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RESUMO

Polimeros molecularmente impressos (PMIs) sdo redes poliméricas com significativa
relevancia para sensoriamento analitico, especialmente para processos bioldgicos. O processo
de impressao molecular permite que haja a formag¢do de cavidades funcionalizadas e
estruturalmente complementares a moldes moleculares especificos, conferindo ao material
sensibilidade e especificidade em andlises instrumentais e, consequentemente, uma expressiva
versatilidade pratica. Entretanto, o planejamento e desenvolvimento de PMIs ¢ um processo
lento e dispendioso de ser realizado inteiramente de forma empirica. Diante disso, ferramentas
computacionais sdo comumente usadas na selecdo de alguns dos parametros criticos do
processo de impressdo, sobretudo a selegdo de ligantes funcionais. Dentre as metodologias
disponiveis, a Dindmica Molecular classica é capaz de avaliar a evolugdo desse processo e
discriminar diferentes ligantes quanto a sua interatividade com o molde de interesse. A
modelagem mais frequente de ligantes funcionais ¢ a representacdo monomeérica, contudo, esta
¢ incapaz de prever a evolugdo das interagdes em fungdo do crescimento polimérico. Neste
contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia de outras representagdes
oligoméricas na fase de complexagdo com o epitopo P31 da linhagem Asiatica do virus Zika,
através da metodologia de Dindmica Molecular cléssica. Os ligantes funcionais 2-vinilpiridina,
4-vinilanilina, acido acrilico, acrilamida e 2-hidroxietilmetacrilato foram simulados, em cadeias
mono-, tri-, penta- e decaméricas, e avaliados segundo suas influéncias na conservacao
estrutural do epitopo e no perfil interativo ligante-molde. Todos os sistemas foram simulados
em triplicatas. Analises de desvio quadratico médio (RMSD), raio de giro (Rg), funcdo de
correlagdo de pares (g(r)), tempo de ocupagdo, nimero médio € maximo de interagdes do tipo
ligagdes de hidrogénio mostraram que existe uma influéncia do tamanho da cadeia do ligante
funcional na fase de complexa¢do. Em termos de sele¢do de ligantes, essa influéncia acentuou
e facilitou a diferenciagdo entre os ligantes. Contudo, o comportamento observado para
tamanhos de cadeia maiores foi diferente dos monomeros somente nas analises estruturais,
sugerindo que sua utilizacdo seja mais adequada apenas quando a conformag¢dao do molde

apresentar grande flexibilidade, como em moldes de origem bioldgica.

Palavras-chave: polimeros molecularmente impressos, dindmica molecular, molde biolégico,

representacdes oligoméricas, selecao de ligantes.



ABSTRACT

Molecularly imprinted polymers (MIPs) are polymeric networks with significative relevance to
analytical sensing, especially to biological processes. The molecular imprinting process allows
the formation of functionalized and structurally complementary cavities to specific molecular
templates, giving the material sensibility and specificity for instrumental analyses and,
therefore, resulting in a wide variety of applications. However, the planning and development
of MIPs is a slow and expensive process to be carried out entirely by experimental approaches,
leading to computational tools being used to select some of the most critical parameters for
imprinting, mainly ligand screening. Among all available methodologies, classical Molecular
Dynamics is suitable to evaluate the imprinting process evolution and differentiate ligands
according to their interaction with the target template. The most frequent modelling for
functional ligands is the monomeric representation, however, this representation is unable to
predict the interaction evolution as a function of polymer growth. In this context, this work aims
to evaluate the influence of other oligomeric representations in the complexation phase of the
P31 Asian-lineage Zika virus epitope through classical Molecular Dynamics. The functional
ligands  2-vinylpyridine, = 4-vinylaniline, acrylic  acid, acrylamide and 2-
hidroxyethylmethacrylate were simulated in mono-, tri- penta- and decameric chains, and were
evaluated according to their influence on the epitope structural conservation and the ligand-
template interactive profile. All systems were simulated in triplicates. Analyses of root-mean-
square deviation (RMSD), radius of gyration (Rg), pair correlation function (g(r)), occupancy,
average and maximum numbers of hydrogen-bonding type interaction showed the functional
ligand chain size has an influence in the complexation phase. In terms of ligand screening, this
influence emphasized and facilitated the differentiation between ligands. However, the
behavior observed for larger chain sizes was only different from the monomeric chain in
structural analyses, suggesting its use is best suited only when the template conformation

exhibits high flexibility, such as in most biological templates.

Keywords: molecularly imprinted polymers, molecular dynamics, biological template,

oligomeric representations, ligand screening.
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1 Introducao

A érea de sensoriamento analitico, que abrange, principalmente, o desenvolvimento de
dispositivos e tecnologias de analises instrumentais, beneficia-se grandemente do avango
cientifico e tecnoldgico, devido a sua natureza interdisciplinar, que incorpora campos como

ciéncia de materiais, biomedicina, fisica, quimica, eletronica, entre outras.

Dessa forma, os dispositivos de sensoriamento podem ser desenvolvidos a partir de uma
extensa lista de métodos, como, por exemplo, eletroquimicos (FURST; FRANCIS, 2019; LI et al.,
2019; WONGKAEW etal., 2019), 6pticos (LI; ASKIM; SUSLICK, 2019; MAKO; RACICOT; LEVINE, 2019)
e espectroscopicos (KANG et al., 2019; XU et al., 2019), agregando inimeras funcionalidades,

particularidades de componentes, mecanismos de acao e, consequentemente, aplicabilidade.

Uma das aplicagdes com grande demanda cientifica é o reconhecimento molecular
aplicado a alvos bioldgicos (ZUBER; KLANTSATAYA; BACHHUKA, 2019). Todavia, obstaculos
como a necessidade de elevadas sensibilidade e especificidade, levando em conta a
complexidade das matrizes biologicas a serem analisadas; a capacidade de monitoramento,
sempre que possivel, de forma ndo invasiva; a reprodutibilidade; a portabilidade e o custo de
desenvolvimento, tornam a producao e utilizagdo desses dispositivos de sensoriamento bastante
desafiadoras (BELBRUNO, 2019). Além de imunossensores (ERTEKIN; OZTURK; OZTURK, 2016),
biossensores sintéticos (CHANG et al., 2014) e de interface (NJAGI et al., 2010), por exemplo, uma
das alternativas em desenvolvimento com significativa relevancia para aplicacdo em processos

biologicos € a impressao molecular em redes poliméricas (CHEN et al., 2016b; HART; SHEA, 2001).

Polimeros molecularmente impressos, ou PMIs, sdo redes poliméricas que apresentam
cavidades (superficiais e/ou intersticiais) funcionalizadas e complementares a moldes
moleculares especificos, quando sintetizadas na presenca dos mesmos, conforme ilustrado na
Figura 1.1, conferindo-lhes variadas aplicabilidades como, por exemplo, em drug delivery
(LULINSKI, 2017), separagdo cromatografica (BOYSEN, 2019), processos cataliticos (LYE;
WOODLEY, 1999), analise ambiental (NDUNDA; MIZAIKOFF, 2016), além dos proprios
sensoriamentos quimico (WACKERLIG; LIEBERZEIT, 2015) e biologico (SELVOLINI; MARRAZZA,

2017).
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Figura 1.1. Micrografia de Microscopio Eletronico de Varredura da superficie de uma rede polimérica ndo
impressa (a) e molecularmente impressa (b).

5 pm R —_—um ¢

High-vac, SED.PC-low 10kV  x 4000 2018/7/16 000017 JMHIGh:VAC. SED PCJBWL 10'kV  x 4000 2078]7/16/4000020

Fonte: Adaptado de YU et al., 2020.

De vital importincia, essas cavidades sdo formadas a partir da extragdo dos moldes
inseridos durante o processo de forma¢do da matriz polimérica (BARBANI et al., 2017; HUANG;
ZHANG; YUN, 2017) ou através de litografia molecular em uma rede polimérica ja formada
(ODOM et al., 2002; PARK, 2016; QIN; XIA; WHITESIDES, 2010), como ilustrado nas Figuras 1.2-3,
respectivamente. No caso especifico de litografia molecular, as cavidades sdo apenas
superficiais.

Figura 1.2. Processo geral de impressdo molecular, constituido de pré-polimerizagdo (A), polimerizacio (B),

extracdo do molde molecular (C) e associagdo nao-covalente do molde molecular (D). Superficies do molde
molecular e ligantes funcional e cruzado sdo mostradas em ciano, alaranjado e branco, respectivamente.

Fonte: Adaptado de RODRIGUES SILVA et al., 2022.
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Figura 1.3. Processo simplificado de impressdo por litografia molecular.

[
g

Fonte: Adaptado de POLLER et al., 2017.

Existem cinco componentes essenciais, com fungdes distintas e parametros 6timos de
sintese (YAN; ROW, 2006), em um preparo de PMIs: molde molecular, ligante funcional, solvente

porogénico, ligante cruzado e iniciador de reacao.

O molde molecular ¢ o composto alvo para a aplicagdo do PMI e ¢ fundamental para a
construgdo do polimero (MATSUI; FUIIWARA; TAKEUCHI, 2000), tendo como fung¢do orientar,
durante a polimerizagdo, a formagdo das cavidades complementares a sua estrutura e
funcionalidades. Sua natureza quimica €, em tese, ilimitada, desde que apresente grupos nao
polimerizaveis, seja interativa com os mondmeros e estruturalmente estdvel nas condig¢des

reacionais (CHEN; XU; LI, 2011).

Os ligantes funcionais sdo os segmentos polimerizaveis basicos da formagdo da rede
polimérica, os quais devem apresentar um carater interativo e ndo reativo ao molde molecular
— para que haja uma impressdo molecular efetiva — e cuja rede seja estavel e possa ser
armazenada e aplicada em variados tipos de condi¢des, como temperatura ¢ pH (BELBRUNO,
2019). Previamente a polimerizagdo, estes ligantes se encontram na forma monomeérica e,
usualmente, sdo categorizados quanto a sua hidrofobicidade (GHEYBALIZADEH; HEJAZI, 2022),
caracteristicas quimicas de acidez, basicidade ou neutralidade (MARC; WIECZOREK, 2019) e
volume molecular (CHEN et al., 2016a), sendo essas categorias intimamente associadas as
interacdes intermoleculares que governardo os processos de impressdao € reconhecimento

moleculares das cavidades funcionalizadas (CLEGG et al., 2019).

Alguns dos ligantes funcionais mais comumente utilizados em sintese de PMIs (CHEN
et al., 2016a; PARISI et al., 2022) sdo mostrados na Tabela 1.1, juntamente de seus respectivos
valores de coeficiente de parti¢do (log P) e volumes molares (V.,), ilustrando a variabilidade de

escolhas em fungao das categorias citadas anteriormente.
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Tabela 1.1. Alguns mondmeros funcionais utilizados em PMIs.

Monémeros log P V, / em? Cédigo de identificacio

a b c a b © a b c
ACIDOS
Acido acrilico 028 030 035 678 - 67,8 6333 6581 DTXSID0039229
Acido metacrilico 083 090 093 84,1 - 84,1 3951 4093 DTXSID3025542
Acido 4-vinilbenzoico 2,18 2,770 2,18 127,9 - 128,0 13476 14098 DTXSID70148069
BASICOS
4-vinilanilina 1,42 1,80 1,75 117,7 - 118,0 66344 73700 DTXSID4061751
2-vinilpiridina 1,34 1,50 1,54 1086 - 109,0 7240 7521 DTXSID1026667
N-vinilpirrolidona 0,37 040 037 97,1 - 97,1 6651 6917 DTXSID2021440
NEUTROS
Acrilamida -0,78 -0,70 —0,67 739 - 73,9 6331 6579 DTXSID5020027
4-etilestireno 3,60 3,50 390 1482 - 148,0 17883 18940 DTXSID70188081
2-hidroxietilmetacrilato 0,50 0,50 0,47 123,5 - 123,0 12791 13360 DTXSID7022128

aPENCE; WILLIAMS, 2010; P KIM et al., 2016; ¢ WILLIAMS et al., 2017.
Fonte: Autor, 2022.

O solvente porogénico atua ndo somente como meio dispersivo no processo de
polimerizacdo, mas, sobretudo, como agente porogénico, isto €, agente formador de porosidade
na estrutura polimérica de interesse (CHEN et al., 2016a). Diferente das cavidades seletivas ao
molde molecular, cujas morfologias sdo equivalentes, a morfologia dos poros, resultante das
interagdes do solvente com o polimero durante sua formacao, pode ser controlada através da
natureza quimica e o volume de solvente utilizado no processo, impactando na eficiéncia

adsortiva do material (CORMACK; ELORZA, 2004).

Assim como os ligantes funcionais, os ligantes cruzados também sdo segmentos
polimerizaveis, caracterizados como comondmeros na rede polimérica. Apesar de haver
relativa competitividade interativa entre esses dois tipos de ligantes frente ao molde molecular,
admite-se que a expressividade das interacdes com os ligantes cruzados nao sejam equiparaveis
as interacdes com os ligantes funcionais (RODRIGUES SILVA et al., 2022). Desse modo, atribui-se
aos ligantes cruzados funcionalidades, majoritariamente, estruturais, como estabilizacao
mecanica dos sitios de impressao e da matriz polimérica (BOYSEN, 2019; MARC; WIECZOREK,
2019).

Por fim, os iniciadores de reag@o sdo os compostos utilizados para controlar o inicio do
processo de polimerizagdo, o qual, com a finalidade de garantir o maximo de controle
operacional durante a sintese de PMIs, ndo deve acontecer espontaneamente. Os tipos de
iniciagdo mais comuns sdo por radical livre, foto- e eletropolimerizacdo, os quais sdo
selecionados de acordo com as especificidades de cada experimento (CHEN et al., 2016a;

CORMACK; ELORZA, 2004).
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O método de formagao das cavidades mais utilizado ¢ a impressdo ndo-covalente (CHEN
et al., 2016a), pois oferece elevada flexibilidade devido a simplicidade metodolédgica e a rapidez
de formacgao das interagdes que orientardo o reconhecimento molecular, como interagdes do
tipo ligacdes de hidrogénio, interagdes n-m, forcas de van der Waals e interacdes eletrostaticas
(ANSARI; KARIMI, 2017). No entanto, a suscetibilidade dessas interacdes a perturbagdes, como

influéncia de solvente, deve ser levada em considerag¢ao na sua escolha (LOFGREEN; OZIN, 2014).

As alternativas a impressao nao-covalente sdo as impressoes iOnica, covalente, semi-
covalente ou por coordenacdo metalica. Cada tipo apresenta mecanismos de impressdo e
reconhecimento molecular distintos e sdo avaliados de acordo com as particulares de cada caso,
como a natureza quimica do molde molecular e ligantes funcionais e quais tipos de interagdes

favorecerao a seletividade e sensibilidade desse PMI (CHEN et al., 2016a).

O grande diferencial do sensoriamento por PMIs, que lhe atribuiu o termo de anticorpos
sintéticos, ¢ a viabilidade de se usar epitopos e, mais dificilmente, proteinas, como moldes
moleculares, oferecendo uma abordagem alternativa de sensoriamento biomolecular (ANSARI;
MASOUM, 2019; DRZAZGOWSKA et al., 2020; GRAHAM et al., 2019). Em contraste aos anticorpos
naturais, cuja estabilidade em condigdes adversas de pH, pressdo e temperatura ¢ baixa e que
apresenta elevada perda de performance associada ao tempo de armazenamento, PMIs sdo
robustos e resistentes frente as mesmas condi¢des e podem ser armazenados por longos
periodos sem haver perda de performance (MORENO-BONDI et al., 2008; POMA; TURNER,;

PILETSKY, 2010).

Embora haja inimeras aplicabilidades, o estudo de PMIs ¢ um processo lento e
dispendioso de ser realizado inteiramente por métodos empiricos, devido a elevada quantidade
de parametros de preparo e otimizacao de sintese (YAN; ROW, 2006). Diante disso, a abordagem
computacional vem sendo adotada como ferramenta auxiliar de direcionamento no seu
planejamento racional, pois oferece rapidez, custo reduzido e, sobretudo, resultados confidveis

(ALTINTAS et al., 2019; COWEN; KARIM; PILETSKY, 2016).

Os parametros mais investigados computacionalmente sdo selecdes de mondmeros
funcionais (PEREZ et al., 2016, TADI; MOTGHARE; GANESH, 2015) e solvente porogénico (BIRD;
HERDES, 2018), otimizagao de propor¢ao estequiométrica para sintese (HUYNH et al., 2015; WANG
etal.,2015) e elucidacao de interagdes dindmicas (LUO et al., 2014) e estaticas (SCHAUPERL; LEWIS,

2015) do complexo ligante-molde.



1 Introducdo 20

Apesar da variedade de direcionamentos sugeridos por essa abordagem, ndo hd um
consenso entre o0 melhor método computacional para descrever esse tipo de sistema e a melhor
maneira de modela-lo (COWEN; KARIM; PILETSKY, 2016; NICHOLLS et al., 2021), sendo, portanto,
uma escolha exclusivamente baseada no parametro empirico a ser investigado ¢ na avaliagao

do pesquisador.

Todavia, considerando que as formagdes das interacdes ndo-covalentes presentes no
sistema sdo dindmicas e que o solvente atua como elemento ativo na formagdo da rede
polimérica (SONG; WANG; ZHU, 2009; YAN; ROW, 2006), um dos métodos de simulagio
computacional capaz de avaliar o dinamismo das interagdes entre um elevado numero de

componentes ¢ a Dindmica Molecular (DM) classica.

A DM descreve o movimento de atomos a partir do formalismo das mecanicas classica
e estatistica. Para tanto, considera-se que as alteracdes conformacionais moleculares sejam
decorrentes somente de interagdes que ndo envolvam a participagao de particulas subatomicas.
Ao se desconsiderar os principios que regem a dindmica dos elétrons, pode-se descrever
simultaneamente um elevado numero de 4atomos com uma demanda computacional
relativamente reduzida e amostrar processos conformacionais e energéticos, descritos somente
por potenciais ndo-covalentes, a partir de ensembles termodindmicos definidos (ALDER;

WAINWRIGHT, 1959).

No contexto de PMIs, as orientagdes propostas empregando DM sdo, em sua maioria,
baseadas na fung¢do de correlagdo de pares (BIRD; HERDES, 2018; KONG et al., 2016; MONTI et al.,
2006). Essencialmente, esta funcdo correlaciona a variacdo da densidade numérica de pares
(atomos e/ou moléculas) em fun¢do de suas distancias espaciais € do tempo de simulagao,
fornecendo perfis de proximidade molecular dos quais a afinidade ligante-molde € extrapolada
qualitativamente. Embora esta analise ndo seja a inica técnica utilizada na literatura, existe uma
escassez de técnicas de caracterizagdo in silico nos trabalhos publicados (CLELAND et al., 2014;
HOLGUIN et al., 2019; QIU et al., 2015), de forma que pouco se é explorado do processo de

impressdo molecular a nivel atomistico.

Em relagdo aos tempos de simulagdo e a quantidade de componentes do sistema, nao ha
uma uniformidade nos trabalhos desenvolvidos, usualmente avaliando-se a evolugao das
interacdes nao-covalentes durante apenas alguns nanossegundos de simulagdo e em sistemas
variando de centenas (WANG et al., 2016) a poucos milhares de d&tomos (BITAR et al., 2015). Estes

valores reproduzem os resultados experimentais considerados nos respectivos trabalhos,
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todavia a auséncia de justificativa para escolha desses parametros sugere que eles sejam

arbitrarios.

O sistema mais comumente simulado representa a fase de pré-polimerizagao dos PMIs
(NICHOLLS et al.,, 2021), isto €, quando todos os componentes polimerizaveis do sistema
encontram-se na forma monomérica. Essa escolha fundamenta-se no fato de que as interagdes
nao-covalentes entre molde molecular e ligantes funcionais iniciam-se a partir do momento em
que ambos estdo em contato no meio reacional (CHEN et al., 2016a). Apesar da utilizagdo de
mondmeros para a caracterizacdo dos complexos interativos, ndo se sabe se os efeitos estéricos
associados ao crescimento da cadeia, suavizados nesse tipo de representagdo, sdo fatores que

interferem nos resultados, sobretudo de selecao do melhor ligante funcional.

Diante dessa questdo, os ligantes 2-vinilpiridina (2VP), 4-vinilanilina (4VA), acido
acrilico (AAC), acrilamida (ACR) e 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA) foram selecionados para
avaliar, através de DM cléssica, a influéncia da extensao da cadeia oligomérica na fase de pré-
polimerizacdo de PMIs. Estes ligantes, cujas estruturas quimicas sdo mostradas na Figura 1.4,
foram selecionados por serem frequentemente empregados em sinteses de PMIs (CHEN et al.,
2016a; PARISI et al., 2022) e, sobretudo, por representarem um diversificado espectro de
caracteristicas quimicas de acidez, basicidade e neutralidade, volume molar e hidrofobicidade,

conforme mostrado na Tabela 1.1.

Figura 1.4. Estrutura quimica dos mondmeros funcionais simulados.
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Fonte: Autor, 2022.
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Apesar da viabilidade e vantagens praticas da utilizacdo de moldes moleculares de
origem bioldgica para a constru¢do de PMIs, ja abordadas, sua aplicabilidade ainda ¢ pouco
explorada (ANSARI; MASOUM, 2019), sobretudo computacionalmente (COWEN; KARIM;
PILETSKY, 2016; NICHOLLS et al., 2021), em comparacao com o uso de moldes organicos. Nesse
sentido, utilizar um epitopo nesse trabalho ¢ de interesse cientifico e pratico e, para tanto, a
escolha recaiu sobre proteinas relacionadas ao virus Zika, um flavivirus da familia Flaviviridae,
causador da epidemia vivenciada no Brasil entre 2015-16 e cujas consequéncias
socioecondmicas ainda serdo sentidas por muito tempo no pais. A auséncia de vacinas
licenciadas e drogas terapéuticas destinadas a prevengdo e tratamento do virus, associada a
gravidade das complicagdes causadas pela infec¢cdo, como a microcefalia, faz dele um alvo de
interesse para o reconhecimento molecular e, consequentemente, o desenvolvimento de PMIs
(AZEREDO et al., 2018; CORDEIRO et al., 2016; MUSSO; GUBLER, 2016; QU et al., 2020; RASMUSSEN et

al., 2016).

Ensaios recentes de imunoabsor¢do enzimatica de cinco anticorpos neutralizantes
antivirus Zika identificaram uma regido Unica na proteina envelope da linhagem asidtica do
virus, designada como epitopo P31, capaz de diferencid-la dos demais flavivirus, conforme
mostrado na Figura 1.5, na qual ZIKV, DENV, JEV, WNV e YFV correspondem aos virus
Zika, Dengue, encefalite japonesa, Nilo Ocidental, e febre amarela, respectivamente (QU et al.,
2020). Sendo assim, essa regido particular do virus Zika foi escolhida como molde molecular

para os estudos realizados nesse trabalho.

Figura 1.5. Alinhamento peptidico da regido do epitopo P31 de diferentes flavivirus.
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Fonte: Adaptado de QU et al., 2020.
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2 Objetivos

Tendo em vista que a modelagem de PMIs ¢ uma area em desenvolvimento e que
questionamentos a respeito de diferentes formas de representagao ainda ndo foram explorados,
o presente trabalho tem como objetivo geral avaliar como o tamanho da cadeia oligomérica de
diferentes ligantes funcionais altera as propriedades estruturais e interativas de um molde

molecular de origem biologica.
Para alcancar este propdsito, os objetivos especificos realizados foram:

1. Construir e simular o processo de complexacdo do epitopo P31 da linhagem asiatica do
virus Zika com os ligantes 2-vinilpiridina (2VP), 4-vinilanilina (4VA), &cido acrilico (AAC),
acrilamida (ACR) e 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA), em representagdes mono-, tri-, penta- ¢

decaméricas;

2. Avaliar propriedades estruturais do epitopo, a distribuicao espacial e o perfil interativo

entre ligante-molde para cada um dos vinte sistemas possiveis.
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3 Fundamentacdes tedricas

3.1 Dinamica Molecular cléassica

A DM cléssica ¢ uma metodologia mecanico estatistica de amostragem do espago de
fase, cuja evolugdo temporal do sistema simulado se faz por meio da resolu¢do numérica das
equacdes de movimento cléssicas. Esta metodologia baseia-se na utilizacdo de ensembles
termodindmicos, a partir dos quais algumas propriedades macroscopicas podem ser inferidas e

eventos microscopicos dindmicos podem ser estimados.

Para que seus resultados sejam precisos, faz-se necessario que a amostragem seja longa
o suficiente para assegurar que, em média, o macroestado de maior probabilidade de ocorréncia
seja acessado ou que os resultados sejam obtidos pela média de um numero suficiente de
réplicas do mesmo sistema, de forma que a maior parte possivel do espaco de fase seja
amostrada, admitindo-se, em ambos os casos, a ergodicidade e que a fung¢do de distribuicao do

espaco de fase seja constante ao longo das trajetdrias dos sistemas (TUCKERMAN, 2010).

Dado que o proposito principal da metodologia ¢ a elucidagdo de processos sobretudo
conformacionais, dependentes de interagcdes intermoleculares ndo-covalentes, a DM cléssica
justifica-se na aproximacdo de Born-Oppenheimer (ALLEN; TILDESLEY, 2017; BORN;
OPPENHEIMER, 1927) para que os atomos € seus movimentos sejam descritos unicamente em
fun¢do das coordenadas nucleares, assumindo-se que a dindmica dos elétrons se ajusta
instantaneamente quando as coordenadas nucleares sdo modificadas. Nesse contexto, o &tomo

¢ descrito por uma massa (1m,) com carga parcial (g,) e raio de van der Waals (o,).

A construcao deste modelo possibilita que as forgas que governam os movimentos sejam
conservativas e a energia potencial total do sistema (Vppap,) seja descrita pelo somatorio dos
potenciais interativos ligados, isto €, os potenciais de estiramento (V) e rotacdo (Vo) de
ligagdo e flexdo angular (Vy¢), € ndo-ligados, eletrostatico (Vi prr) € dispersivo/repulsivo
(Vpisp/rep)- A forma exata destes potenciais depende de um conjunto de fun¢des e parametros,
chamado de campo de for¢a, modelado e implementado para reproduzir propriedades
experimentais (BAYLY et al., 1995; JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996; MACKERELL;
BANAVALIL; FOLOPPE, 2000). Um exemplo de energia potencial total e seus respectivos
potenciais interativos pode ser visto no campo de forca Optimized Potentials for Liquid

Simulations all-atom (OPLS-AA) (JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996), dado por
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O algoritmo global simplificado do processo de amostragem por DM classica inicia-se
atribuindo velocidades iniciais aos atomos a serem simulados. Se a estrutura inicial tiver sido
obtida por uma amostragem prévia, essas velocidades ja estardo atribuidas, do contrario, os

valores iniciais sdo atribuidos ao decorrer de simulac¢des de equilibragdo termodinidmica.

Durante o processo de equilibragao, a medida que condi¢des de temperatura e pressao
sdao impostas ao sistema simulado, valores de velocidades aleatdrios sao atribuidos aos atomos,

fundamentados pela funcdo de distribuicdo de velocidade de Maxwell-Boltzmann,

3
plv) = (2ka T) P <_ 2k;BT>' (3-1.7)

Em seguida, usa-se um algoritmo integrador das equagdes de movimento para recalcular
e atribuir novos valores de posicdo e velocidade aos atomos, baseados em suas respectivas
posicdes, velocidades e forgas prévias. Esse incremento ¢ feito usando-se as relacdes de

movimento da mecanica classica

op,
F‘: v 3.18
==k (3.18)

p,(t+ At) = p,(t — At)+F,(H)At, (3.1.9)
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p.
ri(t+ At) = ri(t) + — (1 + A AL, (3.1.10)
F; = ov 3.1.11
i__ari' ( 1. )

Por fim, calcula-se o somatdrio de todas as forgas atuantes em cada dtomo, as energias
potencial e cinética, pressdo e temperatura do sistema e retorna-se novamente ao passo inicial
até que o tempo de simulacdo estipulado se complete. Ao término da amostragem, obtém-se
todos os valores calculados em funcao do tempo de simulacao e ferramentas de analise podem
ser utilizadas para que as propriedades de interesse relacionadas ao sistema modelado sejam

analisadas.

3.2 Desvio quadratico médio (RMSD)
A determinacdo da variacao conformacional ¢ estimada através do calculo do desvio
quadratico médio (RMSD), no qual cada posigdo r,(t) do atomo 7, no instante ¢, ¢ comparada

a posigdo r,(t,) do mesmo atomo, contudo no instante inicial ¢,. A fungdo utilizada para o

calculo de RMSD ¢ dada por

N

1 N
RMSD(, ) = | == ) mulrilt) = milt)l” | (3.2.1
i=1 i i=1

3.3 Raio de giro ()
A determinag¢do da compactagdo do sistema ao redor do seu centro de massa ¢ estimada
através do calculo de raio de giro (R,), no qual cada posigdo r;(t) do atomo 4, no instante £, em

relagdo ao centro de massa da molécula, € calculada. A fungéo utilizada para o calculo de R, €

dada por

Dl

1 N
Rg = |ls8y md!n(tl)\\z . (3.3.1)
i=1 i i=1

i 1=
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3.4 Funcdo de correlagio de pares (g(7))

A determinacdo do perfil de distribuicdo de moléculas ao redor de um referencial ¢é
realizada através do calculo da fung@o de correlagdo de pares (g(r)), na qual o quociente entre
a densidade numérica média de elementos B ({p(r))) em funcao da distancia (r) de um niumero
especifico de elementos A (IV,), e a densidade numérica média total de B ((p)), em intervalos

de tempo especificos, ¢ calculado. A funcdo de correlagio de pares ¢ dada por

N, Ny (3.4.1)

3.5 Ligacao de hidrogénio

A determinacdo do nimero de ligacdes de hidrogénio entre dois pares ¢é realizada através
de critérios geométricos radiais e angulares.

Tendo em vista que a distdncia méxima considerada geometricamente caracteristica de
uma interagao do tipo ligagao de hidrogénio tenha que ser menor que a soma do raio de van der
Waals dos atomos doador e aceptor presentes na interagdo (SZALEWICZ, 2003), o valor limite
nos sistemas simulados neste trabalho é de até, aproximadamente, 3,5 A, correspondente a uma
distancia interatdmica N---C (BONDI, 1964).

O critério angular, por sua vez, foi selecionado baseando-se nos resultados obtidos de
distribuicdes angulares de ligacdes de hidrogénio do modelo de dgua simple point charge (SPC)
para a solvatagdo de proteinas, sendo o valor limite de 30° (BERENDSEN et al., 1981).

Portanto, os critérios geométricos utilizados na caracterizacdo das ligagdes de

hidrogénio sdo dados por

r S Tmax. - 3,5 A,
bA ) (3.5.1)

MAax.

onde r, 4 corresponde a distancia doador-aceptor € a5 , 0 angulo hidrogénio-doador-aceptor.

Os resultados estdo separados em nimeros médio e maximo de interagdes do tipo

ligagdes de hidrogénio presentes entre os grupos analisados e tempo maximo de ocupagéo (¢, ;)
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das mesmas interagdes, isto €, tempo total de ocorréncia de cada interagdo. A fung¢do utilizada

para o célculo de tempo maximo de ocupagdo ¢ dada por

t/[] - < ) ) trnéx,) (3.5.2)

nnuix.

n;
T

onde 7 e j correspondem aos grupos doador e aceptor, respectivamente; a razao (L—’>, a fragdo

mMAax.

do niimero de conformagdes de ¢j, dentre a totalidade de conformagdes disponiveis, que

satisfazem os critérios geométricos da Equacao (3.5.1) et o tempo maximo simulado. Os

max.»
numeros médio € maximo de interagdes € o tempo maximo de ocupacao foram avaliados para
cada réplica, contudo, para o primeiro, a média das triplicatas foi discutida e, para os demais,

apenas os maiores valores obtidos dentre as triplicatas foram discutidos.

3.6 Testes estatisticos

Devido a natureza estatistica da amostragem por DM cléssica e a utilizacdo de réplicas,
todos os resultados discutidos quantitativamente foram submetidos a testes estatisticos de

normalidade, significincia e tamanho do efeito.

A confiabilidade de qualquer estudo que envolva testes estatisticos depende,
inicialmente, de uma avaliagdo da sua normalidade, isto ¢, se o conjunto ¢ bem descrito por
uma distribuicdo normal (MISHRA et al., 2019). Para tanto, o teste ndo paramétrico de Shapiro-
Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965) foi utilizado para verificar a normalidade dos dados. As hipoteses

testadas foram:

Hy: os dados seguem distribui¢do normal;

H;: os dados nao seguem distribui¢cao normal.

A estatistica do teste ¢ dada por

(3.6.1)

onde z; corresponde ao i-€simo menor numero da amostra; 7, a média da amostra; z;, ao valor

da observacao; n, ao tamanho da amostra e a,, aos coeficientes de Shapiro-Wilk.
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Apos a determinagdo da normalidade dos dados, os grupos foram comparados utilizando
um teste de hipotese estatistico de comparacao multipla. Com esse teste, foi possivel determinar
se ndo ha diferenca significativa entre eles ou, equivalentemente, se eles sao oriundos da mesma
populagdo. Para tanto, o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (KRUSKAL; WALLIS, 1952) foi

utilizado. As hipoteses testadas foram:

Hy: os dados sao oriundos da mesma populacao;

H;: os dados ndo sao oriundos da mesma populagao.

A estatistica do teste ¢ dada por

k
R:
H= —— 3(N+1 3.6.2
N +1) l; ) ( )
7:1
onde N corresponde ao nimero total de observacdes entre todos os grupos; k, ao nimero de
grupos; 7, ao -ésimo grupo contendo /; observagoes; R;, a soma dos ranques de observagdes em

cada grupo.

Embora o teste de hipoteses seja capaz de determinar se os conjuntos de dados sdo
diferentes entre si, a magnitude dessa diferenga (tamanho do efeito) e, portanto, sua relevancia
pratica, ndo ¢ avaliada, especialmente entre grandes conjuntos de dados, para os quais
diferencas muito pequenas sempre serdo consideradas significantes (GOMEZ-DE-MARISCAL et

al., 2021).

Para verificar a magnitude das diferencas observadas entre os dados, o indice d de Cohen
de tamanho de efeito para diferenca de médias (COHEN, 1988) pode ser utilizado em conjunto
com os descritores de magnitude de Cohen-Sawilowsky (SAWILOWSKY, 2009), mostrados na
Tabela 3.6.1.

O indice d de tamanho de efeito indica por quantas unidades de desvio padrdo
combinado os grupos analisados se diferenciam e a magnitude desse valor ¢ categorizada pelos
descritores de magnitude, os quais, por serem sugestoes puramente matematicas, requerem que
sua expressividade seja avaliada para cada contexto (COHEN, 1988). Devido a auséncia de
valores de referéncia de tamanho do efeito aplicados ao contexto do trabalho, foi adotada uma
interpretacdo conservadora dos resultados, na qual indices d iguais ou inferiores a 0,50 foram

considerados de baixa expressividade e, consequentemente, representam valores equiparaveis.
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A estatistica do indice ¢ dada por

T, — & Z
d="1—2 = : (3.6.3)

onde z, , correspondem as médias dos pares analisados; sp, 0 desvio padrao combinado dos

pares; Z, o z-score do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e N, ,, o tamanho dos pares.

Tabela 3.6.1. Indices d e respectivos descritores de magnitude.

D Magnitude
0,01 Muito fraca

0,20 Fraca
0,50 Moderada
0,80 Forte

1,20 Muito forte
Fonte: Adaptado de SAWILOWSKY, 2009.
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4  Metodologia

Todos os sistemas analisados neste trabalho foram modelados e simulados de acordo
com o mesmo protocolo computacional, constituido de quatro etapas. Na primeira etapa, as
estruturas iniciais e os parametros mecanico moleculares dos ligantes 2-vinilpiridina, 4-
vinilanilina, acido acrilico, acrilamida e 2-hidroxietilmetacrilato (Figura 1.4), em suas formas
mono-, tri-, penta- e decaméricas, foram obtidos. Os parametros dos demais componentes dos
sistemas ja eram conhecidos. A estrutura do epitopo P31 da linhagem asiatica do virus Zika foi
obtida a partir de sua proteina correspondente, presente no Protein Data Bank. Na segunda
etapa, as configuragdes iniciais dos sistemas — contendo molécula molde, ligantes funcionais e
solvente — foram construidas de forma sistematizada em termos de condi¢gdes de proximidade
e quantidade de moléculas, contudo aleatérias em termos da posicao final. Na terceira etapa, os
arquivos de saida obtidos nas etapas anteriores foram configurados para o formato padrao
utilizado pelo sofiware de DM cléssica e, posteriormente, foram realizadas, em triplicata,
amostragens para cada um dos sistemas apds suas respectivas minimizacdes energéticas e
equilibragdes termodinamicas. Na quarta e ultima etapa, os sistemas foram analisados em
termos das alteragdes estruturais provocadas pelos ligantes funcionais na estrutura do epitopo e
em termos do perfil interativo entre estes, em um intervalo fixo de 5 ps ao longo do tempo total
simulado. Os resultados foram discutidos em termos da média entre as triplicatas realizadas
para cada sistema. Todas as quatro etapas, seus objetivos e respectivos sofiware/web server

estdo sumariados na Tabela 4.1 e as especificidades de cada uma serdo descritas nas subsecoes

abaixo.
Tabela 4.1. Etapas, objetivos e respectivos sofiware/web server utilizados no trabalho.
Etapa Objetivo Software/web server
L ~ R . . LigParGen
1 — Parametrizagao Obtengao dos parametros MM dos ligantes simulados RCSB PDB
2 — Modelagem Construgdo das estruturas iniciais dos sistemas simulados PACKMOL
3 — Amostragem Amostragem do espaco de fase dos sistemas simulados GROMACS
4 _ Analises Avaliacdo dos perfis estrutural e de interacdo do tipo GROMACS
ligagdes de hidrogénio entre molécula molde e ligantes VMD

Fonte: Autor, 2022.
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4.1 Etapa 1 — Parametrizacao

Para a obtencdo das estruturas iniciais € os parametros mecanico moleculares dos
ligantes funcionais, foi utilizado o web server gerador de parametros de ligantes organicos
LigParGen OPLS/CMI1A (DODDA et al., 2017). Este web server foi escolhido pela sua
praticidade, confiabilidade e, sobretudo, por ter sido desenvolvido pelo mesmo grupo
responsavel pelo campo de forca OPLS all-atom (JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES,
1996). Por ser reconhecido por descrigdes precisas de sistemas proteicos € moléculas organicas,
este campo de forca foi utilizado durante a etapa de amostragem por DM. Os parametros obtidos
foram: distancia de estiramento (r;;) e constante elastica de estiramento (K, ); angulo de
flexdo (6

i) € constante elastica de flexdo angular (K , ); coeficientes de rotagdo de ligagdo

(C,,); cargas parciais atomicas (g,,) € pardmetros de Lennard-Jones (¢;;, o;;). Estes pardmetros

foram empregados nas equagoes (3.1.2 — 3.1.6).

Os parametros mecanico moleculares do epitopo P31 ja se encontravam presentes no
campo de forg¢a utilizado durante a amostragem por DM, sendo necessario somente a obtencao
de sua estrutura. Esta foi obtida a partir da extragdo manual das coordenadas espaciais dos seus
respectivos aminoacidos constituintes a partir de sua proteina correspondente (SEVVANA et al.,
2018), disponivel no Protein Data Bank' (PDB ID: 6COS, cadeia A). As estruturas do epitopo

P31 e sua proteina correspondente sdo mostradas na Figura 4.1.1.

Figura 4.1.1. Estrutura do epitopo P31 (representacdo de esferas) inserido (a) e extraido (b) da proteina nativa

! Estrutura disponivel no enderego eletronico: https://www.rcsb.org/structure/6CO8
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(b) !
) b o

Fonte: Autor, 2022.

4.2  FEtapa 2 — Modelagem

Apds a obtencao das coordenadas individuais de cada componente a ser simulado, os
sistemas iniciais foram construidos utilizando o pacote PACKMOL (MARTINEZ et al., 2009). A
construcdo se da a partir de protocolo especifico do usuario e ¢ otimizada para minimizar
interacdes intermoleculares repulsivas de curto alcance. Os parametros mecanica moleculares

obtidos na Etapa 1 ndo sdo necessarios para a construcao da configuragdo inicial dos sistemas.

A tolerancia de distancia utilizada, isto €, distdncia minima entre pares de atomos de
moléculas distintas, foi de 2,0 A, valor adequado para sistemas cuja densidade esperada seja
semelhante a da agua (MARTINEZ et al., 2009). O critério de escolha do niimero de moléculas de
solvente foi garantir volume necessario para o particionamento computacional e evitar que o
epitopo tenha contato com sua imagem perioddica durante a simulacdo, o que poderia acarretar
erros significativos de interagdes fisicamente inexistentes no sistema. Para os ligantes, o nimero
de componentes foi escolhido de forma a manter constante a quantidade de grupos funcionais,
independente da extensdo da cadeia oligomérica simulada, e a distribui¢do aleatoria se deu de
forma a representar uma esfera de solvatacao ao redor do epitopo. O modelo de dgua utilizado
foi o transferable intermolecular potential with 4 points (TIP4P) (JORGENSEN et al., 1983). Todo

o protocolo utilizado ¢ sumariado na Tabela 4.2.1.
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Tabela 4.2.1. Protocolo de modelagem de sistema utilizado no PACKMOL.

Componente Protocolo N° de moléculas
Tolerancia de distancia 2,0A N/A
Epitopo Centro de massa fixado na origem de uma caixa clibica 1

de 80 A de aresta

160 (monomeros)

. Distribuicao aleatoria dentro de uma esfera de centrona 53 (trimeros)
Ligantes

origem e 40 A de raio 32 (pentameros)
16 (decameros)
Solvente Distribui¢ado aleatdria dentro de uma caixa ctibica de 80 6003

A de aresta

Fonte: Autor, 2022.

4.3 Etapa 3 — Amostragem

Nessa etapa, os arquivos de topologia e coordenadas foram configurados para as
especificagdes padrao utilizadas pelo pacote computacional GROMACS (ABRAHAM et al., 2015)
versao 2016.4. O campo de forga utilizado para descrever os aminodcidos simulados foi OPLS

all-atom.

Todos os sistemas foram inicialmente delimitados por caixas de simulagdo cubicas de
80 A de aresta. A carga total dos sistemas, sem adi¢do de ions, era de -3e, resultantes do estado
de protonacdo dos aminodcidos do epitopo em pH igual a 7. Para neutralizar a carga total do
sistema, trés ions sédio foram adicionados. O nimero de atomos total entre todos os sistemas

variou entre 25 668 ~ 27 375.

Para avaliar e minimizar quaisquer inconsisténcias estéricas resultantes das etapas
anteriores e garantir, em termos de geometria e orientacdo do solvente, estruturas iniciais
aceitaveis para o inicio das simulagdes, o algoritmo steepest descent de otimizagdo iterativa
para minimos locais foi aplicado. O processo de minimizagao energética foi feito até que ambos
os critérios de convergéncia (forga maxima menor de 100 kJ mol! A e energia potencial

negativa) fossem atingidos, utilizando um passo de minimizagdo de 0,01 A.

Ap6s atingir o minimo local, os sistemas foram equilibrados termodinamicamente para
alcancarem os valores de temperatura e pressdo necessarios para a amostragem de interesse. O
processo de equilibracdo foi conduzido em duas fases: a primeira fase consistiu em um
protocolo de annealing simulado conduzido em ensemble isocorico-isotérmico (NVT). Um
aumento linear de temperatura foi realizado durante 600 ps de 0 a 310 K, seguido de outros 100
ps no valor da temperatura final, totalizando 700 ps de equilibragao térmica, ambos com uma
constante de tempo de acoplamento de 0,1 ps. A temperatura foi controlada pelo método de

velocity-rescaling (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007), o qual permite, assumindo



4  Metodologia 35

ergodicidade dos sistemas, amostrar adequadamente o ensemble simulado, garantindo baixas
oscilagdes de temperatura e distribuigdo correta da energia cinética das particulas. Este
protocolo de manuten¢ao de temperatura foi mantido tanto para a fase subsequente de
equilibragdo quanto para a amostragem final; a segunda fase foi conduzida em ensemble
isobarico-isotérmico (NPT), durante 1000 ps, com compressibilidade isotérmica de 4,5 x 107
bar’! e constante de tempo de acoplamento de 2 ps. Uma pressdo de 1 bar foi controlada e
aplicada isotropicamente pelo método de Parrinello-Rahman (NOSE; KLEIN, 1983; PARRINELLO;
RAHMAN, 1981). Durante as duas fases de equilibracdo o movimento de todos os atomos do
epitopo diferentes do hidrogénio foi restringido por uma constante de forca de 10 kJ mol! A2,
Ambas as fases foram suficientes para que os sistemas simulados equilibrassem temperatura e

densidade.

Por fim, todas as restricdes de movimento foram retiradas, ¢ a amostragem final do
espaco de fase dos sistemas foi feita no mesmo ensemble anterior, em triplicatas de 100 ns cada,
totalizando 300 ns para cada sistema. As triplicatas de cada sistema compartilham das mesmas
configuragdes pos-equilibragdo. Os métodos de manutencao de temperatura e pressao foram os
mesmos utilizados anteriormente. As interacdes eletrostaticas de longo alcance foram
calculadas pelo algoritmo smooth Particle-mesh Ewald (SPME) (DARDEN; YORK; PEDERSEN,
1993; ESSMANN et al., 1995) e as interacoes de van der Waals de curto alcance foram delimitadas
por um raio de corte de 10 A. Assumindo-se que o raio de corte tenha sido grande o suficiente
para se desprezar o termo repulsivo das interacdes de Lennard-Jones, correcdes do seu termo
dispersivo foram aplicadas para energia e pressao. Dados de energia e coordenadas foram

armazenados a cada 1 ps de simulagao.

Em todas as etapas de preparo e amostragem supracitadas, todas as vibragdes de
estiramento e dobramento das liga¢gdes envolvendo atomos de hidrogénio foram restritas pelo
algoritmo parallel linear constraint solver (P-LINCS) (HESS, 2008). Condi¢des periddicas de
contorno foram aplicadas em todas as dire¢des das caixas de simulagcdo. A integragdo das
equagoes de movimento foi realizada pelo algoritmo leap-frog e passos de tempo de integragao
de 2 e 1 fs foram utilizados para os ensembles isocorico-isotérmico € isobarico-isotérmico,
respectivamente. Todas as simulagdes foram realizadas em um cluster de trés nods
computacionais configurados com 64 nticleos de processamento cada, 128 GB de memoria
RAM e disco local de 500 GB, localizado € mantido no Laboratério de Computagao Cientifica

Aplicada e Tecnologia de Informacgdo da Universidade Federal de Uberlandia, campus Pontal.
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4.4 FEtapa 4 — Andlises

A caracterizacdo da influéncia da extensao da cadeia oligomérica no processo de
formacgao das cavidades dos PMIs se deu em termos das alteracdes estruturais provocadas pelos
ligantes funcionais na estrutura do epitopo e em termos do perfil interativo entre estes. Para
tanto, foram analisados o desvio quadratico médio (RMSD) e o raio de giro (Rg¢) da cadeia
principal do peptideo, os perfis de distribuigao de pares (g(7)) e o tempo de ocupagao e numero
médio e maximo de interagdes do tipo ligagdes de hidrogénio presentes entre ligante-molde ao
longo da trajetoria. As analises foram realizadas pelo pacote GROMACS e software VMD
(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) ¢ os resultados foram analisados em termos das médias
entre as triplicatas, desconsiderando-se os primeiros 10 ns de amostragem de cada simulagao.
Os testes estatisticos de Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis e indice d de Cohen para tamanho do
efeito foram utilizados para verificar a normalidade, significdncia e magnitude da diferenga dos
dados obtidos apos as médias entre as triplicatas, respectivamente. Todos os testes estatisticos
foram realizados no software Origin® 2018 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA),
com nivel de significancia de 0,05. A estatistica descritiva completa dos testes ¢ mostrada no

Anexo A.
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5 Resultados e Discussoes

5.1  Desvio quadratico médio (RMSD) e raio de giro (R))

Previamente a caracterizagdo estrutural dos sistemas investigados, fez-se necessario
avaliar se as alteracdes conformacionais do epitopo inserido e isolado de sua proteina de
origem, ambos em meio aquoso, eram equiparaveis. Para tanto, simulagdes nessas condi¢des
foram realizadas, empregando os mesmos parametros de simulacao descritos na Subsegao 4.3,

contudo sem réplicas. Os resultados obtidos de RMSD e Ry sao mostrados na Figura 5.1.1.

Figura 5.1.1. RMSD (a) e R, (b) do epitopo inserido na proteina e isolado.
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Fonte: Autor, 2022.

Os valores médios de RMSD para o epitopo inserido e isolado de sua proteina de origem
foramde 2,37+0,18 6,31+ 1,12 A, respectivamente. A discrepancia entre estes valores sugere
que o epitopo, quando isolado, apresenta alteragdes conformacionais consideraveis devido a
auséncia das restricdes espaciais impostas pela presenca dos demais residuos proteicos. Ainda
que exista um momento de conservagao estrutural entre 40 e 60 ns, este comportamento nao se
mantém, caracterizando o epitopo como um peptideo intrinsicamente desordenado (DUNKER et

al., 2001).

Os valores médios de R, para os mesmos sistemas foram de 7,20 = 0,22 e 7,86 + 0,77
A, respectivamente. Em termos de raio de giro, a maior diferenca é vista apenas entre os

desvios-padrdes. A aparente igualdade dos valores médios ndo deve ser compreendida como
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um comportamento semelhante entre o epitopo inserido e isolado de sua proteina de origem,
dado que, de acordo com a Figura 5.1.1, existem momentos acentuados de descompactagdo e
compactagao do epitopo isolado. Este comportamento ¢ condizente com a dispersao dos dados
observada no desvio padrdo. A presenga da proteina, nesse caso, mostrou maior influéncia na
flutuacdo estrutural do que na compactagcdo média. No geral, ambas as analises mostraram perda

de conservacao estrutural quando o epitopo encontra-se isolado em solugao.

A partir da perspectiva da impressao molecular, os resultados mostrados acima sugerem
que a impressao do epitopo isolado ndo se justifica, dado que as cavidades oriundas desse molde
ndo apresentardo complementaridade estrutural com o seu correspondente de origem. Uma
alternativa a impressao do epitopo isolado ¢ a utiliza¢do de estratégias de sintese em fase solida,
com a finalidade de ancora-lo em uma superficie, impondo, portanto, restricoes espaciais nas
suas extremidades (KALECKI et al., 2020). Dentre estas estratégias, uma recente abordagem
proposta para assegurar-se que ambas as extremidades do peptideo estejam imobilizadas ¢ a
adicao de cisteinas nas cadeias terminais do epitopo livre, as quais o conectardo a um suporte

solido (DRZAZGOWSKA et al., 2020), como ilustra a Figura 5.1.2.

Figura 5.1.2. Representacdes de imobilizacdo (a) e reconhecimento molecular (b) em PMIs em fase solida.

Superte sélido ‘ Suporte sélido

Fonte: Adaptado de DRZAZGOWSKA et al., 2020.

Fundamentando-se nessa abordagem, duas cisteinas foram adicionadas as cadeias
terminais do epitopo e uma constante de forga de 30 kJ mol!' A foi imposta aos seus 4tomos
diferentes de hidrogénio, mimetizando a fun¢ao restritiva que a conexao entre cisteina e suporte
solido exerceria na molécula molde. As mesmas analises estruturais foram realizadas, omitindo-
se as cisteinas, de forma a manter a equivaléncia com os dados anteriores. Os resultados sdao

apresentados na Figura 5.1.3.
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Figura 5.1.3. RMSD (a) e R (b) do epitopo inserido na proteina, isolado e restrito pelas cisteinas.
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Fonte: Autor, 2022.

De acordo com a Figura 5.1.3, apesar de ser um modelo simplificado da imobilizagao
real em suporte solido, a adicao de cisteinas associada a restricdes posicionais por constante de
forca em seus atomos mostrou-se uma abordagem efetiva para conservar a conformagdo do
epitopo ao longo da simulag@o. Os valores médios de cada sistema sdo sumariados na Tabela

5.1.1.

Tabela 5.1.1. Valores médios de RMSD e R, da estrutura do epitopo em proteina, isolado e restrito.

Sistema RMSD / A R:/A
P31 (proteina) 2,37+0,18 7,20+ 0,22
P31 (isolado) 6,31+ 1,12 7,86+0,77
P31 (restrito) 4,72+0,19 7,24+0,13

Fonte: Autor, 2022.

A diminui¢do de RMSD e Ry, especialmente em termos de desvio padrao, reproduzindo
o perfil obtido para o epitopo quando inserido em sua proteina de origem (Figura 5.1.3), sugere
que, no contexto desse trabalho, a utilizacdo do modelo do epitopo restrito para representar a
imobilizacao do molde molecular ¢ valida e, portanto, este fora escolhido para a descri¢cao do
P31 nas simulacdes subsequentes. Apds a avaliagdo prévia, todas as simulagdes
subsequentes foram realizadas em triplicata e os resultados sao mostrados em conjunto, todavia
discutidos para cada ligante individualmente. A conservagdo estrutural do epitopo na presenca
dos respectivos ligantes e cadeias também foi caracterizada por RMSD e R, mostrados nas

Figuras 5.1.4-5 e sumariados na Tabela 5.1.2-3, respectivamente.
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Figura 5.1.4. RMSD do epitopo na presenga dos respectivos ligantes, cadeias oligoméricas e restrito.
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13

Figura 5.1.5. R, do epitopo na presenca dos respectivos ligantes, cadeias oligoméricas e restrito.
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Tabela 5.1.2. Valores sumariados de RMSD do epitopo.

2VP
RMSD / A
Mondomero 6,99 +0,40° d Magnitude
Trimero 5,60+ 0,222 Monémero : Trimero 0,87 Muito forte
Pentimero 6,04 +0,532 Mondmero : Pentimero 0,70 Forte
Deciamero 5,20+ 0,54* Monomero : Decimero 0,87 Muito forte
4VA
RMSD / A
Mondmero 6,12+ 0,64 ° d Magnitude
Trimero 5,84+0,82° Mondmero : Trimero 0,18 Fraca
Pentimero 3,73+0,33° Monémero : Pentimero 0,87 Muito forte
Decimero 6,36+ 0,48® Monémero : DecAimero 0,20 Moderada
AAC
RMSD / A
Mondmero 6,27 +0,54 ¢ d Magnitude
Trimero 5,49+ 0,61 ° Monoémero : Trimero 0,55 Forte
Pentimero 4,63+0,26° Mondmero : Pentimero 0,86 Muito forte
Decimero 4,22+0,19° Mondmero : Decimero 0,87 Muito forte
ACR
RMSD / A
Mondmero 6,54 + 0,359 d Magnitude
Trimero 6,42+ 0,55¢ Mondémero : Trimero 0,15 Fraca
Pentimero 5,67+0,36¢ Monémero : Pentimero 0,80 Muito forte
Decamero 6,37+ 0,539 Monémero : Decimero 0,13 Fraca
HEMA
RMSD / A
Mondmero 6,22 + 0,44 °© d Magnitude
Trimero 6,86 +0,37° Monomero : Trimero —0,63 Forte
Pentamero 5,73 +0,38° Mondmero : Pentimero 0,53 Forte
Decimero 6,40+ 0,38° Mondmero : Decimero 0,21 Moderada

Notas. Valores mostrados como média + desvio padrdo. Valores seguidos por letras iguais sdo significativamente
diferentes de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (a=0,05). Magnitudes de d em destaque sdo equiparaveis.
Fonte: Autor, 2022.

Na Figura 5.1.4 e Tabela 5.1.2, dentre os ligantes basicos (2VP e 4VA), as
representacoes oligoméricas que mais contribuiram para a conservacao estrutural do epitopo
foram a decamérica e pentamérica, com valores de RMSD médios de 5,20 + 0,54 ¢ 3,73 £ 0,33
A, respectivamente. Quando comparado o tamanho do efeito entre mondmero e demais cadeias
simuladas, para o ligante 2VP, as magnitudes das diferengas foram todas expressivas, sendo a
cadeia monomérica aquela que resultou nos maiores valores de RMSD, correspondendo as
maiores alteragdes conformacionais do epitopo. Para o ligante 4VA, as magnitudes das
diferengas entre as cadeias monomérica e trimérica/decamérica foram equiparaveis, contudo,
para a pentamérica, expressiva, com o mondmero também resultando em maiores alteracdes
conformacionais. As diferengas médias absolutas entre as representacdes monomeérica €
decamérica sdo 1,79 + 0,67 e 0,24 + 0,80 A para 2VP e 4VA, respectivamente, reforcando o

que foi observado pela andlise do tamanho do efeito.
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Dentre os ligante neutros (ACR ¢ HEMA), a representacdo oligomérica que mais
contribuiu, em ambos 0s casos, para a conservacao estrutural do epitopo foi a pentamérica, com
valores de RMSD médios de 5,67 + 0,36 ¢ 5,73 = 0,38 A, respectivamente. Analogamente a
discussao anterior, quando comparado o tamanho do efeito, para o ligante ACR, somente a
magnitude da diferenga entre as cadeias monomérica e pentamérica foi expressiva, sendo a
primeira aquela resultando nas maiores variagdes conformacionais. Para o ligante HEMA, as
magnitudes das diferengas entre as cadeias monomérica e trimérica/pentamérica foram
expressivas, contudo, nesse caso, a cadeia trimérica apresentou maiores variagdes
conformacionais em relagdo a monomérica, ¢ a cadeia pentamérica, menores. As diferencas
médias absolutas das representagdes monomérica e decamérica sdo 0,17 £ 0,64 ¢ 0,18 £ 0,58 A

para ACR e HEMA, respectivamente.

Por fim, para o ligante acido (AAC), a representacdo oligomérica que mais contribuiu
para a conservagao estrutural do epitopo foi a decamérica, com um valor de RMSD médio de
422 + 0,19 A. Quando comparado o tamanho do efeito, assim como para ligante 2VP, as
magnitudes das diferencas foram todas expressivas, sendo a cadeia monomérica aquela que
resultou nas maiores alteragdes conformacionais do epitopo. A diferenga média absoluta das

representacdes monomérica e decamérica é 2,05 £ 0,57 A.

Ainda que a influéncia das cadeias monomérica e decamérica na conservagao estrutural
do epitopo tenham sido equipardveis para os ligantes 4VA, ACR e HEMA, a diferenca entre as
cadeias monomérica e pentamérica foi expressiva para todos os ligantes e, no caso de 2VP,
AAC e HEMA, até mesmo entre as cadeias monomeérica e trimérica. Dado que o numero de
grupos funcionais permanece constante independente da representagdo oligomérica, os
comportamentos observados nos permitem inferir que o fator estérico associado a extensao da
cadeia tem um papel consideravel no estudo da conservacao estrutural de um molde molecular,

sobretudo de origem biologica.
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Tabela 5.1.3. Valores sumariados de R, do epitopo.

2VP
R:/ A
Monoémero 8,80 £0,53° d Magnitude
Trimero 7,30+ 0,14* Mondmero : Trimero 0,87 Muito forte
Pentimero 8,42+ 0,54* Mondémero : Pentamero 0,34 Moderada
Decamero 7,42£0,16* Monémero : Decimero 0,87 Muito forte
4VA
R:/ A
Mondémero  8,12+0,33° d Magnitude
Trimero 10,80 £ 0,44 Monémero : Trimero —0,87 Muito forte
Pentimero  8,54+0,17° Monémero : Pentimero —0,63 Forte
Decimero 8,01 +0,15> Mondémero : Decimero 0,11 Fraca
AAC
R,/ A
Monomero 829 +0,37° d Magnitude
Trimero 8,39+ 0,34° Monoémero : Trimero —0,12 Fraca
Pentimero 7,64 £0,13° Monomero : Pentimero 0,79 Forte
Decamero 7,59+ 0,14¢ Mondmero : Decimero 0,81 Muito forte
ACR
R,/ A
Mondmero 7,61 £0,554 d Magnitude
Trimero 8,41+0,61Y Mondmero : Trimero —0,57 Forte
Pentimero 8,43 +0429 Mondémero : Pentimero —0,65 Forte
Decimero 8,32+ 0,329 Mondémero : Decimero —0,63 Forte
HEMA
R,/ A
Mondomero  835+0,54° d Magnitude
Trimero 8,12+ 0,44° Monoémero : Trimero 0,21 Moderada
Pentimero 828 +£0,36° Monomero : Pentimero 0,05 Fraca
Decimero 8,77 £0,38° Monoémero : Decimero —0,39 Moderada

Notas. Valores mostrados como média + desvio padrdo. Valores seguidos por letras iguais sdo significativamente
diferentes de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (a=0,05). Magnitudes de d em destaque sdo equiparaveis.
Fonte: Autor, 2022.

Na Figura 5.1.5 e Tabela 5.1.3, dentre os ligantes basicos (2VP e 4VA), as
representacoes oligoméricas que mais contribuiram para a compactacao estrutural do epitopo
foram a trimérica e decamérica, com valores de R, médios de 7,30 + 0,14 e 8,01 + 0,15 A,
respectivamente. Quando comparado o tamanho do efeito, para o ligante 2VP, as magnitudes
das diferencas foram expressivas somente entre as cadeias monomérica e trimérica/decamérica,
sendo a cadeia monomérica aquela que resultou, em ambos os casos, nos maiores valores de
Rg, correspondendo a menores compactagdes estruturais do epitopo. Para o ligante 4VA, as
magnitudes das diferencas entre as cadeias monomérica e trimérica/pentamérica foram
expressivas, contudo, nesse caso, a cadeia monomérica apresentou maior compactagao
estrutural. As diferencas médias absolutas entre as representagdes monomérica e decamérica
sdo 1,38 £ 0,55 e 0,11 = 0,36 A para 2VP e 4VA, respectivamente, refor¢ando o que foi

observado pela andlise do tamanho do efeito.
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Dentre os ligantes neutros (ACR e HEMA), foi observado que, para HEMA, o menor
valor de Ry médio foi de 8,12 £ 0,44 A, correspondente a cadeia trimérica, contudo, em termos
de tamanho do efeito, todas as representagdes oligoméricas apresentaram compactagao
estrutural equiparaveis. Para o ligante ACR, a representacao oligomérica que mais contribuiu
para a compactacao estrutural do epitopo foi a monomérica, com um valor de Ry médio de 7,61
+0,55 A, e as magnitudes das diferencas entre esta cadeia e as demais foram todas expressivas.
As diferencas médias absolutas das representagdes monomérica e decamérica sao 0,71 + 0,64

e 0,42 + 0,66 A para ACR e HEMA, respectivamente.

Em relacdo ao ligante acido (AAC), a representacdo oligomérica que mais contribuiu
para a compactagio estrutural foi a decamérica, com um valor de Ry médio de 7,59 + 0,14 A.
Quando comparado o tamanho do efeito, apenas as magnitudes das diferencas entre as cadeias
monomérica ¢ pentamérica/decamérica foram expressivas, sendo a cadeia monomérica aquela
que resultou na menor compactagdo estrutural do epitopo. A diferenca média absoluta das

representacdes monomérica e decamérica é 0,70 + 0,40 A.

Com excecdo do ligante 2VP, as diferencas entre as cadeias monomérica e decamérica
foram relativamente pequenas, inferiores a 1 A. Entretanto, analisando os desvios-padrdes dos
conjuntos de dados que descreveram o perfil de compactacao do epitopo frente a cada ligante,
nota-se que o crescimento da cadeia oligomérica reduz a dispersao desses dados, sugerindo que,
na presenca de cadeias maiores, o processo de compactacao e descompactacao estrutural ¢ mais
suave. Este comportamento ¢ justificado pelo fato de que cadeias maiores apresentam maior
rigidez conformacional e, portanto, quando agregadas ao redor epitopo, dificultam sua

mobilidade em solucdo, suavizando o processo de compactagdo e descompactacao estrutural.

Em resumo, os resultados de RMSD e R, foram correlatos e evidenciaram que fatores
estéricos, como a hidrofobicidade e o impedimento estérico, associados ao tamanho da cadeia
oligomérica, influenciam os resultados de conservacdo estrutural do molde, impactando,
inclusive, na selecao dos melhores ligantes funcionais. Dada a importancia dessa conservagao,
sobretudo para moldes de origem bioldgica, e o método utilizado neste trabalho ser capaz de
descrever certa correlacdo estérica-interativa, o uso de cadeias maiores para a selecdo de

ligantes funcionais ndo somente se justifica, como se faz necessaria.

5.2 Fungdo de correlagdo de pares (g(r))
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Figura 5.2.1. g(») dos ligantes ao redor do epitopo em fung¢do dos ligantes
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Fonte: Autor, 2022.
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Seguindo a caracterizacdo estrutural, os sistemas foram investigados quanto ao perfil de
distribuicdo ligante-epitopo, analisando a funcdo de correlagdo de pares (g(r)). O perfil de
distribuicao dos ligantes ao redor do epitopo foi apresentado em funcao dos tipos de ligantes e
do crescimento da cadeia oligomérica nas Figuras 5.2.1-2, respectivamente. Os pares
selecionados para o calculo da distribui¢do radial foram os atomos do epitopo e os atomos
polares dos ligantes, representados em cor na Figura 1.4, com excecdo do oxigénio do grupo

alcoxi do HEMA.

Na Figura 5.2.1, o perfil de distribuicao dos ligantes 2VP ¢ HEMA nio se alterou com
a extensdo da cadeia oligomérica. Considerando-se que a proximidade dos pares estd
diretamente relacionada a interatividade deles, os resultados sugerem que até a distancia limite
de 5 A, estes ligantes interajam com o epitopo, contudo em menor escala em comparago aos
demais. Os dois pequenos picos de proximidade em 1,87 £ 0,03 € 2,79 £ 0,01 A para o HEMA
sugerem que existam duas regides de maior intera¢do entre o ligante e o molde, todavia em

baixa intensidade. Regides de maior interacdo nao sdo observadas para o 2VP.

Para os ligantes 4VA, AAC e ACR, ha uma diferenca qualitativa consideravel associada
a extensdo da cadeia, todavia, ndo de forma diretamente proporcional. Para o ligante 4VA,
observa-se regides de maior interacdo em 1,86 £ 0,10 e 2,87 + 0,05 A, respectivamente. H4 um
alongamento dos picos entre as cadeias monomérica e trimérica, € um achatamento para as

demais, sugerindo que o aumento gradativo desse ligante dificulta sua interacdo com o molde.

Para o ligante AAC, observa-se regides de maior interagdo em 1,91 + 0,05; 2,66 = 0,02
e 4,67 £ 0,01 A. H4A um alongamento dos picos em funcdo do crescimento da cadeia até a
representacao pentamérica, seguido de um encurtamento na decamérica. Somente as cadeias
trimérica e pentamérica apresentaram a terceira regido de maior interagcdo, podendo significar

que essa regido ndo seja facilmente acessivel para estruturas muito pequenas ou muito grandes.

Para o ligante ACR, observa-se regidoes de maior interagao em 1,93 £0,01 € 2,75+ 0,01
A. Ha um alongamento progressivo dos picos em fungdo do crescimento das cadeias, sobretudo

na segunda regido de maior interagao.
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Figura 5.2.2. g(r) das cadeias oligoméricas ao redor do epitopo em fun¢do da cadeia oligomérica.
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Fonte: Autor, 2022.

Considerando os mesmos perfis de distribuicao dos ligantes, porém em fun¢do do
tamanho da cadeia oligomérica, mostrados na Figura 5.2.2, é possivel avaliar os resultados
obtidos pela perspectiva da selecdo de ligantes para a impressdao molecular, isto €, classificagao

dos ligantes de acordo com o alongamento dos picos da funcao de correlagdo.

Observa-se que o aumento do tamanho das cadeias acentua a diferenca entre os ligantes,
sobretudo nas cadeias maiores. O ligante 4VA, por exemplo, apresenta picos de interacao
comparaveis aos do ligante ACR nas representacdes monomérica e trimérica, contudo, isto ndo
¢ observado nas representacdes pentamérica e decamérica. Em relacao ao ligante AAC, ainda
que haja um encurtamento dos picos da segunda regido de maior interagdo entre as
representacdes pentamérica e decamérica, a diferenca desse ligante em relagdo aos demais ¢

consideravel em todas as representagcdes oligoméricas. No contexto da selecao de ligantes
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baseada em perfis de proximidade, os resultados sugerem que desconsiderar o fator estérico
resultante do tamanho da cadeia ndo somente dificulta a diferenciagdo dos ligantes como

também pode levar a resultados equivocados, caso avalie-se o segundo ligante mais interativo.

Apesar de ter havido diferenca de alongamento dos picos de distribuicdo entre os
ligantes, ¢ evidente que as regides se encontraram a distdncias equiparaveis, sugerindo que o
mecanismo de interagdo entre epitopo e ligantes seja semelhante, exceto para o ligante 2VP que

nao apresentou pico.

Dado a importancia de interagcdes do tipo ligacdo de hidrogénio para a orientacdo
conformacional e reconhecimento molecular de peptideos (HUBBARD; KAMRAN HAIDER, 2010;
PACE et al,, 2014), associada as duas regides de maior interacdo se encontrarem a distancias
inferiores a 3,5 A entre os pares analisados, valor descrito na Subsecdo 3.5 como sendo
geometricamente caracteristico de uma interacao do tipo ligagao de hidrogénio para os sistemas
simulados, considera-se que essa proximidade possa ser resultante de interagdes do tipo ligacao

de hidrogénio.

5.3 Ligagoes de Hidrogénio

Para examinar o perfil interativo em fun¢do apenas desse tipo de interacdo, nas Figuras
5.3.1-2 e Tabela 5.3.1-2 sdo apresentados os tempos de ocupacdo dessas interagdes ao longo
das trajetorias e os nimeros médio e maximo de ligagdes de hidrogénio. Somente as cinco
interacdes com maior tempo de ocupagdo foram mostradas e discutidas, em razdo de terem sido

suficientes para elucidar o comportamento obtido.

Tabela 5.3.1. Tempo de ocupagdo de intera¢des do tipo ligacdes de hidrogénio ao longo das triplicatas de 100 ns.

Tempo de Ocupacio / ns
2VP 4VA AAC ACR HEMA 2VP 4VA AAC ACR HEMA
Monémero Trimero
450 49,99 835 12,82 7,03 29,23 64,92 36,84 2247 8,31
3,97 4539 8,11 8,18 6,47 27,88 55,02 35,81 18,43 7,74
3,05 30,82 6,61 7,66 5,40 18,90 47,34 31,89 14,01 6,88
3,05 2576 4,57 748 4,46 16,57 4547 31,55 13,80 6,83
2,29 18,00 4,50 4,61 4,09 14,55 45,46 28,89 13,54 6,77
Pentimero Decamero
28,73 75,93 93,55 69,26 24,53 5424 41,67 93,55 90,53 4331
19,87 57,76 83,13 4093 19,89 29,67 33,84 9185 7696 21,35
19,28 57,69 77,72 32,61 12,57 10,60 32,96 87,17 76,76 16,34
14,32 5345 73,53 32,16 1146 10,12 21,42 83,85 74,00 12,66
11,93 45,32 68,78 27,77 10,96 7,37 21,03 79,87 70,60 11,93
Fonte: Autor, 2022.
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Figura 5.3.1. Tempo de ocupacao de ligacdes de hidrogénio entre ligantes e epitopo em funcdo dos ligantes.
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Na Figura 5.3.1 e Tabela 5.3.1, para todos os ligantes investigados, o tempo de ocupagao
foi diretamente proporcional a extensao da cadeia até a representagdo pentamérica, exceto para
0 2VP, que se manteve relativamente proéximo a representacao anterior. O aumento da cadeia
para a representacao decamérica resultou em redugdes consideraveis dos tempos de ocupagao
das interagdes com os ligantes basicos, especialmente o 4VA, o que pode ser atribuido ao
aumento de hidrofobicidade, associado ao efeito estérico causado pelos dez anéis aromaticos
presentes em cada estrutura, sendo suficiente para perturbar e dificultar a manuten¢ao das redes

de interagdes de ligacdes de hidrogénio.

Os ligantes AAC e ACR, com o menor impedimento estérico dentre os simulados,
apresentaram um aumento acentuado dos tempos de ocupagdo, enquanto o ligante HEMA, com
maior impedimento, todavia ndo hidrofébico como os ligantes bésicos, apresentou um aumento
moderado. Os aumentos observados estdo em concordancia com o fato de que a interatividade
ligante-molde em diferentes representagcdes oligoméricas ndo somente ¢ influenciada pelo
impedimento estérico dos ligantes, mas também pela repulsdo hidrofobica resultante da

natureza quimica deles.

Quando se compara, na Figura 5.3.2, os tempos de ocupagao dos ligantes em fungao do
aumento das cadeias, os resultados mostram como o fator estérico impacta na manutengao desse
tipo de interagdo. Considerando-se apenas os dois ligantes mais interativos, se apenas o critério
de tempo de ocupagdo fosse avaliado para a selecdo de ligantes, cada representacao resultaria
em uma classificacdo, sendo esta 4VA/ACR (Mondmero), 4VA/AAC (Trimero), AAC/4VA
(Pentamero) e AAC/ACR (Decamero).

Figura 5.3.2. Tempo de ocupagdo de ligagdes de hidrogénio entre ligantes e epitopo em fungdo das cadeias
oligoméricas.
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Por fim, nas Tabela 5.3.2-3, a consequéncia dos efeitos estéricos discutidos pode ser
visualizada em fun¢do dos nlimeros médio e maximo de ligacdes de hidrogénio entre epitopo-
ligantes ao longo da trajetoria. Nesse caso, 0 nuimero maximo foi considerado por caracterizar

o instante de maior interatividade entre os pares analisados em termos desse tipo especifico de

interacao.
Tabela 5.3.2. Valores médios de ligagdes de hidrogénio.
2VP
N° médio de ligacées de H
Mondémero 1,11+0,492 d Magnitude
Trimero 0,74+ 0,36 * Mondmero : Trimero 0,40 Moderada
Pentimero 0,59+0,36* Mondmero : Pentimero 0,52 Forte
Decamero 0,53+0,26* Mondmero : Decimero 0,61 Forte
4VA
N° médio de ligacées de H
Mondmero 4,06+1,17° d Magnitude
Trimero 10,04+ 1,86° Monémero : Trimero —0,86 Muito forte
Pentamero 6,25+ 1,05° Mondmero : Pentimero —0,73 Forte
Decimero 3,76+ 1,06® Monémero : Decimero 0,16 Fraca
AAC
N° médio de ligacoes de H
Mondmero 431+133° d Magnitude
Trimero 13,78 £2,14 ¢ Mondémero : Trimero —0,87 Muito forte
Pentimero 18,72 +3,00° Mondmero : Pentimero -0,87 Muito forte
Deciamero 13,38+ 1,53 ¢ Mondémero : Decimero —0,87 Muito forte
ACR
N° médio de ligacoes de H
Mondmero 3,55+1,33¢ d Magnitude
Trimero 7,40+ 2299 Mondmero : Trimero —0,74 Forte
Pentimero 8,51+2,02¢ Mondmero : Pentimero —-0,83 Muito forte
Deciamero 10,02+ 1,999 Monémero : Decimero —0,86 Muito forte
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HEMA
N° médio de ligacoes de H
Monomero 2,07+0,85°¢ d Magnitude
Trimero 2,13+ 0,88° Monémero : Trimero —0,03 Fraca
Pentamero 2,47+0,72°¢ Monomero : Pentimero -0,24 Moderada
Deciamero 2,21+0,85°¢ Mondémero : Decimero —0,08 Fraca

Notas. Valores mostrados como média + desvio padrdo. Valores seguidos por letras iguais sdo significativamente
diferentes de acordo com o teste H de Kruskal-Wallis (0¢=0,05). Magnitudes de d em destaque sdo equiparaveis.
Fonte: Autor, 2022.

Na Tabela 5.3.2, dentre os ligantes basicos (2VP e 4V A), as representagdes oligoméricas
que mais apresentaram interagdoes foram a monomeérica e trimérica, com valores médios de 1,11
+ 0,49 e 10,04 + 1,86 ligagdes de hidrogénio, respectivamente. Quando comparado o tamanho
do efeito, para o ligante 2VP, as magnitudes das diferencas foram expressivas somente entre as
cadeias monomérica e¢ pentamérica/decamérica, sendo a cadeia monomérica aquela que
resultou no maior nimero de interagdes. Considerando a quantidade de interagdes observada, o
perfil de proximidade e os tempos de ocupagdo mostrados anteriormente, entende-se que as
interagdes sejam minimas, breves e sejam resultantes de uma baixa variabilidade de ligantes.
Para o ligante 4VA, as magnitudes das diferengas entre as cadeias monomérica e
trimérica/pentamérica foram expressivas, com a cadeia monomérica apresentando o menor
numero de interagdes, refor¢cando a interpretagao de que a hidrofobicidade da cadeia decamérica
sobrepde-se as interagdes presentes até as cadeias anteriores. As diferencas médias absolutas
das representagdes monomeérica e decamérica sao 0,58 £ 0,55 e 0,30 & 1,58 interagao para 2VP

e 4V A, respectivamente.

Dentre os ligantes neutros (ACR ¢ HEMA), foi observado que, para HEMA, o maior
valor médio foi de 2,47 + 0,72 ligacdes de hidrogénio, correspondente a cadeia pentamérica,
contudo, em termos de tamanho do efeito, todas as representagdes oligoméricas foram
equiparaveis. Para o ligante ACR, a representacdo oligomérica que mais apresentou interagdoes
foi a decamérica, com um valor médio de 10,02 £+ 1,99 ligagdes de hidrogénio, e as magnitudes
das diferencas entre a cadeia monomérica e as demais foram todas expressivas, com a primeira
sendo aquela com o menor numero de interacdes. As diferengas médias absolutas das
representacdes monomérica e decamérica foram 6,47 £ 2,39 ¢ 0,14 + 1,20 interagdes para ACR

e HEMA, respectivamente.

Em relacdo ao ligante 4cido (AAC), a representacdo oligomérica que mais interagiu foi
a pentamérica, com um valor médio de 18,72 + 3,00 interagdes. Quando comparado o tamanho

do efeito, as magnitudes das diferencas entre a cadeia monomérica e as demais foram todas
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expressivas, sendo a cadeia monomérica aquela com o menor niumero de interagdes. A diferenca

média absoluta das representagdes monomérica e decamérica foi de 9,07 + 2,03 interagdes.

Tabela 5.3.3. Numero maximo de ligacdes de hidrogénio.

N° maximo de ligacdes de H
2VP 4VA AAC ACR HEMA

Monémero 9 16 18 15 12
Trimero 5 23 30 23 12
Pentimero 4 17 38 24 12
Decamero 3 17 32 25 11

Fonte: Autor, 2022.

Em termos de nimero méximo de ligagdes de hidrogénio (Tabela 5.3.3), os resultados
reforcam como o aumento da cadeia e, consequentemente, o fator estérico, nao se da de forma
igual para todos os ligantes. Para o ligante 2VP, o aumento da cadeia reduz o nimero maximo
de interagdes. Quando apenas as representacdes monomérica ¢ decamérica sao comparadas, ha
uma reduc¢ao de 6 ligagdes de hidrogénio, valor aproximadamente seis vezes maior que o maior

numero médio de ligagdes observadas para esse ligante, na Tabela 5.3.2.

Para o ligante 4VP, o nimero maximo de liga¢des inicialmente aumenta, porém retorna
para valores equivalentes ao da representacdo monomérica. Quando os nimeros maximo e
médio de ligagdes de hidrogénio sdo comparados, observa-se que apesar do nimero méximo
permanecer constante, o numero médio diminui. Esse comportamento pode ser explicado
considerando que, no momento de maior interacdo, menos ligantes se aproximam do epitopo,
porém sem a alteracao do niumero de grupos funcionais, condi¢ao esperada quando algumas das

cadeias maiores dificultam a aproximacao das outras.

Para os ligantes AAC, ACR e HEMA, o comportamento ¢ analogo ao visualizado para
o numero médio de ligagdes de hidrogénio. Quando apenas as representacdes monomeérica e
decamérica sdo comparadas, hd um aumento de 14 e 10 ligagdes de hidrogénio para os ligantes

AAC e ACR, e o nimero permanece relativamente constante para o HEMA.

Os resultados obtidos na Tabela 5.3.3 sdo correlatos aqueles mostrados para o perfil de
distribuicdo dos ligantes (Figuras 5.2.1-2), isto ¢, observa-se que o aumento do tamanho das
cadeias acentua a diferenca entre os ligantes, sobretudo entre as cadeias maiores. Considerando-
se apenas os dois ligantes mais interativos, se apenas o critério de nimero maximo fosse
avaliado para a selecdo de ligantes, os ligantes 4VA e ACR seriam equivalentes nas
representacdes monomérica e trimérica, porém o mesmo ndo seria observado para as demais

representagoes.
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Em resumo, os resultados obtidos das andlises de funcao de correlacao de pares, tempos
de ocupacdo e nuimero médio e maximo de ligagdes de hidrogé€nios foram correlatos e
evidenciaram que efeitos estéricos, associados ao tamanho da cadeia oligomérica, influenciam
os resultados, todavia nao impactando na sele¢ao do ligante funcional mais interativo, mas
somente acentuando a diferenciacdo ja observada entre eles. Nesse sentido, dado que os
comportamentos obtidos para as quatro representagdes foram equivalentes, o uso de cadeias

maiores, em vez da monomérica, nao se justifica.

No geral, todas as analises mostraram que o tamanho da cadeia oligomérica influencia
os resultados. Para as andlises estruturais (RMSD e Ry), essa influéncia impactou a sele¢ao do
ligante funcional mais interativo e, para as analises de interatividade (g(r), tempos de ocupagao,
numero médio e maximo de intera¢des), ndo. Em ambos os casos, o tamanho da cadeia acentuou
a diferenca entre os ligantes. Considerando que a abordagem computacional ¢ utilizada,
principalmente, para auxiliar na selecdo do ligante funcional, e que existem limitagdes nos
sistemas simulados neste trabalho, os resultados indicam que a utilizacdo de cadeias
oligoméricas maiores se justifica somente quando caracterizagdes estruturais do molde
molecular forem essenciais, isto €, quando este apresentar grande flexibilidade estrutural, como

no caso de moldes de origem bioldgica.
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6 Conclusoes

Este trabalho orientou-se no questionamento se o crescimento polimérico de um ligante
funcional pode influenciar a fase de complexagcdo da impressdao molecular de um molde
bioldgico. Para tanto, os ligantes funcionais 2-vinilpiridina (2VP), 4-vinilanilina (4VA), acido
acrilico (AAC), acrilamida (ACR) e 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA), nas representagdes
mono-, tri-, penta- ¢ decamérica, em associacdo com um epitopo proveniente do virus Zika e
usando agua como solvente, foram simulados a partir da metodologia de Dindmica Molecular
classica. Todos os resultados obtidos mostraram que existe uma influéncia da extensdo do
ligante funcional na fase de complexacdo de um molde bioldgico, algo esperado devido ao
melhor empacotamento dos ligantes ao redor do molde e aos efeitos estéricos provenientes de
estruturas maiores. Entretanto, ndo foi observado o mesmo padrao de comportamento dos
oligdmeros em comparagdo aos mondmeros para todas as analises realizadas. Para andlises
estruturais, o tamanho da cadeia impactou na selecdo do melhor ligante funcional e, para
analises interativas, ndo. Assim, com base no conjunto de resultados obtidos e as limita¢des dos
sistemas simulados neste estudo, a utilizagdo de diferentes tamanhos de cadeias de ligantes
funcionais parece, sobretudo, acentuar e facilitar a diferenciagdo entre os ligantes, porém nao
necessariamente alterando o comportamento observado para os mondémeros, a ndo ser quando

alteragOes estruturais sao avaliadas.

Considerando as contribui¢des positivas observadas com o uso de cadeias oligoméricas
maiores em simulagdes com molde molecular de origem biologica, as conclusdes gerais do
trabalho sdo que, para uma melhor fundamentagdo do complexo molde biolégico-ligante, ndo
somente propriedades interativas sejam avaliadas, mas também propriedades estruturais, e que
sejam associados, pelo menos, dois tamanhos diferentes de cadeias de ligantes funcionais, com

o proposito de explorar momentos distintos da impressao molecular.
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Anexo A — Estatistica descritiva completa

Anexo A.1: Estatistica descritiva do desvio quadratico médio (RMSD)

RMSD / A

Monomero Trimero Pentimero Decimero

2VP
Média 6,99 5,60 6,04 5,20
Desvio padrio 0,40 0,22 0,53 0,54
Coeficiente de Assimetria 0,18 —0,55 0,49 —0,11
Curtose —0,65 0,54 —0,63 -1,49
Coeficiente de Variacio 0,06 0,04 0,09 0,10
Mediana 6,94 5,61 5,96 5,31

4VA
Média 6,12 5,84 3,73 6,36
Desvio padrio 0,64 0,82 0,33 0,48
Coeficiente de Assimetria 0,09 0,09 —0,38 —0,57
Curtose —1,02 —0,87 —0,82 —0,65
Coeficiente de Variacdo 0,10 0,14 0,09 0,08
Mediana 6,07 5,88 3,83 6,47

AAC
Média 6,27 5,49 4,63 422
Desvio padrdo 0,54 0,61 0,26 0,19
Coeficiente de Assimetria —0,20 0,08 0,07 —1,61
Curtose —0,83 -1,17 -0,54 2,82
Coeficiente de Variacdo 0,09 0,11 0,06 0,05
Mediana 6,34 5,52 4,62 4,26

ACR
Média 6,54 6,42 5,67 6,37
Desvio padrdo 0,35 0,55 0,36 0,53
Coeficiente de Assimetria —0,25 0,00 —0,27 —0,64
Curtose —0,17 0,27 —0,80 —0,31
Coeficiente de Variacio 0,05 0,09 0,06 0,08
Mediana 6,53 6,40 5,71 6,47

HEMA

Média 6,22 6,86 5,73 6,40
Desvio padrio 0,44 0,37 0,38 0,38
Coceficiente de Assimetria —0,18 —0,10 —0,40 —0,41
Curtose 0,01 —0,84 1,72 0,28
Coceficiente de Variacdo 0,07 0,05 0,07 0,06
Mediana 6,24 6,87 5,73 6,40

Fonte: Autor, 2022.
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Anexo A.2: Boxplots do RMSD em func¢ao do tipo de ligante
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Anexo A.3: Estatistica descritiva do raio de giro (1))

R:/A
Monomero Trimero Pentimero Decimero

2VP
Média 8,80 7,30 8,42 7,42
Desvio padrio 0,53 0,14 0,54 0,16
Coeficiente de Assimetria 0,13 1,46 0,66 0,20
Curtose -0,72 2,07 —0,03 -0,21
Coeficiente de Variacio 0,06 0,02 0,06 0,02
Mediana 8,82 7,26 8,29 7,42

4VA
Média 8,12 10,80 8,54 8,01
Desvio padrio 0,33 0,44 0,17 0,15
Coeficiente de Assimetria 0,92 0,15 0,71 0,69
Curtose 0,44 —1,00 0,84 0,56
Coeficiente de Variacdo 0,04 0,04 0,02 0,02
Mediana 8,05 10,81 8,53 8,00

AAC
Média 8,29 8,39 7,64 7,59
Desvio padrao 0,37 0,34 0,13 0,14
Coeficiente de Assimetria 0,15 0,55 —0,82 —0,01
Curtose —0,57 —0,52 0,89 —0,89
Coceficiente de Variacdo 0,04 0,04 0,02 0,02
Mediana 8,29 8,32 7,65 7,62

ACR
Média 7,61 8,41 8,43 8,32
Desvio padrio 0,55 0,61 0,42 0,32
Coeficiente de Assimetria 0,45 0,07 —0,44 —0,24
Curtose —0,17 —0,82 —0,44 —0,69
Coeficiente de Variacio 0,07 0,07 0,05 0,04
Mediana 7,58 8,42 8,49 8,37

HEMA

Média 8,35 8,12 8,28 8,77
Desvio padrio 0,54 0,44 0,36 0,38
Coceficiente de Assimetria 0,33 0,18 1,04 0,25
Curtose —0,68 —0,83 1,49 0,71
Coceficiente de Variacdo 0,06 0,05 0,04 0,04
Mediana 8,31 8,10 8,22 8,77

Fonte: Autor, 2022.
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Anexo A .4: Boxplots do Ry em fungao do tipo de ligante
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Fonte: Autor, 2022.
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Anexo A.S: Estatistica descritiva do nimero médio de ligacdes de hidrogénio

N° médio de ligacdes de H

Monomero Trimero Pentimero Decimero

2VP
Média 1,11 0,74 0,59 0,53
Desvio padrio 0,49 0,36 0,36 0,26
Coeficiente de Assimetria 0,42 0,59 0,40 0,48
Curtose 0,16 0,33 —0,24 0,24
Coeficiente de Variacio 0,44 0,49 0,61 0,48
Mediana 1,07 0,67 0,60 0,53

4VA
Média 4,06 10,04 6,25 3,76
Desvio padrio 1,17 1,86 1,05 1,06
Coeficiente de Assimetria —0,34 —0,36 0,16 0,43
Curtose —0,04 —0,31 -0,30 —0,41
Coeficiente de Variacdo 0,29 0,19 0,17 0,28
Mediana 4,20 10,27 6,27 3,60

AAC
Média 431 13,78 18,72 13,38
Desvio padrao 1,33 2,14 3,00 1,53
Coeficiente de Assimetria 0,75 0,48 —1,58 —0,50
Curtose 1,00 —0,24 3,05 0,53
Coeficiente de Variacdo 0,31 0,16 0,16 0,11
Mediana 4,13 13,53 19,27 13,47

ACR
Média 3,55 7,40 8,51 10,02
Desvio padrio 1,33 2,29 2,02 1,99
Coeficiente de Assimetria 0,47 0,17 —0,09 —0,12
Curtose —0,15 —0,59 —0,26 —0,69
Coeficiente de Variacio 0,38 0,31 0,24 0,20
Mediana 3,40 7,27 8,53 10,13

HEMA

Média 2,07 2,13 2,47 2,21
Desvio padrio 0,85 0,88 0,72 0,85
Coceficiente de Assimetria 0,25 0,33 0,30 0,17
Curtose -0,16 0,02 0,15 -0,51
Coceficiente de Variacdo 0,41 0,41 0,29 0,38
Mediana 2,07 2,07 2,40 2,20

Fonte: Autor, 2022.
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Anexo A.6: Boxplots do nimero médio de ligagdes de hidrogénio em func¢do do tipo de ligante
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