegada 2 e 3, Grupo 3, sdo sobrepostas, pois apresentam uma estrutura final

muito préxima a estrutura secundaria de alfa-hélice com duas pontes de hidrogénio indicadas.
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Figura 6.5: Sobreposicdo das estruturas de chegada 4, 7 e 8 estudadas pelo MASP.

Figura 6.6: Sobreposi¢do das estruturas de chegada 2 e 3 estudadas pelo MASP.

Por meio dos dados estruturais das conformagdes encontradas por Becker e Karplus[2]
as energias foram recalculadas, primeiramente, por meio do célculo SP e depois otimizadas pelo
método semi-empirico AM1 no Gaussian98 para a devida comparacdo com as energias obtidas
pelo método por pares para o peptideo IAN. As energias encontradas pelos dois métodos sdo

apresentadas na Tabelas 6.3 e 6.4, sendo os angulos-diedros @, ¢ e ¥ das Tabelas 6.3 e 6.4 in-
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dicados na representacao do peptideo IAN na Figura 4.1. Nas Figuras 6.7 e 6.8 sdo mostrados a
disposi¢do energética dos minimos encontrados para um cédlculo SP e uma otimiza¢do no Gaus-
sian98 respectivamente, sendo as estruturas de nimero #1 a #45 (em preto) as conformagdes
obtidas por Becker e Karplus e as conformacdes de #50 a #60 (em vermelho) as estudadas pelo

MASP.

Figura 6.7: Disposicdo energética obtida para um cdlculo SP dos minimos encontrados por
Becker e Karplus[2] (em preto) e pelo MASP (em vermelho).

Figura 6.8: Disposicdo energética dos minimos otimizados de Becker e Karplus[2] (em preto)
e dos minimos obtidos com o MASP (em vermelho) para o peptideo IAN.
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Tabela 6.3: As energias e os dngulos diedros dos 45 menores minimos encontrados para o
peptideo IAN no artigo do Becker e do Karplus[2] sdo agrupados de acordo com suas respec-
tivas bacias. As energias, em kcal mol—, sao dadas relativa ao menor minimo (#1) da PES.

No. Energia___ % o 7 9 % 9 %
Bacia D [incluindo a-helice(#16)]
1 0 -60.54 50.97 -71.95 -88.03 -31.32 -76.49 73.28
6 1.021 -58.18 4491 -83.68 -67.18 -25.82 -94.16 12.62
2 0.109 103.73 48.93 -72.11 -93.29 -28.75 -77.33 71.62
4 0.959 109.94 41.02 -84.71 -66.82 -25.73 -99.05 14.45
8 1.291 125.1 -52.35 -32.95 -70.74 -22.19  -101.86  -32.52
13 1.546 124.7 -48.23 -34.14 -58.25 -20.63 -84.38 -6.84
15 1.748 118 57.84 -62.81 -75.16 70.1 -72.85 72.12
18 1.828 -59.73 58.1 -62.88 -75.21 69.92 -72.92 72.09
16 1.75 -62.53 -53.37 -31.78 -69.52 -2231 -102.81  -32.63
17 1.776 -62.14 -49.16 -32.84 -58.16 -20.18 -83.54 -1.5
29 -0.526 125.06 -51.69 -22.03 -72.9 -20.39 -77.06 67.36
33 -0.773 -62.36 -52.56 -20.87 -72.29 -20.19 -76.83 67.58
35 -0.958 128.58 -56.15 -48.83 -79.15 45.11 -167.12  -48.834
37 3.211 -62.83 -59.36 -50.19 -79.28 48.31 -167.12  -49.09
Bacia G
3 0.897 -63.61 -72.79 80.81 64.56 -56.64 -72.91 74.95
5 0.969 126.71 -71.21 81.63 64.92 -55.89 -72.69 74.94
7 1.161 -62 -73.4 78.46 55.03 -69.37 -93.85 -23.99
10 1.36 126.6 -71.42 81.35 56.59 -68.68 -92.31 -24.64
12 1.427 1244 -56.55 124.51 63.21 -47.31 -69.99 -25.06
23 -0.103 -64.62 -58.34 124.23 63.17 -47.65 -69.69 -24.76
32 -0.72 120.23 -86.48 66.18 62.32 -54.11 -82.86 146.25
38 3.225 -83 -90.72 60.56 60.75 -55 -83.97 151.61
42 371 -56.68 -71.83 145.28 51.06 -69 -88.47 -19.79
Bacia H [incluindo folha-f (#11)]
9 1.344 -61.34 -73.9 72.91 -72.14 71.31 -72.43 72.46
11 1.386 122.05 -73.5 72.56 -72.28 71.27 -72.44 72.46
Bacia C (fora das sub-bacias D, G, H)
34 -0.957 -61.33 -74.95 70.27 -53.39 -22.61 -77.43 -11.99
36 3.012 122.17 -74.57 69.88 -53.59 -22.5 -77.46 -11.99
45 3.863 -61.33 -74.44 72.67 -68.85 -28.09 -75.21 69.9
Bacia B (fora da sub-bacia C)
26 -0.414 118.58 58.64 -62.13 57.97 -60.69 -74.56 71.68
27 -0.482 -59.98 58.82 -62.23 57.97 -60.69 -74.56 71.68
30 -0.618 118.5 58.67 -61.25 49.73 -70.3 94.43 -21.56
31 -0.683 -59.95 58.87 -61.33 49.77 -70.3 -94.48 -21.56
Bacia E
14 1.703 115.31 56.07 -67.34 -79.15 69.12 60.4 -61.14
19 1.873 -57.55 57.25 -66.47 -78.49 70.3 60.97 -60.69
20 1.902 -61.33 -73.74 73.2 -72.41 74.64 61.79 -59.42
21 1.943 122.04 -73.34 72.84 -72.56 74.59 61.78 -59.43
22 1.966 116.76 48.8 -71.88 -90.42 -23.41 59.74 -59.93
24 -0.274 -57.85 50.45 -71.87 -89.03 -24.86 59.67 -59.82
41 3.544 124.84 -52.59 -22.87 -75.29 -15.19 58.86 -61.14
43 3.711 -62.41 -53.49 -21.95 -74.72 -15.55 58.87 -61.14
Bacia F
25 -0.41 -61.77 -73.74 77.04 61.91 -60.21 59.26 -59.99
28 -0.492 123.43 -72.97 77.29 62.06 -60.12 59.28 -59.99
Bacia |
39 3.359 118.57 58.71 -62.02 58.19 -61.27 58.96 -60.21
40 3.428 -59.97 58.89 -62.11 58.21 -61.27 58.96 -60.21
Alguns minimos fora de todas as bacias acima
44 3.792 123.53 -69.67 70.38 176.43 -40.67  -104.01 -34.3
127 9.33 125.98 -67.91 -20.55 -143.31 14446  -143.67 147.8
128 11.475 116.45 43.44 34.61 48.28 -9.09 58.76 17.03

137 11.675  -72.68  -143.39 102.6 47.99 53.34 54.53 -74.75
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Tabela 6.4: Energia e dngulos diedros das conformagées dos minimos encontrados por Becker
e Karplus[2] depois da otimizacdo no método semi-empirico AM1 no Gaussian98. A energia
estd em kcal mol™".

No. Energia ¥ o) 91 b4l ) 2 ¥ o) 93 ¥ 3
Bacia D [incluindo a-helice(#16)]

1 -184.49 -61.82 174.56 70.15 -79.66 171.05 -95.64 -28.83 179.36 -81.2 75.31 -178.74
6 -184.49 -61.81 174.56 70.15 -79.66 171.05 -95.64 -28.85 179.36 -81.19 75.31 -178.75
2 -183.74 70.46 174.48 69.88 -80.02 172.08 -97.45 -28.99  -179.76 -81.89 74.55  -179.03
4 -183.74 70.45 174.47 69.87 -80.05 172.07 -97.44 -2897  -179.78 -81.88 74.56  -179.04
8 -179.768 70.9 -171.99 -79.05 25.4 157.2 -90.66 -29.26 177.11 -110.59  -44.83 178.52
13 -182.063 70.71 -175.99 -85.8 70.25 -179.47  -105.16  -40.42  -179.65 -82.87 67.8 179.47
15 -183.094 72.31 178.71 77.08 -62.58  -176.11 -84.67 65.51 -179.42 -84.22 65.17 178.43
18 -183.991  -61.16 178.17 77.47 -62.24  -176.08 -84.65 6544  -179.38 -84.25 65.15 178.43
16 -180.708  -61.83  -172.66 -78.25 25.02 157.24 -90.66 -29.22 177.16  -110.68  -45.08 178.62
17 -182.969 -62.2 -176.5 -84.86 70.81 -179.57 -105.18 -40.67 -179.63 -82.88 67.81 179.45
29 -181.116 71.39 -170.45 -80.96 31.36 159.54 -92.22 -22.48  -178.87 -84.12 66.06 179.29
33 -181.997  -61.39  -170.93 -80.07 30.7 159.29 -91.92 -2227  -178.84 -84.14 66.02 179.28
35 -179.904  163.85 -177.05 -76.46 -46.75 166.82 -80.46 63.77  -175.05 -167.12 -59.44 -178.23
37 -180.651  -68.17  -176.64 -78.12 -47.89 166.22 -80.27 64 -174.56  -166.52  -59.64 -178.05
Bacia G

3 -184.865  -61.23 -176.8 -85.14 69.77 177.56 77.74 -59.83  -177.76 -83.31 71.05 179.56
5 -184.092 158.86 -177.76 -85.69 67.09 178.66 76.86 -62.53  -178.17 -83.43 70.95  -179.29
7 -183.16 -63.79  -178.95 -85.21 65.47 -175.99 68.04 -77.9 166.29 -98.82 -38.3 179.79
10 -182.325 166.08 -179.21 -84.89 65.83 -175.95 68.08 -77.86 166.17 -98.8 -38.39  -179.98
12 -179.994  136.69 174.3 -81.74 152.96 -175.88 76.46 -55.76  -174.81  -110.91 -11.1 175.57
23 -184.925  -51.17  -177.76 -80.99 80.98 -177.78 77.29 -58.26 174.96 -78.38 78.38  -178.62
32 -183.494 71.64 176.78 -84.21 69.66 -166.14 74.05 -60.08 166.62 -92.2 1557  -179.46
38 -183.736  -74.93 -177 -88.42 61.35 -165.97 72.58 -63.29 165.17 -90.84 1559  -177.25
42 -179.97 -67.78 173.02  -100.85 166.87 176.34 74.81 -70.93 172.46 -99.55 -34.24 176.49
Bacia H [incluindo folha-f (#11)]

9 -184.604 -62.4 -177.42 -84.52 67.18 -178.34 -84.37 64.28  -178.92 -84.41 65.63 178.29
11 -183.741 166.68 -177.81 -84.17 67.43 -178.39 -84.34 6432  -178.92 -84.4 65.63 178.29
Bacia C (fora das sub-bacias D, G, H)

34 -181.756  -62.28  -176.67 -84.91 67.08 -172.96 -75.95 21.15 163.28 -95.05 -17.6 177.19
36 -180.889 16693  -177.05 -84.56 67.37 -173 -76 21.36 163.2 -95.04 -17.73 177.22
45 -182.969  -62.19 -176.5 -84.86 70.8 -179.58  -105.17  -40.67 -179.63 -82.88 67.83 179.45
Bacia B (fora da sub-bacia C)

26 -182.807 71.97 178.1 76.92 -63.79 179.69 77.03 -61.48 -177.79 -84.22 67.06 178.39
27 -183.718  -61.85 177.6 77.24 -63.65 179.63 77.1 -61.47 -177.8 -84.22 67.12 178.44
30 -182.2 72.03 178.54 76.77 -64.17 178.62 77.01 -62.07 179.37 76.81 -61.66  -178.09
31 -182.121  -62.01 177.09 77.63 -62.6 179.74 70.07 -76.58 168.89 -99.51 -32.76 178.67
Bacia E

14 -183.322 83.09 178.85 77.8 -60.64  -177.87 -84.56 68.78 179.6 75.77 -66.25 179.27
19 -184.21 -62.08 177.78 77.12 -63.71  -177.15 -85.47 65.51 179.75 75.43 -66.23  -179.68
20 -184.344  -62.37  -177.17 -84.43 68.1 -179.25 -84.57 68.11 179.27 76.45 -62.86  -178.67
21 -183.476  166.74  -177.57 -84.05 68.38 -179.27 -84.54 68.17 179.26 76.44 -62.8 -178.63
22 -181.436  139.61 178.21 69.14 -79.69 169.61 -97.35 -31.58 177.95 78.38 -62.38  -178.44
24 -182.402  -54.63 179.34 69.74 -78.63 168.54 -94.65 -30.06 177.55 78.63 -61.54  -178.16
41 -180.4 71.55 -170.7 -77.9 23.36 161.28 -92.44 -20.08 177.4 78.59 -63.01 -178.08
43 -181.259  -61.71  -171.32 -77.28 23.52 161.1 -92.21 -20.86 177.38 78.59 -62.89  -178.05
Bacia F

25 -183.827 -62.7 -177.33 -85.5 68.29 176.94 77.22 -62.55 179.77 76.74 -61.26  -178.25
28 -182.966  166.38  -177.64 -85.2 68.36 176.78 77.24 -62.74 179.94 76.65 -61.25 -178.2
Bacia |

39 -182.2 72.05 178.53 76.77 -64.15 178.62 77.02 -62.06 179.37 76.81 -61.64  -178.08
40 -183.105  -61.89 178.04 77.08 -64.01 178.52 77.11 -62.02 179.37 76.82 -61.67  -178.11
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Todos os minimos, indicados no grafico da Figura 6.8, dentro do intervalo energético
entre -179.27 a -182.97 kcal mol~! foram sobrepostos sobre cada um dos trés grupos de es-
truturas de chegada, nas Figuras 6.4, 6.5 ¢ 6.6, obtidas pelo MASP. A sobreposi¢do destas

estruturas sobre o Grupo 1 de estruturas (Figura 6.4) pode ser visto na Figura 6.9.

Figura 6.9: Sobreposicdo dos minimos encontrados pelo Becker e Karplus sobre Grupo 1.

As sobreposicdes dos outros minimos de energia sobre os Grupo 2 e 3 pode ser visto

nas Figuras 6.11 e 6.10, respectivamente.

Figura 6.10: Sobreposi¢do dos minimos encontrados pelo Becker e Karplus sobre Grupo 2.
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Figura 6.11: Sobreposi¢do dos minimos encontrados pelo Becker e Karplus sobre Grupo 3.

Para uma simples comparagdo foram realizadas otimizacGes semi-empiricas de todas
as conformacoes de partida do IAN estudadas somente pelo MASP. O gréfico da Figura 6.12
mostra a discrepancia energética entre as energias das 10 conformagdes de partida otimizada
(em preto) versus as energias das conformagdes de chegada obtidas com o0 MASP (em verme-

lho). As 10 conformagdes estudadas pelo MASP estdo indicadas no gréifico da Figura 6.12.

Figura 6.12: Disposicdo energética das conformagoes de partida otimizadas (em preto) e dos
minimos encontrados com o0 MASP (em vermelho) para o peptideo IAN.
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6.2 MASP: Crescimento de Cadeia

Como indicado no Procedimento Padrdo o peptideo IAN foi cortado em pequenos
fragmentos para o estudo do Crescimento de Cadeia. Em todo o trabalho foram avaliadas 107
conformagdes de partida de diferentes tamanhos com o método de procura sistemdtica por pares.

A Tabela 6.5 mostra o numero de conformacdes de partida estudadas para cada fragmento.

Tabela 6.5: O Niimero de conformacdes de partida estudadas para cada fragmento do peptideo
IAN.

Diedros Conformagdes de Partida

4 14
5 16
6 19
7 13
8 20
9 15
10 10
13 1

Os valores dos diedros e as energias das conformacdes de partida dos fragmentos com
tamanho de 4 a 10, e 13 diedros estdo expostos nas Tabelas A.1 a A.8 no Apéndice deste
trabalho.

Os valores dos minimos de energia encontrados para o peptideo IAN sdo mostrados na
Tabela 6.1. Os valores dos minimos de energia e os angulos diedros dos fragmentos de 4 a 10
e 13 diedros utilizando o MASP estdo nas Tabelas A.9 a A.16 do Apéndice. A estrutura com
13 diedros foi construida para estudar o MASP quando aplicado a uma conformacao de partida
maior que o peptideo IAN. O comportamento dos valores dos minimos de energia encontrados
das 116 conformagdes de partida estudadas neste trabalho pode ser visto na Figura 6.13. Cada
ponto representa um minimo de energia encontrado para uma dada conformacao de partida. As
cores representam os oito tamanhos diferentes das moléculas estudadas, onde a associac¢do é
feita no indice da Figura 6.13, que relaciona a cor ao nimero de ligacdes com rotagdes livres

ou angulos diedrais.
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Figura 6.13: Disposicdo dos valores dos minimos de energia encontrados agrupados de acordo
com os tamanhos dos fragmentos do peptideo e dele proprio.

Czerminski et. al. [9] indicam uma classificagdo na qual os minimos de energia sao
agrupados dentro de uma diferenca de 4 kcal mol~! da conformacio de mais baixa energia.
Esse valor € da ordem de 10 KpT', sendo T=298 K. Neste trabalho seguimos esse critério para
selecionar energeticamente as estruturas de interesse. Os valores dos minimos de energia para
cada estrutura estudada que respeitam esta diferenca energética estdo dispostos na Figura 6.14.
Novamente, na Figura 6.14 € indicada por uma seta a média dos valores dos minimos apresen-

tados.
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Figura 6.14: Disposicdo dos valores dos minimos de energia que se encontram a uma diferenca

energética de 4 kcal mol™" da conformagdo de mais baixa energia.

O numero de conformacdes de chegada que obedece a diferenca energética se reduz

a 89 conformacgdes, cuja distribui¢do para os oito tipos de estrutura (sete fragmentos mais a

estrutura completa do IAN) € mostrada na Tabela 6.6.

Tabela 6.6: O niimero de conformacoes de chegada que estdo dentro da diferenca de 4 kcal

mol~" da conformagdo de mais baixa energia segundo o tamanho da estrutura.

Diedros

Conformacdes de Chegada

4

O 00 J1 O W

[S—
=]

IAN

11
13
15
8
10
12
9
10
1

Na segunda coluna da Tabela 6.7 estdo os valores de menor minimo de energia para

cada um dos oito tipos de estruturas estudados; na coluna 3 encontram-se as médias de todos os
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valores dos minimos de energia que respeitam a diferenca de 4 kcal mol~! do valor do minimo

de mais baixa energia, sendo que da segunda e da terceira coluna estio em kcal mol~.

Tabela 6.7: O valor de mais baixa energia e a média dos valores dos minimos de energia
encontrados para os oito tipos de estruturas/kcal mol™.

Tamanho Minimo de Energia Média

4 -104.27 -102.86
5 -100.83 -99.438
6 -106.67 -105.42
7 -145.52 -144.38
8 -142.32 -140.52
9 -147.99 -145.96
10 -171.14 -169.44
TIAN -182.38 -180.66

Um procedimento muito simples e parecido com o da secdo anterior foi feito para os
fragmentos do IAN, no qual todas as conformagdes de partida foram otimizadas pelo método
semi-empirico AM1 e podem ser comparadas com as energias das estruturas de chegada. Como
exemplo, a Figura 6.15 mostra um gréafico que mostra a discrepancia das energias das conformagoes
de partida com 7 diedros otimizadas (em preto) versus as de chegada obtidas pelo MASP (em

vermelho).

Figura 6.15: Disposicdo energética das conformagoes de partida otimizadas (em preto) e dos
minimos encontrados com 0 MASP (em vermelho) para o fragmento com 7 diedros.
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6.3 Analise Conformacional Sistematica Completa

A Anélise Conformacional Sisteméatica Completa foi conduzida a fragmentos do peptideo
IAN com 4 diedros na cadeia principal devido a explosdao combinatdria, ja discutida anterior-
mente. A andlise completa foi feita sob uma das estruturas estudadas pelo método de analise

sistemadtica reduzida por pares com o objetivo de comparar os resultados encontrados.

Para esta estrutura a andlise completa foi conduzida com passos de 30 graus para cada
angulo diedro estudado. Construindo e selecionando na superficie de energia potencial as es-
truturas com uma diferenca de até 3 kcal mol~! da estrutura de menor energia encontrada. As
estruturas selecionadas foram otimizadas no Gaussian98 no método semi-empirico AM1. A
Figura 6.16 mostra o comportamento energético de cada estrutura otimizada, sendo D1, D12,
D18 e D20 os angulos-diedros incrementados manualmente conforme descrito no Procedimento
Computacional, e compara com as energias das conformacdes de chegada utilizando o método

de anélise sistematica reduzida por pares (em lil4s).

Figura 6.16: Comportamento energético dos fragmentos de 4 diedros para andlise completa
completa e reduzida por pares.
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7  Conclusoes e Discussdo

Para o peptideo IAN, o MASP estudou 10 conformacdes de partida resultando em 3
tipos de conformagdes diferentes, sendo dois grupos de cadeia estendida, com uma ou duas pon-
tes de hidrogénio, e um grupo de cadeia semelhante a hélice, com duas pontes de hidrogénio,
vistos nas Figuras 6.4, 6.5 e 6.6, respectivamente. As conformagdes de cadeia estendida com
duas pontes sdo semelhantes a folha-beta ideal, que apresenta 3 pontes de hidrogénio. E pode-
mos afirmar que, nos grupos de cadeia estendida as pontes de hidrogénio diminuiram a energia
potencial da mélecula estudada. No grupo de cadeias semelhantes a hélice, os angulos-diedros
¢ e W estdo proximos da regido vermelha, indicada por A, do grifico de Ramachandran na
Figura 4.2. Segundo a Tabela 6.2, as energias das conformagdes 1102 e 1103 estdo préximas,
determinando algumas pequenas diferengas estruturais, mas ambas ainda apresentam duas pon-
tes de hidrogénio sob a mesma carbonila indicada na Figura 6.6. As conformacdes de chegada,

da Tabela 6.2, mostraram que o angulo diedro @ deve ficar em torno de 180°.

Comparando com os resultados de Becker O.M. e Karplus M.[2], que estudaram ante-
riormente a estrutura alvo deste trabalho, o peptideo IAN, sdo encontradas 45 conformagdes de

minimo da PES.

Em primeira andlise, os resultados apresentados, neste trabalho para o MASP, alcancaram
energias muito menores do que o artigo citado[2]. O método de sistemdtica por pares alcanca
éxito para determinar minimos antes desconhecidos da superficie de energia potencial quando
comparados com o calculo SP dos minimos de Becker e Karplus.

Entretanto, sob uma devida otimizacdo pelo método semi-empirico AM1 mostrou-se
que os minimos obtidos ndo sdo os menores minimos de energia da PES, mas estdo dentro do
erro esperado do método. Mas mesmo assim, as sobreposi¢cdes dos minimos obtidos pelo Bec-
ker sobre os Grupos 1, 2 e 3, nas Figuras 6.9, 6.11 e 6.10, mostraram que o MASP reproduziu
grande parte da PES.

Na fragmentacdo do IAN, os estudos feitos com o MASP indicaram que conforme
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aumenta-se o tamanho do fragmento estudado diminui-se o valor da energia dos minimos ob-
tidos. Essa observacao estd de acordo com o esperado para o comportamento do tetrapeptideo
IAN, pois este apresenta a possibilidade de uma, duas ou até trés pontes de hidrogénio que di-
minuem a energia potencial desta conformagdo. Como observado na Figura 6.14, a média dos
valores dos minimos de energia encontrados para o peptideo IAN sem que este esteja cortado
em fragmentos € de -180,66 kcal mol !, a menor média encontrada entre todas as estruturas

analisadas, exceto para a conformac¢ao com 13 diedros.

O método de procura sistemdtica por pares mostrou resultados coerentes com o espe-
rado, pois uma grande parte os valores dos minimos de energia encontrados estdo dentro do
alcance estipulado pela literatura, de até 4 kcal mol~! da conformacio de chegada de menor
energia[9]. Além disso, a média dos valores dos minimos de energia referentes a cada tipo de
estrutura estudada diminuiu com o aumento do tamanho da molécula, indicando que o método

mostra-se apropriado para estudar a superficie de energia potencial.

De maneira geral observa-se que o comportamento energético € singular para as moléculas
de tamanhos distintos e os valores dos minimos de energia encontrados estdo concentrados ao

redor de uma média, conforme visto na Figura 6.14.

No artigo de Bruni et. al.[1], foi utilizado o MASP em um sistema com trés angulos
diedros, e depois foi realizada a Analise Completa para o mesmo sistema. Em ambos procedi-
mentos foram obtidas as mesmas conformacgdes de chegada. Neste trabalho, o comportamento
energético da Andlise Conformacional Completa dos fragmentos com 4 diedros, visto na Fi-

gura 6.16, mostrou-se igual ao do MASP.

Para determinar um limite apropriado do nimero dos graus de liberdade sob o qual o
MASP explora toda a PES foi feita a compara¢gdao novamente entre as energias das conformagdes
de partida otimizadas e as conformacgdes de chegada para cada grupo de fragmento. Isto mos-
trou que para os fragmentos com 7 diedros algumas conformagdes de partida otimizadas de-
monstraram energias muito mais baixas dos que as obtidas pelo MASP. Pois, na Figura 6.15, a
disposicdo energética das partidas otimizadas versus as energias de chegada mostraram que as
conformagdes de partida otimizadas 712, 723 e 733 tém energias menores do que as energias

de chegada quando submetidas ao MASP.

Por meio desta andlise poderiamos apontar um limite para o MASP de 6 angulos die-
dros consecutivos na cadeia principal, pois segundo as energias das partidas otimizadas versus

as de chegada do MASP ndo temos uma discrepancia muito grande.

Portanto, mostramos que o MASP é apropriado para o estudo da PES dentro do limite
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proposto de 6 angulos de diedros.
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APENDICE A - Apéndice

Nas Tabelas abaixo seguem os valores das energias e dos angulos-diedros de partida
e de chegada dos fragmentos do peptideo IAN avaliados no Procedimento Computacional do
MASP. Os valores de energia estio todos em unidades de kcal mol~!. Os Angulos-diedros @, ¢

e W das Tabelas abaixo estdo os indicados em cada um dos fragmentos da Figura 5.4.

Tabela A.1: Energia e dngulos-diedros das conformacées de partida estudadas com 4 diedros
pelo MASP.

No. Energia % )y (0J} Y
422  -1832 12646 9286 -6.19 -3491
423 -87.419 -103.55 172.86 -106.18 -34.91
424 2278 -163.55 102.86 63.82 -14.9
425 23.676 -63.55 -47.14  -6.19 85.09
431 -86.224 173.61 172.86 153.8 -34.9
432 -82.594 133.61 12285 173.8 -174.89
433 -23914 73.61 32.86 63.8 -34.9
434 -42.053 173.61 102.86 73.79 -34.9
435 -15.52  -66.39 -87.14 143779 104.71
441 -64.561 -63.55 102.85 9349 -162.52
442 -44354 1646 162.85 -16.52 -132.52
443  -47.975 -113.55 62.85 10349  -2.53
444  -1.176  106.46 -77.15 9349 -162.52
445 -73.451 -83.55 82.85 -146.52 77.48
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Tabela A.2: Energia e dngulos-diedros das conformagées de partida estudadas com 5 diedros
pelo MASP.

No. Energia ¥ wo 01 Y o))

511 -84.947 -173.83 17247 -167.52 -37.3 -171.22
512 -63.385 -173.83 13247 -167.52 -77.3 -81.22
513 -32.76 -123.83 17247 -57.52 5277 -171.22
514 -47.336 -173.83 3247 -107.52 -157.3 -171.22
515 94566  66.17 17247 248 -37.3  -3241
531 -84.724 66.17 17247 -167.52 -37.3 -171.21
532 -57.093 -3.83 13247 -167.52 -77.29 -81.21
533 -45.825 66.17 8247 -117.52 127 -171.21
534 -65.064 -23.83 17247 -107.52 -37.3 -81.19
535 -72.809 66.17 17247 7248 122.22  8.81

551 118962 -53.83 -7.53 4752 -157.3 -50.48
552 102.739 -1539 -7.52 9248 -157.3 -22.11
553 73.099 -53.83 10247 -47.52 -87.3 -88.58
554 -77.311 -53.83 17225 -97.51 92.7 5.46

555 89.33 -53.83 753 10248 132.71 -24.94




APENDICE APENDICE A — APENDICE.

46

Tabela A.3: Energia e dngulos-diedros das conformagées de partida estudadas com 6 diedros

pelo MASP.
No. Energia Y% wy 01 b W (033
611 -90.394  63.22 17251 -167.45 -36.19 -170.26 -166.31
612 -68.561 63.22 5251 -167.45 -116.19 -170.26 -96.31
613 -72.969  63.22 17251 -67.45 4381 -100.26 -166.31
614 -68.621  63.22 17251 -167.45  3.81 69.73 23.7
615 -58.602 -46.78 17251 7254  -36.19 -160.25 -46.3
621 239.127 -176.78 -7.49 4745 -156.19 -53.94 -78.82
622 78.786 -146.78 -7.49 -147.44 -156.19 -76.64 -27.98
624 -25957 -176.78 -749 -9744 -46.18 -7441 -75.19
625 18.049 -176.78 111.51 -47.45  73.81 1.52 -19.34
631 128.275 -53.93 17251 -4745 -156.19 -53.94 -78.82
632 -60.211 -103.93 172.51 -77.44 -156.19 -15.36 69.4
633 -15.506 -53.93 122.51 12.56 53.81 -4.49 125.09
634 -76.384 -53.93 172.51 62.56 93.82 -0.68 164.85
635 9.465 -5393 -1749 -4744 -66.19 -79.75 -105.92
651 121.118 -56.78 172.51 72.55 -156.19 -53.94 -78.82
652 -73.499 -56.78 122.51 22.54 83.81 3.86 136.96
653 -60.108  -56.78 172.51 102.55 -106.19 -82.77  50.67
654 -27.086 -116.78 172.51 72.55 13.81 -50.78  -47.31
655 90.204 -56.78 -97.48 7255 -156.19 -2488 -134.94
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Tabela A.4: Energia e dngulos-diedros das conformagoes de partida estudadas com 7 diedros
pelo MASP.

No.  Energia % 20 1 ¥ w ) b9

711 -125.436 -171.81 174.05 69.77 2227 163.63 -91.31 160.25
712 -47997  -71.81 104.05 9.76 2227  -12636 -91.31 70.23
713 -36.172 -171.81 -5596 69.77 -147.78 163.63 128.69 160.25
714 -109.471 -171.81 174.05 -70.23 102.27 -86.79 -91.31 160.25
715 -85.623 -171.81 174.05 69.77 -108.14 -56.36  -61.3 -9.75
721 1412576 -21.81 144.05 39.77 6227 133.63 -31.31 110.25
722 -125.436 -171.81 174.05 69.77 2227 163.63 -91.31 160.25
723 -108.611 -171.81 174.05 99.76 142.27 33.63 -91.31 160.25
724 -88.176  -171.81 74.05 69.77 2227 163.63 38.69  30.22
725 -92.173  -171.81 94.05 69.76 2227 163.63  38.69  30.22
731 -102.312 -171.81 94.05 69.77 2227 113.63 -11.31 160.25
732 -120.563 -171.81 174.05 69.77 7227 163.63 -141.53 90.24
733 -85.507 -171.81 174.05 -20.24 -27.73 -106.36 -141.3 160.25
734 -109.383 -171.81 -9596 119.76 4227 163.63 -31.3  120.25
735 -108.176  -1.81 174.05 39.76  22.27 -160 -91.31 160.25
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Tabela A.5: Energia e dngulos-diedros das conformagées de partida estudadas com 8 diedros

pelo MASP.

No. Energia ' Wy 1 Y o (02 b Q)
811 -113.234 62.87 17271 -167.79 -34.17 -16529 -69.44 -41.11 11.28
812 -83.694 62.87 14271 -167.79 -4.16 -16529 -29.44 -41.11 11.28
813 -62.647 62.87 17271 -137.79 -34.17 -11529 -69.44 -11.11 11.28
814 -82.462 62.87 112.71 -137.79 -34.17 -11529 -69.44 -51.11 -28.72
815 -113.234 62.87 17271 -167.79 -34.17 -16529 -69.44 -41.11 11.28
821 -100.489 65.74 17271 -47.79 -154.17 -165.29 50.56 -161.11 -168.72
822 -65.508 65.74 9271 -17.79 -114.16 -165.29 80.56 -161.11 -168.72
823 -100.489 65.74 17271 -47.79 -154.17 -165.29 50.56 -161.11 -168.72
824 -85.849 65.74 172771 -47.779 -34.16 -165.29 10.56 -161.11 1.28
825 -81.608 65.74 17271 -47.79 -154.17 -165.29 -1944 -121.11 -98.72
831 -100.52 -54.26 17271 -47.78  85.83 -165.29 50.56 -161.11 -168.72
832 -68.951 -54.26 132.71 -87.78 85.83 -16529 50.56 -161.11 -58.72
833 27.854 -54.26 17271 -47.778 5582 -16529 0.56 -161.11 -98.72
834 -75309 -54.26 172771 222 85.83 -125.29 80.56 -161.11 -168.72
835 -78.399 -5426 -17.29 -47.78 115.82 -165.29 50.56 -91.11 -168.72
851 -96.85 -54.26 172771 -47.78 -154.16 -165.29 50.56 78.88 -168.72
852  -80.2 5426 172771 2222 -154.16 -9529 30.56 78.88 -168.72
853 -92.597 -54.26 142771 -47.778 -94.16 -165.29 90.55 78.88 -168.72
854 -91.783 -54.26 17271 -67.78 -154.16 -165.29 50.56 108.88 -108.71
855 267.296 -54.26 17271 -47.778 -154.16 -65.29 50.56 8.86 101.28




APENDICE APENDICE A — APENDICE. 49

Tabela A.6: Energia e dngulos-diedros das conformagées de partida estudadas com 9 diedros
pelo MASP.

No. Energia ¥ 00 1 ¥ o) (033 ¥ () 03
911 -113.348 -5429 172.65 -47.61 -34.38 -165.62 170.72 -16291 -164.16 71.01
912 -87.193 -114.29 132.65 -47.61 -84.36 -165.62 130.72 -16291 85.84 71.01
913 -100.987 -5429 -37.35 -47.61 -64.36 144.38 -99.27 -16291 -164.16 -78.98
914 -84.518 -5429 172.65 -127.61 -3438 -115.62 170.72 -11291 10584 71.01
915 -72936 -54.29 -7.35 -77.61 125.64 -165.62 60.72 127.09 -124.15 71.01
921 -102.733 25.71 172.65 -97.61 85.61 104.36 -69.26 -132.89 -164.16 30.98
922 -111.864 -5429 172.65 -167.61 85.61 -165.63 -69.26 -162.9 -164.16 71
923  -93.065 -4.29 152.65 -167.61 4561 -165.63 -69.26 -112.89 -114.15 71
924  -80.25 -54.29 172.65 -127.61 10561 -135.63 -29.26 -162.9 65.84 71
925 -107.52 -5429 172.65 -167.61 85.61 12436 -69.26 -72.89 -134.15 71
931 -102.377 -177.17 172.65 -47.61 -154.38 -165.63 50.72 77.09 -164.16 71
932 -51.271 -177.17 142.65 -7.61 -154.38 -135.63 50.72 77.09 -134.16 71
933 -8093 -157.17 172.65 -47.61 -114.37 -165.63 20.72 27.08 -164.16 71
934 -98.962 -177.17 172.65 -47.61 -1436 13436 110.71 117.08 -164.16 71
935 -96.677 -177.17 -37.35 -47.61 -17437 12436 50.72 77.09 -164.16 10.98

Tabela A.7: Energia e dngulos-diedros das conformagoes de partida estudadas com 10 diedros
pelo MASP.

No. Energia Y% [0Y) o1 ¥ w; (0% ¥ w M ¥
1011 -142.489 -176.49 169.69 64.9 76.53 -160.51 167.02  -43.58 7.09 85.61 -153.38
1012 -126.889 -176.49 139.69 349 76.53 -160.51 167.02  -43.58 47.08 85.61 -73.38
1013 -83.904 -176.49 169.69 64.9 116.53 -160.51 167.02  -13.58 7.08 45.61 -153.38
1014 75398 -176.49 169.69 64.9 76.53 -0.5 137.02  -43.58 -22.92 85.61 -23.38
1015 -137.975 -176.49 169.69 1249 76.53 -160.51 167.02 36.42 7.09 125.61 -153.38
1021 -69.157 60.59 169.69  64.91 76.52 19.47 -7298 -163.57  7.09 85.61 -153.38
1022 -99.751 60.59 109.69 3491 106.51 19.47 -72.98  -163.57  7.09 85.61 -153.38
1023 -95.065 60.59 169.69  64.91 76.52 59.47 -72.98  -163.57 67.09 125.61 -123.38
1024 -105.142  60.59 129.69 6491 76.52 19.47  -11298 -113.57 7.09 85.61 -153.38
1025 2.241 60.59 169.69 10491 76.52 -30.53 -72.98  -163.57  7.09 45.61 46.61

Tabela A.8: Energia e dngulos-diedros das conformagées de partida estudadas com 13 diedros

pelo MASP.
No. Energia % 20 Ll k3l o e ko) ) ¢ ¥ 3 ) b4
13 -18473 7945 -160.01 4473 4475 -17822 8422 4447 17930 -14422 -5037 17807 12351 222
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Tabela A.9: Energia e angulos-diedros dos minimos encontrados com 4 diedros pelo MASP.

No. Energia Y% o o1

422 -104.274 61.78 -178.95 -83.13 66.72

423 -103.408 -71.55 -179.41 -82.75 67.07

424 -102.644 -70.69 179.31 76.13 -62.56
425 -982271 -81.34 -10.66 -89.84 121.92
431 -103.242 1143 -178.49 -83.48  66.69

432 -101.853 163.06 171.35 -105.43 146.04
433 -102.644 167.02 179.31 76.13 -62.57
434 -102.644 167.03 179.35 76.11 -62.49
435 -929575 -49.21 -54 81.07 63.19

441 -102.644 -70.61 179.32 76.14 -62.5

442 -103.619 63.13 179.86  75.53 -62.72
443 -102.644 -70.67 179.33  76.11 -62.53
444 -89.6732 6228 -26.15 70.25 -133.95
445 -101.853 -74.71 171.37 -105.43 145.92

Tabela A.10: Energia e dngulos-diedros dos minimos encontrados com 5 diedros pelo MASP.

No. Energia L4 [0} o1 ¥ W]
511 -99913 -167.26 -178.76 -84.82 67.76 178.44
512 -99913 -167.31 -178.76 -84.79 67.73 178.41
513 -99971 -71.62 -179.61 -83.64 68.56 178.31
514 -98.42 -74.59 17134 -105.74 1454 -178.89
515 -100.152 63.17 -179.78 76.28 -63.28 -178.08
531 -100.834 61.74 -179.18 -84.02 68.16 178.34
532 -97.545 62.53 178.67 -119.14 -56.88  -177.1
533 -100.834 61.73 -179.18 -84.03 68.13 178.33
534 -99971 -71.57 -179.61 -83.63 68.57 178.32
535 -98.694 5898 171.74 -108.41 1469 -7.49
551 -94395 159.04 -14.11 -89.42 14135 -1.76
552 9925 -165.05 -179.31 7598 -63.46 -177.97
553 95261 -71.13 17948 -108.1 -47.3 291
554 -98.017 164.39 17498 -9544 112.5 -5.63
555 -99.176 167.22 17974 76.85 -63.12 -178.24




APENDICE APENDICE A — APENDICE.

51

Tabela A.11: Energia e dngulos-diedros dos minimos encontrados com 6 diedros pelo MASP.

No. Energia ¥ Wy O LY o)) (133
611 -106.435 70.2 -17945 -84.85 6297 174.63 -113.79
612 -106.435 70.17 -17945 -84.85 6296 174.63 -113.77
613 -106.435 70.17 -17945 -84.85 6296 174.63 -113.77
614 -104.149 70.38 177.56 -103.34 100.63 4.89 84.29
615 -106.562 -61.53 179.64 7628 -67.43 178.59 -121
621 -100.164 159.25 -14.67 -86.53 145.51 22.18 98.6
622 -106.404 166.16 -179.35 -83.36 74.05 -177.89 117.83
624 -105.091 -74.67 171.59 -103.82 145.53 -17593 110.19
625 -104.331 162.99 17099 -10593 146.75 -6.77 177.15
631 -104.472 -65.84 170.83 -113.52 150.59 11.81 106.27
632 -104.932 163.12 170.77 -109.62 1476 176.02 -119.14
633 -104.331 -74.79 17099 -10597 146.78 -6.75 177.19
634 -98.423 166.61 -169.8 11324 7399 22.58 76.4
635 -101.191 149.87 -3.07 -75.57 -552  -16.61 -97.66
651 -105.464 58.73 171.64 -97.1 14448 -14.44 -74.19
652 -105.085 -63.66 176.73 -101.44 102.09 4.34 84.07
653 -101.9 7196 -177.59 -118.69 -58.93 12.04 92.68
654 -106.669 -61.37 -17897 76.37 -59.35 -175.06 113.63
655 -104.472 -65.86 170.83 -113.51 150.6 11.8 106.27

Tabela A.12: Energia e dngulos-diedros dos minimos encontrados com 7 diedros pelo MASP.

No. Energia ¥ oy i ¥ ] (1) )

711 -144.543 -71.01 178.87 77.64 -62.42 -177.17 -83.31 65.13
712 -138.875 -158.3 -166.18 91.68 -164.32 176.81 -112.29 139.23
713 -136.187 -144.09 8.79 65.05 150.66 170.46 -105.25 151.83
714 -142.998 61.38 178.04 -9497 107.31 -15.17 -115.32 126.77
715 -136.577 -158.18 -165.2 99.87 151.12 -8.03 -76.93 -58.81
721 -20908 -156.89 -154.39 -131.45 59.59 -178.96 -84.47 64.87
722 -144.543 -71.03 178.87 77.64 -62.37 -177.14 -83.33  65.11
723 -138.029 -119.74 -13.83 66.51 48.17 173.66 -112.61 145.63
724 -144.103 -165.41 179.15 76.61 -64.06 179.37 75.73  -60.84
725 -144.051 -70.8 178.25 77.48 -63.78 179.11 75.89  -60.87
731 -144.632 -165.17 179.87 76.85 -6243  -177.2 -83.23 65.56
732 -144.632 -165.18 179.89 76.84 -62.42 -177.19 -83.24  65.58
733 -141.352 -166.22 -179.37 -111.27 -5248 171.19 -110.38 145.61
734 -144.543 -71 178.85 77.66 -62.41 -177.17 -83.34  65.01
735 -145.516 63.93 179.35 77.25 -62.08 -177.16 -83.2 65.43




APENDICE APENDICE A — APENDICE.

52

Tabela A.13: Energia e dngulos-diedros dos minimos encontrados com 8 diedros pelo MASP.

No.  Energia ¥ oy ) ¥ ] (1) P ()3
811 -138.092 70.59 -176.28 -86.37 64.62 17523 -112.98 -48.52 1.59
812 -138.092 70.62 -176.29 -86.36 64.64 175.26 -113.03 -48.54 1.64
813 -138.092 70.63 -176.29 -86.37 64.64 17524 -113.02 -48.55 1.65
814 -133.963 169.52 176.21 -113.73 -55.15 -178.57 -112.89 -47.16 3.84
815 -138.092 70.57 -176.28 -86.38 64.61 175.22 -11298 -48.51 1.58
821 -141.52 63.01 178.77 76.89 -63.74  179.57 76.6 -61.49 -178.08
822 -141.52 63.04 178.78 76.89 -63.76  179.58 76.59 -61.5 -178.09
823 -142.315 61.01 -178.47 -85.33 67.67 178.49 76.4 -63.05 -177.58
824 -138.319 60.93 179.71 -111.79 -54.89 170.59 -110.18 147.47 -7.8
825 -140.158 59.63 173.8 -110.36 142.08 177.44 76.79 -62.33  -178.38
831 -137.54 -61.05 176.08 -82.97 73.31 -166.4 84.87 -179.25 177.69
832 -136.307 -59.93 17593  -82.38 7458 -164.49  91.66 155.86 7
833 -138.584 -91.43 2.14 -80.75 -55.85 179.17 77.04 -63.45 -177.57
834 -142.06 63.95 179.51 77.19 -61.98 -177.3 -84.2 67.01 177.62
835 -136.241 -81.24 -10.96 -89.63 126.35 179.59 76.5 -63.31 -178.16
851 -140.239 -74.64 171.62 -105.87 146.97 -178.84 -85.08 67.86 178.1
852 -135.196 -121.92 -18.33 72.32 57.6 177.56 76.6 -63.32 178.97
853 -135.749 -16741 167.22 46.41 56.3 -17546  77.83 -57.57 172.61
854 -139.482 58.97 171.55 -111.09 150.25 171.36 -107.48 148.3 -179.52
855 -141 59.2 172.38 -108.09 145 -178.9 -85.06 67.84 178.09

Tabela A.14: Energia e dngulos-diedros dos minimos encontrados com 9 diedros pelo MASP.

No. Energia % = 0 1z o 0 % o 03
911 -144.674 -58.15 170.66  -85.78 -31.19 167.02 -105.84 147.61 -175.18 109.15
912 -144.674 -58.13 170.66  -85.78 -31.18 167.03 -105.85 147.6 -175.18 109.19
913 -143.567 -106.41 10.01 -78.65 -37.25 17277 -97.32 153.62 17641 -119.95
914 -142.358 -73.06 174.67 -118.82 -61.44 178.99 -132.54 -60.53 -173.31 104.73
915 -142.778 -81.14 -11.16 -89.39  127.22 -179.83 76.68 -59.48 -175.34 112.87
921 -147.536 59.19 172.32 -108.36 145.18 -179.49 -85.19 63.2 17436 -113.29
922 -145383 -74.93 170.81 -108.74 151.13 171.74 -105.72 148.06 -176.22 110.87
923 -147.116 62.1 -177.76  -84.19 70.47 177.57 -113.24 -49.08 -176.51 116.11
924 -144.267 -74.18 172.65 -100.85 137.48 1783 -125.01 -57.48 -174.36 107.84
925 -146.23 -70.96  -178.14 -83.82 70.95 177.54 -113.18 -49.08 -176.51 116.07
931 -146.764 -62.75 172.41 -99.79 128.73 -179.33 76 -65.75 17597 -115.73
932 -147.082 16699 178.48 77.44 -63.16 -179.87 76.73 -57.67 -175.15 113.08
933 -147.989 165.97 -179.16 -84.7 68.74 179.22 76.6 -5894 -174.36 112.97
934 -144718 156.16 171.77 9826 -51.22 163.92 -10098 15342 -175.52 111.24
935 -145.127 147.42 1.86 -80.58 -55.75 179.99 77.13 -59.53 -174.62 112.73
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Tabela A.15: Energia e dngulos-diedros dos minimos encontrados com 10 diedros pelo MASP.

No. Energia ¥ o [} bl o [0 p 2 o [0a] ¥
1011 -169.811 -62.8 178.34 77.45 -35.9 -164.35 -96.36 -42.35 11.05 79.42 -157.24
1012 -170.605 -162.11 179.98 76.79 -61.23 -178.47 -125.43 -62.41 5.28 108.55 25.28
1013 -171.137 -71.56 179.53 78.17 -60.24 179.73 -94.59 111.92 9.3 83.49 163.49
1014 -165.866 -168.33 173.15 -101.53 126.78 -13.37 -154.18 -56.49 6.13 94.05 -26.09
1015 -170.504  -167.58 171.85 -110.95 148.77 171.82 -93.05 145.61 -13.53 162.31 -140.72
1021 -169.276 67.71 178.61 -101.86 105.5 -11.71 -136.51 154.03 -1.47 104.67 -109.4
1022 -167.935 69.39 171.76  -113.49 153.67 -17.89 -90.6 152.54 -11.94 141.38  -134.22
1023 -167.6 76.82 178.66 94.01 63.7 7.18 -96.7 -61.68 175.45 118.34 176.06
1024 -167.888 69.37 173.55 -81.04 135.72 22.87 -86.75 -54.02 9.19 75.76 -149.63
1025 -170.224 176.47 177.55 78.62 -60.99 -177.7 -128.78 -61.32 0.99 115.3 37.64

Tabela A.16: Energia e dngulos-diedros dos minimos encontrados com 13 diedros pelo MASP.

No.

Energia %

@o

Ll

¥

(]

)

¥

()

03

¥

3 04

¥

13

-219.77  72.40

-174.27

-99.78

-40.70

-179.10

-83.41

59.58

172.82

125.72

59.49

173.10  -118.81

-37.68
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