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Resumo

A utilizagdo de simulagdes computacionais como ferramenta no estudo dos mais variados
sistemas biomoleculares nos traz a possibilidade de observar o comportamento, organizacdo e
interacdo de seus componentes em nivel atomico/molecular. Dentre as inumeras técnicas de
simulagdo computacional existentes, a mais difundida atualmente ¢ a Dindmica Molecular (DM). A
DM tem um papel importante no que diz respeito a determinag@o da estrutura, dindmica e fun¢ao de
um sistema molecular gragas a simplicidade de sua funcdo potencial. Essa fun¢do potencial e sua
respectiva parametrizacdo sdo chamadas, genericamente, de campo de forgas. Dentre os diversos
campos de forcas propostos na literatura, 0o CHARMM ¢€ um dos mais utilizados e aperfeicoados
atualmente. Com o objetivo de modelar moléculas de interesse farmacoldgico que interagem com
biomoléculas, foi desenvolvida recentemente uma extensdo desse campo de for¢as, o CHARMM
General Force Field (CGenFF). A constru¢do da versdo inicial do CGenFF foi baseada em
moléculas componentes do CHARMM como, por exemplo, o fenol, parametrizado como um
precursor para a tirosina. Todos os pardmetros ja disponiveis no CHARMM sdo convertidos e
combinados de modo a produzir novos tipos de a&tomos. Mesmo assim, o CGenFF deve ser usado
apenas para moléculas farmacoldgicas; as macromoléculas bioldgicas devem ser representadas pelo
campo de forcas CHARMM original. O estudo de moléculas de interesse farmacologico
provenientes de fontes naturais (vegetais, animais ou minerais) sempre resultou no desenvolvimento
de farmacos de grande eficiéncia para o combate de inumeras doengas. Aproximadamente 50% dos
farmacos introduzidos no mercado, durante os ultimos 20 anos, sdo derivados de pequenas
moléculas biogé€nicas. Dentre os compostos naturais com grande potencial para uso como farmacos
podemos destacar os flavonoides: eles sdo compostos polifendlicos naturalmente presentes em
vegetais, frutas, sementes, nozes e bebidas como chés e vinho tinto. Essas moléculas sdo derivadas
da benzo-y-pirona e apresentam ampla faixa de atividades bioldgicas incluindo antialérgicas, anti-
inflamatorias, antioxidantes, antivirais e anticarcinogénicas. Com o CHARMM General Force Field
(CGenFF), pretendemos modelar compostos heterociclicos, uma classe que age como uma base
para a maioria dos compostos farmacoldgicos. Em nosso trabalho, modelaremos primeiramente o
chromone, que servira de base para as cumarinas, utilizadas como aromatizantes, a quercetina e,
consequentemente, para uma diversidade de flavonoides glicosilados. Dada a disponibilidade de um
vasto numero de heterociclos e grupos funcionais, os esfor¢os para a extensio dos campos de forgas
devem envolver a ligacdo desses grupos para criar a molécula de interesse. Este trabalho propoe,

portanto, a compreensdo da metodologia empregada no desenvolvimento de parametros do CGenFF



e sua aplicagdo para a modelagem de flavonoides de interesse farmacoldgico seguidos pela

validag@o do modelo por meio de simula¢des por Dinamica Molecular.

Palavras-chave: Campo de forca. Flavonoides. Modelagem



Abstract

The use of computational simulations as a tool in the study of biomolecular systems creates
the possibility to observe the behavior, organization and interaction of the components at
atomic/molecular level. Among several computational simulation techniques, the most used is
Molecular Dynamics (MD). MD plays an important role in structure determination, dynamics and
function of molecular systems due to the simplicity of its potential function. This and their
respective parameterization are generically known as force fields. Among the existing force fields,
CHARMM is one of the most used and improved today. In order to model molecules of
pharmaceutical interest that interact with biomolecules, an extension of this force field, the
CHARMM General Force Field (CGenFF), was developed. The construction of the initial version
of the CgenFF was based in molecules which compose CHARMM, such as phenol, parameterized
as a precursor for tyrosine. All the parameters already available in the CHARMM are converted and
combined to produce new types of atoms. Nevertheless, the CGenFF should be used only for
pharmacological molecules; the biological molecules should be represented by the original
CHARMM force field. The study of molecules of pharmacological interest from natural sources
(vegetable, animal or mineral) always resulted in the development of drugs highly efficient to fight
several diseases. Approximately 50% of the drugs introduced on the market, during the last 20
years, are derived from small biogenic molecules. Among the natural components with great
potential for use as drugs we can highlight flavonoids, our study object: they are polyphenolic
compounds naturally present in vegetables, fruit, seeds, nuts and drinks like tea and red wine. These
molecules are derived from benzo-y-pirone and present a wide range of biological activity
(antiallergenic, anti-inflammatory, antioxidant, antiviral and anticarcinogenic). With CHARMM
General Force Field (CGenFF), we intend to model heterocyclic compounds, which act as a base for
the majority of pharmacological compounds. In our study, chromone will be modeled first, further
serving as scaffold for coumarin, used as flavoring, quercetin and, consequently, for several
glycolised flavonoids. Given the availability of a wide number of heterocycles and functional
groups, the efforts towards the extension of force fields should involve the bond among those
groups to create the molecule of interest. This study proposes the understanding of the methodology
employed in the development of parameters of CGenFF and its application to model flavonoids of

pharmacological interest, followed by the model validation through molecular dynamic simulations.

Keywords: Force field. Flavonoid. Modelling
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Capitulo 1

Introducao

A utilizacdo de simulag¢des computacionais como ferramenta no estudo dos mais variados sistemas é
hoje uma realidade. A andlise conjunta de resultados oriundos de experimentos reais e virtuais
permite um entendimento muito mais geral dos fendmenos envolvidos, acarretando numa
caracterizacdo mais completa dos sistemas de interesse. A aplicacao de simulaces no estudo de
sistemas moleculares traz a possibilidade de se observar o comportamento, organizagao e interacao
entre os componentes em nivel atomico/molecular e obter propriedades importantes utilizando
técnicas especificas, fazendo desses calculos ferramentas tuteis para estudos em fisico-quimica.
Dentre as inimeras técnicas de simulagdo computacional existentes, a Dinamica Molecular (DM) é
uma das mais difundidas atualmente, pois fornece resultados extremamente satisfatorios e
confiaveis [1-3]. Esta técnica consiste na resolucdo das equacdes de movimento da mecanica
classica aplicadas no estudo de sistemas moleculares, em especial de macromoléculas bioldgicas.
Isso torna possivel o estudo de sistemas complexos, em que se tratam as interagdes entre 0s atomos
sem, no entanto, considerar uma abordagem do ponto de vista da mecanica quantica, que, por
considerar todas as interagOes entre particulas subatomicas (elétrons e prétons), se torna inviavel
devido ao alto custo computacional. Além disso, tais sistemas sdao muito complexos e constituidos
por centenas de milhares de particulas, de modo que também é impossivel encontrar suas
propriedades analiticamente. Em virtude disso, a DM usa métodos numéricos para representar uma
relacdo entre experiéncias de laboratorio e teoria, o que faz com que alguns a interpretem como uma
“experiéncia virtual”.

A obtencdo, a partir de calculos de DM, de uma trajetéria contendo a evolugdo temporal do
sistema permite uma gama de possiveis analises que podem nos fornecer desde a conformacdo mais
estavel do sistema em uma determinada temperatura até intrincadas correlagdes temporais de
propriedades coletivas. E possivel também calcular médias termodinamicas de onde podemos obter
propriedades macroscopicas do sistema estudado e, entdo, compara-las com valores obtidos
experimentalmente, permitindo-nos correlacionar um comportamento microscopico com seu efeito
sobre o sistema como um todo.

As primeiras simulacdes de Dinamica Molecular foram realizadas por Alden e Wainwright

no final da década de 1950 [4] usando um modelo de esferas rigidas com choques perfeitamente



14

elasticos para representar as interacoes atomicas. Nos anos 70 o termo dinamica molecular ganhou
popularidade na fisica, e veio para explicar a aplicacdo da mecanica classica na determinagdo do
equilibrio de estruturas moleculares. Foi utilizada para examinar a dinamica dos fendmenos a nivel
atdbmico que ndo podem ser observados diretamente. A primeira simulagdo de um liquido molecular,
no caso a agua, foi realizada por Stillinger em 1974 [5]. A evolucdo dos modelos e potenciais,
juntamente com 0s avangos na area computacional permitiram a aplicacdo da técnica em sistemas
bioldgicos, muito maiores e mais complexos. A primeira Dindmica Molecular de uma proteina foi
realizada por McCammon em 1977 para estudar a BPTI [6], e de uma membrana bilipidica por van
der Ploeg e Berendsen em 1982 [7]. A popularidade da Dinamica Molecular se estendeu a diversas
areas do conhecimento: na matematica, no que diz respeito a teoria ergodica e sistemas dinamicos;
na quimica, é uma ferramenta importante na determinacgao e refinamento de estruturas de proteinas
em conjunto com técnicas experimentais a cristalografia de raios-X e NMR; além destes, também
ganhou grande destaque na bioquimica figurando como a principal técnica de simulacao
computacional em se tratando de sistemas proteicos [8-13] ou contendo membranas biologicas
[14-17].

Para descrever os sistemas de uma forma mais simples e com menor custo computacional
desacoplamos a informacdo nuclear da eletr6nica e as resolvemos separadamente. Fazendo uso
disso, na DM os efeitos eletronicos ndo sdo calculados explicitamente, e a energia total é dada por
um potencial que depende exclusivamente das posi¢does dos atomos. A Dinamica Molecular é,
portanto, um método de modelagem molecular através de simulacdo computacional que trata de um
sistema de atomos ou moléculas em que as forcas sdao geradas por potenciais atémicos classicos
efetivos e aproximados. A funcdo potencial e sua respectiva parametrizacdo sdo chamadas,
genericamente, de campo de forcas, que define os termos que descrevem como as particulas da

simulagdo interagirdo.

Campos de Forca

Dentre a grande variedade de campos de forcas existentes, 0 CHARMM (Chemistry at HARvard
Molecular Mechanics) [18] é um dos campos de forca mais antigos e vastamente utilizados,
incluindo parametros para proteinas, acidos nucleicos, lipidios e carboidratos. CHARMM é também
o nome de um dos pacotes computacionais para simula¢do por dinamica molecular que suporta este

campo de forcas: é um programa que gera e analisa simulagdes macromoleculares, incluindo



15

minimizagOes de energia, simulacOes por dinamica molecular e Monte Carlo. Foi desenvolvido
inicialmente no grupo de pesquisa do professor Martin Karplus — galardoardo com o nobel da
quimica em 2013 - na Universidade de Harvard e posteriormente adquiriu contribuicdes de
desenvolvedores por todo o mundo.

O campo de forca GROMOS [19] faz parte de um pacote computacional de mesmo nome,
proposto para a simulacdo por dinamica molecular para estudo de sistemas biomoleculares. O
pacote computacional gratuito GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulations) é
baseado no GROMOS e também desenvolvido na universidade de Groningen, pelo mesmo grupo de
pesquisadores. O GROMACS suporta todos os conjuntos de parametros do campo de forcas
GROMOS. A transicdo entre os dois programas é marcada pela adicao de alguns elementos ao
GROMACS, tais como o calculo de um tnico virial e ndo de uma soma dupla sobre as particulas, a
representacdo de todas as possiveis caixas periodicas como caixas triclinicas, entre outras.

O NAMD (Not (just) Another Molecular Dynamics) [20] é também um pacote
computacional gratuito para simulacdao por dinamica molecular desenvolvido na Universidade de
[linois, que usa um modelo de programacdo paralela com base no charmm++ (uma versdo do
CHARMM escrita na linguagem computacional C++) e se destaca por sua eficiéncia, sendo muitas
vezes usado para sistemas grandes, com milhdes de particulas. O NAMD é fortemente vinculado ao
programa para graficos moleculares VMD (Visual Molecular Dynamics), para visualizacao e
analise da trajetoria.

Embora o CHARMM seja suportado pelo pacote computacional de mesmo nome, este
campo de forcas é suportado por outros pacotes computacionais tais como o GROMACS e o
NAMD, os maiores pacotes de dinamica molecular gratuitos na atualidade. Desse modo, o
CHARMM se tornou um campo de forcas de grande destaque, devido a amplitude de moléculas que
ele pode descrever. Ha muitos esfor¢os envolvidos no aperfeicoamento dos campos de forca e nos
programas, de modo que ha um ritmo consideravel no desenvolvimento de novos modelos. Estes
modelos, por sua vez, sao bastante simples e altamente divulgados por seus desenvolvedores, como
se pode observar diante da vasta gama de tutoriais e foruns de discussao encontrados nos web sites
dos grupos de pesquisa responsaveis pela criacdo destes modelos. Um exemplo disso é a introducao
do CGenFF (Charmm General Force Field [21], uma extensdio do CHARMM que abrange um
amplo conjunto de grupos quimicos presentes em biomoléculas e farmacos, incluindo um grande
numero de anéis heterociclicos. De fato, o CHARMM, além de proteinas, suporta acidos nucleicos e
lipidios, e um nimero crescente de carboidratos, o que permite simulagoes de grande parte dos

sistemas biolégicos comumente propostos. No entanto, a abrangéncia destes campos de forca é
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limitada para a medicina e quimica computacional.

Estdao disponiveis também outros campos de forca organicos com ampla cobertura de
moléculas farmacologicas. O Campo de Forcas Molecular Merck (MMFF94) [22] foi desenvolvido
com o objetivo explicito de realizar simula¢des de dindmica molecular em sistemas de relevancia
farmacoldgica de fase condensada. Ele foi originalmente concebido como "uma combinagdo de
campo de forca para moléculas organicas e que é igualmente aplicavel para proteinas e outros
sistemas de interesse biologico"[23]. Uma desvantagem desta aproximagdo é que um campo de
forcas é construido inerentemente com precisdao para representar classes de moléculas num espaco
quimico bem definido, ou seja, ele deve reproduzir bem as propriedades ou de compostos
organicos, ou de compostos biol6gicos tais como as proteinas. Como tentativa de resolver tal
questdao, o Amber passou a incluir o General Amber Force Fiel (GAFF) [24] e o Antechamber
toolkit [25], que permite a geracdo de um modelo de campo de forcas Amber para uma molécula
arbitraria.

Pode ser tentador combinar um campo de forcas biomolecular (como o CHARMM) para
sistemas biolégicos com um campo de forcas organico (como o MMFF94) para farmacos. No
entanto, tal procedimento pode ser inviavel porque cada um usa estratégias diferentes para a criacao
dos parametros de acordo com a classe de moléculas a se tratar. Para resolver este problema, entdo,
o CHARMM General Force Field (CGenFF) foi criado. Ele é um campo de forcas organico com o
objetivo explicito de simular moléculas farmacologicas em um meio biologico, representado pelo
campo de forcas biomolecular CHARMM. Consequentemente, o CGenFF usa a mesma classe de
funcdo potencial dos outros campos de forca CHARMM, assim como, e de maneira mais geral,
todas as convencgdes para uso do campo de forcas CHARMM.

Para a construgcdo de um campo de forcas bem sucedido é essencial a definicao do espaco
quimico a ser tratado, através da escolha de componentes apropriados. Para a criacdo do CGenFF,
sdo almejadas duas classes de compostos: uma delas abrange uma vasta gama de compostos
heterociclicos, que agem como o principal constituinte para a maioria dos compostos
farmacolégicos. Por isto, é fortemente enfatizada a precisdo da otimizacdo dos parametros
intermoleculares dessas moléculas, bem como a reproducdo de suas geometrias, espectros
vibracionais e propriedades conformacionais. A segunda classe abrange uma variedade de grupos
funcionais simples. Tais grupos sdo comumente encontrados em componentes naturais, exercendo o
papel de ligar diferentes partes da molécula, tomando a forma de substituintes aromaticos e grupos
heterociclicos, as vezes em orientacdes que envolvem interagdes diretas com os pares de ligantes

biomacromoleculares. De acordo com isso, um grande niimero de ligantes macromoleculares foram
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explicitamente parametrizados quando o CGenFF foi construido.

A construcao da versdo inicial do CGenFF foi baseada em moléculas componentes do
CHARMM como, por exemplo, o fenol, parametrizado como um precursor para a tirosina. Todos os
parametros ja disponiveis no CHARMM sao convertidos e combinados de modo a produzir novos
tipos de atomos. Mesmo assim, o CGenFF deve ser usado apenas para moléculas farmacoldgicas; as

macromoléculas biologicas devem ser representadas pelo campo de forcas CHARMM original.

Flavonoides

Flavonoides sdo compostos geralmente presentes em plantas e vegetais comestiveis: nas
plantas, controlam os niveis de auxina, hormonio responsavel por regular o crescimento das plantas;
em vegetais comestiveis fornecem cor, textura e sabor. Inicialmente, foram identificados como
vitamina P que, juntamente com a vitamina C, eram consideradas importantes para resisténcia
capilar e manutencao da parede capilar; posteriormente, foram identificadas também fungoes anti
hipertensiva, anti inflamatoria, anti tumoral, anti alérgica, entre outras. Como estao presentes em
plantas e vegetais, os flavonoides inevitavelmente fazem parte de nossa dieta, com o total estimado
de aproximadamente 1g/dia . Geralmente entram no organismo na forma de glicosideos, e por sua
natureza hidrofilica ndo sdo absorvidos no intestino delgado. Muitas das fungdes biologicas dos
flavonoides sdo associadas a sua capacidade de ligar-se a metais, os que os torna “varredores” de
radicais livre e, com isso, protegem os tecidos contra radicais livres de oxigénio e peroxidagao de
lipideos [26].

Os flavonoides consistem de uma estrutura de trés anéis A, B e C, possuindo dois anéis

aromaticos (anéis A e B), sendo que o C contém o grupamento pirona, como mostrado na figura 1.1:

5

Figura 1.1 : Estrutura basica dos flavonoides
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Os flavonoides sdo compostos por subunidades derivadas de duas ou mais vias biossintéticas
mistas: o anel A é biossintetizado pela condensacdo de trés moles de malonil coenzima A derivado
do metabolismo da glicose; os anéis B e C sdo obtidos através do metabolismo da glicose através da
via do acido chiquimico.

Na natureza é encontrada uma vasta gama de flavonoides, cuja descri¢do ocorre a partir de
sua estrutura quimica, e, principalmente, a partir do seu grau de oxidacdo presente no anel C.
Ocorrem com frequéncia como glicosideos.

A primeira molécula que iremos tratar sera a quercetina, um composto fenélico disponivel
em plantas com propriedades farmacolégicas. E encontrada em vegetais como macd, cebola,
brécolis, em infusdes de chd, sucos de frutas e vinhos. Quimicamente, a quercetina é uma aglucona
da rutina e de outros glicosideos.

O crescente interesse no estudo deste composto advém das publicacdes sobre seus efeitos
farmacoldgicos. Um deles é o efeito anti viral. A quercetina teve reconhecida sua capacidade contra
virus envelopados, como, por exemplo, virus sinsiciral respiratorio [26]. Isso se deve a sua
capacidade de se ligar a proteina de revestimento viral interferindo na sintese de acidos nucleicos
virais. De modo mais geral, a quercetina se liga a proteina de revestimento viral e a danfica,
impedindo a capacidade proliferativa de subtancias téxicas ou de algum virus. A quercetina
apresenta também efeito antitumoral: ela tem sido estudada também na presenca de agentes
cancerigenos. Um exemplo é um estudo em ratos, que mostrou que a administracdo de quercetina
pode inibir o crescimento de tumores relacionados ao cancer de pele. Isso faz com que a quercetina
possa ser considerada um agente eficaz na prevencdo deste tipo de cancer, o que pode ser
relacionado a sua capacidade de promover um corte na comunicacdo entre células tumorais. A
quercetina inibe reagdes que contribuem para a formacdo de cataratas em diabéticos, inibe o
transporte de glicose para adipdcitos, e aumenta a atividade de enzimas envolvidas na quebra de
moléculas de gordura, o que sugere que este flavonoide desempenha um papel importante no
tratameto contra a obesidade [28-30].

Vamos modelar também algumas cumarinas. Elas estdo presentes em varias espécies de
plantas. Possuem odor forte e caracteristico de baunilha; sdo utilizadas como fixadores de perfumes,
aromatizantes de alimentos, produtos de limpeza, entre outros. Possui também propriedades
antibidticas tais como anticoagulante, bronco dilatadora e fungicida. Pode ser encontrada no
morango, cereja e damasco e em plantas tais como guaco, emburana, agrido, cumaru, canela, entre

outras [31].
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Figura 1.2: Estrutura basica da cumarina

Objetivos

O presente trabalho tem por objetivo a apresentacdo, familiarizagdo e aplicacdo da metodologia do
CGenFF para o desenvolvimento de parametros para moléculas organicas de interesse
famacologico. Com a modelagem adequada de tais moléculas possibilitaremos, entdo, o estudo da
interacdo das mesmas com diferentes sistemas biomoleculares utilizando simulagdes de Dinamica
Molecular. Pretendemos, com isso, contribuir significativamente para um melhor entendimento da
fisico-quimica envolvida no mecanismo de acao destes compostos.

O procedimento de modelagem detalhado e completo sera mostrado para a quercetina,
através da modelagem e posterior ligacdio do chromone e do 1,2-di-hidroxibenzeno; uma vez
modelada a quercetina, mostramos a parametrizacdo da ligacdo de anéis de aglicar para formar os
flavonoides gliosilados n55_Kaempferol-7-0-b-a-I-rhamnopira e n59_Apigenina-6-c-b-d-glucopira.
Apds a modelagem, validamos os modelos através de simulagdes por dinamica molecular desses
flavonoides em agua. As demais moléculas — demais flavonoides e as cumarinas - terdo seus
parametros exibidos nos anexos. Algumas moléculas nem chegardo a passar pelo processo de
parametrizacdo, uma vez que os parametros que as descrevem ja foram obtidos para outras

moléculas, e podem ser obtidos por analogia.

Os objetivos se resumem, entdo, nos seguintes itens:

» Compreensdo da metodologia de desenvolvimento de parametros do CGenFF;

* Aplicagdo dessa metodologia ao desenvolvimento de modelos para flavonoides e
cumarinas de interesse;

* Validacao dos modelos desenvolvidos.

Na tabela 1.1 estdo os nomes das moléculas modeladas; as estruturas encontram-se nos anexos.
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Tabela 1.1: Moléculas modeladas.

Chromone

1-2-di-hidroxibenzeno

Quercetina

CUMARINAS

Cumarina

Esculetina

4-metil-esculetina

FLAVONOIDES DERIVADOS DA QUERCETINA

Quercetina-n2

DRGFIN

Quercetina-n2

DRGFIN

DRGFIN_na

nll_miricetina

n29_Kaempferol

n64_Apigenina

FLAVONOIDES GLICOSILADOS

Mangiferina

n28_Kaempferol-3-0-b-d-gluco

n32_Quercetina_7-0-b-d-glucopira

n34_Kaempferol-3-o0-b-d-xilanopirano

n43_4-5-6-triidroxi-7-metoxiflavona

n55_Kaempferol-7-0-b-a-I-rhamnopira

n59_Apigenina-6-c-b-d-glucopira

n71_Miricetina-3-0-b-d-Glucopira
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Capitulo 2

Metodologia

2.1 - A funcao potencial

Para se obter bons resultados nas simulacdes computacionais é necessario o uso de modelos que
reproduzam adequadamente o comportamento do sistema em estudo. Os campos de forca podem
diferir nas funcdes potenciais escolhidas e na forma como seus parametros sdo validados. Os
parametros sao geralmente obtidos a partir de dados experimentais e calculos quanticos sobre
pequenas moléculas. O sistema possui uma funcdo potencial com termos vindos do campo de forga.
Partindo-se disso, as informagoes sdo obtidas derivando-se esta fungdo potencial do campo de forga.

Termos comuns entre os campos de forca sdo os termos harmonicos, que descrevem as
ligacOes covalentes entre pares de atomos e angulos entre ligacdes quimicas, termos torcionais, que
descrevem as rotacoes em torno das ligacoes, e termos que descrevem interagdes entre atomos nao
diretamente ligados, levando em conta a impenetrabilidade das nuvens eletronicas, forcas de
dispersdao e inducdo dipolar, e atracdes e repulsdes eletrostaticas. A seguir, temos uma breve
descricdo de cada termos gerais para a maioria dos campos de forca e que, somados, constituem a

funcdo potencial.
2.1.1 - Potenciais harmonicos

Termos classicos representam vibracoes caracteristicas das moléculas. Sao determinados por
suas massas atomicas e pela natureza das ligagOes quimicas. Devido a agitacdo térmica, o
comprimento da ligagio quimica de uma molécula pode oscilar. A temperatura ambiente, essas
oscilacdes ndo assumem valores muito diferentes do valor de equilibrio obedecendo a uma fungao
aproximada ao potencial de Hooke para um sistema massa-mola. Desse modo, cada ligacdo entre

pares de atomos contribui para a energia potencial molecular com:

1. \
V=2 K, b=by["

2 1)

onde b, é o comprimento de equilibrio da ligacdo e b o comprimento num instante qualquer; K, é a
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constante elastica associada a ligacao quimica especifica.
De modo analogo, o angulo entre trés atomos com ligacdes covalentes e consecutivas pode

também flutuar em torno de um angulo de equilibrio obedecendo o potencial:

1 g _pp

v
sendo K, a constante de forca para restituicao do angulo de equilibrio, que determina quao dificil é
a distor¢ao do angulo; 0 é a variacdo angular ao longo do termo e 6 , é o angulo de equilibrio, que
depende de fatores como hibridacdo dos orbitais atémicos e simetria da regido a que pertence na

molécula.
2.1.2 - Potencial torcional

O chamado potencial diedral proprio é aquele que descreve as rotagoes em torno de ligagoes

quimicas e é dado tomando-se uma expansao em série de cossenos:
V¢=K¢Z[1+Costn¢—5)} 3)

onde n é o numero de minimos para o perfil de energia de uma certa ligacdo quimica, ¢ é o angulo
diedral, & é a fase do angulo diedral e K¢ é a constante que define a altura da barreira de rotacao
[19]. Este potencial descreve a simetria rotacional das ligacGes quimicas com liberdade de rotacao.
Os angulos diedrais sdo formados por quatro atomos em sequéncia onde os trés primeiros formam
um plano que faz um angulo ¢ com o plano formado pelos trés dltimos. Os valores dos parametros
utilizados, tanto para os potencias harmonicos quanto para o torcional, dependem de cada tipo de

ligacdo quimica e sua vizinhanga em particular.
2.1.3 - Potenciais entre atomos nao diretamente ligados

As interacOes entre atomos ndo diretamente ligados sdo tratados por potenciais efetivos com
termos de longa distancia. O potencial de Lennard-Jones — usado para representar as interagdes de
van der Waals — e o potencial eletrostatico de Coulomb constituem esses tipos de potenciais que

agem sobre moléculas que interagem entre si ou mesmo entre atomos de uma tUnica molécula
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separados pelos primeiros e segundos vizinhos. Esses potenciais regem todas as interagcdes entre
atomos nao diretamente ligados ou interacdes intramoleculares com o solvente, definindo, assim, as

conformacdes das macromoléculas no meio biolégico.

2.1.4 - Interacado de van der Waals

A equacdo de van der Waals desenvolvida por Jenneriano Didermia van der Waals em 1873,
é baseada em uma corre¢do na equacao de estado para os gases ideais (PN = nrt), o que implica
numa aproximacdo melhor para o comportamento de gases nas condicdes em que ocorrem
interacoOes entre particulas. A equacao dos gases ideais segue um modelo em que as moléculas sao
consideradas como pontos que se movem livremente e colidem com os planos do recipiente que as
contém exercendo uma pressao P.

O termo repulsivo de van der Waals surge com a primeira correcao da equacao dos gases
ideais: as moléculas ndo sao tratadas como particulas pontuais, mas cada uma tem um volume
diferente de zero. Este termo de curtissimo alcance considera o volume excluido no tratamento dos
gases ideais, de modo que, a medida que as moléculas ficam muito préximas, o termo repulsivo
impede a interpenetracdo das nuvens eletronicas, respeitando uma combinacdo entre repulsdo
interatdmica e o principio de exclusao de Pauli, que proibe que pares de elétrons com os mesmos
nlimeros quanticos ocupem a mesma regiao do espago.

A segunda correcdo vem da existéncia de forcas entre as moléculas. Essas forcas atuam em
todas as direcoes, e, por isso, tendem a se cancelar. No entanto, cada molécula experimenta uma
forca de atracdo das moléculas restantes, e essa forca reduz a pressao efetiva que a molécula exerce
nas paredes do recipiente. Essa diminuicdo na pressdo deve ser proporcional ao numero de pares de
moléculas interagentes. O termo atrativo de van der Waals surge com esta corre¢do na pressao para
incluir os efeitos dessas forgas atrativas.

Pequenas flutuacdoes na densidade eletrénica em torno do ntcleo podem produzir um
momento de dipolo instantaneo, e, consequentemente, interacoes atrativas do tipo dipolo-dipolo ou
dipolo-dipolo induzido entre moléculas que ndo facam ligacdes de hidrogénio. A interagdo
dipolo-dipolo, ou dispersdo de London é de curto alcance e proporcional ao inverso da sexta
poténcia da distancia de separagdo entre os nucleos atdmicos. Combinando-se os termos atrativo e
repulsivo resultantes das corre¢des feitas na equacao dos gases ideais, obtemos o chamado potencial

de Lennard-Jones [36]:
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4

onde € é a profundidade do pogo de potencial e é é o didmetro de Lennard Jones, pardmetros estes

que dependem da natureza dos pares de atomos e sdo ajustados empiricamente.

2.1.5 - Potencial de Coulomb

Este potencial descreve as interacoes consideradas de longo alcance. Numa ligacdo quimica
entre atomos diferentes, os elétrons podem se deslocalizar sobre um dos atomos de acordo com sua
eletronegatividade; em virtude dessa preferéncia dos elétrons de se deslocarem para 4tomos mais
eletronegativos, a maioria das ligacOes covalentes serdo pequenos dipolos elétricos, cuja magnitude
depende da diferenca de eletronegatividade entre os 4&tomos que compdem essas ligacoes.

A disposicdo dos atomos eletronegativos na cadeia petidica é fator determinante para a
estabilidade da estrutura secundaria de proteinas. As interacOes entre as cadeias laterais de
aminodacidos carregados (Lys, Arg, Glu, Asp, His, N- e C- terminal e ions) polares ou formadores de
dipolos (Ser, As n, Gluén, NH, NH,, C=0, OH e agua) e quadrupolos sdo responsaveis, em muitos
casos, pela atividade bioldgica de determinados sistemas [37]. Na auséncia de agua, isto se da
devido as ligacdes de hidrogénio (C=0O...H-N) entre varias partes do esqueleto peptidio; nas
superficies expostas ao solvente, as ligacdes podem ser feitas com a prépria d4gua. Uma das formas
de determinacdo de cargas eletronicas parciais é o calculo ab-initio da densidade de cargas no
estado eletronico fundamental.

Em campos de forca moleculares, as cargas sdo colocadas no ponto central dos atomos,

dimensionados no termo de van der Waals. O potencial eletrostatico é dado pela lei de Coulomb:

__44;
Coulomb_4ﬂe er
0

)

onde g; e g; sdo as cargas residuais sobre os atomos i e j, separados pela distancia r, & = 8,853 . 10
72 (unidade do S.I.) é a permissividade no espago livre, € é a constante dielétrica, usada para

considerar a polarizacao do meio.
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2.1.6 - Funcao energia potencial total

Tendo descrito cada potencial separadamente, podemos agora construir a fungdo energia

potencial total pela soma de todos estes termos:

V(r]=V(riry )= K y[1+cos(ng -5+ %Kb{b—b0)2+%K9[9—90"2+

o, 49 ]

4ney€r,; J

(6)

Esta funcdo descreve as interacoes entre todos os atomos do sistema. A escolha de um campo de
forca depende do sistema a ser estudado e de suas propriedades. Algumas fungOes potenciais
incluem termos especificos para se tratar as ligacdes de hidrogénio. Embora existam também
funcdes que procuram uma melhor concordancia com espectros vibracionais, as conformacoes de
macromoléculas dependem mais de torcoes, repulsdes, atracOes de van der Waals e interagcdes

eletrostaticas.

2.2 - O CGenFF - Filosofia de parametrizacao

Uma vez que conhecemos os parametros que devem ser obtidos, o principal desafio no
desenvolvimento de qualquer campo de forgas é criar um protocolo de modelagem sistematico e
robusto para a obtengdo dos parametros. Tal protocolo deve ter um nivel de precisdo apropriado
para a posterior aplicacdo nos campos de forca ja existentes, de modo que o conhecimento ja obtido
acerca do campo de forcas CHARMM possa ser facilmente estendido para os grupos quimicos de
interesse tratados por esse novo campo de forca. Por esta razdo, o procedimento padrdo de
otimizacdo do CHARMM tem sido simplificado para a criagdo do CGenFF, com uma énfase maior
em calculos de mecanica quantica do que no campo de forcas biomolecular [24]. No entanto, tais
simplificacoes devem manter a consisténcia necessaria com o campo de forcas original, permitindo
a normal realizacdo de estudos computacionais de sistemas heterogéneos. Na verdade, as melhorias
no poder computacional e na metodologia da mecanica quantica permitem que calculos quanticos

com nivel de teoria suficientemente alto alcancem a precisdo necessaria.
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Para reproduzir corretamente o comportamento fisico na fase de bulk, sdo usados dados
experimentais e de mecanica quantica durante a otimizacao de parametros nao ligados. No entanto,
a reproducao de dados experimentais através de simulacdes por dindmica molecular pode ter um
alto custo temporal. Além disso, muitos grupos funcionais ainda ndo tém dados experimentais
disponiveis. Por esta razdo, a otimizacdo dos parametros tera mais énfase em resultados de
mecanica quantica do que em resultados experimentais. Os unicos casos em que dados
experimentais serdo necessarios sao situagoes onde tipos de atomos originais estdo presentes e cujos
parametros de Lennard Jones ainda ndo estdo disponiveis no CGenFF [24].

O primeiro passo para a adi¢do de uma nova molécula no CGenFF é a criacao e definicao de
um arquivo de topologia. Esse arquivo inclui os tipos de atomos do CGenFF e as cargas atomicas
parciais. Para isto devemos, primeiramente, gerar a estrutura e identificar os componentes da
molécula de interesse que ja estdo disponiveis no campo de forgas. Depois disso, criamos uma lista
dos parametros que estdo faltando e precisam ser calculados [37]. Esses parametros podem ser 1)
obtidos através de analogia com aqueles ja existentes para atomos quimicamente similares (as vezes
chamados de parametros “coringa”) ou 2) calculados e adicionados explicitamente ao campo de
forca através de sua inclusdo nos arquivos de parametros. No primeiro caso, 0s parametros
estimados devem ser testados através dos calculos de validacdo a fim de determinar se esses
parametros estdo, de fato, produzindo geometrias e energias conformacionais satisfatérias para a
molécula que estamos tratando. Isto envolve realizar simulagoes de dinamica molecular e checar se
as propriedades almejadas estdo sendo adequadamente reproduzidas. No segundo caso, é feita a
otimizacdo de parametros novos requeridos pela molécula através calculos de mecanica quantica,
seguidos por mecanica molecular e otimizagdo. Isso tem por objetivo minimizar a diferenca entre os
dados de mecanica quantica e mecanica molecular. O desenvolvimento do CGenFF requer que, para
uma dada molécula, apenas os parametros novos sejam otimizados, garantindo, assim, que seja
mantida a integridade de uma molécula previamente otimizada de onde foram extraidos os
parametros que serviram para dar inicio ao arquivo de topologia da molécula que estamos tratando.
Apesar disso, pode-se otimizar novamente parametros que ja estdo disponiveis no campo de forga,
muito embora isso possa comprometer a qualidade de moléculas ja otimizadas. Nesse caso, os
parametros novamente otimizados devem ser usados somente para nosso objeto de estudo, e ndao
devem ser adicionados ao campo de forca [24].

O campo de forgas inclui internamente uma vasta gama de parametros padrdo para a maioria
dos ligantes. Dada a disponibilidade de um vasto nimero de heterociclos e grupos funcionais, os

esforcos para a extensdao do campo de forca devem envolver a ligacdo desses grupos para criar a
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molécula de interesse. Esse procedimento requer primeiramente a selecdo de fragmentos
apropriados de moléculas no CGenFF para a ligacdao covalente desses anéis e grupos funcionais,
criando, assim, moléculas mais complexas. Para fazer isso, deve-se, primeiro, remover os atomos de
hidrogénio ligados a atomos pesados, entre os quais serdo criadas novas ligacdes covalentes. As
cargas desses atomos de hidrogénio sdao somadas a seus atomos de origem, preservando, assim, a
carga total da molécula. No caso da adicdo de grupos funcionais a uma molécula ja existente,
nenhum parametro adicional é requerido e a molécula esta pronta para ser estudada.

E importante que seja apresentada uma série de calculos de mecanica quintica bem
definidos para testar as propriedades conformacionais dos ligantes entre os anéis constituintes da
molécula de interesse, bem como para comparar as propriedades conformacionais de mecanica
quantica e mecanica molecular, e apresentar a otimizacdo apropriada. Se forem necessarios novos
parametros, como pode ser o caso quando grupos funcionais mais complexos ou ligantes sdao
adicionados, sera necessario atribuir os parametros "coringa" ou adicionar parametros que serao
calculados explicitamente, seguindo-se por validacao e otimizacao adequadas.

Quando trabalhamos com um novo componente, geralmente havera um ndmero de
pardmetros que precisam ser validados. E muito importante obter a melhor estimativa possivel para
cada parametro, pois desse modo € maior a possibilidade de que os parametros estejam adequados e
ndo seja necessario se fazer a otimizacdo. Caso a otimizacdo seja, de fato, necessaria, a alteracao
dos parametros sera menor se boas estimativas iniciais forem feitas. Valores iniciais para estes
novos parametros podem ser baseados em parametros analogos para espécies quimicas ja
disponiveis no CGenFF. Isso diminui a probabilidade de que seja necessaria mais de uma iteracao
durante o processo de otimizagao.

Uma vez que estimativas iniciais sdao feitas para os novos parametros, é necessario testar,
entdo, se sera necessaria otimizacao. Esse teste é baseado em calculos de mecanica quantica e

mecanica molecular. Caso certo nivel de aceitagdo nao seja satisfeito, deve-se realizar a otimizacao.

2.2.1 - Dados alvo

Para o desenvolvimento dos parametros da molécula que queremos estudar é necessario gerar dados
“alvo” apropriados. De acordo com a filosofia de parametrizacdo do CGenFF, esses dados alvo
serdo obtidos através de calculos de mecanica quantica, exceto para os casos onde sera necessaria a
otimizagdo de parametros de Lennard Jones, obtidos experimentalmente. Sdo apresentados, a seguir,

detalhes sobre a geracdo desses dados alvo e sua posterior utilizacdo para a otimizacdao dos
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parametros da molécula em estudo. Especificamente, os diferentes tipos de parametros sao
geralmente otimizados na seguinte ordem:
1) Parametros externos ou nao ligados: basicamente, tratam as cargas parciais atomicas e,

apenas em casos especiais, parametros de Lennard Jones.

a) Carga atomica parcial: Estimavas iniciais podem ser feitas por analogia com atomos
quimicamente similares ou pelas cargas no nivel e teoria MP2/6-31G(d), o que ja produz uma boa
estimativa para as magnitudes das cargas parciais atobmicas no CGenFF.

Para a otimizacdao das cargas, sao usados como dados alvo os calculos quanticos 1) do
momento de dipolo na fase gasosa e 2) as interacdes entre o composto de interesse, otimizado na
geometria MP2/6-31G(d), e moléculas de dgua na geometria TIP3P. O primeiro serve como um guia
para a otimizagdo das cargas para componentes com carga liquida nula; o segundo, e mais relevante,
trata-se da construcao de um complexo em que, para cada hidrogénio aceptor ou doador da
molécula de interesse, é idealizada uma ligacdo de hidrogénio com uma molécula de agua, sendo a
distancia de interacdo entre essas moléculas otimizada no nivel de teoria HF/6-31G(d), com todos
os demais graus de liberdade fixos. O nivel de teoria HF/6-31G(d), o dimensionamento das energias
e das distancias sdo usados para manter a compatibilidade com os demais campos de forca
CHARMM, utilizados para outras moléculas (proteinas, carboidratos, etc). Apesar da possibilidade
de niveis de teoria mais altos conduzirem a uma maior precisdo nas energias e geometrias das
ligacdes de hidrogénio, seu uso pode causar um desequilibrio nas interagdes de longa distancia entre
os diferentes campos de forcas CHARMM, o que compromete o posterior estudo de interacdes
entre as moléculas organicas com moléculas bioloégicas ou até mesmo com o solvente.

Existem algumas regras que facilitam a otimizacdo das cargas: hidrogénios alifaticos sempre
terdo carga +0.09e; se estiverem localizados em um atomo de carbono alifatico ligado diretamente
ou adjacente a um atomo de nitrogénio carregado positivamente, devem assumir uma carga de
+0.28e. Atomos de carbono e hidrogénio aromaticos, ndo adjacentes a heteroatomo, terdo cargas
-0.115e e +0.115e, respectivamente.

b) Parametros de Lennard Jones: sdo os Unicos parametros que implicam dados
experimentais, nos quais a densidade dos solventes e calores de vaporizacdao serao os dados alvo.

Raramente sera necessaria a otimizacao destes parametros.

2) Parametros internos ou ligados: incluem otimizacdo de geometrias, espectros

vibracionais e energética conformacional.
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a) Otimizacdo dos termos de equilibrio para ligacoes, angulos de valéncia,
multiplicidade e fase dos diedrais: sao baseados em otimizacdo de energia no nivel MP2/6-31G(d)
(ou MP2/6-31+G(d) no caso de anions).

b) Otimizacao das constantes de forca das ligacoes, angulos de valéncia, e diedrais
improprios: seguem a escala do espectro vibracional MP2/6-31G(d). Frequéncias de oscilacdao
obtidas por métodos ab-initio geralmente sdo maiores do que as obtidas experimentalmente. E
necessario, entdo, a determinagdo de fatores de escala apropriados para se obter valores similares
aos das frequéncias experimentais a partir dos valores teéricos. Para este nivel de teoria, o fator de
escala apropriado é de 0,943. Como os modos de frequéncia mais baixos geralmente representam
maiores desvios na geometria das moléculas que ocorrem durante a simulacdao de dinamica
molecular, é importante reproduzi-los com maior precisdao. Além disso, é indicado reproduzir
frequéncias vibracionais ligeiramente inferiores aos valores almejados, o que torna a molécula mais
flexivel.

¢) Otimizacao das constantes de forca dos angulos diedrais usando as superficies de
energia potencial MP2/6-31G(d). A otimizacdo das constantes de forca para tor¢gdo compostos por
atomos diferentes de hidrogénio é baseada no espectro vibracional (obtido do mesmo modo como
descrito no passo anterior) e na reproducdao de scans de energia potencial em nivel de teoria
MP2/6-31G(d), que, como ja dito, apresenta bons resultados para nucleotideos. A tinica exce¢do sao
os diedrais que envolvem um hidrogénio doador, tal como grupos -OH ou —SH. Na otimizacao
desses parametros nem sempre é possivel reproduzir totalmente a superficie de energia potencial.
Nesse caso, devemos priorizar a reproducdo do perfil de energia em regides de baixa energia e
baixas barreiras, pois essas serdo as regides mais populadas durante uma simulacdao de dinamica

molecular convencional.

2.3 - Procedimento de modelagem usando o ffTK

Para a modelagem de nossas moléculas, usaremos o pluggin force field toolkit (ffTK), componente
do software VMD (Visual Molecular Dynamics) [31], versdao 1.9.2a19, um pacote computacional
que nos possibilita a montagem, visualizacdo e analise de simulagOes. A tabela 2.1 nos mostra a

ordem dos procedimentos para a modelagem de uma molécula no pluggin fftk:
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Encontrar parametros a serem obtidos

Otimizacdo de geometria

Interacdo com agua

Otimizacdo das cargas

Célculo da matriz Hessiana

Otimizacdo de ligacoes e angulos

Scan de torcoes

Otimizacdo dos diedrais

Tabela 2.1: Ordem dos procedimentos para a modelagem de uma molécula no fftk

2.3.1 — Preparacdo do sistema

Precisamos, primeiramente, de um arquivo .pdb, que contém uma geometria inicial da molécula que
queremos tratar. Esse arquivo servira para projetarmos uma estrutura inicial para a molécula, sem,
ainda, conter detalhes exatos sobre sua conformacdo tridimensional, comprimentos das ligacoes,
angulos, etc. Em nosso trabalho, para construir a molécula e criar esse arquivo, usamos a ferramenta
“Molefacture” do VMD. Com essa ferramenta criamos também um arquivo de topologia, de
extensdo .psf, que contém informacGes moleculares tais como os nomes e tipos de atomos do
CGenFF, cargas parciais atdomicas de cada atomo, as ligacGes covalentes, angulos e diedrais da
molécula. Uma vez que tenhamos estes arquivos, comecamos 0 processo de parametrizacdao
propriamente dito.

O processo se inicia com a criacdo de um arquivo com todos os parametros que descrevem a
molécula. Neste arquivo, constam os parametros de Lennard Jones, ligacdes, angulos de valéncia,
diedrais. Para criar este arquivo no ffTK, entramos com o arquivo .psf da molécula em estudo e os
arquivos de parametros do CGenFF, que contém todos os parametros ja otimizados e que constam
no campo de forca. Como iremos criar parametros que ainda nao existem, a ferramenta ira “ler” o
arquivo de parametros do campo de forca e identificar aqueles ja existentes; é gerada, entdo, uma
lista apenas com os parametros da molécula que ainda ndo foram calculados, para os quais todos os
valores estardo inicialmente definidos como zero. No que diz respeito aos parametros de
Lennard-Jones, se ndo tivermos dados para os tipos de atomos especificos que estamos tratando,
devemos utilizar os parametros do atomo mais quimicamente similar possivel. Como ja dito, tais
parametros ndao sao obtidos através do processo de modelagem, mas sim, através de dados

experimentais, 0 que ndo sera necessario neste trabalho.
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2.3.2 — Otimizacao de geometria

Apbs a determinacdo e obtencdo de estimativas iniciais para os parametros a serem
modelados, iremos otimizar a geometria para encontrar uma estrutura de equilibrio. Em virtude do
elevado nimero de graus de liberdade das macromoléculas biol6gicas, a hipersuperficie de energia
potencial é muito complexa, e se torna praticamente impossivel encontrar um minimo global de
energia; é conveniente, ao menos, uma busca local. Para fazer essa otimiza¢do, usamos um arquivo
.pdb gerado de forma que os grupos quimicos estejam em uma conformacdao de menor energia
possivel, ou seja, numa conformacdo padrdo. A otimizacdo da geometria molecular busca um
conjunto de coordenadas que minimizem a energia potencial do sistema, ajustando as posicoes
atomicas, e relaxando a molécula, liberando, assim, a estrutura de possiveis conflitos estéricos.
Percorre-se a superficie de potencial na direcao em que a energia decresce, de modo que o sistema é
dirigido a um minimo de energia local. A configuracdo inicial ndo difere muito daquela obtida
depois da minimizacdo. A geometria € ajustada até que seja encontrado um ponto estacionario na
superficie de potencial. Para executar este processo de minimiza¢do no ffTK, entramos com 0
arquivos .pdb e .psf (que geramos com a ferramenta molefacture) e obteremos um arquivo com
extensao .gau, que servira como arquivo de entrada para o sotware Gaussian 09. Este arquivo deve
conter informacoes sobre as posi¢oes iniciais dos atomos e tera configuracdes para uma otimizagao
no nivel de teoria MP2/6-31G(d) para uma molécula neutra, o que devera ser adequado para a
maioria dos casos de otimizacdo de geometria. O Gaussian ira apresentar como saida um arquivo
com os calculos pertinentes a otimizacdo, e, com este, obteremos um novo arquivo .pdb, com a
estrutura da molécula otimizada. A partir de entdo, este novo .pdb sera usado nos demais passos do

processo de modelagem e otimizacdo da molécula.

2.3.3 — Otimizacao das cargas

Uma vez que fizemos uma otimizacdo da geometria do sistema, calculamos as cargas parciais.
Entramos com o arquivos .pdb e .psf que deverdo conter as cargas dos dtomos; alguns atomos ja
terdao os valores das cargas estabelecidos pela metodologia do CGenFF, como ja mencionado, e ndao
participardo da otimizacdo; os demais atomos, para os quais deveremos calcular as cargas, terdo
como estimativas iniciais os valores obtidos na otimizacdo da geometria. Devemos identificar na

molécula os atomos que podem agir como doadores ou aceitadores e que serdo o “sitio” de uma
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ligacdo de hidrogénio com agua; € construido, entdo, um complexo entre o atomo sitio e uma
molécula de dgua no modelo TIP3P [40], orientada idealmente de modo a formar essa ligacdo de
hidrogénio e evitar repulsdo estérica com os atomos covalentemente ligados ao atomo sitio da
interacao de hidrogénio. Para cada um dos monoidratos do complexo é gerado um arquivo de
entrada para o Gaussian [41] onde serd calculada a energia de interacdo minima em funcdo da
distancia e do angulo de rotagdo entre a agua e a linha que a conecta ao sitio. Os graus de liberdade
sao restritos ao nivel de teoria HF/6—-31G(d), mantendo a consisténcia com os demais campos de
forca CHARMM [24, 42].

Esses célculos nos fornecerdao dados sobre a otimizagdo de distancia e da energia dos atomos
dos monoidratos. A energia sera dada por Ecompexo — Emotécua — Esguariesr , onde Esguariese (HF)=
-76,01053E;, para um molécula neutra. Além do calculo de energia vindo da construcdo do
complexo molécula de estudo-agua, é realizado também o calculo do momento de dipolo; o
momento de dipolo juntamente com as distancias e energias de interacdo constituem a funcao
objetivo e compdem os dados alvo necessarios para a otimizagdo das cargas parciais.

Para as cargas parciais, a funcao objetiva visa entdo, o momento de dipolo, a energia minima

e a distancia minima de interacdo entre a molécula em estudo e as moléculas de agua, e é dada por:

liucarga = winteragées * wdipolo (8)
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0,2 kcal/mol e descaia = 0,14 sdo fatores de escala para a energia e distancia de interagdo. O termo
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onde A0 é o angulo entre os vetores momento de dipolo p™ e p?, Nearyes € 0 niimero de dtomos que
estamos tratando e wqiyl € 0 fator peso momento de dipolo.

Para a otimizacdo, atribuimos um valor inicial de carga com base nos valores obtidos para as
cargas na otimizagdo de geometria. Em nosso trabalho, permitimos que as cargas variem dentro de
limites superior e inferior de 0,2e. Atomos cujas cargas ja foram estabelecidas ndo irdo participar do
processo de otimizacdao. Além disso, atomos quimicamente equivalentes devem ter cargas de
mesmo valor. Para cada complexo sitio-agua alvo calculado por mecanica quantica, é calculada a
correspondente energia de interacao em funcdo da distancia por mecanica molecular utilizando os
valores que atribuimos inicialmente para as cargas. Comparamos as energias obtidas por mecanica
molecular e mecanica quantica e, através de passos de otimizagcdo, vamos ajustando as cargas, até
que elas convirjam para valores tais que facam essas energias suficientemente proximas dentro de
um certo critério de convergéncia. Apds esse processo, criaremos um novo arquivo .psf com o0s

valores de cargas obtidos para todos os atomos.

2.3.4 — Otimizacao das ligacoes, angulos e respectivas constantes de forca

Devemos, entdo, obter os valores para o comprimento das ligacOes, angulos e suas respectivas
constantes de forca. Poderiamos reproduzir os dados experimentais do espectro vibracional da
molécula - que utiliza como cordenadas os modos normais de vibracdo - através de calculos de
mecanica quantica, e usa-los como dados alvo para a otimizacao desses parametros. No entanto, o
campo de forca descreve as interacOes entre os atomos através de um potencial harmonico
utilizando as cordenadas internas da molécula [43]. Em virtude dessa diferenca de cordenadas, nao
podemos comparar diretamente os dados de mecanica quantica e mecanica molecular, como
fizemos para calcular as cargas parciais. Como alternativa, o CHARMM indica que comparemos a
Distribuicao de Energia Potencial (PED, na sigla em inglés) obtido por mecanica quantica com o
PED obtido por mecanica molecular. Para fazer esse calculo na mecanica molecular, precisamos
apenas atribuir valores iniciais para as ligacdes e os angulos e, usando a funcao potencial do campo
de forca, calculamos a energia potencial de diferentes conformacdes. Na mecdnica quantica,
podemos descrever uma aproximacao local da superficie de energia analisando os auto valores da
matriz hessiana, que estdo relacionados com as frequéncias vibracionais, previstos através da
segunda derivada da energia em relacdo aos deslocamentos das cordenadas atobmicas para as
ligacoes e angulos.

Para cada ligacdo ou angulo, fazemos deslocamentos dos atomos em direcoes opostas
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gerando duas novas conformacgoes, para as quais calculamos a energia potencial e, assim, obtemos
uma descricao local da superficie de energia. Na mecanica quantica o calculo da variacao de energia
causada pelos deslocamentos é dado pela matriz Hessiana, que descreve uma aproximagao local do
PES para o movimento vibracional da molécula em fun¢do das cordenadas internas. O fftk
determina quais as cordenadas internas afetadas para cada distor¢cdo e soma suas contribui¢cdes na

energia, dadas por:

<~ 1 ¢E

AE= ) ———
20q;0q;

6q,6q;
(11)

onde ¥ é a ligacdo ou angulo alvo, a soma é feita sobre todas as cordenadas 95| e a derivada é a
entrada correspondente na matriz hessiana da mecanica quantica, calculada no nivel de teoria
MP2/6-31G(d) [23]. Comparamos as diferencas da energia obtidas por mecanica quantica e
mecanica molecular, e vamos ajustando os parametros até que eles convirjam para valores que
facam essas energias serem suficientemente similares. A fun¢do objetivo ird visar a conformacao
otimizada e a variacdo na energia causada pelos deslocamentos (0,1A pra ligacdes e 5° para

angulos). A funcdo é dada por
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onde g é o valor minimizado para cada ligacdo ou angulo, Gescaia € 0,03 A para ligacdes e 3° para
angulos, wg é o fator peso para o componente da energia E..qq € 1 kcal/mol. Para analisar a fungao
objetivo fazemos uma minimizacdo na energia potencial usando os valores de parametros que irdo

sendo otimizados.

2.3.5 — Otimizacao dos diedrais

O ultimo passo do processo de otimizacao é a determinacdo dos parametros diedrais, que
descrevem as rotacoes em torno das ligacoes. Para isto, examinamos o perfil de energia potencial
(PES) associado a cada um dos diedrais, o que chamamos de scan, no nivel de teoria MP2/6-31G(d)

[23], fixando valores para o diedral que queremos otimizar e mantendo o restante da molécula livre.
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No fftk é feito um scan bidimensional para que seja possivel atravessar conformacdes de alta
energia, geralmente encontradas em sistemas de anéis, que, de modo especial, serdao muito
abordados neste trabalho. Os arquivos de saida do Gaussian irdo apresentar também dados sobre
regioes de baixa energia, de grande relevancia para o processo de otimizagdo. Para cada energia
calculada na mecanica quantica deve ser calculada uma energia correspondente por mecanica
molecular, que, para uma dada conformacao de um dado diedral a ser otimizado sera dada por:

1+cos(n¢j—5j,n)

Vo=2 K (13)

O angulo diedral ¢; é definido pela sequéncia de quatro atomos ligados, e a soma sobre as
multiplicidades n é uma série de Fourier com coeficientes K;, e angulo de fase ;, Depois de
calculada a energia, é feita uma nova otimizacdao da geometria, usando os parametros encontrados
para as ligacOes e angulos no passo anterior, garantindo, assim, que as aproximacoes feitas na
obtencdo desses parametros ndo irdo afetar a otimizagdo dos diedrais. Feito isso, para cada diedral
scaneado, calculamos a energia por mecanica molecular, dada pela equacdo anterior, usando todos
os termos obtidos anteriormente (angulos, ligacoes, cargas) e atribuindo todos os termos Kj, como
0. Usamos o simulated annealing para calcular a diferenca de potencial fazendo a subtracdo dos
perfis de energia de mecanica quantica e mecanica molecular. Essa diferenca é tracada pela equacao
anterior e os Kj, e @;,resultantes serao os parametros diedrais.

Na otimizagdo, é variado o valor da constante K, e o angulo de fase o é fixado como 0 ou
180°, uma vez que valores diferentes destes introduzem assimetrias no sistema, o que ¢é indesejado
para um campo de forgas generalizado [37]. A periodicidade n pode assumir os valores n = 1, 2, 3,
4 e/ou 6 para um mesmo diedral, o que serad definido pelo usudrio; cada valor para multiplicidade
que acrescentarmos ird contribuir com um par adicional de variadveis k e o para a funcao objetivo.
Os termos n =1 e n = 2 sdo uteis para reproduzir minimos locais e barreiras de diferentes alturas
bem como para varrer scans em que um ou ambos dtomos centrais tem orbitais hibridizados sp* O
termo n = 6 pode ser 1itil quando os dois atomos centrais sdo hidridizados sp®. Durante a otimizagao,
podemos controlar ainda parametros tais como o valor maximo da constante de forca (kma), alternar
o valor de sigma entre 0 e 180°, ou definir um corte na energia (cutoff), priorizando o céalculo em
regides mais relevantes para a otimizacdo. Os valores das superficies de energia para mecanica
quantica e mecanica molecular sdo comparados visualmente, através de graficos; os parametros vao
sendo ajustados e refinados até que encontremos um fitting apropriado [38].

Para o calculo de diedrais a fungdo objetivo a ser otimizada é dada pela diferenca no PES
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entre os scans de mecanica quantica e mecanica molecular, e é dada por
— [ QM __ _ )2
liudiedral_ Z w; ( E EMM C) (14)

onde E? é a energia da conformagédo por mecanica quantica, E™ é a energia total por mecanica

OV ginedrar! 0= 0

molecular, ¢ é uma constante de normalizacdo que faz ou seja, a média

QM _ oM, ;s ~ .
c=E*"—E é ponderada por w;. A soma é feita sobre todas as conformacdes realizadas pelo

scan.
2.4 - Detalhes computacionais

O ffIK é escrito na linguagem tcl, e apresenta uma série de ferramentas que auxiliam todo o
processo de modelagem e otimizacao seguindo a metodologia e filosofia do CGenFF. Os célculos
quanticos foram realizados utilizando o Gaussian 09, disponivel na facility computacional
GridUNESP. Os calculos quanticos sdo feitos no nivel de teoria MP2/6-31G(d): MP2 trata-se da
teoria de perturbacdo de segunda ordem de Moller e Plesset no conjunto de base 6-31G(d); a
escolha do nivel de teoria e do conjunto de base adequado é um requisito essencial para o sucesso
do calculo [33]. Este nivel foi escolhido por ter uma aceitacao satisfatéria com dados experimentais
de geometrias de sistemas complexos tais como acidos nucleicos e agucares. De fato, as geometrias
de acuicar obtidas depois da minimizacdo de energia dos nucleosideos no nivel MP2/6-31G(d)
foram comparadas com suas estruturas cristalinas com foco nas regides mais flexiveis do actcar.
Essa comparacdo foi realizada para os comprimentos de ligacdo, angulos de valéncia e tor¢des. Os
valores obtidos nesse nivel de teoria estdo em acordo com os dados do cristal, e a maioria dos
calculos estdo dentro dos desvios experimentais. Os desvios entre o cristal e a geometria
MP2/6-31G(d) para os comprimentos de ligacdo e Angulos de valéncia foram menores do que 0,01A
e 2° respectivamente. Para o caso das moléculas organicas, geralmente sdo aceitos desvios de até
0,03A para as ligacdes e de 3° para angulos de valéncia em relagdo aos dados alvo obtidos por
mecanica quantica [20].

O processo de obtencdo de parametros pelo fftk é regido, basicamente, pela otimizacao de
uma funcdo objetivo. Cargas parciais, ligacoes, angulos, diedrais e suas respectivas constantes de
forca sdo obtidos através da otimizagao de suas correspondentes fungoes objetivo. Para fazer essas

otimizagdes, o ffTK utiliza dois métodos: downhill e simulated anealling. O downhill [34, 35] é um
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método mais lento, que possibilita a otimizacdo de uma fun¢do objetivo ndo linear em espacos
multidimensionais sem qualquer informacao sobre as derivadas; exige um numero significativo de
avaliacOes da fungdo, e pode potencialmente perder um minimo global em favor de um local. O
simulated annealling, fundamentado numa analogia com a termodinamica, é um método
probabilistico proposto para explorar o espaco de parametros mais efetivamente, em busca de um
minimo global em uma funcdo objetivo que possua varios minimos locais. Sendo assim, é
interessante fazermos uma sucessao entre os dois métodos de modo a aumentar a convergéncia do
processo de otimizagao.

Depois de todos esses procedimentos obtemos todos 0s parametros necessarios para
descrever nossa molécula. No entanto, devemos primeiro validar nosso modelo. Fizemos, entdo,
simulacOes das moléculas em agua. A simulagdes foram realizadas com o pacote de programas
NAMD [36]. O modelo utilizado para a agua foi o TIP3P [37] e para o soluto foi utilizado,
obviamente, o campo de forcas CGenFF. Foram criadas caixas de simulacdo cibicas de 4nm de
aresta contendo 6000 moléculas de agua e 1 molécula de soluto. Foram utilizadas condicoes
periodicas de contorno. Cada caixa passou por um processo de minimizagao por 100000 passos de
gradiente conjugado. Em seguida foram realizadas simula¢des de Dindmica Molecular por 100 ns
com passos de 2 fs. Essas simulagoes foram realizadas no ensamble candnico (NPT) com a
temperatura e pressdo mantidas constantes em 298 K e 1 atm pelo método de Langevin. As
interagdes de van der Waals foram truncadas em 12A. As interacdes eletrostaticas foram tratadas
utilizando o algoritmo PME (“Particle Mesh Ewald”) [39].

Uma vez feita a simulacdo iremos investigar o comportamento dos diedrais que foram
escaneados durante o processo de modelagem a afim de verificar se as posi¢cdes e conformacdes

visitadas durante a simulacdo condizem com os angulos que fizeram parte do scan.
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Capitulo 3

Resultados e discussoes

Apresentaremos aqui o processo de modelagem detalhado da quercetina. Para tal, modelamos
primeiramente o chromone e o di-hidroxibenzeno, que, juntos, constituirdo a quercetina e esta, por
sua vez, servira para a modelagem de todos os demais flavonoides glicosilados. Uma vez
modeladas, faremos a simulacdo de todas essas moléculas em agua, a fim de validar os modelos e
parametros obtidos. Para a construcdo e parametrizacao dessas moléculas, assim como para
qualquer outra molécula nova, devemos usar parametros ja existentes no campo de forca para
moléculas previamente parametrizadas. Muitas vezes, usaremos fragmentos de moléculas diferentes
para criar nossa molécula de interesse, de modo que os parametros a serem modelados serao apenas

aqueles que dizem respeito a ligacdo desses fragmentos.

O chromone (figura 3.1) é um derivado do benzopirano
com um substituinte ceto em um anel de pirano

e, uma vez parametrizado, podera servir como

“base” ndo s6 para a quercetina mas também

para a modelagem de outros compostos que tenham

parte de sua estrutura similar a do chromone.

Figura 3.1: Estrutura quimica do chromone

da adicao de duas hidroxilas a um anel benzénico.

s Mostraremos, detalhadamente, o procedimento de
j/~ parametrizacao do chromone e do di-hidroxibenzeno e

'\l posteriormente, o processo de juncao desses dois

H. - O 1,2-di-hidroxibenzeno (figura 3.2) consiste basicamente
-

compostos para formar a quercetina.

Figura 3.2: Estrutura quimica do 1,2-di-hidroxibenzeno
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3.1- Modelagem do chromone

3.1.1 — Preparacao do sistema

Na tabela 3.1 mostramos os nomes e os tipos de atomos do chromone; a nomenclatura apresentada

na tabela é mostrada na figura 3.3:

H1

HE&

Figura 3.3: Nomenclatura dos atomos do chromone.

Tabela 3.1: Tipos de atomos do e cargas iniciais do chromone. As cargas dos carbonos C1, C2, C3,
C4, H1, H2, H3 e H4 sao pré definidas pela metologia do CGenFF. As demais cargas sao

inicialmente atribuidas como 0 porque ainda serdo submetidas a um processo de calculo e

otimizacao.
Atomo Tipo de atomo Carga inicial (e) Descricao
C1,C2,C3,C4 CG2R61 -0,115 Carbono aromatico
H1, H2, H3, H4 HGR61 0,115 Hidrogénio aromatico
Cc7 CG2R63 0,0 Carbono aromatico ligado a carbonila
C5, C6, C8, C9 CG2R62 0,0 Carbono aromatico para anéis contendo
carbonila
H5, H6 HGR62 0,0 Hidrogénio apolar, de anel de 6 carbonos,
ligado a carbono adjacente ao heteroatomo
01 OG3R60 0,0 Oxigénio de éter ou ester ciclico de 6
membros
02 0G2D4 0,0 Oxigeénio de carbonila aromatica (anel de 6
membros)
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Com os arquivos iniciais construidos, iniciamos o processo de modelagem criando um arquivo com
todos os parametros necessarios para modelar o chromone e que ainda ndo constam no campo de
forca CGenFF. O fftk possui ferramentas capazes de identificar os parametros da molécula que
ainda ndo constam no campo de forcas e, a partir disso, criar um arquivo apenas com esses

parametros, que sao aqueles que teremos que desenvolver.

3.1.2 - Otimizacao da geometria

Para desenvolver os parametros que descrevem o chromone, devemos utilizar como ponto
de partida uma estrutura que represente o minimo de energia, de preferéncia global. Assim,
executamos uma otimizacdo de geometria utilizando o software Gaussian e o nivel de teoria
MP2/6-31G*, como descrito nos detalhes computacionais. Na figura 3.4 apresentamos a

superposicdo da estrutura inicial com a estrutura otimizada:

Figura 3.4: Sobreposicao da estrutura otimizada do chromone (em vermelho) com a estrutura criada

pelo Molefacture (em azul).

O chromone apresenta uma estrutura de anel com ligacdes duplas rigidas, que ndo permitem uma
grande liberdade dos atomos que constituem a molécula, de modo que a otimizacdo de geometria

ndo apresenta grandes mudancas em relacdo a estrutura inicial de entrada.

3.1.3 — Otimizacao das cargas

A otimizacdo das cargas parciais de cada sitio é iniciada com o posicionamento de uma molécula de

agua na geometria TIP3P em cada sitio que pode realizar interacdo de hidrogénio com esse solvente.

Na figura 3.5 vemos essa distribuicdo:
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Figura 3.5: Complexos formados para o cdlculo da energia de interacdo entre a molécula de
interesse e moléculas de 4gua. Na figura da esquerda, vemos a conformacdo inicial, quando o
complexo € construido e na figura da direita, a conformacdo apo6s a interagao,. A partir disso,
podemos fazer o calculo das energias e das distancias de interagdo entre o composto e moléculas de

agua no modelo TIP3P individuais.

Para o caso do chromone, foi formado um complexo com 8 diferentes monoidratos: 6 para os
atomos de hidrogénio e 2 para os atomos de oxigénio. Para cada um desses monoidratos, é criado
um correspondente arquivo de entrada para o Gaussian. Sdo gerados também trés arquivos para
calculo de single point calculation: dois no nivel de teoria HF/6-31G(d), uma para a agua e outro
para o chromone, e um no nivel MP2/6-31G(d) para obtengdo do momento de dipolo do chromone.

Com os arquivos de saida produzidos pelo Gaussian para cada um dos monoidratos, fizemos
a otimizacdo das cargas utilizando downhill, descrito na sessdao de métodos. Os atomos cujas cargas
ja foram estabelecidas (para o caso do chromone, os carbonos e hidrogénios aromaticos, que terao
carga -0,115e e 0,115e respectivamente) ndo fardo parte do processo de otimizagdo. Para os demais
atomos, devemos atribuir alguns valores iniciais para as cargas. Como dito anteriormente, se
fizermos boas estimativas iniciais, serdo necessarios menos passos de otimizacao. Tomamos entdo
os valores obtidos pelo Gaussian para a cargas Mulliken durante a otimizacdao da geometria e
permitimos que essa carga inicial varie com Aq =+/- 0,2e. Feito isso, corremos passos de otimizacao
até a convergéncia dos valores das carga. Os valores finais obtidos para as cargas do chromone - e

que, a partir de agora, deverdo constar no arquivo .psf - sdo mostrados na tabela 3.2:
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Tabela 3.2: Valores iniciais estimados para as cargas e os valores obtidos apds a otimizagao.

Atomos com cargas a serem Valores inicialmente Valores finais obtidos por
otimizadas atribuidos (e) (vindos da otimizacao (e)

otimizacao de geometria)

C7 0,604 0,418
Cc8 -0,365 -0,490
C9 0,199 0,254
H5 0,241 0,173
H6 0,239 0,196
o1 -0,685 -0,400
02 -0,616 -0,468

A funcdo objetivo para obtencdo das cargas é dada em funcdo do momento de dipolo, e das
interacOes oOtimas entre as moléculas de agua os atomos da molécula de interesse. As cargas finais
sao encontradas quando ha a convergéncia dessa funcdo objetivo. Podemos ver a convergéncia da

funcdo objetivo a partir o grafico mostrado na figura 3.6.

Figura 3.6: Convergéncia da funcdo objetivo. E mostrada a convergéncia em funcao da energia do
sistema, da distancia de interacdo entre as moléculas de a4gua e o chromone, do momento e dipolo e

a funcdo objetivo total, dada em fungdo os termos anteriores.
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Podemos notar que ha a convergéncia de todos os termos da fungdo objetivo e, consequentemente,

da funcdo total. Com isso, podemos concluir que os valores obtidos para as cargas sao adequados.

3.1.4 — Otimizacao das ligacoes, angulos e respectivas constantes de forca

Apbs a obtencdo das cargas, otimizaremos as ligacdes, angulos e as respectivas constantes de forca
tendo como alvo dados de mecanica quantica vindos da hessiana calculada no nivel de teoria
MP2/6-31G(d). A partir dos arquivos .pdb (da geometria otimizada) e .psf (que deve conter o0s
novos valores obtidos para as cargas) criamos um arquivo de entrada para o Gaussian para o calculo
da matriz hessiana, cujos autovalores estdo relacionados com as frequéncias vibracionais dos
atomos. Com o arquivo de saida do Gaussian, fazemos a otimizacdo das ligacOes, angulos e
correspondentes constantes de forca para reproduzir o espectro vibracional quantico da molécula.
Otimizamos até que haja a convergéncia da fungdo objetivo. Na tabela 3.3 e 3.4 mostramos 0s

parametros que foram obtidos para o chromone:

Tabela 3.3: Valores obtidos para comprimentos das ligacdes quimicas e as correspondentes

constantes de forca.

Ligacao Comprimento da Constante de forca

ligacdo (A) (Kcal/mol/A?)

1,187

CG2R61-CG2R62 286,955

1,329

CG2R62-OG3R60 214,92
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Tabela 3.4: Valores obtidos para os angulos (em graus) e as correspondentes constantes de forca.

Angulo 0(°) Constante de forca

(Kcal/mol/6?)

m CG2R61-CG2R62-CG2R62 117,098 132,710
m CG2R61-CG2R62-OG3R60 107,241 201,071
m CG2R61-CG2R61-CG2R62 115,203 52,092
m CG2R61-CG2R6-CG2R63 114,181 178,345
m CG2R62-CG2R62-OG3R60 123,438 105,391
CG2R62-CG2R63-CG2R62 111,805 204,241

m CG2R62-OG3R60-CG2R62 119,768 115,232
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CG2R62-CG2R61-HGR61 117,489 45,695

OG3R60-CG2R62-HGR62 101,621 120,213

3.1.5 — Otimizacao dos diedrais

Concluimos o processo de modelagem com a otimizacao dos diedrais. Os parametros sdo obtidos
através dos PES (potencial energy surface) gerados pelos scans dos diedros de interesse no nivel de
teoria MP2/6-31G(d). Faremos os scans de energia dos parametros a serem otimizados, excluindo
os diedrais cujas terminacdes sdo atomos de hidrogénio e diedrais que sdao redundantes. O diedral
descrito pela sequéncia de atomos CG2R61-CG2R61-CG2R61-CG2R62 compreende dois diedrais
diferentes, como os mostrados figura 3.7, e, assim, poderiamos pensar que devemos fazer a
otimizacdo dos dois. No entanto, otimizamos apenas um deles. Além disso, diedrais diferentes,
como os da figura 3.8 podem ser otimizados pelo scan de um tnico diedral, desde que o calculo seja

feito em torno da mesma ligacdo quimica.

Figura 3.7: Diedrais descritos pela sequéncia de atomos CG2R61-CG2R61-CG2R61-CG2R62.
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Figura 3.8: Diedrais com sequéncia de atomos diferentes, mas descrevendo uma mesma ligacdao

quimica.

Figura 3.9: Grafico do PES obtido por mecanica quantica e mecanica molecular em funcdo das

conformacdes. O valor obtido para o RMSE foi 1,306Kcal/mol.
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Apés fazer os calculos dos scans no Gaussian, faremos a otimizacdo dos diedrais. Inicialmente,
todas as multiplicidades terdao valor 1, e 0 Kya sera 10. Realizamos primeiramente um simulated
annealing para minimizar as diferencas entre a superficies de energia por mecanica quantica e
molecular. A andlise visual do PES ap6s o primeiro passo de simulated annealing é apresentado na

figura 3.9

Podemos notar que muitos detalhes complexos sobre o minimos de energia estdao abaixo de
1Kcal/mol, de modo que podemos priorizar essas regioes, mais relevantes para a otimizagdo. Apos
alguns ciclos de otimizagao, onde ajustamos a multiplicidade e o nimero de termos que descrevem
cada diedral, em simulated annealing e, em seguida, downhill, para um refinamento final, foi

produzido PES mostrado na figura 3.10:

Figura 3.10: Grafico do PES obtido por mecanica quantica e mecanica molecular em funcdo dos
valores de K obtidos apds a otimizagao total, usando primeiramente simulated annealing e, para

uma maior refinamento, downhill. O valor obtido para o RMSE foi 0,075Kcal/mol.
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A tabela 3.5 mostra os diedrais que foram otimizados e os respectivos valores obtidos para as

constantes de forca, multiplicidades e angulos de fase.

Tabela 3.5: Valores finais para os parametros modelados do chromone. Sdo apresentados a
sequéncia de 4tomos que compdem o diedro modelado, e, os parametros finais obtidos. O termo do
campo de forcas que descreve as interacoes de angulos diedros é Van =) k (1+cos(n 6+6)) , onde k

esta em kcal/mol, 0 é o angulo diedro em graus e § a fase, que tera o valor 0 ou 180°.

Diedral K n 8(°)
Modelado (Kcal/mol)

CG2R61-CG2R62-CG2R62-CG2R63 6,935 1 0,0

CG2R62-CG2R61-CG2R61-HGR61 6,746 1 0,0

CG2R61-CG2R61-CG2R62-OG3R60 6,983 1 0,0

0G2D4-CG2R63-CG2R62-CG2R61 6,682

—_

180,0

CG2R62-OG3R60-CG2R62-CG2R62 6,987

—

180,0

m OG3R60-CG2R62-CG2R62-CG2R61 6,466 1 0,0
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OG3R60-CG2R62-CG2R62-CG2R63 6,992 180,0

m CG2R62-CG2R63-CG2R62-HGR62 2,076 180,0
m CG2R61-CG2R61-CG2R61- CG2R62 3,392 180,0

m HGR62-CG2R62-CG2R62-OG3R60 5,455 0,0
m CG2R61-CG2R62-CG2R63-CG2R62 4,993 0,0
m HGR61-CG2R61-CG2R62-CG2R62 1,568 0,0
m CG2R62-CG2R63-CG2R62-CG2R62 6,999 180,0

m HGR61-CG2R61-CG2R62-CG2R63 6,995 180,0
m CG2R61-CG2R62-OG3R60-CG2R62 3,564 180,0
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m HGR61- CG2R61-CG2R62-OG3R60 6,515 180,0
m HGR62-CG2R62-OG3R60-CG2R62 5,431 180,0
m CG2R61-CG2R61-CG2R62-CG2R62 7,000 180,0
m CG2R61-CG2R62-CG2R62-CG2R61 0,286 0,0
m CG2R61-CG2R61-CG2R62-CG2R63 6,951 0,0

ApoOs a otimizacdo dos diedrais, terminamos o processo de parametrizacdao desta molécula.

Apresentamos com detalhes o processo de obtencdo para os parametros do chromone para o

entendimento de como se da esse processo de modelagem seguindo a metodologia do CGenFF. O

chromone sera a base para a grande maioria dos flavonoides que pretendemos tratar, por esta razao,

sua parametrizacdo exige a obtencdo de tantos angulos, ligacoes e, de modo especial, de diedrais.

Quando a modelagem envolve apenas a juncao de moléculas ja modeladas, o numero de parametros

é bastante reduzido, como veremos nas segoes posteriores.

3.1.6 — Simulacdo da molécula em agua

Depois de otimizados os diedrais, fazemos uma simulacdo da molécula em agua. Apresentamos na

figura 3.11 o grafico da energia potencial total do sistema para verificar a estabilidade da simulacdo.
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Figura 3.11: Evolucao temporal da energia total do sistema.

Analisamos a variacdo dos angulos diedrais que foram escaneados e construimos um histograma
mostrando a frequéncia com que tais angulos sdo visitados durante a simulagdo. Comparamos esses

histogramas com os graficos da energia conformacional do diedral modelado em funcao do angulo

diedral.

A) CG2R62 — CG2R62 — OG3R60 — CG2R62
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B) CG2R61 — CG2R62 — CG2R62 — CG2R61
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E) CG2R61 — CG2R61 — CG2R61 — CG2R62
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F) CG2R61 — CG2R62 — CG2R63 — CG2R62

G) CG2R63 — CG2R62 — CG2R62 — OG3R60
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H) CG2R62 — CG2R62 — OG3R60 — CG2R62
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I) CG2R62 — CG2R63 — CG2R62 — CG2R62
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Figura 3.12: Comportamento dos diedrais em funcdao do tempo e histogramas da frequéncia de

acesso aos diedrais em funcao do angulo e graficos da energia do scan dos diedrais.

O diedral mostrado na figura A faz parte do anel, a ligacao descrita é bastante rigida,
portanto, ndo esperamos que haja uma ampla faixa de angulos a serem visitados. De fato, valores de
energia menores que a energia térmica, 0,5 Kcal/mol abrangem uma faixa de angulos entre
aproximadamente -11° e 11°. No entanto, de acordo com o histograma, durante a simulacdo este
diedral visita com alta frequéncia angulos que entdo dentro de uma faixa entre aproximadamente
-30° e 30°. Podemos associar isso ao fato de, durante a simulacdo, as moléculas de agua interagem
com o oxigénio que constitui o diedral. O oxigénio podera formar ligacdes de hidrogénio com os
hidrogénios da molécula de dgua e essas interacdes podem afetar o diedral, fazendo com que ele

visite uma maior faixa de angulos. Os demais diedrais descrevem ligacdes no anel, de modo que
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realmente esperamos que ndo haja muita variacdo no angulo. Para valores de energia menores que
0,5 Kcal/mol, a energia térmica, o angulo varia entre aproximadamente -12° e 12°, intervalo que
compreende os angulos mais visitados durante a simulacdo, como podemos ver no histograma;
angulos fora deste intervalo, cujo scan é descrito por energias maiores que 0,5 Kcal/mol, sio menos
visitados. De modo geral, notamos que os angulos mais visitados sao aqueles que apresentam menor
energia. Como os dados da simulacdo sao condizentes com os dados da modelagem, podemos dizer
que os diedrais — e demais parametros — tiveram uma modelagem adequada.

Agora que temos o chromone modelado, vamos modelar o 1,2-dihidroxibenzeno, a fim de
montarmos a quercetina. Os parametros obtidos para o chromone contribuem para a modelagem das

cumarinas, apresentadas no Anexo A.

3.2 - Modelagem do 1,2-dihidroxibenzeno

Mostraremos a seguir, os dados obtidos pela otimizagdo do 1,2-di-hidroxibenzeno, que consiste na
adicao de uma hidroxila ao fenol (figura 3.13). Uma vez que os parametros concernentes ao fenol ja
constam no campo de forca, iremos otimizar apenas aqueles que dizem respeito a adicao desta nova
hidroxila. A otimizacdo dessa molécula é necessaria pra a posterior construgdo e parametrizacdo da

quercetina.

OH OH
OH

Figura 3.13: Estruturas quimica do fenol e do 1,2-dihidroxibenzeno, respectivamente.

3.2.1 — Preparacao do sistema
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A figura 3.14 e a tabela 3.6 mostram a nomenclatura, tipos de dtomos e cargas iniciais dos 4tomos

do 1,2-dihidroxibenzeno:

Tabela 3.6: Tipo dos atomos do 1,2-dihidroxibenzeno e cargas iniciais.

Atomo Tipo de Atomo Carga inicial (e) Descricao
C1,C2,C3,C4 CG2R61 -0,115 Carbono aromatico
H1, H2, H3, H4 HGR61 0,115 Hidrogénio aromatico

H5, H6 HGP1 0,0 Hidrogénio polar

01, 02 0G311 0,0 Oxigénio de hidroxila

H3

Figura 3.14 — Nomenclatura dos atomos do 1,2-dihidroxibenzeno

3.2.2 - Otimizacao de Geometria

Assim como para o chromone, e para todas as demais moléculas que iremos parametrizar, a

otimizagdo de geometria ocorre no nivel de geometria MP2/6-31G(d):
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Figura 3.15 Estrutura otimizada do 1,2-di-hidroxibenzeno. Ndo se nota praticamente nenhuma

diferenca entre a estrutura otimizada e a projetada no Molefacture.

3.2.3 - Otimizacao das cargas

Sdo formados 8 monoidratos: 6 para os atomos de hidrogénio e dois para os oxigénios. As
conformacoes e posicoes das moléculas de dgua, antes e depois da otimizacdo, sdo apresentadas na

figura 3.16:

A) B)

Figura 3.16: Conformacgoes inicial (A) e final (B) dos complexos molécula-agua.

A figura 3.17 nos mostra a convergéncia da funcdo objetivo; na tabela 3.7, mostramos as cargas

finais otimizadas:
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Figura 3.17: Convergéncia da funcdo objetivo para otimizagdo das cargas

Tabela 3.7: Cargas otimizadas para o 1,2-hidroxibenzeno.

Atomos com cargas a serem Valores inicialmente Valores finais obtidos por
otimizadas atribuidos (e) (vindos da otimizacao (e)
otimizacao de geometria)
H6 0,465 0,438
H7 0,484 0,438
01 -0,600 -0,574
02 -0,777 -0,574

Nao é necessaria a otimizacdo das ligacOes quimicas, angulos e correspondentes constantes de

forca, pois, para esta molécula, todos esses parametros ja constam no campo de forgas.

3.2.4 - Otimizacao dos diedrais

Para esta molécula, apenas uma diedral devera ser otimizado, que é aquele referente a ligacdo de
uma segunda hidroxila no fenol. Os valores encontrados sao mostrados na tabela 3.8, e a figura 3.18

nos mostra a perfil de energia em funcdo das conformagoes do diedral:
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Figura 3.18: Grafico do PES obtido por mecanica quantica e mecanica molecular em funcdo das
conformacoes obtidas na otimizacdo do 1,2-dihidroxibenzeno. Os valores obtidos para 0 RMSE foi

0,019Kcal/mol.

Tabela 3.8: Diedrais otimizados para o 1,2-dihidroxibenzeno

Diedral K (Kcal/mol) n 6(0)
Modelado
CG2R61-0G311-0G311-CG2R61 3,00 1 180,0

3.2.5 - Simulacao do 1,2-dihidroxibenzeno em agua

Através do grafico da energia total (figura 3.19) podemos verificar a estabilidade da dindmica:
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Figura

3.19: Evolucdo temporal da energia total do sistema em fungdo do tempo de simulacao.

Analisando a evolucao temporal do diedral da molécula e interacdo com a agua, e comparando com

a energia obtida no processo de modelagem, temos:

OG311 - CG2R61 — CG2R61 — OG311




64

Figura 3.20: Histograma da frequéncia de acesso aos diedrais em funcdo do angulo e graficos da

energia do scan dos diedrais.

Mais uma vez podemos verificar que os angulos mais visitados sdo aqueles que apresentam menor
energia no processo de otimizacdo, como esperavamos obter. O intervalo entre -12° e 12° é Uma
vez que temos todos os parametros que descrevem o chromone e o 1,2-dihidroxibenzeno, iremos,

agora, unir essas duas moléculas para formar a quercetina, nossa molécula de interesse.

3.3 - Construcao e modelagem da quercetina

3.3.1 — Preparacao do sistema

A quercetina ser construida a partir da juncdo do chromone com o 1,2-dihidroxibenzeno; a

nomenclatura e os tipos de atomos sdo mostrados na figura 3.19 e na tabela 3.9:
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Figura 3.21: Nomenclatura dos atomos da quercetina

Tabela 3.9: Tipos de atomos e cargas iniciais da quercetina

Atomo Tipo de Atomo Carga inicial (e) Descricao
H1, H2, H3 0,0
H4 HGP1 0,484 Hidrogénio polar
H5 0,465
H6, H7, H8, H9, H10 HGR61 0,115 Hidrogénio aromatico
C1, C3, C11, C12, C14, CG2R61 -0,115 Carbono aromatico
C15
C5 -0,09 Carbono aromatico para
Ccé CG2R62 0,407 anéis contendo
C8 0,0 carbonila
Cc7 CG2R63 0,0 Carbono aromatico de
carbonila
C9, C10 CG2R67 0,0 Carbono aromatico de
bifenil
01, 02, 05, 06, O7 0G311 0,0 Oxigénio de hidroxila
03 OG3R60 -0,4 Oxigénio de éter ou
ester ciclico de 6
membros
04 0G2D4 -0,616 Oxigénio de carbonila

aromatica (anel de 6
membros)
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3.3.2 - Otimizacao da geometria:

Mais uma vez a geometria da molécula é otimizada no nivel de teoria MP2-6-31G(d). A estrutura

otimizada é mostrada na figura 3.22:

Figura 3.22: Estrutura otimizada da quercetina vista sob duas perspectivas. Em vermelho, estrutura

otimizada e, em azul, estrutura quimica projetada pelo Molefacture.

3.3.3 - Otimizacao das cargas

Para a quercetina, sdo formados 16 monoidratos, com as moléculas de dgua interagindo com os

hidrogénios e oxigénios da quercetina. As conformacdes inicial e final sdo mostradas na figura 3.23:



67

Figura 3.23: Conformac0es inicial e final, respectivamente, dos complexos molécula-agua.
As cargas sdo otimizadas através da convergéncia da funcdao objetivo. Como se pode ver na figura

3.24, esta convergéncia ocorre depois de cerca de 150 passos de otimizagao:

Figura 3.24: Convergéncia da funcdo objetivo
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Tendo-se atingido a convergéncia, os valores finais para as cargas sao obtidos. Podemos ver estes

valores na tabela 3:10:

Tabela 3.10: Valores inicialmente atribuidos para as cargas e os obtidos ap6s a otimizacao,

respectivamente.
Atomos com cargas a serem Valores inicialmente Valores finais obtidos por
otimizadas atribuidos (e) (vindos da otimizacao (e)
otimizacao de geometria)
H1 0,464 0,451
H2 0,532 0,555
H3 0,501 0,525
C8 0,264 0,113
C9 0,381 0,163
C10 -0,061 -0,048
01 -0,749 -0,641
02 -0,786 -0,718
05 -0,789 -0,564
06 -0,769 -0,574
o7 -0,800 -0,574

3.3.4 - Otimizacao das ligacoes quimicas e respectivas constantes de forca:

Os parametros a serem obtidos para ligagdes e angulos sdo aqueles que dizem respeito a adicdo das

hidroxilas ao chromone e aos atomos envolvidos na emenda com o 1,2-dihidroxibenzeno.

Tabela 3.11: Valores obtidos para comprimentos das ligacdes quimicas e as correspondentes

constantes de forca.

Ligacao Comprimento da Constante de forca
ligacéo ( A) (Kcal/mol/A?)

CG2R62-CG2R67 1.283 369.272
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CG2R62-0G311

1.282

381.492

CG2R67-0OG3R60

%

1.308

274.455

Tabela 3.12: Valores obtidos para angulos e as correspondentes constantes de forca.

Angulo 0(°) Constante de forca
(Kcal/mol/6?)
i#\::f CG2R63-CG2R62-0G311 115,323 45,143
‘I’\n‘bf CG2R63-CG2R62-CG2R67 118,777 136,660
%@\b{ CG2R62-0G311-HGP1 107,437 125,521
M CG2R62-CG2R67-OG3R60 122,463 4,628
‘:gﬁ CG2R62- CG2R67-CG2R67 126,993 53,668
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3.3.5 - Otimizacao dos diedrais:

i?;fzr CG2R67-OG3R60-CG2R62 123,610 93,224
W CG2R67-CG2R62-0G311 115,107 56,525
j@i‘\)}} CG2R62-CG2R61-0G311 122,718 119,137
M OG3R60-CG2R67-CG2R67 116,870 58,281

Os diedrais a serem modelados para a quercetina sdo apenas aqueles que descrevem a emenda entre

o chromone e o 1,2-dihidroxibenzeno. Na figura 3.25 temos um grafico da energia obtida no scan

em funcao das conformagoes desses diedrais:
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Figura 3.25: Grafico do PES obtido por mecéanica quantica e mecanica molecular.

Os parametros obtidos na otimizagdo, usando os scans calculados no Gaussian sao mostrados na

tabela 3.13:

Tabela 3.13: Parametros obtidos para os diedrais modelados para a quercetina.

Diedral K n §(°)

Modelado (Kcal/mol)
ﬁ@i& 0G311-CG2R61-CG2R62-CG2R63  6.9950 1 180
I;qui CG2R63-CG2R62-CG2R67-CG2R67 3,941 y) 180,0
igﬁf;f CG2R62-CG2R67-CG2R67-CG2R61 1,137 2 180,0
X#B 0G2D4-CG2R63-CG2R62-CG2R67 1,000 2 180,0
T?:Jgr CG2R67-CG2R67-OG3R60-CG2R62 0,865 y) 0,0
f@éﬁ 0G2D4-CG2R63-CG2R62-0G311 6,682 1 180,0
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0G311-CG2R62-CG2R67-CG2R67 3,631 2 180,0

OG3R60-CG2R67-CG2R67-CG2R61 1,419 2 180,0

3.3.6 — Simulacao da quercetina em agua

Apresentamos, agora, os histogramas da simulacado e graficos do angulo em fung¢ao da energia:

A) CG2R63 — CG2R62 - CG2R67 — CG2R67
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B) CG2R62 — CG2R67 - CG2R67 — CG2R61

C) CG2R62 — OG3R60 - CG2R67 — CG2R67
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Figura 3.26: Comportamento dos diedrais em funcdo do tempo e histogramas da visitacdo dos

diedrais durante a simulagdo e PES dos diedrais em funcdo do angulo.

Diedrais que descrevem a ligacdo responsavel pela emenda dos dois fragmentos que irdo constituir
a molécula tem maior mobilidade, e, portanto, visitam mais angulos. Os angulos mais visitados na
simulacdo sdo aqueles que tém uma menor energia durante o scan dos diedrais. O diedral C inclui
atomos da emenda, mas descreve uma ligacdo em torno do anel e por essa razdo, o intervalo de
angulos a ser percorrido é menor. O diedral B descreve, efetivamente, a ligagdo que une o chromone
e o0 1,2-dihidroxibenzeno para formar a quercetina. Embora o scan mostre que o intervalo de
angulos que podem ser visitados varie praticamente de -180° a 180°, durante a simulacdo a
molécula ndo visita todos esses angulos; isto pode ser atribuido ao fato de a molécula talvez nao
conseguir superar uma barreira de energia que a permitiria visitar diferentes conformacdes. O scan
também mostra um minimo de energia por volta de -150° e 150°. Isso pode indicar que a molécula
pode ter uma outra conformacao de minima energia além daquela encontrada durante a otimizagao
de geometria. Fizemos, entdo, uma simulacdo da molécula em agua com o anel de
1,2-dihidroxibenzeno rotacionado em 180° e verificamos o comportamento deste diedral nessa nova

conformacao da molécula:
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Figura 3.27: Quercetina com o anel de 1,2-dihidroxibenzeno rotacionado em 180°.

CG2R62 — CG2R67 - CG2R67 — CG2R61

L] i) & L] Bl 100
Tempo (nsh



76

Figura 3.28: Comportamento dos diedrais em funcdo do tempo e histogramas da visitacdo dos

diedrais durante a simulacdo e PES dos diedrais em funcdo do angulo.

Podemos notar que, em -150 e 150° ha realmente um pico de visitacdo, e, em -100 e 100° a
visitacdo é praticamente nula; esses comportamentos sdo 0 que esperavamos analisando o grafico
do scan, em que ha um minimo e um maximo de energia de energia nessas mesmas regioes,
respectivamente. Com isso, podemos dizer que a quercetina apresenta duas conformagoes de
minima energia: uma com as hidroxilas do 1,2-di-hidroxibenzeno “viradas para cima”, e uma em
que essas hidroxilas estdo “viradas para baixo”.

Mostramos, até aqui, a modelagem da quercetina. Para tal, modelamos primeiramente o
chromone, depois o 1,2-di-hidroxibenzeno e os unimos para formar a quercetina, modelando
somente os parametros que dizem respeito a ligacdo dessas duas moléculas. Os parametros obtidos
para a quercetina contribuem para a modelagem de alguns flavonoides derivados da quercetina,

mostrados no Anexo B.

3.4 — Modelagem de flavonoides glicosilados

3.4.1 - n55_Kaempferol-7-o-b-a-1-rhamnopira

Modelaremos também alguns flavonoides glicosilados. Eles tem como base a quercetina, de modo
que, o que teremos que modelar é a ligacdo entre a quercetina e os agucares. Para os agucares,
usaremos o campo de forca préprio para carboidratos. E importante lembrar que, para cada classe
de moléculas deve ser usado seu campo de forca especifico. Neste caso, usaremos o campo de
forcas CHARMM para carboidratos e o CGenFF para a quercetina e para os parametros condizentes
a ligacao. Mostremos inicialmente a modelagem do flavonoide
n55_Kaempferol-7-o0-b-a-I-thamnopira (figura 3.29). Este flavonoide consiste basicamente na

ligacdo de um anel de actcar ligado a quercetina.



77

H13

Figura 3.29: Atomos do flavonoide n55_Kaempferol-7-0-b-a-1-thamnopira. Identificamos aqui
somente os atomos que dizem respeito ao anel de aglcar, uma vez que os atomos do restante da

molécula sdo os mesmos da quercetina, ja explicitados anteriormente.

Tabela 3.14: Tipos de atomos do anel de acticar e cargas inicialmente atribuidas, dadas pelo capo de

forca para carboidratos

Atomo Tipo de atomo Carga Inicial (e) Descricao
C17, C18, C19 CC3161 0.140 Carbono ligado a
hidroxila

01 0G311 -0.19 Oxigénio de hidroxila
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C16 CC3162 0.340 Carbono anomérico
ligado a hidroxila
C20 CC3163 0.110 CH exociclico
C21 CC331 -0.270 Carbono aciclico ligado
a H3
08, 09, 010 OC311 -0.65 Oxigénio de hidroxila
07 0C3C61 -0.400 Oxigénio de éter em
anéis de 6 membros
H9, H10, H12, H14, HCA1 0.09 Hidrogeénio alifatico
H15 (CH)
H16, H17, H18 HCA3 0.09 Hidrogénio alifatico
(CH3)
H11, H13, H20 HCP1 0.042 Hidrogénio polar

Na figura 3.30 podemos ver a sobreposicdo da estrutura inicial e a obtida pelo Gaussian no nivel de

teoria MP2/6-31G(d)

Figura 3.30: Estrutura otimizada em vermelho e estrutura construida pelo Molefacture em azul.

Neste caso ndo iremos otimizar as cargas porque iremos usar as mesmas cargas da quercetina e a,

para o anel de acguicar, as cargas estabelecidas no campo de forca para carboidratos. Como

estabelecido pela metodologia do CGenFF, ndo devemos remodelar parametros ja existentes para

ndo perdermos a integridade das moléculas ja modeladas.

Os parametros para as ligacGes e angulos a serem calculados sdao aqueles que dizem respeito

a ligacdo entre a quercetina e o agucar. Tais parametros sdo mostrados nas tabelas 3.15 e 3.16:
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Tabela 3.15: Ligacao e constante de forca otimizada

Ligacado Comprimento da  Constante de forca
ligacao (A) (Kcal/mol/A?)
w 0G311-CC3162 1.382 293.854
Tabela 3.16: Angulos e constantes e forca otimizados
Angulo 0 (°) Constante de forca
(Kcal/mol/6%)
W CG2R61-0G311-CC3162 107,390 96,498
W 0OG311-CC3162-HCA1 112,050 73,526
W 0G311-CC3162-CC3161 103,342 101,706
W 0G311-CC3162-0C3C61 113,605 81,652

A figura 3.31 mostra o grafico da energia em funcao da conformacao do diedral escaneado:
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Figura 3.31: Grafico do PES obtido por mecanica quantica contra o de mecanica molecular. O valor

obtido para o RMSE foi 0,443Kcal/mol.

Uma vez escaneado o diedral, fazemos a otimizacdo dos parametros. Os valores obtidos sdao

mostrados na tabela 3.17:

Tabela 3.17: Diedrais otimizados

Diedral K n 8 (°)
Modelado (Kcal/mol)
2,275 3 180,0
CG2R61-0G311-CC3162-CC3161
6,980 2 180,0
2,617 1 0.0

CG2R61-0G311-CC3162-HCA1
5,649 2 180,0
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Simulacao da molécula em agua

CG2R61-0G311-CC3162-0C3C61

Tisirgss (s

Figura 3.32: Comportamento do diedral em funcdo do tempo, histogramas da visitacao dos diedrais

durante a simulacao e PES dos diedrais em funcao do angulo.

Este é o diedral que descreve a juncao entre a quercetina e o actcar, para formar o flavonoide
glicosilado. Embora esta ligacdo tenha liberdade de rotacdo, pode-se notar que a faixa de angulos
visitados ndo é muito ampla. Os angulos mais visitados estdo em niveis e energia acima de 0,5
Kcal/mol, o que indica que apenas a energia térmica ndao é capaz de superar barreiras de energia

para que seja possivel visitar outras possiveis conformagoes do diedral. Podemos também notar que
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a faixa de angulos visitados durante a simulacdo ndo é totalmente condizente com os angulos
percorridos no scan desse diedral. Podemos atribuir isso ao fato de a ligacdo glicosidica ser
intermediada por um atomo de oxigénio, que, na simulacdao, pode formar ligacdes de hidrogénio
com as moléculas de dgua que podem afetar o movimento da molécula, ndo permitindo que o
diedral visite certos angulos. A fim de entender se a causa dessa diferenca entre os angulos visitados
na simulacio e no scan, mostramos também a modelagem do flavonoide
n59_Apigenina-6-c-b-d-glucopira (figura 3.33), no qual o anel de actcar € ligado a quercetina, por
meio de um atomo de carbono. Os parametros obtidos para 0
n55_Kaempferol-7-o0-b-a-1-rhamnopira sao analogos 0s do flavonoide

n32_Quercetina_7-o0-b-d-glucopira, cuja estrutura é mostrada no Anexo D.

3.4.2 - Modelagem do n59_Apigenina-6-c-b-d-glucopira

Figura 3:33: Estrutura do flavonoide n59_Apigenina-6-c-b-d-glucopira
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Tabela 3.18: Tipos de atomos do anel de actcar e cargas inicialmente atribuidas, dadas pelo campo

de forca para carboidratos

Atomo Tipo de atomo Carga Inicial (e) Descricao
C16 CC331 -0,399 Carbono aciclico ligado
a H3
C17 CC3163 0,146 CH exociclico
06 0C3C61 -0,400 Oxigénio de éter em
anéis de 6 membros
C18, C19, C20 CC3161 0,140 Carbono ligado a
hidroxila
H10, H11 HCA3 0,209 Hidrogénio alifatico
(CH3)
H12, H13, H15, H17, HCA1 0,090 Hidrogénio alifatico
H19, (CH)
07, 08, 09, 010 0C311 -0,650 Oxigénio de hidroxila
Cc21 CC3162 0,585 Carbono anomérico

ligado a hidroxila

Figura 3.34: Estrutura otimizada em vermelho e estrutura construida pelo Molefacture em azul.

Tabela 3.19: Ligacao e constante de forca otimizados

Ligacao Comprimento da  Constante de for¢a
ligacao (A) (Kcal/mol/A?)

CG2R61-CC331 1,441 240,011
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Tabela 3.20: Angulos e constantes e forca otimizados

Angulo 0 (°) Constante de forca
(Kcal/mol/6%)
CG2R61-CG2R61-CC331 122,148 13,983
CG2R61-CC331-HCA3 108,642 29,523
CG2R61-CC331-CC3163 107,121 25,980

Figura 3.35: Grafico do PES obtido por mecénica quantica e mecanica molecular. O RMSE foi de

0,510Kcal/mol.
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Tabela 3.21: Diedrais otimizados

Diedral K n 8 (°)
Modelado (Kcal/mol)
0,663 1 180,0
CG2R61-CC331-CC3163-CC3161
0,746 2 0,0
N CG2R61-CG2R61-CC331-CC3163 0,136 2 180,0
2,500 1 0,0
CG2R61-CC331-CC3163-HCA1
0,106 2 180,0
w CG2R61-CC331-CC3163-CC3161 0,841 2 180,0
2,122 1 0,0
CG2R61-CG2R61-CC331-HCA3
0,150 2 180,0

Simulacdo da molécula em agua
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A) CG2R61-CG2R61-CC331-CC3163

T
2 nmill -

B) CG2R61-CC331-CC3163-CC3161

Tempa ()
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Figura 3.36: Comportamento dos diedrais em fungdo do tempo e histogramas da visitagdo dos

diedrais durante a simulagdo e PES dos diedrais em fungao do angulo.

Os dois diedrais escaneados e investigados durante a simulacdo descrevem a ligacdo entre a
quercetina e o anel de agucar. O histograma do diedral A apresenta trés picos, ou seja, trés angulos
que sdo muito visitados durante a simulacdo. Os dois primeiros picos estdo em ligeiro acordo com
as regides de baixa energia do scan, como devemos esperar. No entanto, ndo conseguimos verificar
o terceiro pico; acreditamos que isto pode estar relacionado com o fato de o scan nao ter visitado
toda a faixa de angulos prevista, possivelmente em virtude da existéncia de alguma barreira de
energia encontrada. Como se pode ver também, ndo conseguimos reproduzir tdo bem a curva da
mecanica quantica, e, com isso, 0s valores que obtivemos para os parametros nao sao os melhores
possiveis, o que também pode contribuir para o fato de os angulos visitados na simulacdao ndo
estarem em total acordo com aqueles percorridos durante a modelagem. Ja para o diedral B, mesmo
com a curva do scan um tanto quanto complicada, encontramos uma concordancia uma maior
concordancia: observamos que em torno de 180° ha um pico no histograma, concordando com a
baixa energia nesta mesma regido no grafico do scan.

Mostramos a modelagem do n59_Apigenina-6-c-b-d-glucopira a fim de verificar se o fato de
a ligacdao da quercetina com o anel de agucar mediada por um atomo que nao fosse o oxigénio —
como era o caso do n55_Kaempferol-7-o0-b-a-I-rhamnopira - poderia gerar melhores resultados.
Apesar de reproducdo do scan e a comparacdao com os resultados obtidos durante a simulacdao

terem sido um pouco melhores, ndo consideramos que foram satisfatérios a ponto de se poder
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afirmar que uma ligacdo intermediada por um atomo de oxigénio seja mais dificil de ser modelada.
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Conclusoes

Neste trabalho mostramos o processo de modelagem para flavonoides e cumarinas seguindo
a metodologia do CGenFF. Partimos de uma molécula base, pequena, e adicionamos fragmentos até
formar moléculas mais complexas. Modelamos o chromone e o 1,2-dihidroxibenzeno
primeiramente; os unimos obtendo a quercetina, e, finalmente, adicionamos um anel de actcar,
formando o  n55_Kaempferol-7-0-b-a-I-thamnopira e do n59_Apigenina-6-c-b-d-glucopira.
Procuramos encontrar parametros que facam a fungdo potencial de mecanica molecular reproduzir
o mais fielmente possivel os calculos de mecanica quantica. Os parametros sdo obtidos através da
convergéncia de uma funcdo objetivo. As cargas recebem um tratamento especial, uma vez que
invés de simplesmente usar aquelas obtidas na otimizacdo de geometria, refinamos o calculo
através de sua interacdo com moléculas de agua. No que diz respeito aos parametros ligados,
demos especial atencdo para os calculos dos diedrais, uma vez que sdo grandes responsaveis pela
flexibilidade da molécula. Verificamos a reproducdo dos dados de mecanica quantica e molecular
comparando os perfis de energia. Ap6s alguns ciclos de otimizacdo, o perfil de mecanica quantica é
consideravelmente bem reproduzido, de modo que podemos concluir que os parametros obtidos sdao
bons. A andlise dos diedrais na simulacdao da molécula em agua também mostra resultados que
confirmam o que foi visto na modelagem: os diedrais visitam uma faixa de angulos que podem ser
acessados atravessando algumas barreiras de energia. A faixa de angulos visitados pelo diedral é
também limitada pela sua posicdo na molécula: diedrais internos a um anel tem mobilidade bastante
limitada; diedrais externos externos ao anel podem visitar uma maior faixa de angulos; diedrais
responsaveis pela ligacdo entre duas moléculas, como € o caso da ligacdo da quercetina com anéis
de aguicar para a formacdo de flavonoides glicosilados, sdo mais dificeis de serem modelados,
porque, embora a ligacdo tenha uma grande liberdade rotacional, a visitacdo de todos os angulos
possiveis pode ter um alto custo energético. Sendo assim, podemos dizer que a ligacao da
quercetina a anéis de acucar, independente do atomo que esteja mediando a ligacdo, é um pouco
mais dificil de ser modelada, e pode nado fornecer resultados tdo satisfatérios quanto aqueles que
obtemos quando modelamos ligacdes de fragmentos menores e mais simples, como foi o caso da
juncdo do chromone ao 1,2-di-hidroxibenzeno.

Podemos concluir que gracas ao CGenFF podemos fazer simulagdes de moléculas organicas
com moléculas biol6gicas sem correr o risco de usar campos de forcas criados com diferentes
abordagens e, assim, obter resultados inconsistentes. A ideia principal do CGenFF é que a

modelagem tenha como principio calculos de mecanica quantica, ao invés de dados experimentais,
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muitas vezes indisponiveis para a classe de moléculas que se pretende tratar. Conseguimos
reproduzir todos esses calculos com o maximo de precisdao possivel, dentro das diferencas que a
metodologia permite. Todo o procedimento foi realizado no fftk, ferramenta que se mostrou de

grande eficiéncia no processo.
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ANEXO A

Cumarinas

e Cumarina
I'IJI
Atomo Tipo de atomo Carga inicial Carga otimizada
(estabelecida pelo CGenFF ou (somente para atomos que
por analogia com outras implicam otimizagéo de carga)
moléculas)
C1,C2,C3,C4 CG2R61 -0,115 -
C5 CG2R62 -0,09 -
C6 CG2R62 0,407 -
H1, H2, H3, H4 HGR61 0,115 -
01 OG3R60 0,0 -0,309
02 0G2D4 0,0 -0,313
Cc7 CG2R62 0,0 0,006
C8 CG2R62 0,0 -0,395
C9 CG2R63 0,0 0,305
H5 HGR62 0,0 0,157
H6 HGR62 0,0 0,229
Ligacao Comprimento da ligacao Constante de forca
A) (Kcal/mol/A?)
CC3163-CG2R61 1.477 296.837
Angulo 0(°) Constante de forca
(Kcal/mol/A?)
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OG3R60-CG2R63-CG2R62 130.636 41,781
OG3R60-CG2R63-0G2D4 122,720 75,040
CG2R63-0G3R60-CG2R62 130,672 25,233

Diedral Parametros finais
Modelado K (Kcal/mol/A?) n §8(°)
Diedrais obtidos por analogia

CG2R62-OG3R60-CG2R63-CG2R62 6,987 1 180,0
CG2R63-0OG3R60-CG2R62-CG2R62 6,987 1 180,0
OG3R60-CG2R63-CG2R62-CG2R62 6,992 1 180,0
CG2R62-0OG3R60-CG2R63-0G2D4 5,431 1 180,0
HGR62-CG2R62-CG2R62-CG2R61 6,682 1 180,0
OG3R60-CG2R63-CG2R62-HGR62 5,455 1 0,0
CG2R62-CG2R62-CG2R62-OG3R60 6,992 1 180,0
CG2R63-OG3R60-CG2R62-CG2R61 3,564 1 0,0
CG2R62-CG2R62-CG2R62-CG2R61 6,935 1 0,0
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* Esculetina

H6

Atomo Tipo de atomo Carga inicial Carga otimizada
(estabelecida pelo CGenFF ou por (somente para atomos que
analogia com outras moléculas) implicam otimizagio de carga)

Cl1,C4 CG2R61 -0,115 -

Cc2 CG2R61 0,0 0,102

C3 CG2R61 0,0 0,001

C5 CG2R62 0,09 -

C6 CG2R62 0,407 -

Cc7 CG2R62 -0,003 -0,003

C8 CG2R62 -0,012 -

C9 CG2R63 0,0 0,400
H1, H2 HGR61 0,115 -

H3 HGR62 0,168 -

H4 HGR62 0,128 -

H5 HGP1 0,0 0,248

H6 HGP1 0,0 0,540

o1 OG3R60 -0,5 -

02 0G2D4 -0,101 -

03 0OG311 0,0 -0,774

04 0G311 0,0 -0,517
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* 4 metil_esculetina

Atomo Tipo de atomo Carga inicial Carga otimizada
(estabelecida pelo CGenFF ou (somente para atomos que
por analogia com outras implicam otimizagio de carga)
moléculas)
C1,C2,C3,C4 CG2R61 -0,115 -
01 OG3R60 -0,5 -
02 0G2D4 -0,101 -
C5 CG2R62 -0,09 -
C6 CG2R62 0,407 -
C8 CG2R62 -0,012 -
H1, H4 HGR61 0,11 -
H5 HGR62 0,0 0,128
C2 CG2R61 0,0 0,101
C3 CG2R61 0,0 0,102
Cc7 CG2R62 0,0 -
C9 CG2R63 0,0 0,4
C10 CG331 0,0 -0,698
03 0OG311 0,0 -0,647
04 0OG311 0,0 -0,507
H2 HGP1 0,0 0,470
H3 HGP1 0,0 0,492
H6, H7, H8 HGA3 0,0 0,152
Diedral Parametros finais
Modelado K (Kcal/mol/A?) n 8(°)

Diedral otimizado
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CG2R63-CG2R62-CG2R62-CG331 0,8 3 0,0
CG331-CG2R62-CG2R62-CG2R61 0,885 3 180,0
CG331-CG2R62-CG2R62-CG2R62 4,999 3 0,0
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ANEXO B

Flavonoides derivados da quercetina

¢ Quercetina-n2

Atomo Tipo de atomo Carga inicial Carga otimizada
(estabelecida pelo CGenFF ou (somente para atomos que
por analogia com outras implicam otimizacdo de carga)
moléculas)

C1, C11, C12,C15 CG2R61 0,0 0,192
C2 CG2R61 0,218 -

C3 CG2R61 0,0 0,031
C4 CG2R61 0,307 -
C5 CG2R62 -0,09 -
C6 CG2R62 0,407 -
Cc7 CG2R63 0,418 -
C8 CG2R62 0,113 -
C9 CG2R67 0,163 -
C10 CG2R67 -0,048 -
C13,C14 CG2R61 0,136 -
H1 HGP1 0,451 -
H2 HGP1 0,555 -
H3 HGP1 0,525 -
H4, H5 ,H8 HGR61 0,115 -
H6, H7 HGP1 0,438 -
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H9, H10 HGP4 0,0 0,434
H11, H12 HGP4 0,0 0,287
N1 NG2S3 0,0 -0,995
N2 NG2S3 0,0 -0,670
Angulo 0(°) Constante de forca
(Kcal/mol/A?)
CG2R62-CG2R61-NG2S3 111,986 44,613
Diedral Parametros finais
Modelado K (Kcal/mol/A?) n 8(°)
Diedrais obtidos por analogia
NG2S3-CG2R61-CG2R62-OG3R60 6,515 1 180,0
NG2S3-CG2R61-CG2R61-CG2R62 6,746 1 0,0
NG2S3-CG2R61-CG2R62-CG2R62 1,568 1 0,0
NG2S3-CG2R61-CG2R61-0G311 2,4 2 180,0
Diedrais otimizados
CG2R62-CG2R61-NG2S3-HGP4 4,9340 3 180,0
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* DRGFIN

Atomo

Tipo de atomo

Carga inicial
(estabelecida pelo CGenFF ou
por analogia com outras

Carga otimizada
(somente para atomos que
implicam otimizacao de carga)

moléculas)
H1, H3, H6, H7, H10 HGR61 0,115 -
H2, H4, H5, H8, H9 HGA1 0,09 -
C1, C2, C3, C11, C12, CG2R61 -0,115 -
C13, C14 C15
C4 CG2R61 0,307 -
C5 CG2R62 -0,09 -
C6 CG2R62 0,407 -
C8 CG2R62 0,113 -
c7 CG2R63 0,418 -
c9 CG2R67 0,163 -
C10 CG2R67 -0,048 -
01 OG3R60 -0,4 -
02 0G2D4 -0,701 -
03 0G302 -0,19 -
05, 07, 09, 011 0G302 -0,163 -
C16 CG202 0,0 0,461
C17 CG202 0,0 0,490
C18 CG202 0,0 0,2
C19 CG202 0,0 0,356
C20 CG202 0,0 0,5
04 0G2D1 0,0 -0,387
06 0G2D1 0,0 -0,407




08 0G2D1 0,0 -0,499
010 0G2D1 0,0 -0,497
012 0G2D1 0,0 -0,237
Ligacao Comprimento da ligacao Constante de forca
A) (Kcal/mol/A?)
CG2R61-0G302 1,376 384,893
CG2R62-0G302 1,378 429,177
CG202-HGA1 1,100 339,301
Angulo 0 Constante de forca
(Kcal/mol/A?)
CG2R61-CG2R61-0G302 119,637 71,495
CG2R61-0G302-CG202 115,543 65,992
CG2R63-CG2R62-0G302 121,695 148,961
CG2R62-0G302-CG202 115,969 89,722
CG2R67-CG2R62-0G302 118,141 3,688
CG2R62-CG2R61-0G302 120,214 99,927
0G302-CG202-HGA1 113,788 67,356
0OG2D1-CG202-HGA1 127,763 86,344

Diedral Parametros finais
Modelado K (Kcal/mol/A?) n 8(°)
Diedrais obtidos por analogia

OG2D4 CG2R63 CG2R62 0OG302 6,682 1 180,0
0G302 CG2R61 CG2R61 CG2R67 3,1 2 180,0
CG2R61 CG2R61 CG2R61 OG302 3,1 2 180,0
CG2R62 CG2R61 CG2R61 OG302 6,746 1 0,0
0OG302 CG2R61 CG2R62 CG2R62 1,568 1 0,0
HGR61 CG2R61 CG2R61 0OG302 2,4 2 0,0
0OG302 CG2R61 CG2R62 CG2R63 6,995 1 180,0
0G302 CG2R62 CG2R67 OG3R60 5,455 1 0,0
CG2R62 CG2R63 CG2R62 0OG302 2,076 1 180,0
0G302 CG2R62 CG2R67 CG2R67 3,631 2 180,0
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0OG302 CG2R61 CG2R61 0OG302 1,791 3 180,0
Diedrais otimizados

4,873 1 180,0

CG2R61-CG2R61-0G302-CG202 0,873 2 18,0
0,865 3 180,0

CG2R61-0G302-CG202-0G2D1 0,411 1 180,0
0,401 2 180,0

CG2R63- CG2R62-0G302-CG202 1,996 1 180,0
4,907 2 180,0

CG2R67- CG2R62-0G302-CG202 3,806 1 180,0
4,992 2 180,0

CG2R62-CG2R61-0G302-CG202 4,980 1 180,0
3,604 2 180,0

0OG2D1-CG202-0G302-CG2R62 4,898 1 0,0

4526 2 0,0

CG2R61-0G302-CG202- HGA1 0,737 1 0,0
4,781 2 180,0

HGA1-CG202-0G302-CG2R62 3,483 1 180,0

2,513 2 180,0
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* Mangiferina

ANEXO C

Flavonoides glicosilados

Atomo

Tipo de atomo

Carga inicial

(estabelecida pelo CGenFF ou

por analogia com outras

Carga otimizada
(somente para atomos que
implicam otimizacao de carga)

moléculas)
C1, C2, C3, C4, C10, CG2R61 -0,115 -
C13
C5 CG2R62 -0,09 -
C6 CG2R62 0.,407 -
C7 CG2R63 0,418
C15, C16, C17 CC3161 0,14
H1, H2, H3, H5, H8 HGR61 0,115 -
H9, H10, H12, H14, HCA1 0,09 -
H16
H11, H13, H15, H17 HCP1 0,42 -
o1 OG3R60 -0,4 -
02 0G2D4 -0,468 -
05 OC3C61 -0,400 -
07, 08, 09 0C311 -0,650 -
c7 CG2R63 0,418 -
C8 CG2R62 0,0 -0,079
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C3 CG2R61 0,0 0,031
C14 CC3163 0,0 0,021
C18 CC3162 0,0 0,179
C11, C12 CG2R61 0,0 0,100
03 0OG311 0,0 -0,551
04 0OG311 0,0 -0,584
H6 HGP1 0.0 0.425
H7 HGP1 0.0 0.377
Angulo 0(°) Constante de forca
(Kcal/mol/A?)
0OC3C61-CC3163-CG2R61 109,226 70,588
CC3163-CG2R61 CG2R61 120,864 33,361
HCA1-CC3163-CG2R61 113,099 17,955
CC3161-CC3163-CG2R61 109,189 42,743
Diedral Parametros finais
Modelado K (Kcal/mol/A?) n 8(°)
Diedrais otimizados
0OC3C61-CC3163-CG2R61-CG2R61 2,836 1 0,0
CG2R6-CC3163-CC3161-0C311 2,993 1 0,0
HGR61-CG2R61-CG2R61-CC3163 1,079 1 0,0
CC3162-0OC3C61-CC3163-CG2R61 0,724 1 0,0
HCA1-CC3163-CG2R61-CG2R61 0,796 1 0,0
CG2R61-CG2R61-CG2R61-CC3163 2,132 1 0,0
CG2R61-CC3163-CC3161-HCA1 0,838 1 0,0
CG2R61-CC3163-CC3161-CC3161 1,04 1 0,0
CC3161-CC3163-CG2R61-CG2R61 1,684 1 0,0
CC3163-CG2R61-CG2R61-CG2R62 2,601 1 0,0
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* n43_4-5-6-triidroxi-7-metoxiflavona

Atomo Tipo de atomo Carga inicial Carga otimizada
(estabelecida pelo CGenFF ou  (somente para atomos que
por analogia com outras implicam otimizagio de carga)
moléculas)

C1, C11, C12, C14, CG2R61 -0,115 -
C15
Cc2 CG2R61 0,218 -
C3 CG2R61 0,0 0,001
Cc4 CG2R61 0,307 -
C5 CG2R62 -0,09 -
C6 CG2R62 0,407 -
Cc7 CG2R63 0,418 -
C8 CG2R62 0,0 -0,498
C9 CG2R67 0,163 -
C10 CG2R67 -0,048 -
C13 CG2R61 0,110 -
C16 CG331 0,0 -0,284

H1, H5, H6, H8, H9 HGR61 0,115 -
H2 HGP1 0,0 0,459
H3 HGP1 0,555 -
H4 HGR62 0,0 0,335
H7 HGP1 0,420 -

H10, H11, H12 HGA3 0,0 0,151
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Angulo 0(°) Constante de forca
(Kcal/mol/A?)
CG2R67-CG2R62-HGR62 123,129 7,325
CG2R61-0G311-CG331 112,727 90,700
Diedral Parametros finais
Modelado K (Kcal/mol/A?) n 8(°)
Diedrais obtidos por analogia
0G311-CG2R61-CG2R61-0G311 1,791 3 180,0
Diedrais otimizados
CG2R61-0G311-CG331-HGA3 1,39 1 0,0
CG2R67-CG2R67-CG2R62-HGR62 0,468 1 0,0
CG2R61-CG2R61-0G311-CG331 2,993 1 180,0
OG3R60-CG2R67-CG2R62-HGR62 1,2 1 0,0
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* n28_Kaempferol-3-0-b-d-gluco

Atomo

Tipo de atomo

Carga inicial
(estabelecida pelo CGenFF ou
por analogia com outras

Carga otimizada (somente
para atomos que implicam
otimizacdo de carga)

moléculas)
H1, H3, H5, H6, HS, HGR61 0,115 -
H9
H2, H4, H7 HGA1 0,09 -
H10, H12, H15, H17 HCA1 0,09
H11, H13, H16, H20 HCP1 0,42 -
H18, H19 HCA2 0,09
C1, C2, C3, C11,
C12, C13,C14 C15 CG2R61 -0,115 -
C4 CG2R61 0,307 -
C5 CG2R62 -0,09 -
C6 CG2R62 0,407 -
c8 CG2R62 0,113 -
c7 CG2R63 0,418 -
c9 CG2R67 0,163 -
C10 CG2R67 -0,048 -
01 0G311 -0,641 -
02 0G311 -0,718 -
03 OG3R60 -0,40 -
04 0G2D4 -0,700 -
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05 0G311 -0,530 -
06 0C311 -0,650 -
07 0C3C61 -0,400 -
09, 010, O11 0OC311 -0,650 -
08 0C311 -0,650 -
C16 CC3162 0,340 -
C17,C18, C19 CC3162 0,340 -
C21 CC321 0,05 -
Ligacao Comprimento da ligacdo  Constante de forca
A) (Kcal/mol/A?)
CG2R62-0C311 1,211 410,843
Angulo 0(°) Constante de forca
(Kcal/mol/A?)
CG2R67-CG2R62-0C311 122,872 37,076
CG2R63-CG2R62-0C311 143,599 78,247
CG2R62-0C311-CC3162 95,692 114,725
Diedral Parametros finais
Modelado K (Kcal/mol/A?) n 8(°)
Diedrais obtidos por analogia
0G2D4-CG2R63-CG2R62-0C311 6,682 1 180,0
OG3R60-CG2R67-CG2R62-0C311 5,455 1 0,0
CG2R62-CG2R63-CG2R62-0C311 2,076 1 180,0
CG2R67-CG2R67-CG2R62-0OC311 3,631 2 180,0
Diedrais otimizados
4,723 1 180,0
CG2R62-0C311-CC3162-HCA1 1,272 3 180,0
1,227 2 180,0
3,876 4 180,0
4,622 1 0,0
CG2R62-0C311-CC3162-CC3161 1,164 2 180,0
5,023 4 180,0
8,000 1 180,0
CG2R67-CG2R62-0C311-CC3162 4,479 2 180,0
0,129 6 180,0
CG2R63-CG2R62-0C311-CC3162 8,0 1 0,0




107

5,721 2 180,0
CG2R62-0C311-CC3162-0C3C61 3,478 2 180,0
6,407 4 180,0
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ANEXOD

Flavonoides com parametros obtidos puramente por analogia a outros ja modelados

*nll_miricetina — parametros obtidos por analogia com a modelagem da quercetina;

* n29_Kaempferol - parametros obtidos por analogia com a modelagem da quercetina;

* n64_Apigenina - parametros obtidos por analogia com a modelagem da quercetina;
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* DRGFIN_na - parametros obtidos por analogia com a modelagem da quercetina-n2

* n32_Quercetina_7-0-b-d-glucopira - pardmetros obtidos por analogia com a modelagem do
n55_Kaempferol-7-0-b-a-1-rhamnopira

* n34_Kaempferol-3-0-b-d-xilanopirano - parametros obtidos por analogia com a modelagem do
n28_Kaempferol-3-0-b-d-gluco
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* n71_Miricetina-3-0-b-d-Glucopira - todos os parametros obtidos por analogia com a modelagem
do n28_Kaempferol-3-0-b-d-gluco
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ANEXO E

“Flavonoides force field — flavonoides.prm”

BONDS

!V(bond) = Kb(b - b0)**2
!

!Kb: kcal/mole/A**2

!b0: A

]

latom type Kb b0
1

CG2R61 CG2R62 286.955 1.187
CG2R62 OG3R60 214.922 1.329
CG2R62 CG2R67 369.272 1.283
CG2R62 0G311 381.492 1.282
CG2R67 OG3R60 274.455 1.308
OG3R60 CG2R63 369.725 1.389
CG2R61 0G302 384.893 1.376
CG2R62 0G302 429.177 1.378
CG202 HGAl 339.301 1.100
CG2R61 CC331 240.011 1.441
CG2R62 0C311 410.843 1.211
CC3163 CG2R61 296.837 1.477
ANGLES

!CG2R61 CC331 240.011 1.441

!V(angle) = Ktheta(Theta - Thetal)**2
!

!V (Urey-Bradley) = Kub(S - S0)**2

!

!Ktheta: kcal/mole/rad**2

!Theta0O: degrees

!Kub: kcal/mole/A**2 (Urey-Bradley)
!1S0: A

!

latom types Ktheta Thetal Kub so
!

|

CG2R61 CG2R62 CG2R62 132.710 117.098
CG2R61 CG2R62 OG3R60 201.071 107.241
CG2R61 CG2R61 CG2R62 52.092 115.203
CG2R61 CG2R62 CG2R63 178.345 114.181
CG2R62 CG2R62 OG3R60 105.391 123.438
CG2R62 CG2R63 CG2R62 204.241 111.805
CG2R62 OG3R60 CG2R62 115.232 119.768
CG2R62 CG2R61 HGR61 45.695 117.489
OG3R60 CG2R62 HGR62 120.213 101.621
CG2R63 CG2R62 0G311 45.143 115.323
CG2R63 CG2R62 CG2R67 136.660 118.777
CG2R62 0G31l1 HGP1 125.521 107.437
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CG2R62 CG2R67 OG3R60 4.628 122.463
CG2R62 CG2R67 CG2R67 53.668 126.993
CG2R67 OG3R60 CG2R62 93.224 123.610
CG2R67 CG2R62 O0G311 56.525 115.107
CG2R62 CG2R61 0G311 119.137 122.718
OG3R60 CG2R67 CG2R67 58.281 116.870
OG3R60 CG2R63 CG2R62 41.781 130.636
OG3R60 CG2R63 0G2D4 75.040 122.720
CG2R63 OG3R60 CG2R62 25.233 130.672
CG2R67 CG2R62 HGR62 7.325 123.129
CG2R61 0G311 CG331 90.700 112.72
CG2R61 CG2R61 0G302 71.495 119.637
CG2R61 0G302 CG202 65.992 115.543
CG2R63 CG2R62 0G302 148.961 121.695
CG2R62 0G302 CG202 89.722 115.969

CG2R67 CG2R62 0G302 3.688 118.141
CG2R62 CG2R61 0G302 99.927 120.214
0G302 CG202 HGAl 67.356 113.788
0G2D1 CG202 HGAl 86.344 127.763
CG2R61 0G311 CC3162 96.498 107.390
0G311 CC3162 HCAl 73.526 112.050

0G311 CC3162 CC3161 101.706 103.342
0G311 CC3162 0C3C61 81.652 113.605
CG2R61 CG2R61 CC331 13.983 122.148
CG2R61 CC331 HCA3 29.523 108.642
CG2R61 CC331 CC3163 25.980 107.121
CG2R67 CG2R62 0C311 37.076 122.872
CG2R63 CG2R62 0C311 78.247 143.599
CG2R62 0C311 CC3162 114.725 95.692
OC3C61 CC3163 CG2R61 70.588 109.226
CC3163 CG2R61 CG2R61 33.361 120.864
HCAl CC3163 CG2R61 17.955 113.099
CC3161 <CC3163 CG2R61 42.743 109.189

DIHEDRALS

]

!V(dihedral) = Kchi(l + cos(n(chi) - delta))
!

!Kchi: kcal/mole

!n: multiplicity

!delta: degrees

]

latom types Kchi n delta
!

CG2R61 CG2R62 CG2R62 CG2R63 6.9350 1 0.00
CG2R62 CG2R61 CG2R61 HGR61 6.7460 1 0.00
CG2R61 CG2R61 CG2R62 OG3R60 6.9830 1 0.00
OG3R60 CG2R62 CG2R62 CG2R61 6.4660 1 0.00
0G2D4 CG2R63 CG2R62 CG2R61 6.6820 1 180.00
CG2R62 CG2R62 OG3R60 CG2R62 6.9870 1 180.00
OG3R60 CG2R62 CG2R62 CG2R63 6.9920 1 180.00
CG2R62 CG2R63 CG2R62 HGR62 2.0760 1 180.00
CG2R61 CG2R61 CG2R61 CG2R62 3.3920 1 180.00
HGR62 CG2R62 CG2R62 OG3R60 5.4550 1 0.00
CG2R62 CG2R63 CG2R62 CG2R61 4.9930 1 0.00
HGR61 CG2R61 CG2R62 CG2R62 1.5680 1 0.00
CG2R62 CG2R63 CG2R62 CG2R62 6.9990 1 180.00
HGR61 CG2R61 CG2R62 CG2R63 6.9950 1 180.00
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CG2R62
HGR61
HGR62
CG2R61
CG2R61
CG2R61
0G311
CG2R67
CG2R63
CG2R63
CG2R67
CG2R62
CG2R67
0G2D4
0G2D4
CG2R62
CG2R67
CG2R62
0G311
0G311
0G311
CG2R62
CG2R62
OG3R60
CG2R67
CG2R62
0G311
CG2R63
CG2R62
CG2R63
OG3R60
CG2R62
HGR62
OG3R60
CG2R62
CG2R63
CG2R62
CG2R63
CG331
CG331
CG2R61
CG2R67
CG2R61
OG3R60
0G2D4
0G302
CG2R61
CG2R62
0G302
HGR61
0G302
0G302
CG2R62
0G302
0G302
CG2R67
CG2R67
CG2R63
CG2R63

OG3R60
CG2R61
CG2R62
CG2R61
CG2R62
CG2R61
CG2R61

CG2R61
CG2R62
CG2R62
CG2R62
CG2R61
OG3R60
CG2R63
CG2R63
CG2R67
OG3R60
CG2R61
CG2R61
CG2R62
CG2R61
CG2R63
CG2R63
CG2R67
CG2R67
CG2R67
CG2R62
CG2R62
OG3R60
OG3R60
CG2R63
OG3R60
CG2R62
CG2R63
CG2R62
OG3R60
CG2R62
CG2R62
CG2R62
CG2R62
0G311

CG2R67
CG2R61
CG2R67
CG2R63
CG2R61
CG2R61
CG2R61
CG2R61
CG2R61
CG2R61
CG2R62
CG2R63
CG2R62
CG2R61
CG2R62
CG2R62
CG2R62
CG2R62

CG2R62
CG2R62
OG3R60
CG2R62
CG2R62
CG2R62
CG2R61
CG2R61
0G311
CG2R67
0G311
0G311
CG2R62
CG2R62
CG2R62
OG3R60
CG2R62
CG2R61
CG2R62
CG2R67
CG2R62
CG2R62
CG2R62
CG2R67
OG3R60
CG2R67
CG2R67
CG2R67
CG2R63
CG2R62
CG2R62
CG2R63
CG2R62
CG2R62
CG2R62
CG2R62
CG2R62
CG2R62
CG2R62
CG2R62
CG331
CG2R62
0G311
CG2R62
CG2R62
CG2R61
CG2R61
CG2R61
CG2R62
CG2R61
CG2R62
CG2R67
CG2R62
CG2R67
CG2R61
0G302
0G302
0G302
0G302

CG2R61
OG3R60
CG2R62
CG2R62
CG2R61
CG2R63
0G311
0G311
HGP1
OG3R60
HGP1
HGP1
CG2R61
CG2R67
0G311
CG2R62
CG2R62
0G311
CG2R62
OG3R60
CG2R63
CG2R67
0G311
CG2R61
CG2R62
CG2R61
CG2R67
CG2R67
CG2R62
CG2R62
CG2R62
0G2D4
CG2R61
HGR62
OG3R60
CG2R61
CG2R61
CG331
CG2R61
CG2R62
HGA3
HGR62
CG331
HGR62
0G302
CG2R67
0G302
0G302
CG2R62
0G302
CG2R63
OG3R60
0G302
CG2R67
0G302
CG202
CG202
CG202
CG202

R M, OoPRPODNMMUUOODNMNMREFOWWLWORDNMORPOOOODWOUUOCDUIOOOODOOW W R ORLPDNMNMNOOUUFRLPOOOOOR WOOOOWWOONNULUIOYW

.5640
.5150
.4310
.0000
.2860
.9510
.0000
.1000
.9900
.9920
.9900
.9900
.5640
.0000
.6820
.9870
.9870
.7460
.5680
.4550
.9950
.9990
.0760
.4190
.8650
.1370
.6310
.4910
.9870
.9870
.9920
.4310
.6820
.4550
.9920
.5640
.9350
.8300
.8850
.9990
.3900
.4680
.9930
.2000
.6820
.1000
.1000
.7460
.5680
.4000
.9950
.4550
.0760
.6310
.7910
.8060
.9920
.9960
.9070
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CG2R61 0G302 CG202 0G2D1 0.4110 1 180.00
CG2R61 0G302 CG202 0G2D1 0.4010 2 180.00
CG2R61 0G302 CG202 HGAl 0.7370 1 0.00
CG2R61 0G302 CG202 HGA1l 4.7810 2 180.00
CG2R61 CG2R61 0G302 CG202 0.8650 3 180.00
CG2R61 CG2R61 0G302 CG202 4.8730 1 180.0
0G2D1 CG202 0G302 CG2R62 4.8980 1 0.00
0G2D1 CG202 0G302 CG2R62 4.5260 2 0.00
HGAl CG202 0G302 CG2R62 3.4830 1 180.00
HGA1 CG202 0G302 CG2R62 2.5130 2 180.00
CG2R62 CG2R61 0G302 CG202 4.9800 1 180.00
CG2R62 CG2R61 0G302 CG202 3.6040 2 180.00
NG2S3 CG2R61 CG2R61 CG2R62 3.5820 3 0.00
0G311 CG2R61 CG2R61 NG2S3 0.0310 3 180.00
CG2R61 0G311 CC3162 0C3C61 0.0000 1 0.00
0G311 CC3162 CC3161 0C311 4.9220 4 0.00
0G311 CC3162 CC3161 0C311 6.9990 1 0.00
0G311 CC3162 0C3C61 CC3163 6.9980 1 180.00
0G311 CC3162 CC3161 HCAl 0.3470 4 180.00
0G311 CC3162 CC3161 HCAl 0.4160 3 180.00
0G311 CC3162 CC3161 HCAL 3.6970 1 0.00
0G311 CC3162 CC3161 <CC3161 5.8020 1 0.00
CG2R61 0G311 CC3162 HCAl 2.6170 1 0.00
CG2R61 0G311 CC3162 HCAL 5.6490 2 180.00
CG2R61 0G311 CC3162 CC3161 2.2750 3 180.00
CG2R61 0G311 CC3162 CC3161 6.9800 2 180.00
CG2R61 CG2R61 O0G311 CC3162 1.9050 2 180.00
CG2R61 0G311 CG331 HGA3 1.3900 1 0.00
CG2R67 CG2R67 CG2R62 HGR62 0.4680 1 0.00
CG2R61 CG2R61 O0G311 CG331 2.9930 1 180.00
OG3R60 CG2R67 CG2R62 HGR62 1.2000 1 0.00
CG2R61 CC331 CC3163 0OC3C61 0.663 1 180.00
CG2R61 CC331 CC3163 0C3C61 0.746 2 0.00
CG2R61 CG2R61 CG2R61 CC331 4.2000 2 180.00
CC331 CG2R61 CG2R61 CG2R62 6.7460 1 0.00
CG2R61 CC331 CC3163 HCAL 2.500 1 0.00
CG2R61 CC331 CC3163 HCAl 0.106 2 180.00
CG2R61 CC331 CC3163 CC3161 0.841 2 180.00
0G311 CG2R61 CG2R61 CC331 3.1000 2 180.00
CG2R61 CG2R61 CC331 HCA3 2.122 1 0.00
CG2R61 CG2R61 CC331 HCA3 0.150 2 180.00
CG2R61 CG2R61 CC331 CC3163 0.136 2 180.00
0G2D4 CG2R63 CG2R62 0C311 6.6820 1 180.00
OG3R60 CG2R67 CG2R62 O0C31l1 5.4550 1 0.00
CG2R62 CG2R63 CG2R62 O0C31l1 2.0760 1 180.00
CG2R67 CG2R67 CG2R62 O0C311 3.6310 2 180.00
CG2R62 0C311 CC3162 HCAl 4.7230 1 180.00
CG2R62 0OC311 CC3162 HCAl 1.2720 3 180.00
CG2R62 0C311 CC3162 HCAl 1.2270 2 180.00
CG2R62 0C311 CC3162 HCAl 3.8760 4 180.00
CG2R62 0C311 CC3162 CC3161 4.6220 1 0.00
CG2R62 0OC311 CC3162 CC3161 1.1640 2 180.00
CG2R62 0C311 CC3162 CC3161 5.0230 4 180.00
CG2R67 CG2R62 0C311 CC3162 8.0000 1 180.00
CG2R67 CG2R62 0C311 CC3162 4.4790 2 180.00
CG2R67 CG2R62 0C311 CC3162 0.1290 6 180.00
CG2R63 CG2R62 0C311 CC3162 8.0000 1 0.00
CG2R63 CG2R62 0C311 CC3162 5.7210 2 180.00
CG2R62 0C311 CC3162 0OC3C61 2.9060 1 180.00
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CG2R62
CG2R62
NG2S3
NG2S3
NG2S3
NG2S3
CG2R62
0C3Cé61
CG2R61
HGR61
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HCAl
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CG2R61
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Cc3161
CC3163

0C311

0C311

CG2R61
CG2R61
CG2R61
CG2R61
CG2R61
CC3163
CC3163
CG2R61
0C3C61
CC3163
CG2R61
CC3163
CC3163
CC3163
CG2R61
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CC3162
CG2R62
CG2R61
CG2R62
CG2R61
NG2S3

CG2R61
Cc3161
CG2R61
CC3163
CG2R61
CG2R61
CC3161
Cc3161
CG2R61
CG2R61

0C3C61
0C3C61
OG3R60
CG2R62
CG2R62
0G311
HGP4
CG2R61
0C311
CC3163
CG2R61
CG2R61
CC3163
HCAl
CC3161
CG2R61
CG2R62
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.4780
.4070
.5150
.7460
.5680
.4000
.9340
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.7240
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.1320
.8380
.0400
.6840
.6010
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