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Resumo

Peptídeos bioativos são compostos capazes de promover efeitos bioquímicos e

fisiológicos no organismo humano, incluindo efeitos antioxidantes. Tais sequências

curtas de aminoácidos apresentam uma alta versatilidade química e podem ser obtidas

a partir da hidrolização de proteínas, sendo encontradas em alimentos e animais.

Apesar da ampla gama de aplicações possíveis destes compostos, ainda há uma

grande demanda por conhecimentos básicos acerca de suas propriedades eletrônicas,

o que faz com que a obtenção de sequências otimizadas baseie-se em um grande

número de atividades experimentais exploratórias, comumente guiadas por tentativa e

erro. Neste trabalho, técnicas de modelagem molecular foram empregadas na

investigação de propriedades eletrônicas e de reatividade química, no sentido de se

melhor compreender propriedades antioxidantes de aminoácidos e estruturas

peptídicas curtas. Para tanto, cálculos de estrutura eletrônica baseados na teoria do

funcional da densidade foram empregados na análise de níveis eletrônicos de fronteira,

índices de reatividade local e mapas de doador-aceitador de 20 aminoácidos primários

e alguns di- e tripeptídeos. Os resultados sugerem que propriedades eletrônicas dos

aminoácidos isolados podem ser empregadas na análise da reatividade de sequências

peptídicas maiores. Em especial, aminoácidos aromáticos, carregados, e Metionina (M)

apresentam um papel relevante na definição de sistemas reativos. Os resultados

obtidos para sequências curtas de aminoácidos aqui apresentados permitem identificar

a influência da posição relativa das unidades constituintes e das terminações na

reatividade das sequências, as quais podem guiar estudos experimentais e a

proposição de novos compostos e mecanismos de ação. Os dados obtidos evidenciam

o potencial preditivo de atividades antioxidantes de polipeptídeos por meio de suas

unidades constituintes, o que define uma interessante estratégia de síntese e

bioprospecção de novos compostos otimizados.

Palavras-Chave: aminoácidos, peptídeos bioativos, antioxidantes, reatividade química,

cálculos DFT, mapas doador-aceitador, índices de Fukui.



Abstract

Bioactive peptides are compounds that can promote biochemical and physiological

effects on the human body, including antioxidant effects. Such short sequences of

amino acids have a high chemical versatility and can be obtained from protein

hydrolysis, being found in food and animals. Despite the wide range of possible

applications of these compounds, there is still a great demand for basic knowledge

about their electronic properties, so that the search of optimized sequences is

commonly based on exploratory experimental activities, commonly guided by trial and

error. In this monograph, molecular modeling techniques were employed to investigate

electronic and chemical reactivity properties of isolated amino acids and some short

peptide sequences to better understand their antioxidant properties. For this purpose,

density functional theory based calculations were conducted to evaluate frontier

electronic levels, local reactivity indexes and donor-acceptor maps of 20 primary amino

acids and some di- and tripeptides. The results suggest that electronic properties of the

isolated amino acids can be used to interpret the reactivity of larger peptide sequences.

In particular, it was noticed that aromatic, charged and Methionine amino acids play a

key role for the definition of peptides reactivity. The results obtained for small

sequences allow us to identify the influence of the relative position of amino acids and

terminations on the reactivity of the sequences, which can guide experimental studies

and the proposal of new compounds, as well as mechanisms of action. Our data

evidences the potential of predicting the antioxidant activities of polypeptides via short

sequences, which defines an interesting strategy for the synthesis and bioprospecting of

new optimized compounds.

Keywords: amino acids, bioactive peptides, antioxidants, chemical reactivity, DFT

calculations, donor-acceptor maps, Fukui indexes.
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1. INTRODUÇÃO

O desenvolvimento de novos fármacos envolve uma série de atividades que, em

geral, demandam tempo, planejamento e investimentos consideráveis. Tal realidade, no

entanto, vem sendo modificada com o advento de diversificadas inovações científicas e

tecnológicas, que contribuem na redução de custos e tempo de produção (GUIDO;

ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

De fato, atualmente há uma crescente demanda pelo desenvolvimento de novos

fármacos com menor toxicidade, maior eficiência e menor custo. Neste contexto, os

peptídeos bioativos são considerados compostos de grande potencial, sendo já

utilizados em casos clínicos, como por exemplo em terapias de Malária e Leishmaniose

(CAMPBELL; FARREL, 2015; SILVA et al., 2018)

Peptídeos são estruturas químicas formadas por dois ou mais aminoácidos (AA)

unidos por meio de ligações peptídicas. Tais compostos podem apresentar variadas

combinações de AA, dispostos em distintas sequências (MARZZOCO, 2015). Em

especial, considerando-se os 20 AA primários existentes, variadas combinações podem

dar origem a diferentes peptídeos. Em geral, tais sequências curtas de AA são

quimicamente mais versáteis que as proteínas (sequências contendo tipicamente

milhares de AA), pois podem ser esterificados em seus carbonos terminais, acetilados

em seus grupos amino terminais, fosforilados ou sulfatados em um ou mais resíduos

(serina, treonina ou tirosina), podem ainda ser lineares, semi-cíclicos (via uma ou mais

ligações dissulfeto intra- ou inter cadeias peptídicas) ou cíclicos (via ligação entre os

grupos amino e carboxila dos aminoácidos terminais) (MACHADO et al., 2004).

Revisões da literatura indicam que algumas sequências polipeptídicas possuem

potencial antioxidante, apresentando assim alto potencial de uso na indústria

farmacêutica (BARBOSA et al., 2018; FONTOURA et al., 2019). Além das aplicações

como antioxidantes, os polipeptídeos também se destacam em outras áreas da

inovação farmacêutica, entre elas pode-se citar a ação antimicrobiana de alguns

compostos (DO NASCIMENTO DIAS et al., 2020). Pode-se destacar ainda outras

aplicações dos peptídeos bioativos, como por exemplo atividade antibacteriana,

antitumoral e antiprotozoária, podendo também ser empregados no desenvolvimento
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de embalagens biodegradáveis dentro da indústria alimentícia, além de outras

aplicações (OLIVEIRA FILHO et al., 2019; PEDRON et al., 2020)

Contudo, ainda é grande a demanda por conhecimentos básicos acerca destes

compostos, sendo muito difícil, por exemplo, explicar o porquê de sequências similares

levarem, em geral a compostos com propriedades muito distintas.

A grande variedade de peptídeos possíveis e a extensa quantidade de fontes de

produção destes compostos faz com que uma busca sistematizada de peptídeos

bioativos seja bastante dispendiosa e pouco efetiva. De fato, a ausência de relações

significativas de estrutura-atividade destes compostos faz com que a obtenção de

sequências otimizadas baseie-se em um grande número de atividades experimentais

exploratórias, geralmente guiadas por tentativa e erro.

Neste sentido, técnicas computacionais de simulação podem ser consideradas

ferramentas poderosas no sentido de se minimizar custos e otimizar a eficiência dos

materiais. Em especial, por meio de simulações computacionais pode-se

frequentemente prever propriedades de compostos ainda não sintetizados, o que pode

guiar a produção/busca por novas sequências, bem como auxiliar na interpretação de

resultados experimentais.

Assim, no presente trabalho buscou-se avaliar propriedades estruturais,

eletrônicas e de reatividade dos AA isolados e de diferentes di- e tripeptídeos obtidos

da combinação entre eles, no sentido de se obter detalhes fundamentais acerca da

estrutura eletrônica destes compostos e prever sua influência na estruturação e

reatividade de sequências maiores. Tal estudo visa avaliar como as propriedades dos

AA são alteradas com a construção dos peptídeos, no sentido de se estabelecer regras

para o design de novos polipeptídeos bioativos e avaliar possíveis mecanismos de

ação biológica.

14
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral da presente proposta é investigar propriedades eletrônicas e de

reatividade de aminoácidos e peptídeos por meio de técnicas de modelagem molecular.

Em especial busca-se identificar interações eletrônicas relevantes entre aminoácidos e

sua influência na construção de sequências peptídicas curtas, no sentido de se

estabelecer relações estrutura-atividade que permitam identificar, a priori, sequências

com atividades biológicas promissoras.

2.2. Objetivos Específicos

● Avaliar propriedades estruturais e eletrônicas dos aminoácidos isolados;

● Avaliar propriedades estruturais e eletrônicas de di- e tripeptídeos selecionados;

● Estabelecer relações entre a reatividade de sequências peptídicas complexas

com as observadas em estruturas menores;

● Avaliar a influência da formação de estruturas zwitteriônicas e não-zwitteriônicas

na reatividade e estrutura eletrônica dos sistemas.
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3. REVISÃO DA LITERATURA

3.1. Aminoácidos e polipeptídeos

Há mais de 300 tipos de aminoácidos na natureza, porém o código genético dos

diferentes seres vivos é capaz de codificar apenas 20 destes, os quais são

denominados aminoácidos primários. São estes AA que participam do processo de

síntese das proteínas, sendo eles: Arginina (R ou Arg), Asparagina (N ou Ang), Ácido

Aspártico (D ou Asp), Alanina (A ou Ala), Fenilalanina (F ou Phe), Cisteína (C ou Cys),

Glutamina (Q ou Gln), Histidina (H ou His), Lisina (K ou Lys), Tirosina (Y ou Tyr), Ácido

Glutâmico (E ou Glu), Isoleucina (I ou Ile), Metionina (M ou Met), Treonina (T ou Thr),

Glicina (G ou Gly), Leucina (L ou Leu), Prolina (P ou Pro), Serina (S ou Ser), Triptofano

(W ou Trp) e Valina (V ou Val) (MARZZOCO, 2015).

Aminoácidos são moléculas orgânicas que apresentam em sua estrutura um

grupo carboxila (COOH) e um grupo amina (NH2), todos ligados a um átomo de

carbono central, denominado carbono alfa. Tais compostos são diferenciados entre si

pelas cadeiras laterais (grupo R), o carbono alfa faz também a quarta ligação com um

átomo de hidrogênio. Esses compostos são comumente classificados com base em

sua polaridade, estado de carga e capacidade de interagir com a água em pH

biológico, como: apolares (hidrofóbicos), polares (hidrofílicos), polares com carga

positiva (básicos) e polares não carregados, carregados negativamente (ácidos) e

aromáticos.

De fato, quando dissolvidos em água (pH neutro), os aminoácidos podem se

comportar como ácidos ou bases, levando a uma separação de carga dentro da

estrutura da molécula e à formação de estruturas do tipo zwitterion (do alemão “íon

híbrido”) (NELSON et al., 2018), como ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Formas não iônicas e zwitteriônicas de aminoácidos

Fonte: Adaptado de Nelson et al. (2018)

Sequências contendo dois ou mais aminoácidos conectados levam à formação

de peptídeos e proteínas em organismos vivos. A ligação covalente entre AA vizinhos

nestas estruturas é denominada ligação peptídica, a qual é formada por meio de um

processo de desidratação, com a interação da α-carboxila de um AA (grupo OH) com o

α-amino de outro (átomo de hidrogênio), conforme ilustrado na Figura 2 (NELSON et

al., 2018).
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Figura 2. Formação de uma ligação peptídica por condensação

Fonte: Nelson et al. (2018)

Em geral, peptídeos são sequências contendo entre dois (dipeptídeos) a

dezenas de aminoácidos (polipeptídeos). O termo proteína aplica-se quando centenas

ou milhares de aminoácidos estão presentes na composição de um polipeptídeo,

levando a conformações espaciais (enovelamento) específicas que definem, muitas

vezes, as suas funções biológicas.

Além da estrutura primária dos peptídeos, que se trata de ligações peptídicas

lineares, existe também a estrutura secundária, que corresponde ao primeiro nível de

enrolamento helicoidal, onde as interações acontecem através de ligação de hidrogênio

entre os grupos C=O e N-H dando origem à conformação Alfa-Hélice e a Beta-Folha

(NELSON et al., 2018).

3.2. Polipeptídeos como compostos com atividade biológica

Os peptídeos bioativos podem ser associados a vários efeitos bioquímicos e

fisiológicos em organismos. Um exemplo típico são os peptídeos obtidos da hidrólise

proteica do soro de queijo, os quais contêm ação fisiológica capaz de reduzir a

hipertensão e a dislipidemia, prevenindo doenças cardiovasculares (SPADOTI et al.,

2011). Peptídeos bioativos extraídos de animais são também amplamente estudados

por apresentarem potencial terapêutico, como por exemplo o VmCT1 obtido de

escorpiões da espécie Vaejovis mexicanus, o qual apresenta função antimicrobiana

atividade antitumoral e antiprotozoária (PEDRON et al., 2020.). Assim como nos

18

https://www.zotero.org/google-docs/?KXDrT8
https://www.zotero.org/google-docs/?oUKJVv
https://www.zotero.org/google-docs/?vbQISO
https://www.zotero.org/google-docs/?vbQISO
https://www.zotero.org/google-docs/?9Odwyr


escorpiões, também podem ser encontrados peptídeos com propriedades terapêuticas

no veneno de serpentes, como, por exemplo, da jararaca comum, com funções

leishmanicida e bactericida (DEMATEI et al., 2021).

Além das ações fisiológicas dos peptídeos bioativos, pode-se destacar também

sua aplicação em outras áreas tecnológicas, como no desenvolvimento de embalagens

biodegradáveis para alimentos (OLIVEIRA FILHO et al., 2019). Tais compostos são

também de grande relevância na indústria farmacêutica, dada sua potencialidade em

ações anti-hipertensivas, antitrombóticas, antitumorais, anti-inflamatórias e

antioxidantes (DAMASCENO et al., 2016).

Dentre esta vasta gama de processos bioativos associados a estes compostos,

merece destaque sua ação antioxidante. Durante o processo de metabolismo,

compostos são liberados em nosso organismo, sendo que, alguns em excesso podem

apresentar toxicidade a ponto de levar ao envelhecimento, danos ou até morte das

células devido ao estresse oxidativo, e essas moléculas são comumente definidas

como radicais livres. Do ponto de vista químico, estes compostos apresentam um ou

mais elétrons não pareados, o que os tornam muito instáveis, altamente reativos e com

vida útil relativamente curta. Para diminuir e inibir os danos causados pelos radicais

livres nas células, entram em ação os agentes antioxidantes (BIANCHI; ANTUNES,

1999)

Compostos antioxidantes, em especial, são substâncias que possuem a

capacidade de transferência de cargas com radicais livres, mantendo-os estáveis e

evitando os efeitos nocivos destes compostos sobre as células, em especial, processos

associados ao “envelhecimento” celular (FERREIRA et al., 2015). Tais compostos

podem ser classificados como enzimáticos ou não enzimáticos. Dentre os compostos

antioxidantes enzimáticos, pode-se destacar o superóxido dismutase, a catalase, a

peroxidase, glutationa redutase e glutationa peroxidase. No caso dos compostos não

enzimáticos, existe uma subdivisão entre compostos metabólitos, produzidos pelo

organismo, como: melatonina, ácido úrico, ácido lipoide, bilirrubina, coenzima Q10,

proteínas quelantes de metais, transferrina etc, e os compostos nutritivos não

produzidos pelo corpo: vitamina E, vitamina C, flavonóides, ácidos graxos, ômega-3

(DHALIWAL; SINGH, 2015).
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Atualmente, existe no mercado uma série de antioxidantes sintéticos, porém

geralmente são de uso restrito, dada a sua alta toxicidade e possíveis danos que

podem induzir ao DNA (SOARES, 2002). Tal fato motiva a busca por compostos com

atividade antioxidante advindos de fontes naturais e seguras, tanto para o uso em

alimentos, quanto em medicamentos. Neste sentido, peptídeos bioativos têm

conseguido destaque.

A produção destes compostos pode ser feita por meio de vários métodos, como:

tratamento químico, fermentação microbiana de proteínas (alimentos), extração de

solventes e hidrólise enzimática, sendo este último o mais indicado quando se trata de

indústria farmacêutica e alimentícia, dado o menor número de resíduos tóxicos nos

produtos finais (SILA; BOUGATEF, 2016).

Muitos peptídeos relativamente pequenos e derivados de AA, têm variadas

funções biológicas com efeitos fisiológicos significativos em nosso organismo. Por

exemplo, quando o grupo ácido da histidina é removido, ela é convertida em histamina,

a qual está relacionada a diversas funções biológicas, com potente atividade

vasodilatadora. Outro exemplo é a serotonina, um importante neurotransmissor

produzido a partir do triptofano. Também pode-se citar a carnosina, um dipeptídeo de

ocorrência natural encontrado no tecido muscular (CAMPBELL; FARREL, 2015).

AA compõem inúmeros antioxidantes conhecidos, como o trí-peptídeo

Glutationa, formado a partir de resíduos de três aminoácidos (Cys, Gly e Glu), presente

em quase todas as células do nosso organismo, tanto no meio intra quanto extracelular.

Estudos reportados nos anos 90, indicam uma correlação entre baixas concentrações

de Glutationa com a ocorrência de algumas doenças, como por exemplo a AIDS,

estando também ligadas a um maior risco de estresse oxidativo e a ocorrência de

infecções oportunistas, o que evidencia o potencial antioxidante deste peptídeo. De

fato, este composto atua de maneira efetiva na proteção celular contra mudanças

causadas pela oxidação e também trabalha defendendo o meio celular contra os

xenobióticos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; JÚNIOR et al., 1998).

Moléculas com anéis aromáticos e hidroxilas em sua composição, têm se

mostrado promissores antioxidantes. Em especial, a presença de compostos fenólicos

em plantas está associada às suas atividades farmacológicas, inibição da oxidação
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lipídica e inibição da proliferação de fungos (SOARES, 2002b). Em especial, a

presença de ramificações polares, como, por exemplo, a histidina, são capazes de

potencializar a atividade antioxidante destes compostos (LUNA-VITAL et al., 2015).

Além dos alimentos naturais e do nosso organismo, os bioativos com efeitos

antioxidantes também podem ser encontrados em outras formas, como por exemplo,

na secreção da pele de diferentes anfíbios. Um exemplo interessante é o peptídeo

bioativo Salamandrina-I (FAVWGCADYRGY-NH2) descoberto e isolado de glândulas de

salamandras pela primeira vez em 2020 (PLÁCIDO et al., 2020), e a sequência

TWYFITPYIPDK extraída e isolada da pele de rãs tropicais (BARBOSA et al., 2018), os

quais apresentam importantes funções antioxidantes.

Dada a potencialidade destes compostos, inúmeras indústrias na área de

inovação tecnológica, farmacêutica, e alimentícia, se interessam e buscam explorar os

benefícios dos peptídeos antioxidantes. Um exemplo deste tipo de empresa, é a

Bioprospectum, parceira do presente projeto, que visa o desenvolvimento de ativos

biotecnológicos com base na bioprospecção de moléculas naturais e/ou produtos da

biodiversidade (Bioprospectum, 2021).
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1. Materiais

Os materiais de interesse do presente trabalho são os aminoácidos (AA) e

algumas de suas estruturas estendidas, em especial dipeptídeos e tripeptídeos. De

forma geral, AA são compostos quaternários baseados prioritariamente em carbono,

hidrogênio, oxigênio e nitrogênio. Sua estrutura básica envolve um grupo amina e um

grupo carboxila, ligados ao carbono α, o qual é também conectado a um hidrogênio e

uma cadeia lateral (R) que determina a natureza do AA (Figura 3).

Figura 3. Estrutura básica de um aminoácido.

Fonte: A autora

Existem 20 aminoácidos ditos primários, os quais são os compostos de interesse

do estudo aqui apresentado. A Figura 4 ilustra a estrutura e nomenclatura destes

compostos. O símbolo de cada AA e sua abreviatura são apresentados entre

parêntesis.
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Figura 4. Estrutura e nomenclatura dos aminoácidos considerados no presente trabalho.

Fonte: A autora
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Na Figura 4, os AA carregados positivamente e negativamente, estão

representados sem suas devidas cargas. AA positivos comumente apresentam grupos

R N-protonados, os AA negativos, por sua vez, são deprotonados, levando à formação

de COO- no grupo R. Dado o interesse do presente trabalho em avaliar possíveis

propriedades bioativas destes compostos, optou-se por se investigar os peptídeos em

sua forma dominante no meio fisiológico. Neste sentido, a Histidina (H), que na

literatura é citada como um AA positivamente carregado, foi aqui avaliada em sua

forma neutra (“PepCalc.com - Peptide calculator”, 2021). Os demais AA seguiram sua

definição padrão (carga 0 para os AA polares, apolares e aromáticos; carga +1 para K

e R; e carga -1 para D e E).

Por meio de ligações envolvendo o grupo amina e o grupo carboxílico dos AA

(ligações peptídicas), obtém-se os peptídeos e as proteínas. No presente trabalho

foram também avaliados dipeptídeos e tripeptídeos no sentido de se identificar como as

propriedades das unidades monoméricas (AA) se manifestam em estruturas mais

estendidas, visando o estabelecimento de padrões.

Diferentes combinações de di- e tripeptídeos foram confeccionadas,

considerando-se a Glicina (G) (como padrão de comparação) e outros AA selecionados

com base nos resultados do estudo das unidades. Diferentes ordens de sequência

foram empregadas, visando avaliar a influência da posição relativa dos AA.

Desta forma, na presente monografia foram estudados: i) os 20 AA primários

isolados; ii) 8 dipeptídeos (GD, DG, GH, HG, GM, MG, GW e WG); e iii) 6 tripeptídeos

(GGW, GWG, WGG, GGF, GFG e FGG). Todas as estruturas foram confeccionados em

sua forma e zwitteriônica, dado o interesse de suas propriedades em solução com pH

fisiológico (~7.4), e também na forma não zwitteriônica para a análise e possível

estabelecimento de padrões.

4.2. Metodologia

4.2.1. Otimização de geometria

Um dos maiores cuidados a serem tomados em cálculos de estrutura eletrônica

está associado à obtenção de estruturas de qualidade do sistema em estudo.
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Descrever satisfatoriamente as características estruturais é de grande importância, não

apenas porque as propriedades eletrônicas obtidas de cálculos de estrutura eletrônica

dependem parametricamente das posições nucleares consideradas, mas também

porque estas características, em si, muitas vezes permitem compreender/prever

fenômenos físicos associados ao sistema de interesse, em especial em se tratando de

sistemas bioativos. Neste sentido, uma atenção especial foi dada aos métodos de

otimização de geometria dos compostos.

As estruturas dos compostos foram inicialmente projetadas com o auxílio do

pacote computacional Avogadro (HANWELL et al., 2012). Após a obtenção de

estruturas iniciais, pré-otimizações foram realizadas empregando-se uma abordagem

Hartree-Fock com método semiempírico PM6 (do inglês parametric method 6)

(STEWART, 2007), implementado no pacote computacional MOPAC2016 (STEWART,

2016). As estruturas pré-otimizadas foram então re-otimizadas numa abordagem

baseada na teoria do funcional da densidade, DFT (do inglês density functional theory)

(KOHN; SHAM, 1965) utilizando-se o funcional de correlação e troca híbrido B3LYP

(BECKE, 1993; LEE; YANG; PARR, 1988; STEPHENS et al., 1994; VOSKO; WILK;

NUSAIR, 1980) e funções de base 6-311G, com o auxílio do pacote computacional

Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009). Abordagens similares têm sido empregadas com

sucesso por nosso grupo de pesquisa no estudo de peptídeos de diferentes extensões

e com variadas propriedades biológicas (PLÁCIDO et al., 2020).

A presença do solvente (água) foi simulada por meio do método PCM (do inglês

polarizable continuum model) (TOMASI; MENNUCCI; CAMMI, 2005). Neste método, a

presença do solvente é simulada posicionando-se o sistema no interior de uma

cavidade relativa a um meio dielétrico. Apesar de sua simplicidade, o método PCM

apresenta uma boa relação custo-benefício, sendo empregado com sucesso no estudo

de sistemas zwitteriônicos diversos (CARICATO; MENNUCCI; TOMASI, 2006; GOMES;

BATAGIN-NETO; LISBOA-FILHO, 2021; GUEVARA-LEVEL et al., 2019; PEDONE;

BARONE, 2010; WU; GAO; ZHENG, 2019).

4.2.2. Estudos de reatividade

O estudo de reatividade dos sistemas foi realizado por meio de Índices de Fukui
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Condensados sobre os átomos (IFCA). Tais descritores permitem avaliar quais regiões

de uma dada molécula são mais propensas à entrada ou retirada de elétrons (YANG;

MORTIER, 1986). De forma geral os IFCA são definidos de acordo com o tipo de

reação a ser observada, sendo expressos por meio da Equação 1:

f +=qk(N+1) - qk(N)

f -=qk(N) - qk(N-1) (1)

f 0=½[qk(N+1) - qk(N-1)]

Sendo M o sistema de interesse (com N elétrons), qk(N+1), qk(N) e qk(N−1)

representam as populações eletrônicas sobre o k-ésimo átomo nas espécies M−, M e

M+, respectivamente. Neste sentido, os IFCAs podem ser considerados como uma

aproximação linear da derivada da densidade eletrônica local em função da variação do

número de elétrons dos sistemas (LEWARS, 2011).

Os índices f +, f - e f 0 são empregados, respectivamente, para a análise de

reações envolvendo agentes externos nucleofílicos (que tendem a doar elétrons para

M), eletrofílicos (que tendem a retirar elétrons de M) ou radicais livres (interação sem

troca de elétrons) atuando sobre o k-ésimo átomo do sistema M. Tais descritores vem

sendo empregados com sucesso no estudo de reatividade de compostos orgânicos

diversos, inclusive peptídeos e outros materiais (ALVES et al., 2020; BARBOZA;

GOMES; BATAGIN-NETO, 2021; DO AMARAL RODRIGUES et al., 2019; LASCANE et

al., 2020; MAIA; VENTORIM; BATAGIN-NETO, 2019; MANDÚ; BATAGIN-NETO, 2018;

PLÁCIDO et al., 2020; RODRIGUES DE ARAÚJO et al., 2019).

No presente trabalho, os IFCA foram obtidos numa abordagem DFT,

utilizando-se o mesmo funcional (B3LYP), funções de base (6-311G), método de

descrição do solvente (PCM) e software (Gaussian 09) empregados na otimização de

geometria.

Para facilitar a interpretação dos dados, mapas com escalas de cor foram

confeccionados para IFCA, onde as reatividades locais foram representadas por meio

de uma escala RGB (vermelho > laranja > amarelo > verde > azul). Para tanto foi

empregado o software Jmol (HERREZ, 2008) além de scripts em bash e rotinas em
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Fortran 90, já previamente desenvolvidas no grupo de pesquisa.

4.2.3. Análise de propriedades antioxidantes

Para classificar as moléculas estudadas, em relação a sua capacidade de

doação e aceitação de elétrons, foram construídos mapas doador-aceitador (DAM). Tal

mapa é obtido considerando-se os índices de aceitação (Ra) e doação (Rd) de elétrons

do sistema de interesse. Em geral, as propriedades antioxidantes de compostos

diversos estão associadas à capacidade de transferência de carga (doação ou

aceitação) com radicais livres, levando a sua inativação e proteção, de agentes

relevantes no funcionamento de organismos.

Neste contexto, a atividade antioxidante de compostos pode ser estimada por

meio da análise da propensão destes materiais em doar (ω-) ou receber (ω+) elétrons

de agentes externos diversos. Tal propriedade pode ser quantificada com o uso das

relações descritas nas Equações 2 e 3 (MARTÍNEZ et al., 2008).

(2)

(3)

sendo que l representa valores de energia de ionização e A a afinidade eletrônica,

estimados conforme as Equações 4 e 5:

(4)

(5)

sendo que E(J) descreve a energia total dos sistemas com J elétrons, obtidas numa

abordagem DFT/B3LYP/6-311G/PCM.

Com base na análise comparativa dos valores de ω- e ω+ com descritores de

aceitadores e doadores típicos, como os átomos de Flúor (F, de alta

eletronegatividade), e o Sódio (Na, eletropositivo), pode-se definir os índices Ra e Rd,

associados, respectivamente, à capacidade eletroaceitora e eletrodoadora dos
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compostos. Em geral altos valores de Ra e baixos valores de Rd definem moléculas

com alta atividade antioxidante (ou seja, com capacidade eletroaceitora e eletrodoadora

intensificada) que é definido pelas Equações 6 e 7 (MARTÍNEZ et al., 2008).

(6)

(7)

Tipicamente são empregados os valores de ω-
Na=3,46 e ω+

F=3,40 (MARTÍNEZ et

al., 2008). A Figura 5 ilustra como o DAM pode ser empregado na análise comparativa

entre as capacidades aceitadora/doadora de elétrons e da atividade antioxidante dos

compostos.

Figura 5. Exemplificação de uma análise comparativa via DAM e classificação dos sistemas com base

nos valores relativos obtidos.

Fonte: Adaptado de Martínez et al. (2008).
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1. Estudo dos aminoácidos (estruturas monoméricas)

A Figura 6 ilustra a posição dos níveis de energia dos orbitais de fronteira dos

diferentes AA zwitteriônicos (azul) e não-zwitteriônicos (vermelho) avaliados. São

apresentados o HOMO (linhas inferiores) e LUMO (linhas superiores) representando,

respectivamente, o orbital de maior energia ocupado (do inglês highest occupied

molecular orbital) e o orbital de menor energia desocupado (do inglês lowest

unoccupied molecular orbital). As linhas pontilhadas indicam a posição dos níveis de

energia da Glicina (G), tomada como referência, dada a natureza do grupo ligado ao

carbono alfa (H).

Figura 6. Alinhamento dos níveis de energia de fronteira dos AA: espécies  não-zwitteriônicas

(vermelho) e zwitteriônicas (azul).

De forma geral, os orbitais de fronteira dos compostos carregam importantes

informações acerca da reatividade química dos sistemas, uma vez que são estes

orbitais que se encontram associados aos processos de transferência de carga e

transições eletrônicas (FUKUI, 1982). Em especial, na Figura 6 pode-se observar que

os AA aromáticos, apresentam valores de HOMO mais altos e LUMO mais baixos, o

que sugere que tais compostos sejam bons doadores e bons aceitadores de elétrons, o
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que é mais evidente no caso do Triptofano (W). De fato, tal AA domina a reatividade

reportada em peptídeos bioativos, como a Salamandrina-I (S-I), possuindo um grande

potencial antioxidante, conforme reportado em outros trabalhos (EHRENSHAFT;

DETERDING; MASON, 2015; FUENTES-LEMUS et al., 2016).

Altos valores de HOMO são também observados nos sistemas negativamente

carregados (Ácidos aspártico e glutâmico, D e E, respectivamente) e na Metionina (M),

enquanto que baixos LUMOs são observados para a Lisina (K) e Histidina (H), ambos

positivamente carregados, o que sugere também certa reatividade destes compostos

em sistemas polipeptídicos.

Pode-se observar que tanto nos AAs zwiteriônicos quanto nos não-zwiteriônicos,

o comportamento é o mesmo, com leves diferenças nos valores absolutos. De forma

geral, nota-se que espécies zwitteriônicas apresentam variações de cerca de +0.5 eV

na posição dos orbitais de fronteira, com exceção dos AA: i) Prolina (P), Metionina (M),

Treonina (T), Tirosina (Y) e Histidina (H), os quais não apresentam variações

significativas no HOMO; ii) Triptofano (W), Ácido aspártico (D) e Ácido glutâmico (E),

com variações negativas do HOMO (redução do valor da energia); e iii) os aromáticos

(W, Y e F), Cisteína (C), Asparagina (N), Lisina (K) e Arginina (R) com variações menos

significativas no LUMO.

Em se tratando de estruturas oligoméricas (polipeptídicas), pode-se esperar que

unidades com maiores valores de EHOMO e menores valores ELUMO dominem a

reatividade dos sistemas. De fato, considerando a existência do acoplamento eletrônico

entre as unidades, pode-se supor que sistemas que satisfaçam estas condições atuam

como espécies “trapeadoras” de carga dentro das sequências (ou seja, sítios

aceitadores/doadores de elétrons), atuando da seguinte forma:

● armadilhamento de elétrons devido aos baixos valores de LUMO: ao serem

inseridos no composto (por meio da interação deste com espécies externas

nucleofílicas) tais elétrons tendem a ocupar níveis mais baixos de energia, os

quais situam-se sobre os sítios trapeadores;

● armadilhamento de buracos (ou ausência de elétrons nos orbitais de valência,

definição empregada na descrição de semicondutores (ASHCROFT; NERMIN,

2010)) devido aos altos valores de HOMO: ao se remover um elétron do
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composto (por meio da interação deste com espécies externas eletrofílicas) tais

lacunas eletrônicas se deslocariam pelo material, tendendo a ocupar níveis mais

altos em energia (na verdade, os elétrons ocupam níveis mais baixos, deixando

as lacunas eletrônicas em níveis mais altos).

Desta forma, considerando-se estruturas não zwitteriônicas, pode-se supor que,

dentro de uma sequência peptídica, os AA M, F, Y, W, D e E devem atuar como centros

reativos em relação a espécies externas eletrofílicas, enquanto que as unidades F, Y,

W, K e H devem atuar como sítios de alta reatividade com relação a nucleófilos. Tais

tendências são, em geral, mantidas ao se considerar estruturas zwitteriônicas, com

uma menor dominância destas unidades, dada a aproximação dos níveis de fronteira

das espécies menos reativas com as mais reativas.

As tendências doador/aceitador dos diferentes AA são melhor exemplificadas

nas Figuras 7 e 8, as quais ilustram o DAM obtido considerando-se estruturas não

zwitteriônicas e zwitteriônicas, respectivamente. Em ambos os casos considera-se a

Glicina (G) como padrão de comparação (R=H).

Figura 7. Mapa doador-aceitador de aminoácidos primários (espécies não-zwitteriônicas).
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Figura 8. Mapa doador-aceitador de aminoácidos primários (espécies zwitteriônicas).

Com relação às espécies não zwitteriônicas (Figura 7), nota-se que:

● AA apolares: em geral tendem a ser melhores aceitadores e piores doadores que a

G. Uma importante exceção é a Metionina (M) que apresenta alta capacidade

doadora e aceitadora;

● AA polares: definem-se como melhores aceitadores e piores doadores em relação à

G. Em especial, a Cisteína (C) apresenta-se com uma boa aceitadora;

● AA aromáticos: definem-se como bons aceitadores e maus doadores. Vale destacar

a posição do Triptofano (W), o qual situa-se mais próximo ao 4º quadrante

(propriedade doadora melhorada em relação aos demais AA aromáticos);

● AA positivamente carregados: Apresentam uma distribuição anômala no DAM, com

alta capacidade aceitadora/baixa capacidade doadora para a Lisina (K) e uma

performance otimizada da Histidina (H), com altas capacidades aceitadora e

doadora. Arginina (R) situa-se nas imediações dos grupos polares;

● AA negativos: ambos os compostos apresentam capacidade doadora otimizada em

relação aos demais.
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Com relação às espécies zwitteriônicas (Figura 8) pode-se salientar as seguintes

observações:

● AA apolares: tendem a se localizar ao redor da Glicina (G), com uma única exceção

para a Metionina (M), que caracteriza-se, novamente como um melhor doador;

● AA polares: localizam-se nas proximidades dos grupos apolares, tendo a Treonina

(T) e a Cisteína (C) como melhores aceitadores (e piores doadores) e a Asparagina

(N) como melhor doador (pior aceitador);

● AA aromáticos: compostos com maior capacidade aceitadora sem grandes prejuízos

em suas propriedades doadores, características que os definem como interessantes

unidades antioxidantes;

● AA positivamente carregados: cada AA se comporta de uma maneira, sendo a que

Arginina (R) apresenta propriedades muito similares à Glicina (G); a Lisina (K) um

mal doador e um bom aceitador de elétrons; e a Histidina (H) é uma molécula

intermediária;

● AA negativamente carregados: bons doadores e maus aceitadores, sem exceção.

É interessante ressaltar que, apesar das mudanças observadas em cada

sistema, comparativamente à Glicina, todos os AA apresentados na Figura 8 podem

ser classificados como bons anti-radicais (vide Figura 5). Novamente é importante

salientar a performance otimizada dos AA aromáticos zwiteriônicos em relação aos

demais (maior proximidade com o 4º quadrante da Fig. 8) e das estruturas não

zwiteriônicas Histidina (H), Metionina (M) e Triptofano (W). De fato, uma série de

estudos recentemente conduzidos pelo nosso grupo, em colaboração com o grupo de

pesquisa do Prof. Dr. José Roberto de Souza Almeida Leite (Faculdade de Medicina -

Universidade de Brasília), do Dr. Peter Eaton (LAQV/REQUIMTE, Universidade do

Porto/Portugal) e a start-up portuguesa Bioprospectrum têm indicado que a reatividade

de diferentes peptídeos localiza-se preferencialmente sobre estes sítios, dependendo

também da posição relativa destes dentro da sequência e da formação ou não de

estruturas zwitteriônicas (BARBOSA. E. A. et al, 2021; PLÁCIDO et al., 2020;

PLÁCIDO, A., et al., 2021).

A fim de avaliar a distribuição espacial dos centros reativos sobre a estrutura dos

AA, análise de IFCA foram conduzidas. As Figuras 9-18 ilustram os resultados obtidos,
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comparando as estruturas não zwitteriônicas e zwitteriônicas. Em cada figura, da

esquerda para a direita são apresentadas, respectivamente, as representações das

estruturas 3D otimizadas e os IFCAs relativos à interação com espécies nucleofílicas

(f+), eletrofílicas (f-) e radicalares (f0). Para os IFCA é empregada uma escala de cor

RGB (vermelho - verde - azul) de modo que regiões em vermelho definem centros de

alta reatividade, enquanto que regiões em azul estão associadas a sítios não reativos.

As demais cores definem sítios com reatividade intermediária. Cada estrutura possui

sua própria escala de cor.

Figura 9. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos das estruturas de AA apolares não-zwitteriônicas
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Figura 10. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos das estruturas de AA apolares zwitteriônicas.

Figura 11. Índices de Fukui Condensadossobre os átomos das estruturas de AA polares não-zwitteriônicas.
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Figura 12. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos das estruturas de AA polares zwitteriônicas.

Figura 13. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos das estruturas de AA aromáticos

não-zwitteriônicas.

Figura 14. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos das estruturas de AA aromáticos zwitteriônicas.
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Figura 15. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos das estruturas de AA positivamente

carregados não-zwitteriônicas.

Figura 16. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos das estruturas de AA positivamente

carregados zwitteriônicas.

Figura 17. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos das estruturas de AA negativamente

carregados não-zwitteriônicas.
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Figura 18. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos das estruturas de AA negativamente

carregados zwitteriônicas.

De forma geral, em ambas as estruturas (não zwitteriônicas e zwitteriônicas)

nota-se uma predominância da reatividade sobre as regiões terminais, NH3
+ e COO- ou

NH2 e COOH. Para os sistemas não zwitteriônicos, nota-se alta reatividade com

relação a agentes nucleofílicos sobre os átomos de hidrogênio do COOH e alta

reatividade em relação a eletrófilos sobre o nitrogênio do grupo NH2, ou seja, sugerindo

a tendência a se formar estruturas zwitteriônicas no equilíbrio químico (retirada de H+

do COOH e inserção deste sobre o NH2). Um efeito oposto é observado para as

estruturas zwitteriônicas, as quais apresentam altos valores de f+ sobre os átomos de

hidrogênio do NH3
+ e altos valores de f- sobre um dos oxigênios do grupo COO-,

sugerindo a tendência a se formar estruturas não-zwitteriônicas. Tal resultado é de fato

esperado, dada a possibilidade de troca iônica nestes sistemas no equilíbrio dinâmico,

e sugere que processos associados ao equilíbrio químico e formação de estruturas

estendidas (peptídeos) dominam a reatividade das estruturas, com um papel pouco

relevante dos grupos R para a maioria dos sistemas.

No entanto, importantes exceções podem ser observadas em alguns grupos:

● AA apolares: tanto para espécies não-zwitteriônicas como zwitteriônicas, nota-se

uma alta reatividade em relação a agentes eletrofílicos sobre o átomo de enxofre

do Metionina (M), a qual pode estar associada às variações significativas

observadas no HOMO desta estrutura e a sua maior capacidade eletrodoadora;

● AA polares: de forma análoga à Metionina (M) nota-se altos valores de f- sobre o

enxofre da Cisteína (C), evidenciando a conhecida reatividade deste AA, por

exemplo na Glutationa (NETTO et al., 2007; PLÁCIDO et al., 2020). É
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interessante notar que, na espécie não zwitteriônica há uma dominância na

reatividade do enxofre, tanto em f+ como em f-. Em especial, a alta reatividade

sobre o enxofre reforça a plausibilidade de da formação de ligações dissulfeto

nestes sistemas. Ainda com relação aos AA polares, nota-se também uma

reatividade diferenciada no grupo R da Asparagina (N), em especial ao redor da

ligação C=O. É interessante notar que este sítio apresenta alta reatividade com

relação a eletrófilos (f-) na espécie não zwitteriônica, passando a ser reativo com

relação a nucleófilos (f+) na espécie zwitteriônica;

● AA aromáticos: todos estes compostos tem sua reatividade centrada sobre os

grupos R, o que possivelmente está associado à dominância do sistema pi sobre

os níveis de fronteira destes compostos. Uma interessante exceção é a baixa

reatividade sobre relativa ao f- da Fenilalanina (F) zwitteriônica;

● AA carregados positivamente: a Lisina (K) e a Arginina (R) apresentam

reatividade com relação a agentes nucleofílicos (f+) sobre os seus grupos R,

enquanto que a Histidina (H) apresenta maior reatividade sobre o grupo R em

relação a agentes eletrofílicos (f-);

● AA carregados negativamente: a reatividade com relação a agentes eletrofílicos

(f-) se encontra localizada sobre os grupos R, com alta contribuição também

sobre os COO- terminais para os sistemas zwitteriônicos. f+ segue a mesma

tendência dos demais compostos para os sistemas zwitteriônicos (alta

reatividade sobre os NH3
+ terminais) com alta reatividade sobre a cadeia

principal nos sistemas não zwitteriônicos;

É importante ressaltar que a distribuição espacial dos centros reativos aqui

apresentada para o Triptofano (W) isolado é completamente compatível com a

reportada para o peptídeo S-I (Figura 19, sequência FAVWGCADYRGY-NH2)

(PLÁCIDO et al., 2020). O que sugere que características de reatividade das unidades

monoméricas podem ser preservadas em sequência maiores, e que, em especial,

pode-se prever qual unidade deve dominar a reatividade dos sistemas considerando-se

os alinhamentos relativos entre os níveis de fronteira das unidades constituintes.
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Figura 19. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos calculados para o peptídeo bioativo

Salamandrina-I

Fonte: Adaptado de (PLÁCIDO et al., 2020)

5.2. Estudo de dipeptídeos

Visando avaliar se as propriedades eletrônicas de estruturas peptídicas

estendidas poderiam, de fato, ser compreendidas como uma combinação das

propriedades dos AA isolados, estudos envolvendo dipeptídeos foram também

conduzidos. Para tanto, foram selecionadas estruturas que apresentaram alinhamentos

relativos de interesse: i) Glicina (G) como padrão de alto gap, ii) Ácido aspártico (D)

como um representante dos AAs carregados negativamente com alto valor de HOMO,

iii) Histidina (H) como um representante dos AAs carregados positivamente com alto

valor de HOMO; iv) Metionina (M) representante do grupo dos AAs apolares com alto

valor de HOMO; e v) Triptofano (W) representante do grupo dos AAs aromáticos com

alto valor de HOMO e baixo valor de LUMO.

A Figura 20 ilustra os níveis de energia dos orbitais de fronteira das estruturas

dipeptídicas: GD, DG, GH, HG, GM, MG, GW, WG, bem como dos AA que os

constituem na forma zwitteriônica e não-zwitteriônica. A ordem dos AA indica a sua

posição em relação ao N e C terminais, de modo que o primeiro AA está mais próximo

da terminação N e o segundo do C-terminal.
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Figura 20. Alinhamento dos níveis de energia dos dímeros em comparação com os aminoácidos

utilizados, HOMO (inferior) e LUMO (superior)  espécies não-zwitteriônicas.

De maneira geral, nas estruturas não zwitteriônicas (em vermelho) nota-se que o

HOMO e LUMO dos dipeptídeos podem ser, em certo grau, estimados com base na

disposição relativa dos níveis de fronteira dos AA constituintes: o HOMO do composto

tende a ter energia próxima à unidade com o maior HOMO, enquanto que o LUMO do

dipeptídeo tende a apresentar energias próximas às das unidades com menor LUMO.

A posição dos níveis de fronteira destas estruturas (não zwitteriônicas) tendem a

apresentar uma fraca dependência com a posição relativa dos AA na sequência

peptídica com uma leve tendência de aumento do HOMO/LUMO em casos onde a

glicina situa-se nas proximidades do C-terminal, exceto para as combinações GD e DG,

onde nota-se uma leve tendência de redução dos níveis de energia.

No caso das estruturas zwitteriônicas, nota-se que o alinhamento de ambos os

orbitais de fronteira não apresentam um comportamento passível de predição com

base na posição dos níveis de energia dos AA constituintes. Por exemplo, nota-se altos

valores de EHOMO (energia do HOMO) para o sistema GD, o qual não é compatível com

a posição do HOMO, tanto da glicina como do ácido aspártico, sugerindo que nestes

sistema possam ocorrer alterações significativas devido a processo de transferência de

carga entre as unidades/terminações que devem ser melhor estudadas. Tal

comportamento anômalo das estruturas zwitteriônicas pode ser atribuído à assimetria

imposta pela formação das estruturas diméricas. De fato, ao se confeccionar os
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dipeptídeos zwitteriônicos temos a junção de duas unidades que não são exatamente

os AA em sua forma zwitteriônica, uma vez que estão diretamente em contato com

apenas uma terminação carregada (NH3+ ou COO-). Tal assimetria faz com que a

disposição dos níveis de energia destes sistemas seja mais sensível à posição

específica dos AA na cadeia, ou seja, se os mesmos se encontram ligados ao

N-terminal ou C-terminal. Em particular, nossos resultados indicam um aumento da

energia do HOMO quando o grupo dominante (de maior HOMO) se encontra ligado ao

C-terminal (ou seja, quando a glicina se encontra associada ao N-terminal) e um menor

HOMO no caso oposto (grupo dominante ligado ao N-terminal). Um mesmo efeito é

observado para o LUMO, mas em menor grau. Em especial os sistemas GM e MG

apresentam HOMO quase inalterados.

Os resultados obtidos para estes dipeptídeos evidenciam a relevância da ordem

considerada dos AA (em relação ao N e C terminais) na formação da estrutura

eletrônica dos dipeptídeos, em especial em se tratando de estruturas zwitteriônicas. Tal

influência tem sido de fato notada em sequências peptídicas maiores avaliadas pelo

nosso grupo, conforme evidenciado na Figura 21. De forma geral, a presença de

terminações NH3
+ acaba por deslocar a reatividade dos peptídeos para os grupos mais

reativos localizados nas suas proximidades. Com base nos resultados acima

apresentados, tal efeito pode ser atribuído ao deslocamento dos níveis de fronteira

destas unidades.
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Figura 21. IFCA calculados para diferentes peptídeos bioativos carregados (NH3
+) e não carregados

(NH2).

Fonte: Batagin-Neto (comunicação pessoal)

Como um exemplo de interesse, tomemos o caso da Salamandrina I. Note que

após a protonação, a reatividade do sistema em relação a agentes nucleofílicos (f+),
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inicialmente centrada unicamente sobre o AA Triptofano (W), é deslocada para a

Fenilalanina (F). Um efeito menos significativo é observado sobre f-, o qual ainda

permanece sobre o W. Tal resultado reforça a hipótese de que a posição relativa dos

AA em relação aos grupos terminais protonados pode influenciar apreciavelmente a

reatividade do sistema. Em especial, a forte influência sobre f+, indica que a presença

do grupo protonado deve alterar a posição relativa do LUMO do sistema (capacidade

de receber elétrons ou interagir com agentes externos nucleofílicos), influenciando mais

fortemente o grupo vizinho Fenilalanina (F) e deslocando a reatividade do sistema.

É importante notar que tal efeito não é observado nos sistemas não protonados

(ou seja, sem o NH3
+ terminal), nem em casos onde a Fenilalanina se encontrava mais

afastada da terminação carregada (no sistema PWLFPa), onde a reatividade da

sequência pode ser a priori predita por meio da análise dos níveis de energia de

fronteira dos AA constituintes (Figura 6).

A fim de melhor avaliar como a reatividade das unidades é alterada mediante a

formação de estruturas mais estendidas, buscou-se avaliar os IFCA dos dipeptídeos

selecionados. As Figuras 22 e 23 ilustram os mapas de coloração dos índices de

reatividade, seguindo-se o mesmo padrão empregado para os AA.
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Figura 22. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos dos dipeptídeos não-zwitteriônicos.
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Figura 23. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos dos dipeptídeos zwitteriônicos.

Por meio da análise dos IFCAs pode-se identificar os seguintes padrões de

reatividade:

● Sistemas não zwitteriônicos tendem a apresentar maiores valores de f+ sobre os

grupos COOH terminais, enquanto que sistemas zwitteriônicos têm sua reatividade

em relação a agentes nucleofílicos centrada sobre os grupos NH3
+. Uma importante
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exceção são os sistemas baseados em Triptofano, os quais possuem reatividade

associada a f+ centrada sobre este AA aromático;

● Com relação a f- (reatividade associada a agentes externos eletrofílicos) nota-se a

dominância dos grupos i) D em GD e DG; ii) H em GH e HG; iii) M em GM e MG e iv)

W em GW e WG. Tal dominância é observada tanto em sistemas não zwitteriônicos

como zwitteriônicos, sendo também distribuídas sobre o grupo COO- nas espécies

zwitteriônicas;

● O Triptofano domina a reatividade, tanto com relação a f+, como f-, em todos as

condições.

Os resultados obtidos a análise dos IFCA sobre os dímeros, em conjunção com

os dados de reatividade previstos para as sequências peptídicas apresentadas na

Figura 21, sugerem que a análise do alinhamento relativo dos níveis de energia dos AA

(Figura 6) possa ser empregada para se prever a posição de sítios reativos de uma

dada sequência peptídica, principalmente no que tange à reatividade associada a

agentes externos eletrofílicos (f-). De fato, estruturas com maiores níveis de HOMO

tendem a dominar a distribuição espacial de f-, definindo-se como sítios preferenciais

de reação. Por outro lado a reatividade associada a f+ (com relação a agentes

nucleofílicos) tende a ser dominada pelas terminações em ambos os casos

(zwitteriônico e não zwitteriônico), e deste modo sendo mais associada à processos de

troca iônica. Tal resultado pode estar associado à similaridade da posição do

energética do LUMO na maioria dos AA, o que evidencia a dominância da reatividade

dos AA aromáticos nestes casos.

Neste sentido, considerando-se os alinhamentos relativos apresentados na

Figura 6, os seguintes AA tenderiam a dominar as reatividades de sequências

peptídicas: i) M, F, Y, W, H, D e E para reações envolvendo espécies eletrofílicas; ii) F,

Y e W para reações envolvendo espécies nucleofílicas.

Por fim, visando melhor avaliar a influência da formação dos dipeptídeos nas

propriedades doador-aceitador das sequências, buscou-se comparar a capacidade

eletrodoadora/eletroaceitadora das diferentes estruturas diméricas em relação ao seus

AA constituintes. As Figuras 24 e 25 ilustram os DAMs destes sistemas.
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Figura 24. Mapa doador-aceitador dos dipeptídeos e AA não-zwitteriônicos.

Figura 25. Mapa doador-aceitador dos dipeptídeos e AA zwitteriônicos.

De modo geral nos dipeptídeos não zwitteriônicos (Figura 24) observa-se que as

estruturas resultantes tendem a apresentar comportamentos intermediários em relação

às suas unidades constituintes, com maior proximidade com a AA dominante. Assim a

presença da unidade D leva a um aumento da capacidade doadora dos sistemas GD e

DG em relação ao à G isolada, da mesma forma com que W aumenta a capacidade
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aceitadora dos sistemas WG e GW em relação à G. As estruturas baseadas em H e M

são muito similares entre si.

Um efeito similar é observado para as estruturas zwitteriônicas, com um efeito

mais evidente da posição relativa entre os AA constituintes no caso WG e GW. De

forma geral, os dipeptídeos tendem a apresentar capacidades aceitadora de elétrons

superiores às de suas unidades constituintes (com exceção para o GW). A capacidade

doadora pode ser mensurada como uma média dos AA constituintes (novamente com

exceção para o GW).

De forma geral os resultados para as espécies zwitteriônicas reforçam a

hipótese de que AA dominantes próximos ao C-terminal tenderiam a influenciar o

HOMO, reduzindo RD (como observado para as estruturas GD, GH e GM, em relação

aos seus análogos), enquanto que AA dominantes próximos ao N-terminal tenderiam a

influenciar o LUMO, aumentando RA (como observado para o WG) contudo maiores

estudos são ainda necessários. Um efeito oposto é observado para os sistemas não

zwitteriônicos.

É importante ainda ressaltar que a estrutura eletrônica diferenciada do Triptofano

(W) (alto HOMO e baixo LUMO) de fato interfere apreciavelmente nas propriedades

antioxidantes de sistemas mais estendidos, como temos observado em outros

sistemas.

5.3. Estudo de estruturas mais estendidas (tripeptídeos)

Conforme apresentado nas seções anteriores, pode-se observar certa influência

da posição relativa dos AA na cadeia na reatividade local e disposição energética dos

níveis de fronteira das estruturas mais estendidas. Visando melhor avaliar tal efeito,

procurou-se investigar a configuração eletrônica de 2 sistemas modelo baseados em

estruturas com 3 AA (trímeros ou tripeptídeos) em configurações distintas, sendo eles:

i) Glicina e Triptofano: WGG, GWG, GGW; e ii) Glicina e Fenilalanina: FGG, GFG,

GGF.

As Figuras 26 e 27 ilustram as disposições energéticas dos níveis de fronteira

obtidos para os sistemas não zwitteriônicos (vermelho) e zwitteriônicos (azul).
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Figura 26. Alinhamento dos níveis de energia dos tripeptídeos (WGG, GWG e GGW) em comparação

com os aminoácidos utilizados, HOMO (inferior) e LUMO (superior).

Figura 27. Alinhamento dos níveis de energia dos tripeptídeos (FGG, GFG e GGF) em comparação com

os aminoácidos utilizados, HOMO (inferior) e LUMO (superior).

Note que tanto o W como o F tendem a dominar as propriedades eletrônicas dos

tripetídeos, dado o alinhamento relativo dos orbitais de fronteira (alto HOMO e baixo

LUMO), o que é mais evidente no caso do Triptofano. É importante também notar que a

posição dos níveis de energia dos orbitais de fronteira dos sistemas apresenta, de fato,
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uma pequena dependência com a posição relativa dos AA em relação aos grupos

terminais, a qual é mais pronunciada nos sistemas zwitteriônicos.

Nos sistemas não zwitteriônicos observa-se um aumento dos níveis de energia

quando os AA dominantes situam-se nas proximidades do N-terminal, e uma redução

destes quando o mesmo situa-se próximo ao C-terminal. Um efeito oposto é observado

no caso dos sistemas zwiteriônicos.

É interessante ressaltar que a redução observada no LUMO da espécie

zwitteriônica FGG juntamente com a ausência de alterações significativas do LUMO do

trímero GWG (em relação ao W isolado) permite compreender a alteração da

reatividade das sequências apresentadas na Figura 21. Para estes sistemas nota-se

um deslocamento da reatividade, inicialmente centrada sobre o grupo Triptofano (do

centro da cadeia), para a Fenilalanina quando esta situa-se nas proximidades dos

N-terminais protonados. De acordo com as Figuras 26, 27 e 6, tal alteração tenderia a

aproximar o LUMO da F do LUMO do W, fazendo com o esta unidade pudesse,

eventualmente, dominar a reatividade do sistema como um todo em relação a espécies

químicas nucleofílicas (o que é descrito por f+). Tal resultado é de grande valia na

identificação e predição da posição de centros reativos em sistemas polipeptídicos.

Visando melhor avaliar estas considerações, realizamos, por fim, a análise da

influência da posição dos AA na reatividade dos tripeptídeos. As Figuras 28-31 ilustram

mapas de cor dos IFCA dos diferentes trímeros, seguindo-se o mesmo padrão

empregado para os AA e dipeptídeos.
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Figura 28. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos dos tripeptídeos WGG, GWG e GGW

não-zwitteriônicos.

Figura 29. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos dos tripeptídeos WGG, GWG e GGW

zwitteriônicos.
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Figura 30. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos dos tripeptídeos FGG, GFG e GGF

não-zwitteriônicos.

Figura 31. Índices de Fukui Condensados sobre os átomos dos tripeptídeos FGG, GFG e GGF

zwitteriônicos.

Nos sistemas WGG, GWG e GGW é evidente o domínio da unidade W na

reatividade dos tripeptídeos, independentemente da ordem do AA dominante (W, o qual

apresenta menores energias de LUMO e maiores energias de HOMO). Tal resultado

sugere que esta unidade deve desempenhar um importante papel no mecanismo de

atuação de peptídeos bioativos, como de fato já tem sido relatado na literatura

(EHRENSHAFT; DETERDING; MASON, 2015; FUENTES-LEMUS et al., 2016;

PLÁCIDO et al., 2020). A ausência de alterações significativas na reatividade dos

sistemas baseados em W e sua presença nos sistemas contendo F, indicam que a
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influência das alterações dos níveis de energia de fronteira no primeiro caso não são

capazes de alterar a dominância dos AA constituintes (e/ou das terminações) na

reatividade do sistema.

Por outro lado, a evolução da reatividade nos sistemas FGG, GFG e GGF pode

ser compreendida com base na análise dos níveis de fronteira dos sistemas (Figura

27). Primeiramente é importante ressaltar a dominância esperada da F em relação às

G no que tange a formação do LUMO da estrutura tripeptídica, uma vez que tal AA

apresenta um menor valor de LUMO tanto nos sistemas não zwitteriônicos, como

zwitteriônicos. Tal dominância, no entanto, não é tão evidente em se tratando do

HOMO. Devido a isso, e à baixa dependência do LUMO com a posição do AA

dominante nas estruturas, a reatividade do sistema associada à f+ é geralmente

dominada pela Fenilalanina na estrutura trimérica. Uma importante exceção é o

sistema GGF zwitteriônico, neste tripeptídeo nota-se a reatividade centrada sobre o

grupo NH3
+ do N-terminal, o que pode ser associado ao aumento mais significativo da

energia do LUMO quando o AA dominante (F) situa-se nas proximidades do C-terminal

(vide GGF zwitteriônico da Figura 27), levando a uma resposta similar à observada

para os dímeros com altos LUMOs (Figura 23), sugerindo que o LUMO da F não mais

domina a reatividade do sistema.

Em especial, a concentração da reatividade nas terminações NH3
+ (para f+) e

COO- (para f-) observadas apenas para alguns sistemas específicos, sugere a

existência de um limiar de valores do LUMO (para f+) e HOMO (para f-) a partir dos

quais estas terminações passam a dominar a reatividade dos sistemas. Dado o papel

dominante do W em todos os casos, e o domínio transiente da F nos sistemas

tripeptídicos, pode-se estimar este valor para as estruturas zwitteriônicas como estando

entre -0.75 e -0,34 eV no caso do LUMO (região onde situa-se o LUMO dos trímeros

FGG e GGF), onde observamos a transição da reatividade da F para o NH3
+; e ao redor

-6,00 eV no caso do HOMO, onde nota-se a tendência do COO- passar a dominar a

reatividade do WGG e da F começar a apresentar certa reatividade no sistema GGF.

Um efeito similar é notado nos sistemas não zwitteriônicos, com f+ centrado

sobre o grupo COOH do C-terminal e f- sobre o NH2 do N-terminal, contudo com
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diferentes alterações dos níveis de fronteira. Tais fenômenos, no entanto, carecem

ainda de maiores investigações.
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6. CONCLUSÕES

Propriedades eletrônicas, estruturais e de reatividade local de AA, dipeptídeos e

tripeptídeos foram avaliadas por meio de cálculos de estrutura eletrônica, numa

abordagem DFT, a fim de se identificar padrões de reatividade e associados ao

alinhamento dos níveis de fronteira destes sistemas.

Os resultados evidenciam as diferentes propriedades dos AA, as quais

influenciam a reatividade de sequências peptídicas. Em especial um papel bastante

relevante pode ser identificado para os AA aromáticos, carregados, e a Metionina (M)

no que tange a reatividade com relação a agentes externos eletrofílicos e AA

aromáticos com relação a agentes externos eletrofílicos. Dados obtidos do estudo de

AA permitem compreender resultados de reatividade observados em sequências de

peptídeos bioativos recentemente reportadas. Análise de mapas doador-aceitador

indicam apreciáveis atividades antiradicalares para todas as unidades, em especial

para os AA aromáticos.

Os resultados obtidos do estudo de dipeptídeos selecionados indicam a

influência da posição relativa dos AA na reatividade das sequências, especialmente em

sistemas zwitteriônicos, a qual é compatível com dados anteriormente observados pelo

grupo. Os dados sugerem uma forte interação eletrônica entre as unidades, de modo

que as posições dos níveis de energia podem ser apenas marginalmente estimados

com base na combinação dos AA constituintes, contudo, pode-se identificar quais AA

dominam a reatividade dos sistemas resultantes. Em geral, para estruturas maiores

não zwitteriônicas nota-se um leve aumento dos níveis de energia quando os AA

dominantes (com baixo LUMO ou alto HOMO) situam-se nas proximidades do

C-terminal, efeito este contrário ao observado nas estruturas zwitteriônicas onde efeitos

mais expressivos são observados. Tais resultados foram confirmados pela análise de

estruturas triméricas selecionadas.

Este trabalho apresentou ferramentas relevantes na identificação de sítios de

reatividade de polipeptídeos e avaliação de possíveis mecanismos antioxidantes destes

compostos. Permitem também avaliar de forma qualitativa sistemas antioxidantes

promissores auxiliando na bioprospecção de compostos bioativos.
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