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RESUMO

transmissdo de impulsos nervosos € feita por nd@i® sinapses, envolvendo
A neurotransmissores e receptores. Os receptoresGpions glutamatérgicos (GIuRs)

sdo importantes canais idnicos do sistema nervestat, encontrados em sinapses
de excitagdo rapida, e estdo relacionados a furegiebrais importantes como aprendizado e
memoria. Além disso, os GluRs também estdo assixizan certas doencas neurolégicas e
psiquiatricas, como por exemplo: a doenca de Aebeio mal de Parkinson, a epilepsia, o
acidente vascular cerebral, a esclerose lateradtesfica e a esquizofrenia. Neste trabalho,
tiramos vantagem dos dados disponiveis na litexatla co-cristalizacdo dos seguintes
agonistas glutamato £BoNO,;) e AMPA (GHioNo.O4), do agonista parcial cainato
(C10H1sNO,) e do antagonista DNQX §8,N40s) com o receptor GIuR2 com resolucéo de
19A 1,7A 1,9 Ae18A, respectivamente, pestudar a interacio destes quatro ligantes
com a GIuR2 por meio de métodos computacioahignitio. Os hidrogénios ausentes dos
dados de difracdo de raios-X foram colocados adrale® um processo semi-classico de
minimizacdo da energia total GluR2-ligante. A segas simulacdes foram feitas usando a
Teoria do Funcional da Densidade (DFT), tanto aelrda aproximacédo da densidade local
(LDA), como da aproximagéao do gradiente generatiZ&IGA), para descri¢cao dos efeitos de
troca e correlacdo. A utilizacdo do método de fraxggaicdo molecular com capas conjugadas
(MFCC) tornou possivel analisar a interagdo damligs com cada um dos residuos proximos
e pos-proximos do GluR2. Considerou-se tambémevagrtia da blindagem dos residuos
pos-préximos que interagem com os ligantes, bemocsefez uma analise da energia de
interacdo dos residuos (préximos e pés-proximosiderados com os atomos dos ligantes
(resultados apresentados nos graficos BIRD), sexone mediacdo das moléculas de agua
existentes no sitio de ligacdo (o0 que permite sermnarab initio a relevancia da agua na
energética da interagdo ligante-GluR2). Obteve-seeagia total de interacdo GIluR2-ligante
em funcédo da distancia dos centroides dos ligadssesiduos, o que permitiu correlaciona-
la a intensidade de ativacdo e antagonismo do®mansmissores em questdo. Demonstrou-
se que ela segue a ordem AMPA > glutamato > cam&@blQX somente quando um raio do
sitio de ligacdo suficientemente grande € congigera que explica dados experimentais
publicados sobre a ativagdo e antagonismo do mcgjttamatérgico GIuR2, sugerindo que
0s residuos pos-préximos podem ser importantes gar@rminar o funcionamento do
receptor. Para o glutamato, os resultados obtidd&am que os residuos atrativos mais
relevantes sao: Arg485, Lys730 (mediado pela agd®)WsSer654, Leu650 mediado por
W69, e Lys656 mediado por W22; os residuos repasimais relevantes para o glutamato
sdo Glu402 (p6s-proximo) mediado por W36, Glu65Asp651 (pds-préximos). Para o
AMPA os residuos atrativos mais relevantes sdo:486g Thr655 mediado por W134,
Lys730 mediado por W137, Lys656 mediado por W138449 e Arg684 (pds-préximos); os
residuos repulsivos mais relevantes para o AMPAGEd02 mediado por W3, Asp651
mediado por W96 e W139 (pbs-proximo), e Glu57 {m@sximo) mediado por W140. Para
0 cainato os residuos atrativos mais relevantesAsg#85, Ser654, Thr655 e Arg684 (pos-
préximo); os residuos repulsivos mais relevantea paCainato sao Glu402, Glu657 mediado
por W78 (pos-proximo) e Asp651. Para o DNQX osdws$ atrativos mais relevantes séo
Arg485, Glu705 e Tyr450 mediado por W26 e W137esiduo repulsivo mais relevante para
o DNQX é Leu498. Uma pléiade de perspectivas metacias aos resultados obtidos reluz e
dentre elas podemos destacar a possibilidade @éma@simento de agonistas e antagonistas
glutamatérgicos com especificidades voltadas a ndiigiio de efeitos colaterais quando
utilizados no tratamento de doencas relacionad@&sidtransmissao glutamatérgica.
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ABSTRACT
The transmission of nerve impulses occurs through #8ynapses, involving

neurotransmitters and receptors. The ionotropictagiate receptors GluRs are

important ionic channels of the central nervousesys founded in rapid excitation
synapses, and related to important cerebral fumetigke learning and memory. Besides this,
GluRs are also associated with important neurodgiand psychiatric diseases like
Alzheimer, Parkinson, epilepsy, cerebral ischemamyotrophic lateral sclerosis, and
schizophrenia. In this work, we take advantagehefdvailable data in the literature of co-
crystallization of the following full agonists gamate (GHgNO4) and AMPA (GH10N20y),
the partial agonist kainate {§11sNO,) and the antagonist DNQX §B,N,Os) with the
GluR2 receptor with resolution of 1.9 A, 1.7 A, R%and 1.8 A, respectivelio study the
interaction of these four ligands with GIuR2 by meafab initio computational methods.
The absent hydrogens in the GluR2-ligand X-rayradfion data were inserted through a
semi-classical total energy minimization proces&xtN the simulations were performed
within the scope of the Density Functional TheoBFT), both in the local density
approximation (LDA) as generalized gradient apprmation (GGA) for the description of
exchange-correlation effects. The use of the médedtagmentation method with conjugated
caps (MFCC) allowed to analyze the interaction leetwthe ligands with each one close and
next-closed GIuR2 residues. It was also considéredelevance of the screening of the next-
closed residues with interact with the ligands, ainevas performed an analysis of the
interaction energy between the focused residues€and next-closed) with the atoms of the
ligands (results depicted in the BIRD panels), withand with the mediation of water
molecules existing in the binding pocket (whicloalé to determinab initio the relevance of
water in the GluR2-ligands energetic). It was aiedi the GluR2-ligand total energy
interaction as a function of the distance betwdwmnligand centroid and the residues, which
allowed to correlate it to the activation strengtid antagonism of the ligands focused. It was
demonstrated that it follows the order AMPA > glatte > kainite > DNQX only when a
large enough binding pocket radius is taken intcoant, explaining the experimental data
published on the activation and antagonism of th&amatergic receptor GIuR2 and
suggesting the next-closed residues can be impgaadetermine the receptor functioning.
For the glutamate, the obtained results point thatmost important attractive residues are
Arg485, Lys730 (water W39 mediated), Ser654, Leu@@fter W69 mediated), and Lys656
(water W22 mediated); the most important repulsegdues for the glutamate are Glu402
(next-closed water W36 mediated), Glu657 and Asp@tek-closed). For AMPA, the most
important attractive residues are Arg485, Thr65atéw W134 mediated), Lys730 (water
W137 mediated), Lys656 (water W138 mediated), L9séhd Arg684 (next-closed); the
most important repulsive residues for AMPA are GRi4water W3 mediated), Asp651
(next-closed, water W96 and W139 mediated), and6%du(next-closed, water W140
mediated). For kainate the most important attraatesidues are Arg485, Ser654, Thr655 and
Arg684 (next-closed); the most important repulgigsidues for kainite are Glu402, Glu657
(next-closed, water W78 mediated) and Asp651. RHQR, the most important attractive
residues are Arg485, Glu705 and Tyr450 (water WBA 8137 mediated); the most
important repulsive residue for DNQX is Leu498. kipde of perspectives related with the
obtained results shines, among which one can ighlithe possibility to develop
glutamatergic agonists and antagonists with sp#ois related to decrease side effects when
used in the treatment of maladies related withgthtamatergic neurotransmission.

Ana Caroline Vasconcelos Martins
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transmissao sinaptica excitatéria no cérebro éa fagirincipalmente pelos

receptores ionotrépicos de glutamato (GluRs), @galizam-se, em sua maioria,

na membrana pos-sinaptica das células neuronamss Esceptores sdo proteinas
transmembranares que, quando ativadas, abrem uahgua permite a passagem de ions do
meio extracelular para o intracelular. A neurotrnaissao glutamatérgica esta relacionada com
a memoria de curto prazo e o aprendizado. Alénodizs GluRs também estdo associados
com certas doencas neurologicas e psiquiatricaso gor exemplo: a doenca de Alzheimer,
o mal de Parkinson, a epilepsia, o acidente vascalabral, a esclerose lateral amiotrofica e
a esquizofrenia (BRAUNER-OSBORNE al., 2000; TRAYNELIS et al., 2010). Esses
receptores sdo vistos como alvos potenciais deaffasne, como o0 nome deles sugere, 0
neurotransmissor que se acopla a estes recep&seschdeando uma resposta bioquimica, é
o glutamato, mostrado na Figura 1.1 juntamente @®mgonistas sintéticos acido N-metil-D-
aspartico (NMDA), acido 2-amino-3-(3-hidroxi-5-metiisoxazolil)propionico (AMPA),
acido (2S,3S,4S)-3-(carboximetil)-4-prop-1-en-piikolidina-2-carboxilico (cainato) e o
antagonista 6,7-Dinitroquinoxalina-2,3-diona (DNQX) mecanismo pelo qual a ligacéo
receptor-glutamato conduz a abertura do canal @drdc um processo importante na
neurobiologia molecular. Uma visdo geral a respaltb medicina, bioguimica e da
neurociéncia que envolve o presente trabalho &aptada no Apéndice A.

Os GluRs sao classificados em trés grupos, distogufuncional e farmaco-
logicamente com base na resposta aos agonistagicciat NMDA, AMPA e cainato.
Agonista (ou agonista total) € um composto queyxr@lresposta maxima, quando 100% dos
receptores estdo ocupados. O agonista sintético éomposto que causa a mesma resposta
de um agonista total ao receptor. Vale ressaltay para receptores de tipo AMPA, o cainato
funciona como agonista parcial, ou seja, a resgwstduzida é apenas uma fracdo da resposta
do agonista total mesmo 100% dos receptores estangrados. As estruturas quimicas dos
agonistas sintéticos dos receptores de glutamat@gdsentadas na Figura 1.1. Além dos
agonistas existem os antagonistas dos receptoresiqms. Estes interagem com o receptor,
todavia ndo produzindo resposta alguma. Um exenglantagonista para as GluRs (DNQX)
também é apresentado na Figura 1.1.

Os receptores ionotrépicos de glutamato sdo cadmisos proteicos compostos por
quatro subunidades, iguais ou ndo, que formam dramero, dimero de dimeros. Cada
subunidade € composta pelos trés dominios: o aminonal DAT; o de interacdo do ligante

DIL, que €& composto por dois subdominios, comumeriitemados de S1 e S2; e o
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transmembranar DTM que é formado pelos trés segwmeéntramembrana M1, M2 e M3
(STAWSKI et al., 2010) — ver Fig. 1.2.

Figura 1.1 — Ligantes das GluRs. Na linha supesdgecnistas sintéticos que definem os trés gruposabptores
ionotrépicos de glutamato. Na linha inferior: o agta natural das GIuRs, glutamato, e o antagobisi@X.

HN e
--lll"/<
0
3 CHs
OH 2\"/0"'
NMDA AMPA Cainato °
NH> 0
: o N !
OMO *~o
+/0
OH HO o H T/
.
Glutamato DNQX

Fonte: Martins, 2012.

O que se sabe do mecanismo de ativagdo dessesoresep que, apds a ligacdo do
agonista ao dominio de interacdo do ligante (DdL)eceptor é ativado para um estado que
permite a conducao de ions do meio extracelula pantracelular, e a este processo segue-
se posteriormente a dessensibilizacdo (TRAYNE4IS., 2010). A dessensibilizacdo ocorre
guando o canal i6nico fecha, mesmo quando o agopéstmanece interagindo com o DIL da
proteina. Uma ilustracdo de todo o processo padeéselizada na Figura 1.2, que no painel
superior mostra a resposta eletrofisiolégica doakcdormado por receptor ionotrépico de
glutamato (GIuRs), inicialmente em repouso (semete idnica). Em resposta a aplicacéo
de glutamato em neurénios do hipocampo de ratoien#io, os GluRs de tipo ndo-NMDA
abrem o canal i6nicos causando o0 pico da corremteem seguida, rapidamente se
dessensibilizam para um nivel de estado estacmnari

As partes central e inferior da Figura 1.2 most@misdo superior esquematica de
canais no estado de repouso (abertos e dessearagibii) e a vista lateral esquematica de duas

das quatro subunidades GluRs que formam o casplecgvamente. A ligagdo do glutamato
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(Glu) desencadeia uma alteracdo conformacionaleahaimento da fenda S1S2, que é
acoplado a uma alteracdo conformacional nos dominémsmembranais que abrem o canal
ibnico. Embora o agonista permaneca, a reorgarozdgd subunidades fecha novamente o
canal, mesmo os dominios S1S2 permanecendo nac@t@o de fenda fechada.

Figura 1.2 — Modelo para ativacéo e dessensibizale GluRs. Painel superior: fisiologia do canaifado por
receptor ionotropico de glutamato (GluRs). Em retp@ aplicacdo de glutamato em neurdnios do hippca

de rato embrionario, GluRs de tipo ndo-NMDA abrenera seguida, rapidamente se dessensibilizam para u
nivel de estado estacionario. Linha central: veaffmerior esquematica de canais nos estados despehertos

e dessensibilizados. A ligacdo do glutamato (Ghgethicadeia uma alteracdo conformacional que abapal
ibnico (seta vermelha). Embora o agonista permangga provavel mudanca conformacional do interdamin
permite que o canal se feche novamente. Painetianfevista lateral esqueméatica de duas das quatro
subunidades GluRs que formam o canal. O fechameatofenda S1S2 é acoplado a uma alteracdo
conformacional nos dominios transmembranais quenabo canal idnico (setas, na figura central). A
reorganizacdo das subunidades (setas, figura daliegito) fecha novamente o canal, embora os dosBiLS2
permanecam na conformagéo de fenda fechada.

Glutamato

Lr 2507 | 250 ms

Repouso Aberto Dessensibilizado

Visdo superior

Visdo lateral

DAT

S1f

DIL o
Q-

52 |
L=

DTM | a 9
Wy g

Fonte: Adaptada de Madden, 2002.
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Os receptores do tipo AMPA possuem quatro tiposipes de subunidades (GIuR1-
GluR4 ou GIuA1-GluA4). Dentre essas subunidadé3lu®?2 (ou GIuA2 mais recentemente)
vem sendo amplamente estudada. Sua sequénciaideosesniciandano dominio amino-

terminal e encerrando-se no dominio carboxi-termp@e ser observada na Figura 1.3.

Figura 1.3 — Sequéncia de residuos da subunidadR2GIOs residuos estdo enumerados de acordo com
Armstrong e Gouaux (2000). Em destaque “r", a A§48
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Fonte: Adaptado de http://www.nchi.nim.nih.gov/giatAAA41240.1
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Para se formar um canal i6nico sdo necessariasoguestas subunidades. A proteina
entdo formada possui quatro sequéncias polipeptidigue podem ser todas iguais
(homotetramérica) ou diferentes (heterotetramérgendo que todas as subunidades devem
pertencer a mesma familia de receptores. Dessa fa@rpossivel construir um canal ibnico
(receptor) do tipo AMPA composto por quatro subadies GluR2. Na Figura 1.4 tem-se um
desenho esquematico do canal idnico do tipo AMPApmmsto por quatro subunidades GIuR2
ressaltadas pelas diferentes cores, azul, amameide e vermelho. E perceptivel em cada
subunidade o DAT, o DIL e DTM.
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Figura 1.4 — Desenho esqueméatico ilustrando a testrudo receptor GIuR2 homotetramérico. Quatro
subunidadesoloridas de azul, verde, amarelo e vermelho, cataggelos dominios DAT, DIL e DTM. Figura
montada a partir do PDB identificado como 3KG2 @umrilio do programa Pymol.

DA

Fonte: Martins, 2012.
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1.1 Estado da arte estrutural da interacdo GluR2-gante

A interacao de agonistas com o DIL da GIuR2 podalsscrita como o mecanismo de
uma "planta carnivora”. No estado de repouso (es&rapo, codigo do PDB 1FTO), o DIL
esta presente numa forma aberta (ARMSTRONG, GOUARIR0), o que pode ser visto na
Figura 1.2. Quando um agonista se liga ao DIL, umadanca rotacional ocorre na
conformacéao, resultando no fechamento dos domf®iog S2 ao redor de uma regido de
dobradica central (ARMSTRONG, GOUAUX, 2000). A lggm do agonista ao DIL resulta
na abertura do canal idnico (ativagéo do receptor).

A interacdo ligante-GluR2 e sua correlacdo comeatata do canal i6nico é estudada a
partir de trés vertentes: estudos farmacoldgicastudes cristalograficos e estudos
computacionais. As propriedades farmacoldgicasrdedg interesse sdo: (a) a afinidade, que
€ a capacidade que um ligante tem de se ligar eeptar; (b) a eficacia, propriedade
intrinseca a um determinado ligante que determirgabmm agonista ele €; e (c) a poténcia,
uma expressao da atividade de um ligante em teml@osoncentracdo ou quantidade
necesséria para produzir um efeito definido (BRUNT@t al., 2007). Os estudos
cristalograficos buscam uma explicagédo para conterméado ligante age sobre a proteina,
e tentam explicar o que causa a abertura totatigbavu néo-abertura do canal ibnico,
dependendo do ligante. Na atualidade, os estudkialograficos séo feitos paralelamente aos
estudos farmacologicos. Ja a terceira vertentestde computacional, vem sendo feito a
partir dos resultados cristalogréaficos e buscandama forma que a cristalografia, entender o
mecanismo de funcionamento da abertura do canabidn

Em sua reviséo, Pghlsgaagtcal. (2011) reuniram, em duas tabelas, varias inforesco
obtidas a partir de estudos farmacolégicos e twtaficos, feitos por diversos autores, da
proteina GluR2 e alguns de seus ligantes. Alguneasas informacdes estdo transcritas na
Tabela 1.1 para diversos ligantes estudados. Destses, tem-se agonistas totais, agonistas
parciais e antagonistas. Um agonista parcial, megnamdo ligado a todos os receptores,
produz apenas fracdo da resposta maxima que édeaps#o agonista total. Trazendo os
conceitos de agonismo e antagonismo para o casandeanal iGnico, 0 agonista causa
abertura total do canal permitindo a passagem dorrflaxo ibnico possivel; o agonista
parcial abre o canal, porém de forma menos efigjenb antagonista, embora interaja com a

proteina, ndo abre o canal.
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Tabela 1.1 — Dados estruturais e farmacolégicastdeacao da GIuR2 com o ligante (agonista/antagani

Ligante Afinidade  Afinidade @M) Poténcia|(M) Eficacia Encerramento doDistancia Caddigos
(uM) ao DIL & proteina relativa (%) dominio (graus) |inker-linker () do PDB

Agonistas
ACPA 0,02 0,02 0,25 90 20,7-20,9 35,7 1M5E
Glutamato 0,82 0,49 5,7 100 19,1-21,1 35,5 1FTJ
Glutamato - - - - 18,4-21,0 35,4-35,6 2UXA
Glutamato - - - - 19,2-21,3 35,3-35,6 3DP6
Glutamato - - - - 22,4 - 2CMO
Glutamato - - - - 22,7 - 3KGC
Quisqualato 0,02 0,0009 1,2 93 20,4-21,3 36,2 1MM6
Quisqualato - - - - 19,1-21,1 35,4-35,7 1MM7
(S)-TDPA 0,32 0,27 20 - 19,1-20,2 35,2-35,4 3BFT
(R)-TDPA 0,53 0,23 6,6 - 18,7-20,3 35,1-36,9 3BFU
Anélogos do

AMPA
AMPA 0,02 0,01 35 88 20,3-21,0 35,6-35,8 1FT™M
ATPA 35 2,1 49 82 21,0-21,1 36,1 INNP
ATPA - - - - 21,5 35,8 INNK
2-Bn-Tet-AMPA/ 0,75 95 84

glutamato 1,6 20,8-21,5 35,6 2P2A
Des-Me-AMPA 0,17 0,09 900 - 19,0-20,5 35,6-35,7 ms
Des-Me-AMPA - - - - 18,8-20,6 34,8-36,6 1MQD
2-Me-Tet-AMPA 0,01 0,03 0,92 100 20,1-21,9 35,7236, 1M5B
Agonistas
parciais
4-AHCP 0,19 0,18 17,5 38 16,5 34,1 AAYA
Br-HIBO 0,5 0,65 22 70 17,2 34,5 1M5C
CPW399 0,39 0,22 13,9 43 17,0 33,8 1SYH
Cainato 14,5 9 130 21 13,1 33,0 1FWO0
Thio-ATPA 0,89 0,63 13 78 17,8 34,8 2AIX
Analogos da

Willardiina
Bromo- 0,10 0,84 50
Willardiina 0,30 16,7 34,4 1IMQH
Bromo- - - -
Willardiina - 18,5-19,8 35,1 1MY3
Fluoro-Willardiina 0,02 0,03 0,19 72 16,5 34,7 1MQI
lodo-Willardiina 0,52 0,18 1,51 48 18,5-18,7 - 1IMQG
lodo-Willardiina - - - - 18,2-18,8 34,7-34,8 1MY4
Willardiina 4,76 0,90 6,34 71 17,9 35,2 1MQJ
Antagonistas
ATPO 12,2 16 - - 2,5-5,1 27,5-28,0 INOT
CNQX 0,68 0,24 - - 6,0-8,1 28,1-28,5 3B7D
DNQX 1,00 0,09 - - 3,4-6,5 28,3 1FTL
FQX - 7,6 - - 3,455 27,9-28,1 3BKI
NS1209 0,39 0,03 - - -5,4 32,8 2CMO
UBP277 135 23,8 - - -4,3-(-6,4) 27,2 3HO03
UBP282 292 10,3 - - -5,6-(-9,6) 21,9-24,4 3H06
ZK200775 - 0,12 - - - 33,2 3KGC
Fonte: Adaptada de Pghlsgaatdl., 2011.
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Na Tabela 1.1 tem-se a afinidade de cada ligant®laoe a proteina completa. A
afinidade se baseia no equilibrio de dissociacdoatoplexo proteina-ligante, e € medida a
partir da constante de dissociacap(&nstante de dissociacdo para 0s agonistas, daatea
Ki quando refere-se a um inibidor, antagonista). @uarenor o i de um ligante, maior € a
sua afinidade.

Outra propriedade farmacologica fornecida na Talielaé a poténcia. No caso, a
poténcia apresentada é definida como sendo £, Qe indica a concentracdo de ligante
necessaria para induzir a metade da resposta maomaceptor (POHSGAARLEt al.,
2011). Por fim, dentre as propriedades farmacoé@gitem-se a eficacia relativa que, para o
sistema em questédo, é determinada por estudosfisieldgicos. Nesses estudos, a corrente
ibnica maxima (hay causada pela abertura do canal, quando o ligatdéeinteragindo com o
DIL, € medida por meio de microeletrodos. A segli&r € comparada a& causada pelo
glutamato, agonista natural da proteina que eaditt como referéncia de eficacia 100%, para
se obter a eficacia relativa de cada ligante. Assimartir da eficacia relativa, é possivel
determinar se uma dada molécula € um agonistaaparcitotal da proteina. A ndo-resposta
eletrofisiologica, mesmo o ligante estando ligado BAL, indica que a molécula é um
antagonista, ou seja, interage com a GIuR2, porémaausa a abertura do canal i6nico
(FRANDSEN,et al., 2005; RANG, 2006).

Outras informacgbes apresentadas na Tabela 1.1 coercerramento do dominio, a
distancialinker-linker e os codigos do PDB estado relacionadas aos estudtaograficos a
partir dos quais € possivel determinar a estrutidanensional da proteina e a posi¢cao dos
ligantes. Inicialmente as investigacdes estrutudsisGIUR2 limitaram-se as construgdes
individuais dos dominios extracelulares DIL (ARMSJIRG et al.,, 1998; BEICH-
FRANDSEN et al., 2008) e DAT CLAYTON et al., 2009 JIN et al., 2009), que sé&o
hidrofilicos. No entanto, o receptor GIuR2 homaetérico completo ja foi cristalizado em
complexo com o antagonista ZK200775 e teve suatastrdeterminada com uma resolugéo
de 3,6 A (SOBOLEVSK et al., 2009) — ver Figura 1.4.

As varias estruturas do DIL da GIuR2 interagindmams diferentes ligantes levaram a
uma melhor compreensdo das mudancas conformacidoaBlL causadas pela interacao
com agonistas e antagonistas. Além disso, estagwgss tém fornecido pistas para a relagcao
entre as mudancas estruturais e a ativacado doss camadessensibilizagdo. A partir desses
resultados cristalograficos, pode-se observar eremmmento do dominio apresentado na

Tabela 1.1, que é referente a quanto o DIL se feleivédo a presenca do ligante. Para se
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determinar esse encerramento, adota-se o estadfesianlo no qual a proteina ndo esta
interagindo com nenhum ligante, PDB 1FTO) comoré&feia e calcula-se o fechamento do
DIL na presenca de cada ligante fazendo uso dorgray DynDom (HAYWARD,
BERENDSEN, 1998). Da mesma forma, essas estrutaraam possivel medir a distancia
linker-linker, distancia entre os carbonosy,Ccarbono ao qual estdo ligados os grupos
carboxilicos e amina do aminoacido, dos residudsaleucina nimero 663 (lle663) de cada
subunidade que formam um dimero.

Com o entendimento de todos os parametros obtidwms npeio dos estudos
farmacoldgicos e cristalogréaficos, a analise daelali.1 fica mais fécil. A reunido desses
resultados experimentais feita por Pghlsgatia. (2011) mostra uma excelente correlagao
entre o encerramento do dominio do DIL da GluR2yaido por agonistas e agonistas
parciais), a distanciéinker-linker 1e633-1e633, e a eficacia do ligante obtida atipale
experiéncias eletrofisiologia (HOGNE® al., 2002; JINet al., 2003; FRANDSENet al.,
2005), como €é mostrado nos graficos apresentadosFigara 1.5. Estes estudos
proporcionaram uma forte evidéncia de que as agfiesaconformacionais devido ao grau de
fechamento do dominio se propagam para os segméatoanal, M1, M2 e M3 e levam a
ativacéo do receptor.

Observa-se que 0s agonistas parciais induzem usrramento intermediario do DIL
que varia de 13° a 19°, enquanto os agonistas tietzam ao fechamento maximo do dominio
S1S2 que varia de valores superiores a 19° atérap’ 1.1 e Fig. 1.5). O cainato € o agonista
parcial da GluR2 mais bem estudado (foi isolada peimeira vez a partir da alga vermelha
Digenea simplex) e ativa seletivamente os receptores do tipo taimaduzindo 13 graus de
encerramento do DIL da GIuR2 — o menor observadoe ess agonistas parciais. JA 0s
antagonistas FQX, CNQX, DNQX e ATPO conduzem a wqupno encerramento do
dominio S1S2 que varia de 2,5° a 8,1°, enquantocoguentagonistas (S)-NS1209, UBP277,
UBP282 e ZK200775 causam uma hiperextensdo de9463%®m comparacao a estrutura apo
(molécula A do PDB 1FTO). No entanto, tem sido dest@do por dindmica molecular que
facilmente o DIL apo da GluR2 adota conformacdelaiea energia, que sdo mais abertas do
que a observada na estrutura do cristal (LAU, RORDQ7). Portanto, as conformacdes do
estado apo podem ser limitadas pela rede cristalaréificialmente fechadas, e assim surgem
indagacdes sobre se as conformacdes mais abegaatas com alguns dos antagonistas
sao verdadeiramente hiperestendidas ou podem ser@paesentativas do estado aberto da
GluR2 (PGHSGAARLDxt al., 2011).
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Com relacdo a eficicia dos diversos tipos de legnpercebe-se que os agonistas
possuem uma eficacia relativa ao glutamato demelwos 80%. J& para 0s agonistas parciais,
aguele mais eficaz € a Fluor-Willardina, com efi@ade 72%. Os antagonistas inibem a
abertura do canal, logo ndo ha corrente i6nica dm mxtracelular para o meio intracelular,

de modo que sua eficacia entdo pode ser consideeaola

Figura 1.5 — (a) Grafico do encerramento do DILGlaR2 versus a distancia linker-linker (lle633-B&

quando da interagdo com agonistas. (b) Gréaficofidaot relativa versus a distancia linker-linkéie§33-

[le633) quando da interacdo com agonistas. 1: Glata; 2: ACPA; 3: 4-AHCP; 4: AMPA; 5: ATPA;  @-

Bn-Tet-AMPA; 7: Des-Me-AMPA,; 8: 2-Me-Tet-AMPA; 9: ®®mo-Willardiina; 10: Fluoro-Willardiina; 11:
lodo-Willardiina; 12: Willardiina; 13: Br-HIBO; 14CPW399; 15: cainato; 16: quisqualato; 17: (S)-TDR&

(R)-TDPA; 19: Tio-ATPA (ver Tab. 1.1).
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Fonte: Adaptada de Pghlsgaatdl., 2011.

Outra vertente que busca entender o processodga, dessensibilizacdo e inibicdo

da GIuR2 sdo os estudos computacionais feitosta gas dados cristalograficos. Desde a
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publicacdo dos primeiros dados cristalograficosGlaR2 complexada com seus ligantes
(ARMSTRONG, et al., 1998; ARMSTRONG, GOUAUX, 2000), um numero considel de
estudos computacionais vém sendo publicados emqtegdiferentes niveis de calculo,
compreendendo a dindmica moleculaolecular dynamics - MD) e calculos semiempiricos,
chegando a estudos que empregam a teoria do fahaandensidadeDensity Functional
Theory - DFT). A seguir, sera apresentado um resumo dbsdes computacionais ja

realizados envolvendo o sistema GluR2-ligante.

1.2 Estudos computacionais do sistema GluR2-ligante

Baseados nos dados cristalograficos obtidos porstkamget al. (1998), Kuboet al.
(2001) realizaram um dos primeiros estudos computas da GIuR2 com seus ligantes.
Utilizando métodos semiempiricosle initio, eles mostraram que a interacdo do cainato com
a GIluR2 acontece por meio de 2 modos vibracioma@id com alta frequéncia. A interacao
foi formada entre a vibracdo de alongamento siggtlb grupo carboxilico do agonista e a
vibracdo de flexdo do grupo guanidina da Arg485GdaR2. Com o estudo dos modos
vibracionais do glutamato (no vacuo), e com a seamgla destes com o0s obtidos para o
cainato, os autores concluiram que o glutamatoaigéecom o receptor de forma semelhante
ao cainato. Este fato ndo se repete para o ansagd@dNQX (6-ciano7-nitroquinoxalina-2,3-
diona), também estudado. Dessa forma, os resulldaiboet al. (2001) sugerem que 0
modo como 0s agonistas interagem com a proteinerggivbastante da maneira como 0s
antagonistas interagem.

Dando continuidade ao estudo de Kua@l. (2001), Odart al. (2003) investigaram,
também com métodos semiempiricogleinitio, 0s possiveis arranjos estruturais para o
glutamato, considerando-o em meio aquoso. As dstgt@ras mais estaveis encontradas
(tipo 1 e tipo 2), como mostra a Figura 1.6, posswmergias muito proximas tornando
possivel sua interconversdo. Esse resultado foeadas nos dados cristalograficos de
Armstrong e Gouaux (2000), que apresenta o glutam@t uma estrutura intermediaria aos
tipos 1 e 2.

Nos trabalhos subsequentes, os resultados mostgaaiws ligantes glutamato, AMPA,
NMDA, cainato, DNQX, CNQX (6-ciano-7-nitroquinoxah-2,3-diona) e APV (acido
2-amino-5-fosfonopentanoico) possuem potenciatad&dtico negativo. Em contrapartida, no

sitio de ligacdo da GIuR2, principalmente proximo eesiduo Arg485, o potencial

Capitulo 1 13



Introducéo Geral

eletrostatico € positivo, excetuando-se uma pequegio proxima ao residuo Glu657
(KUBO et al., 2003a). Dessa forma, sugeriu-se que a inter&@R2-ligante € regida por
atracdes eletrostaticas. Adicionando-se a essasenéls estudos dos orbitais HOMO do
glutamato (orbital molecular ocupado de mais aftergia) e LUMO (orbital molecular ndo
ocupado de menor energia) e do sitio de ligaca&ld&®2 revelam que ndo ha grande
transferéncia de carga entre o DIL da proteindigaate (KUBOet al., 2003a; 2003b). Como
complemento, por meio da analise de estudos meegniénticos, Kuboet al. (2003b)
sugeriram que a GIuR2 pode ser um tipo de sistegoidatorio, que requer uma injecao de
energia nos modos especificos de vibracdo de cersdiduos de aminoécidos da proteina,
dentre os quais cita-se a Arg485, para que sepndadeada a sua ativacdo. Essa energia,

assim como indicam, seria fornecida pela colisdagimista com esses residuos.

Figura 1.6 — As duas formas mais estaveis parado &utamico em meio aquoso. A estrutura geon@gio
momento de dipolo, ilustrado pela seta, para caad sao vistos em duas dire¢des diferentes.

Tipo1 Tipo2

H18  HM ; (0.14)
(0.02) (0.35) 410

Fonte: Odagt al., 2003.

Paralelamente aos estudos descritos anteriorm&ntalacdes de dinamica molecular
com o DIL da proteina no estado apo, ligado aoataie ao glutamato, na auséncia e na
presenca das moléculas de agua encontradas nagoar(dDB (MENDIETAEet al., 2001;
ARINAMINPATHY et al., 2002, 2006; LAU, ROUX, 2007) foram realizadaandio inicio a
duas vertentes de investigacao do sistema GluRfimeira buscava entender o mecanismo
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de ativacéo do receptor GluR2, e a segunda visargemdimento dos processos de ligacao
do glutamato (e de outros ligantes) e o fechamaatenda.

Mendieta et al. (2001) focaram no mecanismo de ativacdo do camato. Eles
sugeriram que os movimentos de abertura/fechandatarticulacdo do dominio S1S2 sao
acoplados a alteragcdes conformacionais na regiams#cao dos segmentos transmem-
branais, 0 que causaria a abertura do canal idd&duboet al. (2004), tendo a Arg485
como a ancora do glutamato, investigaram a dinasmecgicossegundos do comportamento
do DIL em resposta a excitacdo vibracional dess&lwe quando da ligacdo do glutamato.
Como resultado obtiveram que a energia de excitdgdwibracdo da Arg485 no sitio de
ligacdo inicialmente fluiu para Lys730, e depoisapa hélice J na interface da subunidade do
dominio S1S2. A Figura 1.7 mostra em (a) a estaudorDIL e ilustra em (b)-(f) o modelo de
ativacéo do receptor segundo Kudbal. (2004).

Arinaminpathy et al. (2002) estudaram as alteragbes do dominio dedligaEles
observaram que ndo s6 o grau de encerramento dmidodepende de interacbes com o
ligante, mas também que a interacdo proteina-kgafiluencia o movimento do dominio S2
em relacdo ao S1. Para a GIuR2, parece que adate@mm agonista ndo sO resulta em
fechamento de dominio (como revelado cristalogaafiente), mas também resulta numa
diminuicdo na mobilidade de dominio (como revelads simulagfes) e que a reducdo da
mobilidade é maior para um agonista total do qua pan agonista parcial. As interacées-
chave encontradas para o sistema ocorrem entresapsb@antes e os residuos proteicos do
subdominio S1 (Arg485, Thr480, e Pro478), e osdues do subdominio S2 (Ser654,
Thre55, e Glu705), dentre as quais a mais relev@rteom Arg485. Outro dado importante
obtido é que a ligacdo do glutamato ao DIL da pnatgpode ser reforcada, para além da
situacao presente no cristal, por rotacdo da cdaleieal da Thr480. Speranskiy e Kurnikova
(2005) investigaram, por dindmica molecular, a irtfpcia das moléculas de agua e de
alguns residuos para a interagdo GluR2-glutamata, @ proteina naturaki(d-type - WT) e
sua mutante E705D (na qual o Glu705 é trocado poraspartato). Com os calculos de
energia de interacdo proteina-ligante para sitsa@e que certos residuos, partes das
moléculas, ou mesmo moléculas de agua, ndo possaigas parciais, foi possivel analisar a
relevancia de cada estrutura na interagcdo analis@d@ue observaram foi a grande
importancia das cargas parciais presentes no égaas moléculas de agua e principalmente

na Arg485. Na Tabela 1.2 estdo os valores de enateiinteracdo que Speranskiy e
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Kurnikova (2005) obtiveram para cada caso em gtirar@m as cargas parciais como descrito
anteriormente.

Figura 1.7 — Modelo da ativacao do receptor deaghato. (a) Estrutura do DIL da GIuR2, na qual &aseA-K
representanu-hélices e al e a2 sao articulagdes. (b) Ligacaagdamista. (c) Excitacdo vibracional da Arg485
no sitio de ligacdo. (d) Transferéncia da energimacional para a hélice J. (e) Rotacdo da subdeidé)
Abertura do canal. Em (b)-(d) a visédo é paralelsuperficie da membrana celular. Em (e) e (f) aoviéa
perpendicular @ membrana.

Dominio de Regido do canal
intrac&o do ligante transmembranar

(c) \- ] (f) QPO

oro f
T
1 I R

Dominio de Regido do canal
intrac&o do ligante transmembranar

Fonte: Adaptada de Kule al., 2004.

Embora aparentemente o Glu705 ndo seja tdo imperfzara a interacdo direta da
GIuR2 com o ligante, pois a auséncia de cargasguareste residuo estabiliza levemente a
interacdo proteina-ligante, ele desempenha um papelrtante na formacao e estabilizacao
da conformacédo fechada. O GIu705 forma uma poriteasaom o residuo Lys730 que
assegura o seu papel essencial no processo dé@dighy ligante, resultado que foi, em
seguida, confirmado por Mamonoetzal. (2008).
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Posteriormente, foi possivel observar novamente aqueobilidade do DIL é maior
guando este esta ligado ao cainato (agonista pageia ao glutamato, acrescentando-se o
fato de que o glutamato exibe pouca alteracao a@amsentacédo e conformacao dentro do sitio
de ligacdo durante as simulacdes de MD. Em cosirastainato parece possuir um pouco
mais de liberdade, talvez devido a natureza masgalla fenda. Porém, todas as interacdes-
chave relatadas na estrutura cristalografica foraamtidas durante toda a simulagéo.
Simulagdes de dinamica molecular também revelanaenag moléculas de agua sao capazes
de penetrar no sitio de ligacdo e interagir corigante e com a proteina dentro e em torno
dos subsitios, ja descritos por Armstrong e Gow0(@2 e mostrados na Figura 1.8, que
ressalta os sitios (A, B, D, E, e F) nos quais aelecnlas de agua foram encontradas ao longo
da duracédo das simulacdes (ARINAMINPATHal., 2006).

Tabela 1.2 — Energia de ligacdo GluR2-glutamatoesgwental e calculada, em kcal/mol. *A energia
experimental apresentada ndo foi encontrada rgoagtie os autores sugerem como referéncia (DEMING,
2003).

WT E705D
Experimental GluR2 -8,62+0,28
Calculada -12,98+3,91-8,16+3,77
Calculada sem cargas parciais em
Grupoa-carboxil do ligante -0,69 4,01
Grupoy-carboxil do ligante -1,13 4,82
Grupoa-amino do ligante -6,93 -5,26
Agua W1-W5 -3,50 -1,98
Arg485 0,09 5,80
Glu705 (ou Asp705) -14,81 -9,09
Ser654 -8,91 -1,51
Thre55 -7,14 -1,72

Fonte: Adaptada de Speranskiy e Kurnikova, 2005.

Em contraste com interacGes proteina-ligante nalagho GluR2-glutamato (que sdo
diretas), na simulacdo GluR2-cainato a maioria ideesacfes sdo mediadas por agua. De
fato, moléculas de agua frequentemente interrompenteracdo direta do cainato com a
Arg485. Assim, os autores concluiram que a molikdda aguano interior do sitio de
ligacdo pode ser correlacionada com o grau de meento do dominio e com o ligante
presente, podendo inclusive ser um discriminadotreeragonismo total e parcial
(ARINAMINPATHY et al., 2006). As moléculas de 4gua sédo ainda maisaeies quando
se trata do estado apo da proteina (LAU, ROUX, R0Dudtro estudo de MD mostra que, na

auséncia do ligante, o dominio S1S2 facilmenteaadota conformacéo ainda mais aberta do
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gue a observada nas estruturas cristalograficalulR2 no estado apo. Os autores sugerem
que as moléculas de &gua presentes na fenda ajodarastabilizacdo do DIL em
conformacdes mais abertas, ao formarem um clusaengda) em torno do grupo guanidinio
da Arg485 (LAU, ROUX, 2007).

Figura 1.8 — O papel das moléculas de dgua nodstimacéo: (a) na simulagdo de GluR2-glutamabotémpo
t=10,1 ns) e (b) na simulagao GluR2-cainato émopio t = 17,1 ns). As regifes A e B sdo cercadassp@uos
do subdominio S1, e regifes D, E, e F sédo cerqautagsiduos do subdominio S2. As regifes A, BE e F,
na qual as moléculas de dgua foram encontradamgo ta duragdo das simulagfes, estdo marcadas.

Prod78 Pro478

Glu705
AS T

F

(_r..a-_—;_

Thré55

Fonte: Adaptada de Arinaminpatstyal., 2006.

Estudos mais recentes buscaram entender o comgmtiardas moléculas de agua no
sitio de ligacdo. Vijayaret al. (2010) demonstraram que todas, com excecdo dedasa
moléculas de agua no interior do sitio de ligag&dem ser trocadas com a solugcéo na escala
de tempo de nanosegundos. Suas simulacdes tambélaraen um comportamento distinto
das duas moléculas de agua (presentes nos sit@sED determinados dessa forma por
Arinaminpathyet al., 2006 — ver Figura 1.8). A 4gua no sitio E pargmeencher uma
lacuna” na parte inferior do sitio de ligacdo pam@horar a afinidade com o glutamato,
enguanto que a agua no sitio D pode ter um pagihtdi na modulacdo da abertura de fenda
no GIluR2 (VIJAYANEet al., 2010). Na Tabela 1.3, estdo as energias deagéerencontradas
(em kcal/mol) para o ligante, glutamato, com agira e as moléculas de agua considerando
(L-W st04a®) € desconsiderando a agua no sitio E @:edd-wP), mostrando uma contribuicéo
de -2,3 kcal/mol da agua na posicao E, que ficdsennsiderada como parte integrante da

proteina ou do ligante.
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Com relacao a interacdo GluR2-glutamato, Lau e R20R7) descrevem também uma
sequéncia de acontecimentos, desde antes do lient&aso o glutamato) entrar no sitio de
interacdo até o fechamento do DIL da GIuR2. Nodesth a fenda de ligacdo (S1S2) esta
aberta o suficiente para que o ligante glutamaésss facilmente seus parceiros de ligacao
cristalograficamente observados em S1 (Pro478, 8bhrd Arg485), sendo a primeira
interacdo com a Arg485, sem necessariamente interag residuos do S2. O primeiro
passo, entdo, € o deslocamento das moléculas de aggupadas em torno da Arg485.
Sequencialmente, o encerramento da fenda € impabiopela formacdo de ligacbes de
hidrogénio adicionais entre o ligante e os residi®sS2, enquanto o ligante permanece
firmemente ligado a S1. Os autores caracterizaratnagsicdo do estado 1 para o 2,
aproximando-se da conformacado do cristal, peladgéua de ligacbes de hidrogénio entre o
glutamato e os residuos S654 e Glu705. No crigtal as cadeias laterais de Glu705 e
Lys730 interagem, e a ruptura dessa interacao fparear a ligagcdo de hidrogénio entre o
ligante glutamato e Glu705 é compativel com a gdgede um interruptor conformacional
envolvendo Glu705 e Lys730 (ARMSTRONG, GOUAUX, 2008RMSTRONG et al.,
2003). Seguindo-se a esses acontecimentos, 0 gsigda de 2 para 3 com a formacao de
uma ligacédo de hidrogénio entre as cadeias latdeals402 e T686, e finaliza chegando ao
estado 4, com o dominio S1S2 totalmente fechado,nmo da mudanca na ligacdo de
hidrogénio do glutamato com a Ser654.

Tabela 1.3 — Energias de interacao, em kcal/moljgdmte, glutamato, com a proteina e as agualgante
(glutamato), Weq.P; todas as agua e a proteinag \¥s.w; todas as aguas e a proteina com excecdo da agua
(W) na posicéo E.

Subunidade L-WogaP L-Wsiodas-wiP Contribuicdo WE
GIuR2 -179,86 -177,55 -2,31

Fonte: Adaptada de Vijaya al., 2010.

Ligacbes de hidrogénio intraproteicas também estdmcionadas a forma como a
proteina interage com seus ligantes e a estal@ibizdo dominio S1S2 em suas diferentes
conformacgdes durante a transicdo do estado abarto @ fechado (LAU, ROUX, 2007).
Simulacbes de MD revelaram diferencas significativeo tempo-de-vida de ligagbes de
hidrogénio interdominios no estado apo-aberto estado fechado com e sem ligante entre os
residuos Gly451(S1)-Ser652(S2), Glu705(S2)-Tyr732(® Glu402(S1)-Thr686(S2). A

Tabela 1.4 mostra o tempo-de-vida das ligagbesidiedénio entre estes pares de residuos
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em cada situacdo estudada por Mamonrsival. (2008). Percebe-se, também, que a fenda
pode assumir conformacgé&o fechada mesmo no estade@bpora a conformacao aberta de
S1S2 seja termodinamicamente mais provavel (MAMONOW al., 2008). Mais
recentemente, Okads al. (2012) reforcaram a importancia das interacoegl@-Thr686 e
Glu705-Tyr732, inferindo que a ultima tem papelc@lna transicdo do estado semi-aberto
para o estado fechado. Eles especulam também gaedasnfungbes dos residuos Ser654,
Thre55, Thr686 e Glu402 é fazer a conversao dodbiire estes dois estados, e que a fungao
do residuo Tyr450 é guiar a regulacdo da orientdodglutamato apds interagcdo com seu anel

de benzeno para induzir a interacdo atrativa cation

Tabela 1.4 — Interagdes-chave entre os subdom@iices S2 em simulagées MED tempo-de-vida é calculado
como percentual do tempo total de simulagdo, qudada ligac&o esta presente.

Tempo-de-vida da ligacdo de hidrogénio (%)

Ligacéo de Apo Apo
higrcfgénio atr:erto Fechado ferc):hado
G451-S652 - 81 71
E705-Y732 44 100 80
E402-T686 - 99 99

Fonte: Adaptada de Mamonoggal., 2008.

Além do entendimento de como ocorre a interacddR&ligante e como ela causa o
encerramento do DIL, a outra questao que detérangdb da comunidade cientifica, que esta
relacionada as interacdes intraproteicas, é coreoedciar agonistas parciais de agonistas
totais. Postilaet al. (2011), complementando os estudos de Arinamigpathal. (2002,
2006), afirmam que agonistas parciais ndo impedesmaerramento total da fenda e sim
desestabilizam a conformacédo fechada do DMastila et al. (2011) justificam essa
desestabilizacdo do dominio fechado devido ao nm@pio, causado pelo agonista parcial, da
ligacdo de hidrogénio entre os residuos Gly451dauniinio S1) e Ser652 (subdominio S2),
gue eles ndo observaram para agonistas totaismPae analises feitas por Okaeaal.
(2012) indicaram que a ligacéo de hidrogénio eBty@51 e Ser652 nao é crucial para formar
o estado fechado do DIL, embora Mamonetval. (2008) tenham salientado que esta ligagao
pode desempenhar um papel enrijecedor na estmaucamplexo, causando um fechamento
maior da fenda. Dessa forma a observacédo da ecigstén ndo da interacdo Gly451-Ser652

pode néo ser de confianca para determinar a foenagonismo dos ligantes.

Capitulo 1 20



Introducéo Geral

Outro estudo, referente a modos de interacdo (SABA3GIN, 2011), revela que héa
diferencas na forma de interagdo ndo apenas egbrastas totais e parciais, mas também
entre agonistas totais. Contrariamente a todag@ecttivas, os dois agonistas glutamato e
AMPA, apresentam dois modos distintos de interagdm a GluR2. Aparentemente as
diferencas estdo relacionadas com a posicdo dascuated de agua no interior do sitio de
ligacdo. Porém, mais estudos sdo necessarios pteanihar o que causa tal diferenca. Os
autores ainda calcularam a energia de interacgoadaina com estes ligantes (glutamato, -
380,13 kcal/mol, e AMPA, -329,53 kcal/mol).

Analisando a literatura, observa-se que muito lia pa desvendar a respeito da forma
de interacdo e ativacdo da GIluR2. Com o avan¢cmdergcomputacional, torna-se possivel a
utilizacdo de meétodos de célculo mais refinadosimsa finalidade desta dissertacédo €
estudarab initio a interacdo da GIuR2 com quatro de seus liganess agonistas totais,
glutamato e AMPA; seu agonista parcial, cainateleantagonista DNQX — ver Fig. 1.1. Os
resultados, obtidos com base na bioquimica moleculantica, permitem estabelecer entre
relacdo entre a energia de interacao destes lgjanta a GIuR2 e a sua eficacia na ativacéo
da mesma, além de um perfil detalhado de como digmstes interagem com 0s seus
residuos. Utilizando o método de fragmentacdo mitdecom capas conjugadas (MFCC) e
uma descricdo com base da teoria do funcional dssidede (DFT) das interacdes
moleculares no sitio de ligacdo, € possivel anadisateracao dos ligantes com cada um dos
residuos proximos e pos-proximos da GIuR2.

Detalhes dos protocolos desenvolvidos de acordo eaemmétodos empregados sao
apresentados no Capitulo 2, que inicia descrevendwistalografia de Raios-X e suas
limitacdes, essencial para a determinacédo da esir@D da proteina que é utilizada como
ponto de partida para o presente trabalho; é neledestacar que os hidrogénios ausentes do
PDB da GIluR2 utilizado s&o colocados fazendo-sénamizacao da energia total do sistema
ligante-GIuR2 de forma semi-classica. Sequencideenabordada a forma como foi tratado
0 estado de protonacao dos ligantes estudadossymisstrutura no pH do meio é de extrema
relevancia para uma boa representacdo do sistem@EmEnte, descreve-se o método de
fragmentacdo molecular MFCC utilizado para se @sstra interacdo dos ligantes com 0s
residuos proximos e pos-proximos da GIluR2; conagders sobre a blindagem dos residuos
pdos-préximos utilizada nos calculos sao tambénizagtds. O Capitulo 2 se encerra com a

descricdo de detalhes dos métodos computacionpiegauos.
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No Capitulo 3 os resultados obtidos sédo exposthscaitidos. Obtém-se a energia total
de interacdo ligante-GluR2, determinando-se coraovatia de acordo com a distancia dos
residuos préximos e pos-proximos aos centroidesighnstes. Obtém-se que a intensidade de
ativacdo e antagonismo segue a ordem AMPA > glutamacainato > DNQX (somente
guando um raio do sitio de ligacdo suficientemernde € considerado), o que explica
dados experimentais publicados sobre a ativacduagi@ismo do receptor glutamatérgico
GluR2. Discute-se também a relevancia da blindagle® residuos pdés-proximos que
interagem com os ligantes, bem como se faz um&ardd energia de interacao dos residuos
(proximos e pos-proximos) considerados com os &aios ligantes (resultados apresentados
nos gréficos BIRD), sem e com mediacdo das moléaddagua existentes no sitio de ligacédo
(o que permite se determiray initio a relevancia da agua na energética da interagaiotd-
GluR2). Obtém-se que para o glutamato os residwasvas mais relevantes sao Arg485,
Lys730 (mediado pela agua W39), Ser654, Leu650adedbor W69, e Lys656 mediado por
W22; os residuos repulsivos mais relevantes pagiutamato sdo Glu402 (pOs-proximo)
mediado por W36, Glu657 e Asp651 (pOs-proximos)ié®bse que para o AMPA os
residuos atrativos mais relevantes sdo Arg485,5hreediado por W134, Lys730 mediado
por W137, Lys656 mediado por W138, Lys449 e Arg@Pds-proximos); os residuos
repulsivos mais relevantes para o AMPA sdo Glu4édiado por W3, Asp651 mediado por
W96 e W139 (pds-préximo), e Glub57 (pos-proximodiado por W140. Obtém-se que para
0 cainato os residuos atrativos mais relevantesAsgéB85, Ser654, Thr655 e Arg684 (poés-
préximo); os residuos repulsivos mais relevantea paCainato sdo Glu402, Glu657 mediado
por W78 (pbs-proximo) e Asp651. Obtém-se que paBN@X os residuos atrativos mais
relevantes sao Arg485, Glu705 e Tyr450 mediadd/id8 e W137; o residuo repulsivo mais
relevante para o DNQX é Leu498.

O Capitulo 4 encerra a presente dissertacdo, aypaesi® conclusdes relativas aos
resultados obtidos. Também indica as perspectiaaa p desenvolvimento de futuras
pesquisas relacionadas ao trabalho desenvolvida dessertagéo. A principal meta realizada
foi a realizacdo da primeira descricdo, baseadajuimica quantica, do mecanismo de
ativacdo e antagonismo dos neurotransmissoresngitia AMPA, cainato e DNQX no
receptor GluR2. O principal resultado obtido foi (gter-se a energia total de interacao
ligante-GIuR2 em func¢éo da distancia dos centrailbssligantes aos residuos, o que permitiu
correlaciona-la a intensidade de ativacdo e antaig@ndos neurotransmissores em questao.

Demonstrou-se que ela segue a ordem AMPA>glutarnaioato>DNQX somente quando
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um raio do sitio de ligacdo suficientemente graé@dmnsiderado, o que explica: (i) dados
experimentais publicados sobre a ativacdo e anisgordo receptor glutamatérgico GIuR2;
(i) que os residuos pos-proximos podem ser impwtapara determinar a funcionabilidade
do receptor. Entre as perspectivas de pesquis&sean desenvolvidas como frutos deste
trabalho destacamos (a) considerar como a conglalédrica inerente a GIuR2 pode alterar
o perfil da sua interacdo com os ligantes no siédigacao; (b) como o agonismo de um
neurotransmissor glutamatérgico (por exemplo, daghato) varia quando ele se liga a
receptores GIuR diferentes; (c) como os monémefoR @Gteragem entre si para a formacgéo
de homodimeros e heterodimeros, determinando casftale ligacdo pode ser influenciado
por isto e quais os principais residuos envolvitbponto de vista energético. Em suma, uma
pléiade de perspectivas relacionadas aos resulddtmos reluzem, entre as quais podemos
finalmente destacar a possibilidade do desenvohionee agonistas dopaminérgicos com
especificidades voltadas a diminuicdo de efeitdatemis quando utilizados no tratamento de
doencas relacionadas a neurotransmisséo glutancatérg

O Apéndice A desta dissertacddo Sistema de Orgédos do Corpo Humano aos
Neurotransmissores fornece uma base para situar o leitor no dondaidNeurobioquimica.
Por sua vez, o Apéndice Bundamentos Tedricostras uma abordagem sucinta para o leitor
gue abrange desde os métodos classicos até a Rpaz cde lhe fornecer uma ideia dos
fundamentos da fisica e quimica tedrica que permei@rabalho realizado nesta dissertagéao.
O Apéndice C desta dissertacdesumos em Congressos e Artigos Publicaddsas os
resumos dos trabalhos apresentados em congressogrtgo submetido para publicacéo

relacionado com o trabalho desenvolvido para dizmgio desta dissertagéao.
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interacdo da GIuR2 com seus ligantes vem sendaladd por varios métodos.

Como ponto de partida, foram utilizados os resokaobtidos a partir do método

de difracdo de raios-X por Armstrong e Gouaux (2@@ram realizados estudos
computacionais empregando a técnica de fragmentagdecular com capas conjugadas
proposta por Zhang e Zhang (2003). As técnicas atamnais adotadas foram baseadas na
abordagem da Teoria do Funcional da Densidadecalgt por trabalhar inicialmente com a
aproximacédo de densidade local (LDA) elevando-sgepormente o nivel de calculo ao se

empregar a aproximacao generalizada do gradientecoaecao da dispersdao (GGA+D).

2.1 Inicializagdo: difragc&o de raios-X da GIuR2 eewus ligantes

No desenvolvimento do presente trabalho foram zatibs, para os célculos, as
estruturas obtidas por difracdo de raio-X a palis estudos cristalograficos de Armstrong e
Gouaux (2000). Os autores obtiveram as estruturatalinas do dominio de interagdo do
ligante da subunidade protéica GIuR2 no estado rE@resenca dos agonistas glutamato e
AMPA, do agonista parcial cainato e do antagoriigt@Xx.

A proteina teve sua construcdo reprojetada pardtengho da estrutura do DIL,
suprimindo a regido amino-terminal e as parteaumémbrana M1, M2 e M3. As sequéncias
peptidicas conectadas a M1 e M2 foram reconectatiésando o dipeptideo Gly-Thr. A
Figura 2.1 (a) mostra um esboco da estrutura dRZaompleta e ilustra o que foi feito para
se obter apenas o DIL que € composto pelos subdmsiire 2 (dominio 1, que em sua maior
parte € constituido pelo segmento 1, S1, e dominique por sua vez € composto
predominantemente pelo segmento 2, S2, como éaiticsha Figura 2.1 (a)).

Armstrong e Gouaux (2000) submeteram os cristaiglad a técnica de difracdo de
raios-X, na qual a incidéncia do feixe no cristaérage com os atomos presentes originando
o fendmeno de difracdo que torna possivel a lagdia da posicdo atémica. Os resultados da
difragcdo deram origem aos quatro arquivos depasstadProtein Data Bank (PDB) com os
codigos 1FTJ, 1FTM, 1FWO0 e 1FTL referentes, re$pmtiente, a proteina co-cristalizada
com glutamato de resolucdo 1,9 A, com AMPA de tegim 1,7 A, com cainato de resolucéo
1,9 A, com DNQX de resolucéo 1,8 A e no estado(apm a presenca de nenhum ligante no
sitio de interac&o) de resolucéo 2,0 A. Os resodtatd difracdo sdo resumidos na Tabela 2.1.
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Figura 2.1 — O dominio de interacdo do ligante. @jntem-se a estrutura da GIuR2 ressaltando o dordé
interagdo do ligante e como este foi tratado paralter os dados cristalograficos, em (b) e (c)-deno
encerramento relativo do DIL e respectivos eixbyspbreposicao dos dados cristalograficos obfidos o DIL

no estado apo e ligado ao cainato (KA); (c) sobsigido dos dados cristalograficos obtidos para ordllestado
apo e ligado ao AMPA. As setam em (b) e (c) indicmargrau de encerramento do cominio (quanto mais
horizontal, maior o encerramento).

Dominio
a Amino b c

Terminal
~_corte

S2
_S1

D
Dominio 2 E Glutamate Dominio 1

| _corte
Imk / -
M1 M2 M3 “IZlinker i
R )12 - 209
i 1 APO —»KA APO—> AMPA
C

Fonte: Armstrong e Gouaux, 2000.

Tabela 2.1 — Resumo da difracdo com alta resoldg&ccristais da variante S1S2 em complexo com éme s
de ligantes.

Coleta de Dados Estatisticos

Ligante Grupo Esp. CélulaUnit. (A) No.poru.a. Lambda(A) dy(AF Total Obs. Unico Obs. Riuge?(%) Completude® (%)
Glutamato  P2,2,2 a=1140,b=1634,c=474 3 1,54 1,9(1,97) 391030 69601 4,2(19,9) 98,3(87,8)
AMPA P2,2,2 a=1138,b= 1632 c=47,2 3 0,979 1,7(1,76) 503581 91073 6,6 (10,8) 93,5(67,7)
Cainato(l) P2, a=434,b=631,c=464,=923" 1 0,918 1,6(1,66) 154641 31151 30(59) 944(704)
Cainato ()  P2,2;2 a=513 b= 89,0,c=489 1 1,54 1,9(1,97) 96421 18725 33(137) 920(61,9)
Se-Met DNQX P2,22,  a=622 b= 92,6,c=1952 4

(e1-borda) 0,9795 2,5(2,59) 138851 29669 59 (10,6) 74,4 (29,5)
(e2-pico) 0,9790 2,5(2,59 133161 29001 7,4 (109 729(28,9)
(e3-remoto) 0,9687 2,5(2,59) 158110 30771 7,4 (10,1) 77,4(364)
DNQX P222, a=622b=937,c=974 2 0,979 1,8(1,86) 298773 50796 53(84) 950(83,8)
Apo P2,22, a=622b=916,c=984 2 1,54 2,0(2,07) 153854 37087 3,6(14,8) 959(73,7)

"Numero de moléculas proteicas por unidade asimétrica (u.a.).

*Repge = (2| | = <I>|V5 |1, sendo <|> a média de todas as reflexdes de simetria-equivalente.
Valores em parénteses definem os limites de resolucdo minima para a ultima camada de dados.
9Valores em parénteses sdo para a lltima camada de dados.

Fonte: Adaptada de Armstrong e Gouaux, 2000.

Os cristais obtidos para a proteina complexada ghrmamato e complexada com
AMPA continham trés unidades do DIL da GIuR2 nonosa#l, B e C, dois dos quais (A e C)
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formavam um dimero. Ja para o DNQX a célula umit@dssuia dois DIL (A e B) que
formavam um dimero e para a proteina complexada caimato sO encontrava-se uma
sequéncia proteica do DIL. E por fim, o cristal pl@teina no estado apo possuia duas
unidades do DIL (A e B). Os resultados do refinaimecristalografico que os autores
obtiveram (ARMSTRONG, GOUAUX, 2000) estdo expostas Tabela 2.2. Nela estéao
explicitados os nimeros de atomos pertencentestagugas proteicas, o niumero de aguas
presentes em cada dado cristalografico, 0 nUmegiaieos pertencente aos ligantes, dentre

outras informacdes pertinentes aos sistemas.

Tabela 2.2 — Estatisticas de refinamento cristafagr para todos os complexos.

Estatisticas de Refinamento

Desvios Rms

Média Valores-Ligagdo Valores-Ligacdo

Complexo Resol.(A) Ryw?(%) Ri(%) No. Atom. Prot, No. Aguas No. Atom.Lig. No.ions Global Principal Ligante Ligagdo (A) Angulos () Ligacdo Angulos

Glutamato 20-1,9 228 266 5894 265 30 5 2026 1915 1372 0,011 1,617 24 34
AMPA 2017 209 248 5872 420 39 5 1713 1541 1335 0,010 1,444 21 31
Cainato(l) 20-16 21,6 261 1878 250 15 0 1800 1591 997 0,009 1,441 1,8 27
Cainato(J) 20-20 245 308 1885 88 15 0 30,90 3093 2850 0,01 1,697 25 3,6
DNOX  20-18 21,9 272 3851 363 36 5 1474 13,07 26,08 0,010 1,421 21 3,0
Apo 20-20 224 287 3868 246 0 0 16,65 1564 - 0,011 1,586 28 38

R4 = (2 |IF,| = IF|)/EIF,|, sendo F, e F, fatores estruturais observado e calculado, respectivamente.
510% das reflexdes nos conjuntos de dados do DNQX, Apo, Cainato (J), e AMPA e 5% das reflexdes nos conjuntos de dados do Glutamato e Cainato () foram
usados para o calculo do valor Ry,

Fonte: adaptada de Armstrong e Gouaux, 2000.

A partir das analises dos dados cristalografices ajotiveram, Armstrong e Gouaux
(2000) concluiram que a presenca do ligante no d#i ligacdo causa o encerramento do
dominio S1S2. O que eles observaram é gque os daiigais (glutamato e AMPA) causam
um encerramento de cerca de 20° do DIL que é nogiero causado pelo agonista parcial
cainato de 12° e que por sua vez fecha o dominis que o antagonista DNQX que causa
um encerramento de apenas 2,5° Esses indicescdeagnento foram obtidos a partir da
sobreposicao dos dados cristalograficos e andis@asicoes dos &tomos de da sequéncia
proteica tendo-se como referencia (encerramenty) negstado apo. Oo o carbono central
do aminoacido ao qual se ligam os quatro grupagpayamina (NH), grupo carboxilico
(COOH), hidrogénio e um substituinte caracteristieaccada aminoacido. A sobreposicdo dos
DIL no estado apo e ligado a cainato pode ser vadarna Figura 2.1 (b) e a sobreposi¢cao
dos DIL no estado apo e ligado a AMPA na Figura(2)1Por meio de suas analises, eles
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consideraram a Arg485 como o residuo mais impatpatra a interacdo GluR2-ligante.
Outros residuos indicados como importantes naagder da GIuR2 com seus agonistas totais
e parcial sdo: Tyr450, Thr480, Ser652, Ser654,69%y Pro478 e Glu705. Ja para o

antagonista DNQX, os outros residuos importantes §§r450, Pro478, Thr480, Thr686,
Tyr732.

Figura 2.2 — Cadeia A do dominio de interacdo glantie complexado com cada um dos ligantes.

Fonte: Martins, 2012.
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Como em alguns casos havia mais de uma cadeidagargia célula unitaria de cristal
nos arquivos PBD, como objeto de estudo foram bi&tasd, de forma arbitraria, as cadeias A
de cada cristal que sdo mostradas na Figura 2.Zefgéncias proteicas escolhidas sdo
compostas por um total de 258 residuos de aminmgcom excecdo da cadeia cristalizada
com o DNQX que possui 257 residuos. Elas abrangesdedo residuo Lys393 da GIuR2
(para o sistema do DNQX ela tem inicio no residuw3%4) ao Lys506 (S1), sendo
interrompido pelo dipeptideo Gly-Thr, e continuanioresiduo Pro632 ao Cys773 (S2).

A maioria dos cristais macromoleculares nao ofenexsolucdo suficiente para que a
difracdo de raios-X possa detectar as posi¢céesattmsos de hidrogénio. Essa limitacao
deve-se a mobilidade desses atomos na cadeiacar@tgior isso a maioria dos arquivos de
coordenadas cristalograficas do arquivo PDB inclapenas as posi¢cdes para os atomos néo-
hidrogenoides. Quando a cristalografia de proteéhae alta resolucédo (1,2 A ou menos)
torna-se possivel atribuir, por difracdo de raigsdgumas posicbes dos atomos de
hidrogénios a partir do mapa de densidade de eE((OREIGHTON, 1993).

2.2 Otimizacé&o da posicédo dos atomos de hidrogénio

Como os arquivos cristalograficos ndo possuiamaaas de hidrogénio, estes foram
adicionados a cada um dos sistemas de interesgrant sua posi¢cdo otimizada com auxilio
do modulo FORCITE (ALLEN, TILDESLEY, 1987) implemtio no pacote de programas
Materials Studio Modeling. O programa adota a abordagem da fisica classicaaenpo de
forca escolhido para tal fim foi o CVFE¢nsistent Valence Force Fields), que, de acordo
com a literatura (LIFSONet al., 1979; DAUBER-OSGUTHORPEet al., 1988) é
parametrizado especificamente para sistemas camob@oulas (ex. aminoacidos e proteinas)
e moléculas organicas.

O procedimento de otimizacao foi feito tendo comwlerincias de convergéncia 2,0 x
10° kcal/mol para a variacéo total de energia, 0,0gd K* mol™ para a forca méaxima por
atomo e 1.0 x 10 A para o deslocamento atdmico maximo. Duranteimizdacéo das
posicdes dos atomos de hidrogénio todos os outnosod do sistema foram mantidos fixos.
Na Figura 2.3 pode-se observar a diferenca da gmslgs atomos de hidrogénio antes (em
vermelho) e depois (em preto) da otimizacdo dacfosilos atomos de hidrogénio para cada

um dos sistemas.
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Figura 2.3 — Posi¢édo dos atomos de hidrogénio aetesvermelho, e depois da otimizagdo, em pret@ pa
guatro sistemas: (a) GluR2-glutamato, (b) GluR2-MMPL), (c) GluR2-cainato e (d) GIluR2-DNQX.

Fonte: Martins, 2012.

2.3 Estado de protonacao dos ligantes

Dentre os ligantes, trés sdo aminoacidos e o quadQX) possui hidrogénios
ionizaveis. Assim, todos apresentam diversos estad® protonacdo que dependem
diretamente do pH do meio em que se encontramarRorté necessario verificar se 0s
estados de protonacao sugeridos por Armstrong @ua{2000) realmente condizem com o
encontrado no pH do meio extracelular cerebral.

Segundo Chesler (2003), estudos com microeletrodesndo a determinacdo do pH
extracelular do cerebro, indicaram que o fluideristicial cerebral € ligeiramente mais acido
do que o sangue (pH do sangue é 7,4), com um pbkiapedo de 7,3. Em certas regides
cerebrais, no entanto, o pH intersticial pode sfarior, como, por exemplo, para o centro do
cérebro, valores de pH de 7,1-7,2 tém sido relataBara fim de comparacéo, decidiu-se

adotar o pH 7,3.
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Entdo, para a verificacdo da possivel estruturacatk ligante no pH cerebral foi
utilizado osoftware Marvin Sketch 5.3.2 que também possibilita analesadiferentes pKa
das moléculas. Os pKa foram avaliados a temperatarporal, 310 K, adotando uma
precisdo de duas casas decimais em um intervaie @ré 14 e o solvente foi simulado por
meio da constante dielétrica da agua. A distrimigla fracdo molar das formas de
protonacdo dos ligantes em funcdo do pH e sua®a@sps estruturas observadas estao

presentes nas Figuras 2.4 a 2.7.

Figura 2.4 — Distribuicdo de microestados parautaghato em funcao do pH e as estruturas observadas.
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Fonte: Martins, 2012.
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Figura 2.5 — Distribuicdo de microestados para dPAMem funcéo do pH e as estruturas observadas.
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Fonte: Martins, 2012.

Figura 2.6 — Distribuicdo de microestados paraimata em funcdo do pH e as estruturas observadas.
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Figura 2.7 — Distribuicdo de microestados para @QBMNm funcdo do pH e as estruturas observadas.
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Fonte: Martins, 2012.

Cinco estruturas sdo possiveis dentro da faixaHldepO a 14 para o glutamato, como
visto na Figura 2.4, e no pH do cérebro a estrujueapresenta maior fracdo molar é a G4.
Ja para o AMPA, de acordo com a Figura 2.5 ha estiituras possiveis, sendo a mais
abundante no pH 7,3 a estrutura A4. O cainatomassimo o glutamato, apresenta cinco
estruturas possiveis entre pH 0 e 14 (Fig. 2.6)) acestrutura K4 sendo a mais abundante
para pH fisioldgico. Finalizando, para o0 DNQX sa&sgiveis trés estruturas dentro da faixa
de pH estudada (Fig. 2.7), sendo a estrutura a &4 abbundante no pH 7,3.

2.4 Dividir para conquistar: a fragmentacdo molecudr com capas conjugadas

As energias de interacdo dos ligantes com os mesida proteina foram calculadas
empregando o esquema proposto por Zhang e Zhafg)(dé fragmentacdo molecular com
capas conjugadas (MFCC). Essa estratégia visairemloasto computacional tornando mais
viavel a utilizacdo de métodos precisos como a OFMFCC € uma abordagem muito Util

para alcancar uma descrigdo precisa de sistembigibms por meio de calculos quéanticos
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(GAO et al., 2004; CHENet al., 2005; HE, ZHANG, 2005). A escolha adequada ajes
conjugadas € crucial para a melhor descricdo densés biologico, pois possibilita o
cumprimento dos requisitos de valéncia quimica itailm meio eletrénico local da proteina
original dos fragmentos com capas (VéJal., 2007). Para tanto, definiu-se as capas como
sendo os residuos de aminoacidos vizinhos, ageeleteresse, com a adi¢cdo de hidrogénio
para apassivar ligagdes pendentes.

Figura 2.8 — Esquema que ilustra a montagem do MBe@do A o residuo de aminoacido de interesseCt e
as capas e L o ligantey, B, E; € K s80 as energias respectivas a cada sistemadloskanergia de interacédo
(E)) de A com L é obtida a partir da equacdeE; + E, + E; - Es.

Fonte: Martins,2012.

Nos calculos do MFCC, a energia de interacdo et um dos liganted, ¢ cada

residuo de aminoaciddr , E(L, -R), é dada de acordo com:

E(Li - R) :[E(Li _Ci RCi*) - E(CiRCi*)] _[E(Li _CiCi*) - E(CiCi*)] (2-1)

A capaC, (Ci*) € obtida tomando-se o residuo ligado covalentesmaatgrupo amina

(carboxila) deR com adicdo de atomos de hidrogénio, sempre quess&to apassivar
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ligacdes pendentes. No lado direito da equacamptimeiro termo E E(L, ~CRC/), é a
energia total do sistema formado pelo ligante e petiduo com as capas. O segundo termo

E., E(CRC’), da a energia total do residuo apenas com as, Gamasanto o terceiro termo
Es, E(L —CiCi*), € a energia total do sistema formado pelo ligantnjunto de capas

hidrogenado. Finalmente, E E(CiCi*) - € a energia total do sistema formado somentespel

capas hidrogenadas. Um desenho esquematico é rdpdesena Figura 2.8 ilustrando a

equacéo 2.1.
2.5 Levando-se em conta moléculas de agua

A literatura ressalta bem a importancia das moéécude agua. Portanto, aquelas
presentes no sitio de ligacdo foram considerada® @arte integrante da proteina e tiveram
sua importancia levada em consideracao nos céloestigados. Para tanto, cada molécula foi
anexada, como parte integrante, ao residuo mainprocom o0 qual estivesse fazendo
ligacdo de hidrogénio. Caso a molécula de aguastivesse realizando nenhuma ligacéo de
hidrogénio, ela era anexada ao residuo mais proximo

Assim, as moléculas de agua podem aparecer nagasatie duas formas: ou anexadas
ao residuo de interesse, ou anexada a uma capduasspossibilidades estdo ilustradas na
Fig. 2.9 (a) e (b) respectivamente.

Figura 2.9 — llustragdo de como foi consideradelevancia das moléculas de agua. (a) a molécufgyde faz
parte do residuo de interesse; (b) a molécula da fag parte de uma das capas.

Ligante

Ligante

Glutamato Glutamato

Fonte: Martins, 2012.
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Em ambos os casos apresentados na Fig. 2.9 mestras®lécula de agua (wt) de
numeracdo 69 (de acordo com o arquivo PDB). Elacfwsiderada como integrante do
residuo Leu650. Em todos os calculos em que esitgue aparece a wt69 aparece com ele,

sendo este residuo o de interesse ou a capa.

2.6 O sitio de ligagéo efetivo: variando-se a praxidade

Inicialmente, foi considerado apenas o sitio deeragfio de 55 A, sendo este
selecionado e feito todo o tratamento descritodpico 2.2. Na determinacdo dos residuos
gue pertencem ao raio de interagdo, consideroudsg#émcia do centroide de cada ligante ao
residuo. Todos os residuos do sitio de ligacao imesdos por Armstrong e Gouaus (2000),
ilustrados na Figura 2.10, fazem parte do raio 8ef5que foi escolhido. Porém, surgiu o
guestionamento se o raio escolhido era suficieata gescrever o sistema. Desta forma, foi
selecionado um raio extrapolado de 20 A e foi idped tratamento: adicdo os atomos de
hidrogénio e otimizacao de suas posicdes com @snedros descritos anteriormente.

Com a consideracéo do raio de 20 A, percebeu-seasjumdeias proteicas em cada
sistema apresentavam alguns residuos com suauestintompleta (alguns atomos dos
residuos ndo estavam presentes no PDB) e estésapaet ser corrigidos manualmente. O
sistema do glutamato possuia problemas nos residgpd56, Glu511, Arg661 e Arg684.
No caso do AMPA os residuos corrigidos foram: A€p45lu511, Lys663, Asp668, Arg6384,
Lys695, Lys761. Para o sistema do cainato foi regees corrigir: Lys441, Asp454, Asp656,
Lys471, Glu511, Glu514, Arg661, Lys663, Asp668, &#§, Glu678, Ser680, Arg684,
Lys695, Lys699, Lys738. E, finalizando, os residoosigidos no sistema do DNQX foram:
Lys410, Lys441, Asp454, Thr657, Lys658, Glu511, &5l0, Arg661, Arg675, Arg684,
Lys716, Lys738. Os atomos que foram adicionadosras&luos corrigidos tiveram suas
posi¢des otimizadas juntamente com 0s atomos dedédio.

O centroide dos ligantes (centro geométrico) faidas como padronizacao, para definir
o centro do raio de interacéo proteina-ligantetifir do raio de 3 A, este foi aumentado até
se obter uma convergéncia dos valores de enetgilagiee € calculada somando-se a energia
de todos residuos presentes no raio em questasalfesma, mostrou-se necessario
considerar residuos a uma distancia de 13 A daaidatdo ligante. Para o glutamato, 89
residuos fazem parte do raio de 13 A, para o AM&BASS residuos e para o cainato e DNQX

sdo um total de 81 residuos.
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Figura 2.10 — Esquema do sitio de ligacdo do agoniara simplificar todos os residuos, com excedsé
Tyr450 e Glu705 foram colocados no plano do papel.
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Fonte: Armstrong e Gouaux, 2000.

Como resultados, foram obtidas as energias tomimtéracdo da proteina com cada
ligante pertencente aos raios do intervalo de 3 A, & a energia de interacéo de cada residuo
de aminoéacido proteico com cada ligante. A eneigi de interacdo proteina-ligante, para
cada raio considerado, foi obtida somando-se aribaido individual de cada residuo e
mostrada em um gréfico da energasus raio de interagdo para cada funcional utilizado
(Fig. 3.3). As energias de interacao individuais tesiduos sao apresentadas nas Tabelas 3.3
a 3.10, e algumas das mais importantes foram grafads painéis BIRD (acronimo dos
termos em inglés para: sitio de ligacdo, energimtdeacdo e dominio de residuos) que sao
mostrados nas Figuras 3.6 a 3.9.

Com a consideracao de residuos mais distantegaludi surgiu a questdo da blindagem
causada a estes, por parte dos residuos mais IX\fiu-se a necessidade de considera-la

em todos os calculos de interacao residuo-ligeenta ©@siduos que sofriam tal interferéncia.
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2.7 A blindagem da vizinhanca pos-proxima

No célculo da energia de interacdo entre residuanmdroacido e ligante, é importante
considerar o efeito da blindagem parcial causada pesenca de aminoacidos carregados
nas vizinhancas do residuo de interesse. A blindagetilizada para melhorar a precisdo na
estimativa da energia de interacdo quando ha giiesade longo alcance de residuos mais
distantes com o ligante, as quais estdo presemtesséemas com ligantes e aminoacidos na
forma zwitterionica.

A blindagem faz-se necessaria principalmeydea reduzir os efeitos das interacdes de
longo alcance, tais como fortes interacdes idrimabgante com os residuos de aminoacidos
carregados. Como o método MFCC leva em conta apasasiteracoes dos primeiros
vizinhos do residuo de interesse com o liganteséamecessario a utilizacdo da blindagem a
fim de levar em conta o efeito na energia de igBaausado pela "barreira” entre o residuo
de aminoacido e o ligante. Na blindagem de batrewasideram-se os residuos que estéo
bloqueando diretamente a interacéo do residuoteleegse com o ligante.

A Figura 2.11 ilustra, em dois diferentes angules/idédo, como € feita a consideracao
da blindagem de barreira. Nela, as capas foramidasitpara possibilitar uma melhor
visualizacdo do residuo de interesse, do residacogesta blindando e do ligante. De modo
geral, a blindagem é feita, como pode ser obsergatos exemplos do AMPA e do DNQX
na Figura 2.11, considerando o residuo (para o AMPRer654 e para o DNQX a Tyr450)
gue esta diretamente entre o residuo de interpasg § AMPA o Glu657 e para o DNQX o
Asp447) e o ligante. JA em alguns casos, como aduospara o glutamato e para o cainato,
embora o residuo (para o glutamato o Asp651 e@aeanato também o Asp651) ndo esteja
diretamente entre o ligante e o residuo de inter§sara o glutamato a Lys449 e para o
cainato a Lys656), € necessario considera-lo, pdato de ele ser um residuo carregado
causa uma modificacdo do meio, intervindo na igado residuo de interesse com o
ligante.

Além da blindagem de barreira, ha outros tiposloeldgem aplicados para melhorar a
precisdo do calculo da energia de interacao enligante e os residuos de uma proteina. O
grupo de simulagées computacionais em sistemadgdidols (Labinitio) vem desenvolvendo
diversos protocolos para aplicacdes de blindagesrt@me os resultados mais precisos e mais
préximos dos resultados experimentais. Um exemp recessita de tal intervencdo, séo

proteinas que possuem ions co-cristalizados juwno @ ligante. A presenca do ion proximo
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ao ligante causa grandes perturbacdes no célcidoeatgia de interacdo, pois as interacdes de
longo alcance dominam e acabam "escondendo" agbégade hidrogénio e interacbes de
carater hidrofobico, levando, assim, a uma desezrggéada do sistema. Uma estratégia para
resolver esse tipo de problema é considerar conme hiindagem, no célculo da energia de
interacdo, os aminoacidos carregados proximos mopimis dessa forma a interacdo entre o
fon-ligante e residuos que é coulombian&)passa a ser a interacdo de um dipolo elétrico
(1/F). Outra blindagem que se mostrou eficiente parthorar a descricdo da interacéo
proteina-ligante é constante dielétrica. A consig@o de diferentes constantes dielétricas tem
mostrado uma reducdo proporcional nos valores @agende interacdo, aproximando 0s

valores calculados daqueles esperados.

Figura 2.11 — Exemplificacdo de como ¢é feita a idmmacdo da blindagem de barreira. As capas ddagam e
do residuo de interesse foram omitidas para umhaaneisualizacao.

GLUTAMATO

CAINATO

Fonte: Martins, 2012.

Devido as caracteristicas do sistema estudadohesese trabalhar inicialmente com a
blindagem de barreira, considerando a constanké&tiita do vacuo, zero. Na consideracéo da
blindagem de barreira, sdo necessarios pelo maensséculos de MFCC, o que depende da

quantidade de residuos usados como blindagem. iNwips o calculo € realizado com o
residuo de interess@R , 3uas capasC, ,Ci*), 0(s) residuo(s) que esta blindand@® , sgas

capas(K;, Ki*) e o ligante(L; )de acordo com:
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E(L -R -B)=[E(L ~CRC -KBK)-E(CRC -KBK/)]

—[E(L _CiCi* -K; Ki*) - E(Cici* -K; Ki*)] . (2.2)

As capas C, (Ci*) e Ki(Ki*) sdo obtidas tomando-se os residuos ligados
covalentemente aos grupos amina (carboxilaR dede B, , respectivamente, com adi¢do de
atomos de hidrogénio, sempre que necessario apaigacoes pendentes. No lado direito da
equacgdo 2.7.1, o primeiro termB(L, ~-CRC, -K,BK,) é a energia total do sistema
formado pelo ligante, pelo residuo com as capasl@ rnesiduo que estd funcionando como
blindagem e suas capa®. segundo termofE(C,RC -K,BK,'), d4 a energia total do
residuo com as capas e a blindagem e suas capgsanem O terceiro termo,

E(L,-CC -K,K/), é a energia total do sistema formado pelo ligantes conjuntos de

capas hidrogenadas. FinalmenE(CiCi* —KiKi*) € a energia total do sistema formado

somente pelas capas hidrogenadas. Com a equacabtéj-se a interacao entre o ligante, o
residuo e a blindagem. Como o interesse € apeirgsracao entre ligante e residuo, ha a
necessidade de se realizar o segundo calculo qaeedérgia de interacao do ligante com a
blindagem. Este segundo MFCC pode ser dado pornaiogo da equacdo 2.1. Caso haja

mais de um residuo na blindagem, este segundde#&cealizado para cada um.
2.8 Simulac¢des computacionais no escopo da Teoria Buncional da Densidade

Todos os calculos de energia deste trabalho foedtmsfusando o modulo Dmol3 que
adota a abordagem da Teoria do Funcional da Dealesid2~T), que encontra-se sintetizada
no Apéndice B. A fim de fazer uma comparacéao, tsdes foram feitos tanto empregando a
aproximacéao de densidade local (LDA) com paranegtéie de Perdew e Wang (1992), PWC,
como funcional de troca-correlacdo, quanto a apragéo generalizada do gradiente com
correcdo da dispersao (GGA+D) e parametrizacdo etdel®, Burke e Ernzerhof (1996)
(PBE).

E sabido que métodos DFT puros s&o incapazes deedescom precisdo sistemas nos
guais ligacdes nao-covalentes sédo importantes (U&NNIJSTet al., 2006; COOPER al.,
2008; SILVESTRELLI, 2009). Alem disso, a LDA nado adéqua a descricdo de ligacao

(ponte) de hidrogénio, porém pode ser utilizadaratamento de sistemas que tratem, por
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exemplo, a interacdo de ligante aromatico com umare (KEEet al., 2009), sistemas que
envolvem grafite (ORTMANNMN al., 2005; ORTMANNEet al., 2006) etc, onde interages de
van der Waals sao relevantes. J4 o método semrem@GA+D leva em consideracao,
além das interacdes de van der Waals, as ligagbbgltbgénio. A correcdo semi-empirica,
das forcas de dispersdo, implementada na GGA € peltaesquema de Tkatchenki e
Scheffler (2009) (TS), que representa, até certiq@ variacdo relativa nos parametros de
dispersao de atomos ligados de maneira diferema (lescricdo mais detalhada é encontrada
no Apéndice B). Como alguns dos ligantes possuem negido hidrofobica além da regiao
hidrofilica, achou-se por bem utilizar ambos oxfonais LDA e GGA+D.

Para a expanséo dos orbitais eletrénicos de Koam3abi utilizado o conjunto de base
Doble Numerical Plus Polarization (DNP) levando em consideragcao explicitamente tasos
elétrons do sistema e com spin irrestrito. O cdojule base DNP € muito preciso possuindo
um erro de sobreposicao de base (BSSE, sigla dés)rigelevante como afirma Delley em
seus dois trabalhos (1990, 2000) e Inada e O@@82 O raio de corte do orbital foi de 3,7 A
e o limite de convergéncia do campo auto-consistémit ajustado para uma variacdo de
energia de até 0Ha.

Os calculos para obtencédo das isossuperficiestdagial eletrostatico de cada ligante,
assim como de cada ligante com alguns dos prirscigaiduos atrativos e repulsivos, foram
feitos utilizando apenas o funcional GGA+D PBE,speste se mostrou mais adequado na
descricdo dos sistemas estudados. Nas superfieipstdncial € possivel observar como os
elétrons estdo distribuidos no sistema estudado.s@ssuperficies de potencial foram
construidas de forma que as regides com densidadeatga mais negativa foram
representadas em vermelho e a escalar de cor oldrisrsegue-se até as regides em azul que
possuem densidade de carga positiva.

As energias obtidas por meio dos célculos séo amfies a soma das energias: de
repulsdo dos prétons, repulsdo elétron-elétromacadr elétron-proton, que sao explicadas
pelas leis da eletricidade classica, juntamente asrduas corre¢cdes quanticas (energias de
troca e correlacdo). Aplicando o MFCC, a energieoetrada é, entdo, apenas a energia de

interacdo do residuo de interesse com o ligante.
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irando toda vantagem dos dados de raios-X do recémtotréfico gultamatérgico

GluR2 co-cristalizado com os agonistas totais AMPglutamato, o agonista parcial

cainato e o antagonista DNQX, descreve-se nesftultap ancoragem dos mesmos
no sitio de ligagcdo comum através de calculosza&adis no escopo da bioquimica quantica. O
balanco atracdo/repulsdo entre os principais resida GIuR2 que interagem com AMPA,
glutamato, cainato e DNQX €é quantificado, e a eéaexgal de ligacdo para cada um € obtida
com base na teoria do funcional da densidade (DBAYemM-se que a intensidade de ativacao
e antagonismo segue a ordem AMPA > glutamato >atain DNQX somente quando um
raio do sitio de ligagdo suficientemente grande oésiderado, o que explica dados
experimentais publicados sobre a ativacéo e anisgordo receptor glutamatérgico GIuR2.

3.1 Estrutura dos ligantes no pH fisioldgico

O estudo da estrutura dos ligantes na faixa degpblal 14 € visto como necessario para
o desenvolvimento do trabalho, pois, dos ligantegjaestdo, trés sdo aminoacidos e o quarto
possui dois grupos lactama (amida ciclica) comdgi@nios ionizaveis, apresentando, assim,
diferentes formas estruturais e estados de pradionam funcdo do pH do meio. Deste modo,
€ necessario, para uma melhor representacdo @maisstudado, confirmar, por meio de
calculos tedricos, se as estruturas dos ligantessaptadas por Armstrong e Gouaux (2000)
sao realmente as mais abundantes no pH extraceguskral, que € igual a 7,3. Na Figura 3.1
estdo os compostos e suas estruturas de acordaroastrong e Gouaux (2000).

Comparando a estrutura fornecida pela referénaia 8FL) e a obtida por célculo para o
glutamato no pH 7,3, apresentada na Figura 3.3gereb-se que o resultado é equivalente a
estrutura sugerida pelos autores. Da mesma formags 0s resultados computacionais para
cainato, K4, e DNQX, D1, (Fig. 3.2) confirmam at@siras mencionadas pela referéncia.

Ja para o AMPA, no mesmo pH de 7,3, de acordo caralaulo, a estrutura mais
abundante seria a A4, enquanto Armstrong e Gou20Q@0) sugerem a estrutura A5 como
visto nas Figura 2.5 e 3.1. Embora no pH de 7,8trautera A5 também esteja presente, sua
fracdo molar € muito pequena comparada a da estrady podendo ser desconsiderada. A
divergéncia entre estas duas estruturas deve-fade o oxigénio ligado a cadeia ciclica
estar protonado em A4 e desprotonado em A5 (Flge 3.2).
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Figura 3.1 — Estrutura quimica do glutamato, AMB#&inato e DNQX.

L-Glutamato AMPA

-+
NH;

Fonte: Armstrong e Gouaux, 2000.

Figura 3.2 — Estado de protonagéo dos ligantedabpelo o Marvin Sketch 5.3.2 para o pH 7,3.

Glutamato
NH;
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@) &
G4
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~
0 N NZ
H |
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K3 D1

Fonte: Martins, 2012.
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Observando a divergéncia entre a protonacdo sagergdobtida pelo programa Marvin
Sketch 5.3.2, buscou-se na literatura os dadoKdedps quatro ligantes, porém os Unicos
encontrados foram os do glutamato. Na Tabela 3dprésentado os pKa obtidos pelo
programa Marvin Sketch 5.3.2 para os 4 ligantes pka obtidos experimentalmente para o
glutamato. Sem ter resultados experimentais pa#BA, pode-se apenas especular seus

valores reais tendo como referéncias os valoredasbpor via computacional.

Tabela 3.1 — Valores de pKa para os ligantes obtikperimentalmente apenas para o glutamato @)partir
do programa Marvin Sketch 5.3.2. (as letras gragasy indicam a que carbono da estrutura os grupos
carboxilicos estéo ligados).

Glutamato* Glutamato AMPA Cainato DNQX
pKa; 2,19 (CGQH) o 1,96 (CQH) a 1,65 (CQH) 1,83 (CQH) a 9,56 (NH)
pKa, 4,25 (CQH) vy 4,27 (CQH) y 8,26 (NH) 4,48 (CQH) y 12,01 (NH)
pKas 9,67 (NH) 9,23 (NH) 8,97 (OH) 11,21 (NB) -

Fonte: Martins, 2012; *Nelson, Cox, 2009.

Devido aos ajustes que o programa Marvin Sketch25faz, percebe-se uma
divergéncia razoavel entre o valor experimentalceraputacional para o pKao glutamato.
Essa divergéncia ocorre devido a complexidade d@&aula e aos ajustes realizados pelo
programa computacional. Da mesma forma, o AMPA é umplécula complexa, pois
apresenta tautomerismo, N-C=B3N" — N=C-O-H-H,N, ressonancia N=C-G@-» N-C=0,
efeito indutivo pelos grupos N-O do anel, além xiste em muitos estados conformacionais.
Assim, possivelmente a estrutura A7 ndo tem popolagaior que a sugerida pelo programa
Marvin Sketch 5.3.2. Isto significa que no artigigmal de Armstrong e Gouaux (2000) se
considerou o estado de protonagcdo com menor p@ujlagque pode acarretar problemas na
interpretacdo da interacdo entre o AMPA e a GIuR2.

No entanto, a forma mais segura de determinaragl@ste protonacdo das moléculas no
pH de interesse € medir experimentalmente os plkiaalééncia de tal medicdo, decidiu-se
nesta dissertacdo se trabalhar apenas com o edtadwotonacdo do AMPA que foi
considerado por Armstrong e Gouaux (2000). Porénestodo experimental do pKa de todos
os ligantes deve ser realizado para confirmar @®pacdes no pH de interesse. Um estudo da
interacdo entre o AMPA no estado de protonacdodpierminamos ser 0 mais provavel
(obtido teoricamente por simulacdo com oprogramavieSketch 5.3.2) com a GIuR2 ser&
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realizado posteriormente no escopo do desenvolionelas perspectivas da presente

dissertagao.

3.2 Residuos proximos e pos-proximos

Para a analise da interacdo GluR2-ligante foi estodanto os residuos proximos como
0s poés-proximos do sitio de ligagdo. Com base ramdogl cristalograficos restritos, as
interacbes fundamentais ocorrem entre os agorestas residuos Arg485, Pro478, Thr480,
Ser652, Ser654, Thr655 e Glu705 da proteina. E m@atdo ao antagonista DNQX, as
interacdes importantes acontecem com os residup#8Br Tyr450, Pro478, Thr480, Thr686
e Tyr732 (ARMSTRONGet al., 1998; ARMSTRONG, GOUAUX, 2000).

Figura 3.3 — llustracdo do sitio de interacéo daR&lcom os ligantes e alguns dos residuos proxerosds-
proximos. Em azul, estio os residuos que perteaceraio de 6 A e em vermelho, residuos pertencewteaio
de 10 A

Cainato

Fonte: Martins, 2012.
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Na Figura 3.3 s&o mostrados alguns residuos préx{naio de 6 A em azul) e outros residuos pos-
proximos (raio de 10 A em vermelho) que se mostaraportantes para cada sistema. Em todos os
sistemas residuos proximos nao-carregados sd@nébsy porém apenas para o0 DNQX um residuo
pbs-proximo ndo-carregado mostrou-se importantgjamo que para os outros ligantes residuos mais

distantes s tém relevancia se forem carregadats/pogente ou negativamente.

3.3 Energia de interagao GluR2-ligante variando oaio

Partindo do conhecimento prévio, supde-se quegaarsar um maior encerramento do
DIL o ligante deve interagir mais fortemente comresiduos deste dominio causando seu
encerramento. Desta forma, a interacdo do glutamato AMPA com a proteina deve ser
superior a interacdo da proteina com o cainatopguesua vez deve ser superior a interacao
dela com o DNQX. O DIL possui 258 residuos (passstema com DNQX séo 257) e aplicar
0 MFCC para todos os residuos teria um alto custgpatacional. Assim, fez-se o estudo da
energia variando-se o raio de interacéo até se@rse convergéncia dos valores.

Os resultados sdo apresentados na Figura 3.4 gskean@oenergia de interacao total
GluR2-ligante para os quatro ligantes estudado® temm o funcional LDA como com o
funcional GGA+D em funcdo do raio de interacdo yasa de 3 A a 13 A. A energia de
interacdo de cada raio é determinada somando-eergi@ de interacdo residuo-ligante, de
cada residuo presente no raio. Deve-se ressal@artafios os resultados de energia de
interacdo que serdo apresentados consideram adpimdde barreira.

Analisando a Figura 3.4 buscou-se um raio de igferagque representasse bem o
sistema por meio da energia total de interacdeepratligante. O que se espera, fazendo um
paralelo com a eficacia relativa de cada ligantepaménteses, € a seguinte sequéncia de
energias (lembrando que quanto mais negativa érgiarde interacdo, maior € a interacéo de
atracdo entre a proteina e o ligante): glutamad0¥yd < AMPA (88%) < cainato (21%) <
DNQX (0%) (P@HSGAARDet al., 2011). A partir do raio de 4,5 A a energia deratéo
GluR2-DNQX torna-se a menos negativa tanto paraidmal LDA quanto com o GGA+D,
OuU seja sua interacdo a partir desse raio ficaocsanuenor, corroborando com sua acéo de
antagonismo sobre a proteina. Por interagir maisdamente com a proteina, o DNQX causa

um encerramento menor do dominio S1S2.
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Figura 3.4 — Grafico da Energia x Raio de intergud@i@ os 4 ligantes para ambos os funcionais LIGA.
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Fonte: Martins, 2012.
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Com relagcéo aos trés agonistas, espera-se, com@rditiamente, que a interacdo dos
agonistas totais glutamato e AMPA com a GIuR2 segor que a interagcdo do cainato,
agonista parcial, com a proteina. Analisando argi@u4, para o glutamato, utilizando ambos
os funcionais, as energias de interacdo obtidas @ardiferentes raios sao inferiores a do
cainato, corroborando com o esperado. J4 paraesa¢dio GIuR2-AMPA, avaliando os
resultados obtidos com a LDA a energia de interagafica mais negativa que para GIuR2-
cainato nos raios de 7 e 7,5 A, de 9,5 e 10 A&2¢e e 13 A. Para 0 GGA+D a interacéo da
proteina com o AMPA é maior que com o cainato panatervalo de 6,5 a 7,5 A e para os
raios de 9 a 13 A. Assim conclui-se que uma metlescricdo do sistema, em geral, é feita
pelo o funcional GGA+D, em particular, ao que se rdispeito as energias de interacdo da
proteina com os trés agonistas.

Outra informacdo apresentada na Figura 3.4 é @dues mais relevantes para alguns
raios de interacdo. Observando os residuos apagesntpercebe-se que todos, com excecao
da Thr655 que é relevante no raio de 5,5 A parairato, sdo carregados quer positiva, quer
negativamente. Outro aspecto perceptivel é queendigmdo do ligante, o mesmo residuo
pode encontrar-se em um raio de interacdo difergruis este é determinado a partir do
centroide do ligante. O principal residuo parateratéo proteina-ligante é a Arg485. Para os
sistemas do glutamato e do cainato ela se encootraio de 5,5 A e para os outros dois
ligantes ela encontra-se no raio de 6 A. Esse tdetaidica o porqué de a interacéo
GluR2-cainato ser inicialmente mais forte que aratdo GIuR2-AMPA.

Outros trabalhos da literatura também apresentaedones para a energia de interacao
GluR2-glutamato e GIuR2-AMPA. Speranskiy e Kurni&aoy2005) em seu estudo de
dindmica molecular calcularam a energia de interd@dGIluR2 com o glutamato obtendo um
valor de -12,98+3,91 kcal/mol e comparando com watorvexperimental de -8,62+0,28
kcal/mol (Tab. 1.2). Embora Speranskiy e Kurnikof@005) afirmem ter retirado a
informacdo do valor experimental do trabalho de Dgnet al. (2003) ndo foi possivel
localizar tal informag&o no trabalho mencionado.ed um estudo mais recente com
mecanica quantica (VIJAYANat al., 2010) a energia de interacdo obtida para GluR2-
glutamato foi de -179,86 kcal/mol. Em um tercemnabalho a energia obtida para 0 mesmo
sistema foi de -380,13 kcal/mol e a energia deag®d GluR2-AMPA de -327,93 kcal/mol
(SAHAI, BIGGIN, 2011).
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Fonte: Martins, 2012.
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As energias de interacdo GIluR2-ligante obtidas p#&C com a abordagem da DFT e
funcionais LDA PWC e GGA+D PBE (Fig. 3.4) estdo emtra ordem de grandeza das
obtidas por dinamica molecular. Para o sistema GlgiRtamato, considerando a partir do
raio de 6,5 A, quando ha uma convergéncia dos eslpara ambos funcionais, para LDA a
energia de interacdo varia entre -400 kcal/mol5® 4&al/mol. J& para o GGA, partindo do
mesmo raio, a energia de interacdo GluR2- glutareia de -310 kcal/mol a -260 kcal/mol.
Ja para o sistema GIuR2-AMPA, partindo do raio d& Fuando os valores de energia de
interacdo comecam a convergir para ambos funciopara LDA tem-se energias de -380
kcal/mol a -320 kcal/mol. Para os calculos usan@®G#\, a energia varia de -320 kcal/mol a
-240 kcal/mol. Os valores se mostram razoaveispsgarados aos obtidos por calculos DFT
para os mesmos sistemas GluR2-glutamato e GIUR2AABRHAI, BIGGIN, 2011). Porém
ndao ha como comparar a valores experimentais, pmda ndo ha uma metodologia
experimental capaz de medir a interacao receganie.

Outra informacéo interessante € que a energiatdeag@io sO passa a se estabilizar em
raios superiores a 6,5 A para o sistema GluR2glata. J& para o sistema GIuR2-AMPA a
convergéncia comeca a partir de 7 A, para GluR&ataiinicia a partir de 8 A e para o
sistema GluR2-DNQX a energia de interacdo se digtala partir de 6 A. Em todos os
sistemas, observa-se uma variacdo na energiaatagib brusca para raios superiores a 12
A. Essa variacdo brusca deve-se a interacdo dastdig com residuos carregados presentes
nesses raios. A tal distancia, a interacdo dositéga mesmo que com residuos carregados,
nao deveria ser tdo intensa e mesmo a blindagebameira ndo se mostrou eficiente em
reduzir a interacdo. Dessa forma, sugere-se qetudecom a constante dielétrica do meio
deve ser feito, esperando que esta possa aproasnanergias de interacdo de valores mais
reais.

As Tabelas 3.2 e 3.3 mostram os residuos consumealra cada sistema e a que raio
de interac&o eles pertencem indo desde 3 A até. Relémbrando que o raio de interacdo a
gue cada residuo pertence é determinado de aconda distancia do residuo ao centroide do
ligante. Os residuos com cor azul possuem cargéves em vermelho possuem carga
negativa e aqueles em negrito sdo os mais relevg@te a interacdo da proteina com o
ligante em questdo. Os triangulos sinalizam osluesi aos quais se anexaram moléculas de

agua, que sao determinadas na legenda abaixo dak3a
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3.4 Relevancia da blindagem de residuos pos-proxiso

Os estudos iniciais do trabalho foram feitos cofareional LDA PWC, e mostraram
energias de interacdo muito relevantes para residaoegados, mesmo que distantes do
ligante. Assim, percebeu-se a necessidade de eoasidma blindagem por parte dos
residuos mais proximos. As energias de interacém glguns residuos carregados que foram
blindados podem ser observadas na Tabela 3.4 pal@icasos: com e sem a blindagem.

Analisando os resultados mostrados na Tabela 3c¢lpe que a blindagem, em alguns
casos, reduz bastante a interagdo do residuo diante, seja essa interacdo atrativa (-) ou
repulsiva (+), chegando a reduzir 52% a interagdogldtamato com a Arg684, 72% a
interacdo do cainato com o Asp728 e 99% a interagd®NQX com o Asp728. Para o
sistema com o AMPA néo se obteve blindagens téaiva$equanto aquelas obtidas para os

outros trés sistemas, blindagem maxima de 17%abada a interagdo com o Glu710.

Tabela 3.4 — Energia de interacdo residuo-ligattal/mol) obtida com o funcional LDA PWC para osa@s
com e sem blindagem.

Residu Glutamato AMPA Cainato DNQX

0 Semblind| Comblind| Semblin Comblin  Semblihd asimd | Sem blind| Com blind
K449 -40,95 -25,21 -40,50 -35,50 -41,27 -26,42 1,78 1,35
K656 -57,23 -31,34 -48,63 -43,52 -61,79 -29,84 45,3 6,97
E657 40,85 36,16 37,19 31,13 38,32 48,00 -5,17 3-5,7
R684 -37,06 -17,89 -38,38 -37,89 -38,91 -30,93 0,12 0,24
E688 27,10 16,75 27,32 30,04 30,5% 29,87 -22,/3 1614
E710 25,01 21,33 26,24 21,75 24,53 25,70 -13,06 251
D728 35,75 23,56 34,29 32,55 36,6( 10,4p -15,84 60,1
K730 -53,15 -39,06 -45,96 -42,19 -56,13 -24.,84 1,78 4,78

Fonte: Martins, 2012.
3.5 Energia de interacao residuo-ligante GGA+D

Inicialmente cada sistema GluR2-ligante foi pondergarticularmente e comparado
com resultados presentes na literatura para umaomahalise das interacdes residuo-ligante.
Posteriormente, fez-se uma analise geral dos sstémscando informacdes acerca do sitio
de interacdo como um todo ou a respeito da relév@iecum residuo especifico. Para auxiliar
o entendimento da discussao dos resultados, naaF3gbl estdo (a) as estruturas planares dos

ligantes e (b) sua estrutura espacial com o cel@mia superficie de potencial eletrostatico.
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Figura 3.5 — Ligantes. Em (a) estruturas planapssliglantes divididas em 3 sub-regifes: regidediii €80
hidrofilicas e regido ii é hidrofébica. Em (b) stij@es de potencial eletrostatico e o centroidg ldgantes.

d
Glutamato AMPA (-1)
y/ + /
Cainato
[ Regiao i [7Regi§o ii] Regiao iii |
Glutamato AMPA (-1)

- 2,454e-2 - 4,103e-2
-3,115e-1 -1,483e-2
8,680e:2 -7,070e-2
A2 -1,266e-1
-1,982e-1 -1,824e-1
~-2,539-1 -2,383e-1

- 4,051e-2 - 1,390e-1

-1,447e-2 | 9,873e-2

--6,945e-2 - 5,848e-2

-1,244e-1 - 1,823e-2

-1,794e-1 -2,203e-2

-2,344e-1 -6,228e-2

Cainato

DNQX

Fonte: Martins, 2012.
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Os dados obtidos para alguns dos principais resiguesentes no raio de 10 A sédo
apresentados nos painéis BIRD (acrénimo dos teemoiglés para: sitio de ligacédo, energia
de interacdo e dominio de residuos) nas Figuraa 3.8. Esses painéis mostram claramente:
(i) a energia de interacdo (em kcal / mol) de daydante com cada residuo no sitio de ligacao,
retratado usando barras horizontais, a partir dal gg pode avaliar quantitativamente a
relevancia de cada residuo no sitio de ligacaa, ajugindo ou repelindo o ligante; (ii) alguns
dos residuos mais importantes que contribuem pkgagio, que sdo mostrados na coluna de
residuos no lado esquerdo; (iii) a regido (i,ii)edos ligantes, mais préxima de cada residuo;
(iv) o raio a que cada residuo pertence, o quatérehinado a partir do centroide de cada
ligante; (v) a distancia do ligante ao residuo,sagrando os atomos mais préoximos de
ambos; (vi) se ha ou ndo moléculas de agua anegadasiduo em questao e caso haja, quais

sao.

3.5.1 Analise da interagcdo GluR2-glutamato

Armstrong e Gouaux (2000) co-cristalizaram a GleB& glutamato. Com a analise de
seus dados cristalograficos eles afirmam que a 8&g# a principal ancora para o0 grupo
I(C1)COO(-) do ligante e o grupo NH da cadeia ppacda Thr480 e da Ser654 fornecem
ligacdes de hidrogénio adicionais. Os resultadossaptados na Figura 3.6 revelam que a
interacdo do glutamato com a Arg485, -85,86 kcdl/@a mais importante interacdo atrativa
deste sistema, consolidando, por meio de baseigaaatanalise dos autores a respeito deste
residuo. Um resultado igualmente positivo foi oiddbipara a interacdo do glutamato com a
Ser654, -25,47 kcal/mol, que se mostra entre axipais residuos atrativos. Em contra
partida, a interacdo do grupo NH da Thr480 comGi)COO(-) ndo se destaca tanto,
apresentado uma energia de interacao de -14,5ikdal

Armstrong e Gouaux (2000) também ressaltam osuesiGlu705, Pro478, Thr655.
Os resultados alcangados mostram dentre as inéxagtativas mais fortes a Lys730 via
ii(C2)CH intermediada pela agua W94 com energig8B&cal/mol; Lys656 via i(C5)COO(-)
por intermédio da agua W22 com energia -30,20 hadj/ Thr655 via i(C5)COO(-) com
energia -27,60 kcal/mol. Também foram obtidas agées repulsivas fortes tais como
Glu402 via ii(C4)CH2 por intermédio da dgua W36 cemergia 36,12 kcal/mol; Glu657 via
i(C5)COO(-) com energia 35,96 kcal/mol; Asp651 i&5)COO(-) com energia 35,85
kcal/mol. De acordo com o painel BIRD para o gluton(Fig. 3.6) e as Tabelas 3.5 e 3.6

Capitulo 3 63



Resultados e Discussoes: Explicando Ab Initio...

com todas as energias de interacdo do glutamatocedan residuo no raio de 13 A, nossos
resultados: (i) confirmam a Thr655 como um dosdwess mais relevantes na interacao
iGluR2-glutamato; (ii) sugerem que os residuos Gfueé Pro478 nao sao relevantes na
interacdo com o ligante contrapondo o que Armstrerf@ouaux (2000) inferiram em seu

trabalho.

Figura 3.6 — Painel BIRD com alguns dos principagduos para a interacdo GluR2-glutamato.

125 100 -75 50 -25 0 25 50 75

Ser654 i(C1)c00(-; i(C2)CH Glutamato | 3.04
GIu705 (C2INH3(s); i(C5)c00( { w1704 | 354
Leu650 (C5)C00(-) g & o 1 404
Tyrd50 i(C3)CH2 ]
Thr480 (C1)COO(-); (C2NH3(+ .,
Gly653  ilCLICOO();(C3)CHn; (CS)C00() A
Thr655 i(C1)coo(-) |
Arg485 i(c1jcoo) 1794 | 504
Lys730 (c2)cH; i(cs)cool 3214 |
Glu402 ii(C4)CH2 6.5A
Lys656 i(cslcoo) |
Glu657 S i(C5)C00() | 8.0A
Lysdd9 [771GGA  icic: e | 85
Aspe51 IEILDA iics)cool) | 6a74 | 90k
TN NN TENEE EREEE fners PN TTETE T
-126 100 75 50 26 0 25 50 75

ENERGIA (kcal/mol)

Fonte: Martins, 2012.
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Tabela 3.5 — Parte 1: energias de interag&o residiluibpara todos os residuos no raio de 13 A.

RESIDUO GROUPO ATOMICO GGA (LDA) DISTANCIA
Arg485 i(C1)COO0() -85.86 (-95.77) 1.786
Lys730 (wt94) i(C2)CH; iii(C5)CO0(-) -38.81 (-39.06) 3.210; 3.526

Lys656 (wt22) iii(C5)COO(-) -30.20 (-31.34) 2.190
Arg660 i(C1)COO(-); iii(C5)COO (-) -28.70 (-29.59) 9.532; 9.278
Thrés5 iii(C5)COO(-) -27.60 (-34.94) 1.747
Ser654 i(C1)COO(-); i(C2)CH -25.47 (-34,76) 1.857; 1.901
Lys449 ii(C3)CH2 -25.04 (-25.21) 6.849
Gly653 i(C1)COO(-); ii(C3)CH2; iii(C5)COO(-) -23.86 (-26.95) 2.637; 2.780; 2.698

Leu650 (Wt69) iii(C5)COO(-) -22.78 (-33.16) 1.979
Arg684 ii(C3)CH2 -17.57 (-17.89) 8.182
Thraso i(C1)COO(-); i(C2)NH3(+) -14.51 (-22.86) 1.925; 2.180
Leud79 i(C1)COO() -14.38 (-18.59) 2.587
Tyras50 ii(C3)CH2 -12,85 (-23.52) 2.632

Thr686 (wt92) ii(C4)CH2; iii(C5)COO(-) -11.50 (-13.68) 2.778; 2.966

Arg453 (wt31) i(C1)COO0() -7.41 (-8.27) 8.449
Met463 i(C1)COO(-); i(C2)NH3(+) -7.08 (-5.89) 5.509; 5.443
Trp767 i(C2)NH3(+) -6.88 (-3.16) 9.270
Pro478 i(C2)NH3(+) -6.83 (-10.90) 1.905
Ser729 i(C2)NH3(+) -5.98 (-5.87) 10.866
Leu704 iii(C5)COO(-) -5.53 (-4.83) 3.383
Met496 i(C2)NH3(+) -4.61 (-2.68) 8.305
Cys425 i(C2)NH3(+) -4.51 (-2.93) 9.322
Met503 ii(C4)CH2; iii(C5)COO(-) -4.32 (-2.27) 10.114; 10.019
Leu727 iii(C5)COO(-) -4.01 (-3.89) 9.507
Met708 i(C2)NH3(+); ii(C4)CH2 -3.82 (-2.75) 3.518; 3.393
Ser652 i(C3)CH2 -3.47 (-3.57) 4.044
Phe495 i(C2)NH3(+) -3.14 (-2.90) 7.449

GIu705 (Wt90) i(C2)NH3(+); iii(C5)COO(-) -3.09 (-21.49) 1.703; 1,872
Tyr711 ii(C4)CH2 -2.91 (-3.49) 10.425
Tyr732 i(C2)NH3(+) -2.88 (-6.27) 2.466
Phe658 iii(C5)COO(-) -2.73 (-2.80) 7.478

Leu401 (wt51,wt79) ii(C4)CH2 -2.60 (-2.90) 6.858
le500 iii(C5)COO(-) -2.00 (-2.12) 5.077
Gly465 i(C1)COO(-) -1.88 (-2.38) 10.162

Ala687 (wt75) ii(C4)CH2 -1.86 (-1.87) 7.479
Thr649 iii(C5)COO(-) -1.82 (-1.66) 6.055

Ser403 (wis) ii(C4)CH2 -1.81 (-1.52) 7.219
Gly462 i(C1)COO0() -1.58 (-1.87) 8.215
Ser501 iii(C5)COO(-) -1.44 (-1.68) 7.025
lle712 i(C4)CH2 -1.36 (-1.06) 10.421
Leu498 i(C2)NH3(+) -1.32 (-1.26) 4.745
lle400 ii(C3)CH2 -1.30 (-1.58) 5.104
Ala735 i(C1)COO() -1.07 (-1.56) 8.654
Leu483 i(C1)COO() -1.05 (-0.93) 10.492
Gly689 ii(C4)CH2; iii(C5)COO(-) -0.94 (-0.92) 7.681; 7.521

Fonte: Martins, 2012.
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Tabela 3.6 — Parte 2: energias de interacéo residllbpara todos os residuos no raio de 13 A.

RESIDUO GROUPO ATOMICO GGA (LDA) DISTANCIA
Ser706 i(C4)CH2; iii(C5)COO(-) -0.94 (-0.66) 9.126; 9.086
lle481 (wtld) i(C1)COO(-); i(C2)NH3(+) -0.93 (-1.75) 6.066; 6.045
Alad52 i(C1)COO0() -0.90 (-0.70) 6.786
Trp460 i(C1)COO0() -0.84 (-0.83) 8.102
Ala475 i(C1)CO0() -0.82 (-0.85) 8.806
Tyr702 ii(C4)CH2; iii(C5)COO(-) -0.79 (-0.44) 5.000; 4.991
lle476 i(C2)NH3(+) -0.70 (-0.49) 9.550
Gly448 (wt48,wi64) i(C3)CH2 -0.64 (-0.92) 6.054
Asn709 ii(C4)CH2; iii(C5)COO(-) -0.58 (-0.54) 8.037; 8.277
Tyr405 i(C2)NH3(+); ii(C4)CH2 -0.56 (-0.29) 6.918; 6.782
Gly499 iii(C5)COO(-) -0.49 (-0.71) 7.977
Phe491 i(C1)COO0() -0.46 (-0.56) 6.322
Alad77 i(C2)NH3(+) -0.40 (-0.37) 6.027
Val445 i(C3)CH2 -0.38 (-0.50) 8.832
Gly733 i(C2)NH3(+) -0.33 (-0.14) 6.668
Ser497 i(C2)NH3(+) -0.07 (0,13) 9.811
Thr398 i(C1)CO0() -0.04 (0.02) 10.650
Gly648 iii(C5)CO0(-) 0.13 (0.13) 8.226
Phe682 iii(C5)CO0(-) 0.17 (0.25) 8.659
Val690 ii(C4)CH2; iii(C5)COO(-) 0.19 (0.20) 9.895; 9.729
lle489 i(C1)CO0() 0.25 (0.31) 8.127
Asn461 i(C1)COO0() 0.27 (0.10) 8.801
Thr399 i(C2)NH3(+) 0.64 (0.50) 9.713
Val406 i(C2)NH3(+) 0.89 (0.83) 10.544
Pro494 i(C2)NH3(+) 0.89 (0.54) 10.415
Thr6ss i(C4)CH2 0.91 (0.75) 6.587
Val464 i(C1)COO0() 1.06 (1.23) 6.339
Gly451 (wt38) i(C1)CO0() 1.29 (1.33) 5.449
Thr707 i(C2)NH3(+) 1.31 (0.98) 5.547
Val4g4 i(C1)CO0() 1.41 (1.41) 8.661
Gly731 i(C2)NH3(+) 1.66 (1.66) 6.194
Pro404 i(C2)NH3(+); ii(C4)CH2 1.83 (1.87) 9.911; 9.877
Thr482 i(C1)CO0() 1.85 (2.03) 5.485
Phe659 iii(C5)CO0(-) 1.99 (2.05) 7.981
Leu703 iii(C5)COO(-) 2.42 (2.74) 5.004
lle734 i(C1)COO0() 2.42 (1.56) 10.172
Val6s3 i(C4)CH2 6.39 (6.02) 7.472
Asp4a7 i(C1)COO0() 12.24 (2.00) 11.269
Glu68s i(C4)CH2 15.51 (16.75) 9.561
GIu710 (wt15) i(C4)CH2 20.79 (21.33) 10.568
Asp728 (wi34) i(C2)CH 23.99 (23.56) 8.978
Asp651 iii(C5)CO0(-) 35.85 (36.03) 6.871
Glu657 iii(C5)CO0(-) 35.96 (36.16) 5.857
Glu402 (wt36) i(C4)CH2 36.12 (36.30) 4.483

Fonte: Martins, 2012.
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Speranskiy e Kurnikova (2005) usaram dinamica nudéec e calcularam a interacéo
GluR2-glutamato para diferentes situagbes nas guagrga parcial de determinado alvo de
interesse era retirada. Dessa forma, foi possivadisar a relevancia de diferentes partes do
sistema de estudo. A Tabela 1.2 mostra os ressltadtidos pelos autores e indica que a
retirada das cargas parciais das moléculas depigsantes no sitio de interacédo, da Arg485,
da Ser654 ou da Thr655 causa a desestabilizacatedacdo do glutamato com a proteina.
Esses resultados corroboram com os obtidos nonteesabalho que mostra a Arg485 como
o principal residuo, e apresenta a Ser654 e a Hhe6610 os residuos nao-carregados mais

importantes para a interacdo GluR2-glutamato.

3.5.2 Andlise da interacdo GluR2-AMPA

Por ser um agonista total, semelhantemente aonghtitg 0 AMPA possui um perfil de
interacdo parecido com o observado para o glutarAatastrong e Gouaux (2000) citam que
as interacbes fundamentais entre os grupos i(C1J§@CG(C2)NH3(+) e Arg485, Glu705,
Thr480, Ser654 e Pro478 sédo conservadas. Assim pamaco glutamato, o residuo de maior
importancia na interacdo proteina-AMPA é a Arg48Bhaima energia de -78,90 kcal/mol.
Dentre as outras interacfes tidas como fundameapaisas a com a Ser654 encontra-se entre
as 10 interacfes atrativas mais importantes, cargende -18,77 kcal/mol. Um residuo que
também se destaca como importante no sistema GMMR2A é a Thr655 que interage com o
AMPA via i(C1)COO(-) e iii(C6)O(-) e por intermédida agua W134 com energia -21,82
kcal/mol (Fig. 3.7).

Assim como obtido para o glutamato os resultadostram dentre as interacfes
atrativas mais fortes a Lys656 via i(C6)O(-) potreimédio da agua W138 com energia
-44,72 kcal/mol; Lys730 via i(C2)CH e i(C2)NH3(Htérmediada pela agua W137 com
energia -41,09 kcal/mol. Também foram obtidas agées repulsivas fortes para as
interacbes com Asp651 via ii(C3)CH2 por interméda aguas W96 e W139 com energia
38,35 kcal/mol; Glu402 via ii(C5)CH3 com energig&¥ kcal/mol; Glu657 via i(C1)COO(-)
por intermédio da agua W140 com energia 32,23 thod/ dentre outras que podem ser
observadas nas Tabelas 3.7 e 3.8.
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Figura 3.7 — Painel BIRD com alguns dos principassduos para a interagdo GluR2-AMPA.

125 100 -75 50 25 0 25 50 75

Thr480 i(C1)COO(-);i(C2)NH3 () AMPA
Tyrd50  i(C1)c00(-);ii(C3)cH2; ii(Cs)cH

Ser654 i(c1)c00(-); i(c2)cH

Thr655 i(C1)co0(-); ii(c6)(- o B :
Arg485 ilc1jcoo() 1814 |
Glu402 ™y
Lys730 (C2)cH; iC2)NH(H W uchm
Lys656 ii(C6)0(-) 3.5 A
Asp651 G |
Lys449 i(C1)c00(-);ii(C3)cH2 kg ]
Glu657 [7]GGA i(c1)coo(
argess DA o0 798k

125 100 -75 50 25 0 25 50 75
ENERGIA (kcal/mol)

Fonte: Martins, 2012.
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Tabela 3.7 — Parte 1: energias de interacéo regiMPA para todos os residuos no raio de 13 A.

RESIDUO GROUPO ATOMICO GGA (LDA) DISTANCIA
Argass i(C1)co0(-) -78.90 (-87.45) 1.811
Lys656 (wt138) iii(C6)0(-) -44.72 (-43.52) 3.524
Lys730 (w137) i(C2)CH; i(C2)NH3(+) -41.09 (-42.19) 3.266; 4.691
Arg660 (wt125) i(C1)cO0(-) -39.98 (-42.06) 8.096
Arg684 ii(C3)CH2 -38.03 (-37.89) 7.977
Lys449 i(C1)COO(-); ii(C3)CH2 -36.97 (-35.40) 7.038; 7.165
Lys763 (wt61) ii(C5)CH3 -27.53(-29.97) 9.374
Thr655 (wt134) i(C1)cO0(-); iii(C6)O(-) -21.82 (-43.62) 1.929; 1.529
Ser654 i(C1)cO0(-); i(C2)CH -18.77 (-25.55) 1.925; 2.190
Tyras0 i(C1)COO(-); ii(C3)CH2; ii(C5)CH3 -17.36 (-26.58) 3.105; 2.829; 2.946
Gly653 i(C1)co0(-) -17.36 (-18.71) 2.729
Thraso i(C1)COO(-); i(C2)NH3(+) -15.84 (-23.78) 1.970; 2.109
Leud79 i(C2)NH3(+) -12.92 (-17.39) 3.206
Leu704 iii(C6)N -12.07 (-13.39) 2.691
Pro478 i(C2)NH3(+) -11.82 (-16.83) 1.900
Met708 ii(C5)CH3; iii(C5)0 -10.72 (-12.35) 2.504; 2.786
Phe658 (wt103) i(C1)cO0(-) -10.00 (-8.67) 7.124
Leu650 (wt135) ii(C3)CH2; iii(C6)0(-) -8.54 (-13.67) 2.262; 2.865
Met463 i(C1)COO(-); i(C2)NH3(+) -6.84 (-3.26) 5.642; 5.641
Met496 i(C2)NH3(+); ii(C5)CH3 -5.50 (-3.28) 8.017; 7.979
Leu727 iii(C6)0(-); iii(C6)N -5.32 (-5.59) 10.037; 10.205
Tyr732 i(C2)NH3(+); ii(C5)CH3 -5.04 (-10.24) 2.342; 2.535
1le500 iii(C6)0(-) -4.87 (-4.99) 5.306
Cys425 ii(C5)CH3 -4.87 (-2.26) 8.926
Phe495 i(C2)NH3(+) -4.68 (-3.75) 7.531
Tyr711 ii(C5)CH3 -4.39 (-4.45) 7.991
Met503 iii(C5)0 -4.37 (-2.08) 8.090
Gly462 (wt48) i(C1)cO0(-) -3.10 (-1.65) 8.262
Asn726 ii(C5)CH3; iii(C5)0 -3.08 (-3.49) 11.107; 10.911
Thr649 iii(C6)0(-) -2.78 (-2.60) 5.118
Ser652 i(C1)cO0(-) -2.40 (-1.88) 4.643
Tyra24 ii(C5)CH3 -2.30 (-2.62) 9.782
Ser501 iii(C6)N -2.22 (-2.49) 6.433
Thr686 (wt31) ii(C5)CH3 -2.17 (-2.27) 3.461
Leud98 i(C2)NH3(+) -2.16 (-1.07) 4.572
Val690 iii(C5)0; iii(C6)N -2.16 (-1.91) 8.148; 8.270
Alaa75s i(C1)co0(-) -1.96 (-1.56) 9.091
Asn461 (wt114) i(C1)cO0(-) -1.68 (-0.16) 8.854
Asn709 iii(C5)0 -1.58 (-1.67) 5.970
11e400 ii(C3)CH2; ii(C5)CH3 -1.48 (-0.14) 5.369; 5.486
Gly689 iii(C6)N -1.47 (-1.52) 8.378
Pro404 ii(C5)CH3 -1.25 (-1.10) 6.809
Trp767 ii(C5)CH3 -1.24 (-1.12) 6.736
Ala735 i(C1)co0(-) -1.23 (-1.07) 8.822
Phe682 iii(C6)0(-) -1.19 (-1.35) 9.720

Fonte: Martins, 2012.
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Tabela 3.8 — Parte 2: energias de interacéo regiMPA para todos os residuos no raio de 13 A.

RESIDUO GROUPO ATOMICO GGA (LDA) DISTANCIA
Gly648 iii(C6)0(-) -0.88 (-0.73) 8.426
Vala64 i(C1)cO0(-) -0.84 (0.50) 6.429
Tyr405 ii(C5)CH3 -0.81 (-0.74) 4.074
Gly733 i(C2)NH3(+) -0.69 (-0.31) 6.659

lle481 (wt11,wt105) i(C2)NH3(+) -0.64 (-1.23) 5.776
Ser729 (wt20) i(C2)NH3(+) -0,55 (-1.03) 10.821
Gly448 (wt43,wt58) ii(C3)CH2 -0.54 (1.17) 5.995
Leud01 (wtd6,wt73) ii(C5)CH3 -0.47 (1.16) 7.208
Ser706 iii(C5)0; iii(C6)N -0.46 (-0.41) 6.265; 6.512
Valaas ii(C3)CH2 -0.19 (1.49) 9.092
lle712 ii(C5)CH3 -0.12 (-1.62) 8.218
Thr707 ii(C5)CH3 -0.10 (0.74) 3.877
Thr399 i(C2)NH3(+); ii(C5)CH3 0.07 (-0.99) 10.060; 9.902
Glya99 iii(C6)N 0.17 (-0.09) 7.329
Ala477 (wt100) i(C2)NH3(+) 0.27 (0.34) 6.071
Phe659 iii(C6)O(-) 0.29 (0.12) 7.574
Ser497 i(C2)NH3(+) 0.43 (0.47) 9.582
Thr685 iii(C5)0; iii(C6)O(-); iii(C6)N 0.47 (0.64) 8.091; 8.019; 8.063
Ser403 ii(C5)CH3 0.61 (0.67) 6.441
lle476 i(C2)NH3(+) 0.67 (0.76) 9.526
Ala687 (wt68) ii(C5)CH3 0.68 (1.51) 6.449
lle489 i(C1)co0(-) 0.98 (1.20) 8.303
lle502 iii(C6)N 1.02 (1.29) 9.443
Gly731 i(C2)NH3(+) 1.08 (1.40) 6.115
Alads52 i(C1)cO0(-) 1.16 (1.33) 6.737
Glyas1 i(C1)cO0(-) 1.34 (1.45) 5.096
Vala06 ii(C5)CH3 1.38(2.13) 8.580
Pro494 i(C2)NH3(+) 1.63 (1.59) 9.817
Val683 iii(C6)N 1.78 (2.03) 8.100
Leu703 iii(C6)O(-); iii(C6)N 2.14(2.29) 5.219; 5.114
lle734 i(C1)COO0(-); i(C2)NH3(+) 2.86 (3.00) 10.349; 10.331
Phe491 i(C1)co0(-) 3.98 (4.11) 6.505
Thra82 (wt88) i(C1)co0(-) 4.23 (5.14) 5.422
Trp460 (wt33) i(C1)co0(-) 4.75 (4.67) 6.301
Vala84 (wt102,wt365) i(C1)co0(-) 5.37 (6.07) 7.632
Tyr702 (wt136) iii(C6)N 7.77 (6.08) 2.981
Glu705 iii(C6)N 7.78 (-7.75) 3.037
Glu710 (wt12) ii(C5)CH3; iii(C5)0 9.20 (21.75) 8.803; 8.555
Glu6ss ii(C5)CH3; iii(C5)0 31.09 (30.04) 9.771; 10.054
Asp728 (wt29) i(C2)CH 32.03 (32.55) 8.764
Glu657 (wt140) i(C1)cO0(-) 32.23(31.13) 6.138
Glu402 (wt3) ii(C5)CH3 37.84 (38.05) 3.044
Asp651 (wt96,wt139) ii(C3)CH2 38.35 (38.64) 4.966

Fonte: Martins, 2012.
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3.5.3 Analise da interacdo GluR2-cainato

Armstronget al. (1998) co-cristalizaram cainato com iGIuR2. Atpata analise dos
dados cristalograficos, eles afirmam que o grupbadlico i(C1)COO(-) forma interacdes
essenciais com o grupo guanidium da Arg485 e oagNi da cadeia principal de Thr480. O
estudo realizado mostra que a interacdo do grugmoxiico i(C1)COO(-) com o residuo
Arg485 é a mais forte das interacdes atrativasstersa cainato-iGIuR2, com energia -65,55
kcal/mol, o que fornece uma solida base quantica gansolidar a analise de Armstrogig
al. (1998) em relacado ao papel da Arg485 no sistelu®Zs cainato. Por outro lado, em
contraste com o sugerido por Armstrogigal. (1998), com base na analise de seus dados
cristalograficos, néo foi obtida como uma das melsvantes a interacdo de i(C1)COO(-) do
cainato com o grupo NH da cadeia principal da T@r48

Na ligacdo do cainato com a GIuR2, Armstrehgl. (1998) destacam ainda os residuos
Ser654, Thre55, Ser652, Tyr450, Glu705 e Pro478e@gltados do presente estudo indicam
que as outras interacdes atrativas mais forteddasbtfioram Ser654 via i(C1)COO(-) e
ili(C7)COO(-) com energia 40,95 kcal/mol; Arg684 via ii(C8)CH3 com energia
-30,49 kcal/mol; Thr655 com iii(C7)COO(-) com energ-26,09 kcal/mol. Interacdes
repulsivas fortes também foram obtidas, as quaigzda@657 via iii(C7)COO(-) intermediado
pela agua W78 com energia 48,06 kcal/mol; Asp65l ifiC3)CH, iii(C7)COO(-) com
energia 32,89 kcal/mol; Glu402 via ii(C8)CH2 conerpa 32,56 kcal/mol. De acordo com o
painel BIRD (Fig. 3.8) para o cainato e as Tab@&se 3.10 com todas as energias de
interacdo do cainato associadas a cada residuesusados: (i) corroboram a indicacdo dos
residuos Ser654, Thr655 e Tyr450 como estando estmais importantes para a ligacédo
cainato-iGluR2; (ii) indicam que os residuos Ser85R1705, Pro478 e Thr480 destacados
como relevantes por Armstromg al. (1998) sdo bem menos importantes que varios outro
residuos como os residuos atrativos Arg684, LysESmediado pela agua W2, Gly653,
Lys730 intermediado pelas aguas W12 e W27, Lys446s residuos repulsivos Glu657,
Asp651 intermediado pela agua W78, e Glu402.

O estudo realizado por Arinaminpathy, Sansom e iBi(002) revela que a interacao
da proteina com o agonista ndo soO resulta no femhtmnrdo dominio de ligacdo como
observado nos estudos cristalograficos (ARMSTROBGUAUX, 2000) como resulta na
diminuicdo da mobilidade do dominio. Em outro estaig dindmica molecular da GluR2

com os ligantes glutamato e cainato (ARINAMINPATHY al., 2006), o complexo GIluR2-
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glutamato mostrou-se extremamente estavel e o dondim ligacdo S1S2 tende a ficar
fechado impossibilitando a entrada de moléculaggim. J4 para o complexo GluR2-cainato
a proteina mostrou uma grande flexibilidade penddia entrada de moléculas de agua com

maior frequéncia no sitio de ligacao.

Figura 3.8 — Painel BIRD com alguns dos principasduos para a interagdo GluR2-cainato.

125 100 -76 50 -26 0 25 50 75

Ser54 iCUCO0L); C7IC00 ) g Cainato
Tyr450 ii(C5)CH2; ii(C8)CH3; ii(C8)CH2 4.5 A
Gly653 H(C3)CH; (C7)C00()  paamm
Arg485 i(ct)coo(-) 2.02 A : .,
5.5
Thr655 iii(C7)co0(-) _
Glud02 2874 | 654
Lys656 iii(c7)coo(-) 1.91A : 75 &
Lys730 (NS HCTICO0L) o 0 1 504
Lys449 (CEICHS g | as4
Glu657 K00t B g 5704 | 904
Arg684 [/ GGA i(C8)CH3 q -
Aspes1 EEILDA soro) |
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Fonte: Martins, 2012.
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Tabela 3.9 — Parte 1: energias de interacéo reSidlipara todos os residuos no raio de 13 A.

RESIDUO GROUPO ATOMICO GGA (LDA) DISTANCIA
Argass i(C1)cO0(-) -65.55 (-72.70) 2.018
Ser654 i(C1)COO(-); iii(C7)COO(-) -40.95 (-53.52) 1.642; 2.476
Arg684 ii(C8)CH3 -30.49 (-30.93) 5.501
Arg660 i(C1)cO0(-); iii(C7)COO(-) -27.78 (-27.28) 11.281; 10.169

Lys656 (wt2) iii(C7)Co0(-) -29.81 (-26.84) 1.908
Lys730 (wt12, wt27) ii(C2)CH; iii(C7)cO0(-) -26.13 (-24.84) 3.281;3.514
Thr655 iii(C7)CcO0(-) -26.09 (-33.97) 1.656
Lys449 ii(C8)CH3 -24.37 (-26.42) 5.129
Gly653 ii(C3)CH; iii(C7)cO0(-) -24.23 (-27.01) 2.851; 2.608
Tyras0 ii(C5)CH2; ii(C8)CH3; ii(C8)CH2 -14.03 (-29.43) 2.635; 2.486; 2.683
Cys425 ii(C5)CH2 -11.20 (-4.08) 8.912
Leud79 i(C2)NH2(+) -10.99 (-11.15) 2.893
Leu650 ii(C8)CH3 -9.24 (-16.17) 2.213
Met463 ii(C5)CH2 -8.45 (-5.09) 5.499
Thras0 i(C1)cO0(-) -8.01 (-15.45) 2.058
Met708 ii(C5)CH2; ii(C8)CH2 -6.84 (-14.48) 2.082; 2.267
Met496 i(C2)NH2(+) -6.25 (-3.09) 8.387
Met503 iii(C7)Cco0(-) -6.14 (-2.97) 10.234
Leu704 iii(C7)CcO0(-) -4.75 (-5.30) 3.556
Pro478 i(C2)NH2(+) -4.74 (-8.78) 2.132
Tyr711 ii(C8)CH2 -4.20 (-4.49) 9.655
11500 iii(C7)CO0(-) -3.92(-4.32) 5.106
Asn709 ii(C6)CH2 -3.86 (-3.26) 7.945
Ser652 ii(C8)CH3 -3.73 (-3.05) 3.775
Phe495 i(C2)NH2(+) -3.68 (-3.23) 7.908
lleas1 i(C1)cO0(-) -3.34(-3.21) 6.092
Tyr702 (wt45) ii(C6)CH2; iii(C7)COO(-) -2.87 (-4.20) 3.565; 3.647
Leud98 i(C2)NH2(+) -2.87 (-2.30) 5.045
Val690 ii(C8)CH2 -2.77 (-2.44) 9.300
Tyr732 i(C2)NH2(+) -2.53 (-7.37) 2.149
Leu703 (wt31) iii(C7)CcO0(-) -2.44 (-4.65) 2.282
Ala687 ii(C8)CH2 -2.36 (-2.10) 6.677
1le400 ii(C8)CH3 -2.02 (-1.71) 5.077
lle712 ii(C8)CH2 -1.87 (-1.59) 9.432
Ser501 iii(C7)Co0(-) -1.60 (-1.79) 6.928
Glya62 ii(C8)CH3 -1.53 (-1.33) 8.431
Trp460 i(C1)cO0(-) -1.38 (-1.30) 8.508
Thr686 ii(C8)CH2 -1.34 (-1.62) 3.492
Ser706 iii(C7)CO0(-) -1.30 (-1.46) 7.500
Trp767 ii(C5)CH2 -1.23 (-0.83) 8.444
Serd03 ii(C8)CH2 -1.21 (-1.69) 7.167

Fonte: Martins, 2012.
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Tabela 3.10 — Parte 2: energias de interacdo @<d para todos os residuos no raio de 13 A.

RESIDUO GROUPO ATOMICO GGA (LDA) DISTANCIA
Tyr405 ii(C8)CH2 -1.18 (-1.40) 5.108
Phe658 iii(C7)co0(-) -1.15 (-0.79) 6.799
Alad52 i(C1)cO0(-) -1,02 (-1.28) 6.993
Ala735 i(C1)co0(-) -1.00 (-2.96) 9.451
Glya99 iii(C7)co0(-) -0.93 (-0.62) 7.867
Vala64 i(C1)co0(-) -0.88 (-0.90) 7.022
Glyaas ii(C8)CH3 -0.79 (-0.84) 5.994

Glyas1 (wt4) i(C1)co0(-) -0.66 (-0.44) 4.685
Thr649 iii(C7)co0(-) -0.64 (-0.53) 5.386
Val445 (wt68) ii(C5)CH2 -0.64 (-0.59) 9.124
Gly733 i(C1)COO0(-); i(C2)NH2(+) -0.59 (-2.06) 7.129; 6.959
Thr482 (wt13) i(C1)cO0(-) -0.54 (-0.61) 4.208
Thr399 ii(C5)CH2 -0.32(-0.33) 9.337
Phe491 i(C1)cO0(-) -0.21 (-1.65) 6.330
Alaa77 ii(C5)CH2 -0.19 (-0.09) 5.572
Phe682 iii(C7)co0(-) -0.06 (-0.21) 8.703
Ala475 (wtl) i(C1)COO0(-); i(C2)NH2(+) -0,04 (-0.24) 8.218; 8.104
Gly689 ii(C8)CH3 0.10 (-0.09) 9.012
Pro404 ii(C8)CH2 0.22 (0.34) 5.108
Asn461 ii(C8)CH3 0.57 (0.61) 9.009
Gly731 i(C2)NH2(+) 0.59 (0.77) 7.059
Ser497 i(C2)NH2(+) 0.82 (0.78) 10.092
Vala06 ii(C8)CH2 0.90 (0.99) 8.943
Phe659 iii(C7)Co0(-) 0.94 (1,10) 7.702
Gly648 iii(C7)co0(-) 1.14 (1.11) 8.578
Thr707 i(C2)NH2(+); ii(C5)CH2 1,16 (1.38) 5.504; 5.594
Thr685 ii(C8)CH3 1.20 (1.60) 4.644
lle489 i(C1)co0(-) 1.41 (-0.60) 9.447
Leud01 ii(C8)CH2 1.64 (0.64) 6.665
Val683 ii(C6)CH2; iii(C7)COO(-); ii(C8)CH3 1.65 (1.49) 8.258; 8.134; 8.024
lle476 ii(C5)CH2 3.87 (3.48) 9.288
Glu705 (wt52) i(C2)CH; i(C2)NH2(+); iii(C7)cOO(-) 5.15 (-14.28) 2.349; 2.260; 1.592
Val484 (wt56) i(C1)cO0(-) 6.92 (7.02) 6.424
Asp728 ii(C2)CH; iii(C7)cO0(-) 11.21 (10.40) 9.311; 9.294
Aspaa7 ii(C8)CH3 20.87 (23.13) 9.240
Glu710 i(C2)NH2(+), ii(C5)CH2 26.26 (25.70) 11.710; 10.665
Glu6ss ii(C8)CH2; ii(C8)CH3 29.74 (29.87) 8.445; 8.592
Glu402 ii(C8)CH2 32.56 (30.74) 2.873
Asp651 ii(C8)CH3 32.89 (32.88) 7.009
Glu657 (wt78) iii(C7)Co0(-) 48.06 (48.00) 5.740

Fonte: Martins, 2012.

Arinaminpathyet al. (2006), sugerem, a partir dos resultados quevexiatin, que a
presenca do solvente e sua facilidade de entraftioode ligacdo quando este est4 ocupado
por cainato interferem na interacéo do ligante csmesiduos Arg485 e Pro478, fato que ndo
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ocorre quando a proteina esta ligada ao glutam@torelacionando estes resultados
(ARINAMINPATHY, et al., 2006) com os resultados obtidos pelo estudo @®funcionais

LDA e GGA+D pode-se inferir que a interrupcao da&riacédo do cainato com a Arg485 deve
causar uma reducdo, que nao foi computada pelasi@agl na energia de interacdo da
proteina com o cainato visto que a Arg485 é o jpailgesiduo na interacdo GluR2-cainato.
Esse pode ser um dos fatores que causam a alsgyenas parcial do canal iGnico quando da
presenca do cainato, sugerindo que o fato de atcaser um agonista parcial da GluR2 pode
nao estar relacionado, apenas, a intensidade dgizede interacdo estatica obtida a partir dos

calculos realizados.

3.5.4 Andlise da interacdo GIuR2-DNQX

A GluR2 também foi co-cristalizada com o 6,7-ni&8-quinoxalidiona, DNQX
(ARMSTRONG, GOUAUX, 2000). Segundo a andlise dawmr@s, os dois grupos carbonil,
i((C1)CO e i(C2)CO, substituem o grupecarboxil, i(C1)COO(-), presente nos agonistas,
formando as ligacdes de hidrogénio com a Arg488eragindo com o grupo NH da Thr480.
Armstrong e Gouaux (2000) adicionam também, o dato nitrogénio da amida i(C2)NH do
DNQX formar uma ligacdo de hidrogénio com o gru@obonil da cadeia principal da
Pro478. Os resultados obtidos com o presente bapahostram que, assim como nos
sistemas com 0s agonistas, a interacdo com a Arg@48ma das mais fortes dentre as
interacbes do sistema GluR2-DNQX, com energia @el72kcal/mol, equiparando-se para
esse sistema, apenas com a interagdo com o résiddd5 com energia de -20,04 kcal/mol.
Com esse resultado, observa-se o fato interessntgue, embora para os agonistas a
interacdo com o Glu705 nao seja relevante, elparao sistema com o antagonista estudado.
Em relacdo a Thr480, mais uma vez os resultadadosbtdo de encontro a analise feita por
Armstrong e Gouaux (2000), mostrando que esteuesido é de grande importancia para a
interacdo proteina-ligante. J4 o resultado panéeaaicdo do DNQX com a Pro478, energia de
-14,51 kcal/mol, corrobora com a indicacdo da selevancia feita pelos autores. As
principais energias de interacdo podem ser visid®amel BIRD apresentado na Figura 3.9, e
todas as energias de interacdo entre a GIuR2 e@XDddlculadas para o raio de até 13 A
podem ser vistas nas Tabelas 3.11 e 3.12.

Capitulo 3 75



Resultados e Discussoes: Explicando Ab Initio...

Figura 3.9 — Painel BIRD com alguns dos principasgduos para a interagdo GluR2-DNQX.
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Fonte: Martins, 2012.
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Tabela 3.11 — Parte 1: energias de interacio @&8lQX para todos os residuos no raio de 13 A.
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RESIDUO GROUPO ATOMICO GGA (LDA) DISTANCIA
Arg4ss i(C1)0; i(C2)0 -20.17 (-28.84) 1.979; 1.981
Glu705 ii(C7); ii(C8); iii(C8)N(+)00(-) -20.04 (-27.09) 2.744; 2.904; 2.982
Pro478 i(C2)NH; ii(C6)CH -14.51 (-21.03) 1.737; 2.351
Asp651 ii(C5)CH -14.8 (-14.22) 9.539
Glu6ss iii(C7)N(+)00(-) -13.04 (-14.16) 8.670
Leud79 i(C2)0; i(C2)NH -11.38 (-13.78) 2.702; 2.657

Tyr450 (wt26,wt137) i(C2)CO; i(C2)NH; ii(C4); ii(C6)CH -10.02 (-25.80) 3.429; 3.352; 3.539; 3.441
Met708 iii(C7)N(+)00(-); iii(C8)N(+)00(-) -8.90 (-11.94) 2.862; 2.523
Ser497 (wt68) iii(C8)N(+)00(-) -8.43 (-8.04) 8.922
Aspaa7 i(c1)0 -6.09 (-6.15) 11.459
lle712 iii(C7)N(+)00(-) -5.59 (-4.75) 6.968
Glu657 i(C1)0 -5.58 (-5.73) 8.605
Glu402 (wt133,wt173) iii(C8)N(+)00(-) -5.13 (-7.97) 2.397
Leu704 iii(C7)N(+)00(-) -4.25 (-4.47) 3.887
Cys425 iii(C8)N(+)00(-) -4.13 (-1.07) 9.199
Met496 iii(C8)N(+)00(-) -3.97 (-2.16) 7.483
Met463 i(C2)0; i(C2)NH -3.20 (-1.00) 5.663; 5.486
Met503 iii(C7)N(+)00(-) -3.05 (-0.74) 8.099
Ser654 (wt147,wt162) i(c1)0 -2.85 (-3.63) 2.491
Val683 iii(C7)N(+)00(-) -2.73 (-2.88) 8.318
Tyr711 iii(C8)N(+)00(-) -2.45 (-1.82) 6.930
Thr686 (wt47) iii(C7)N(+)00(-) -2.27 (-4.79) 2.692
Phe491 i(C2)0 -2.04 (-2.27) 6.134
Gly689 i(C1)0 -1.56 (-1.35) 8.309
Thraso i(C2)0; i(C2)NH -1.54 (-7.69) 1.972; 2.860
Tyrao05 (wt123) iii(C8)N(+)00(-) -1.47 (-4.47) 2.771
Ala687 iii(C7)N(+)00(-) -1.42 (-1.28) 6.848
Val690 iii(C7)N(+)00(-) -1.28 (-1.74) 7.086
Gly448 (wt54,wt172) ii(C5)CH -1.05 (-0.94) 6.475
lle400 i(C2)NH -0.94 (-0.47) 5.670
Val484 (wt156,wt185) i(C1)0 -0.88 (-1.15) 7.353
Tyrd24 iii(C8)N(+)00(-) -0.80 (0.10) 9.298
Phe658 i(C1)0; i(C1)NH -0.74 (-0.96) 10.713; 10.529
Ser652 i(C1)NH -0.51 (-0.61) 6.556
lleas1 i(C2)0 -0.48 (-0.62) 6.084
Glya51 (wt39,wt180) i(C1)0 -0.43 (-0.28) 4.604
Ala475 (wt85) i(C2)NH -0,42 (-0.46) 7.743
Gly653 i(C1)NH -0.41 (-0.46) 5.328
Ala735 i(C2)0 -0.40 (-0.38) 8.677
Ser706 iii(C8)N(+)00(-) -0.39 (-0.72) 6.770
Leu703 (wt17) iii(C7)N(+)00(-) -0.37 (-0.42) 5.159

Fonte: Martins, 2012.
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Tabela 3.12 — Parte 2: energias de interacio @E8lOX para todos os residuos no raio de 13 A.

RESIDUO GROUPO ATOMICO GGA (LDA) DISTANCIA
Vala64 i(c2)0 -0.35 (0.19) 6.576
Tyr702 iii(C7)N(+)00(-) -0.34 (-0.24) 5.546
Trp767 iii(C8)N(+)00(-) -0.32 (-0.65) 5.651
Gly733 i(C2)NH -0.25 (-0.29) 6.680
Valaas i(C2)0; i(C2)NH -0.21 (-0.22) 9.461; 9.439
lle489 i(c2)0 -0.21 (-0.35) 8.343
llea76 i(C2)NH -0,19 (-0.24) 9.289
Asn461 i(c1)0 -0.16 (0.10) 8.605
Thr685 (wt110) iii(C7)N(+)00(-) -0.08 (-0.04) 7.077
Thr399 ii(C6)CH -0.02 (0.02) 9.947
Thr649 i(C1)NH 0.02 (0.15) 9.426
Alads2 i(c1)o 0.04 (0.00) 6.194
Arg684 (wt90) ii(C5)CH 0.12 (0.24) 6.815
Thra82 (wt3) i(c1)o 0.13 (0.11) 4.799
Gly731 i(c2)0 0.17 (-0.05) 7.204
Thr655 (wt164) ii(C5)CH 0.18 (-0.42) 3.002
Tyr732 iii(C8)N(+)00(-) 0.28 (-5.91) 2.646
Thr707 iii(C8)N(+)00(-) 0.40 (0.74) 3.274
Ser403 (wt46,wt130,wt152) iii(C8)N(+)00(-) 0.40 (0.72) 4.423
Asn709 iii(C8)N(+)00(-) 0.41 (0.41) 6.151
Ala477 i(C2)NH; ii(C6)CH 0.43 (0.45) 6.062; 6.225
Glya62 i(C1)0; i(C2)0 0.51(0.87) 8.514; 8.480
Phe495 ii(C6)CH 0.62 (1.59) 7.085
Asp728 i(C1)NH; ii(C3) 0.62 (0.16) 11.177; 11.368
Trp460 i(C1)0; i(C2)0 1.14 (3.44) 8.301; 8.592
Leu650 ii(C5)CH 1.17 (1.29) 4.053
Lys449 i(c2)co 1.34 (1.35) 7.339
Leud01 (wt125) iii(C8)N(+)00(-) 1.38(1.91) 6.942
Val406 (wt75) iii(C8)N(+)00(-) 1.49 (4.05) 7.982
lle734 i(C2)NH 1.49 (1.63) 10.081
Pro404 iii(C8)N(+)00(-) 1.54 (1.28) 6.066
11500 ii(C5)CH 1.98 (1.92) 8.689
Glya99 iii(C8)N(+)00(-) 2.11(2.17) 8.489
Lys763 (wt76) iii(C8)N(+)00(-) 2.57 (2.46) 8.711
Ser501 iii(C7)N(+)00(-); iii(C8)N(+)00(-) 2.69 (2.97) 9.046; 9.087
Lys730 i(C1)NH 4.39 (4.78) 6.419
Glu710 (wt118) iii(C8)N(+)00(-) 4.74 (5.12) 8.047
Ser729 i(C2)NH 6.44 (6.45) 12.192
Lys656 (wt161) i(C1)NH 7.00 (6.97) 6.499
Leud98 iii(C8)N(+)00(-) 7.85 (7.68) 4.925

Fonte: Martins, 2012.
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Figura 3.10 — llustracdo da distancia dos ligaateslguns dos residuos relevantes para sua intecagioca
GluR2.
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Fonte: Martins, 2012.
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Além dos residuos citados anteriormente Armstrof@peaux (2000) ressaltam que o
DNQX, quando no sitio de interacdo, fica empilhdatetamente sob a Tyr450, maximizando
a interacao entre os orbitaigla Tyr450 e do ligante. A interacdo entre a TyrdSODNQX é
predominantemente de van der Walls e esta entpgiraspais interacdes do ligante com a
proteina, tendo energia de -10,02 kcal/mol. Arnmgire Gouaux (2000) também ressaltaram a
interac&o do ligante via o grupo 8-nitro, iii(C8MNIPO(-), com a Tyr732 como pode ser visto
na Figura 3.10, porém a energia de interacao quii@8 kcal/mol, esta préxima de zero o
gue sugere que este residuo nao € importante. Baarferma, a interacéo entre a Thr686 e o
ligante via o grupo 7-nitro, iii(C7)N(+)OO(-), € ibm pequena, tendo uma energia de
interacao de -2,27 kcal/mol.

3.5.5 Comparagao entre os sistemas

De modo geral as interacdes entre os residuosqoete os agonistas totais ou parciais
sdo bem semelhantes. Os residuos ndo-carregadoantgls estdo no maximo, no raio de 6,5
A, com excecdo do residuo Cys425 para o sistemR2=tainato que tem uma energia de
interacdo de -11,20 kcal/mol (GGA) mesmo estandeaim de 12 A e a uma distancia do
ligante de 8,912 A (ver Tabelas 3.3 e 3.9). Asragi®es mais relevantes entre os agonistas e
os residuos ocorrem com residuos carregados, G&j&va ou negativamente.

J& para o sistema GIuR2-DNQX as interacfes impmtacom residuos carregados ou
ndo, limitam-se aqueles presentes no raio de 6,Bofém, para este sistema, os residuos
Glu688 e Asp651, mesmo integrando os raios de B 18,5 A e estando a distancias de
8,670 A e 9,539 A do ligante (ver Tabela 3.11)peetivamente, interagem fortemente com o
ligante. Assim, observa-se que residuos carregadesmo muito distantes do ligante,
interagem fortemente para todos os sistemas. @apecto que diverge a forma de interacéo
do antagonista, DNQX, dos agonistas, € que paragoristas as interacdes com residuos
carregados positivamente sdo atrativas e com @sidom carga negativa sao repulsivas.
Para o DNQX algumas das principais interagfesiwdsabcorrem com residuos carregados

negativamente.
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3.5.6 Analise da interacdo Glu705-ligante

Um residuo que levanta muita controvérsia € o @ujite foi identificado, no estudo
realizado por Armstrong e Gouaux (2000), como ummmnente essencial para o sitio de
interacdo com o ligante. Analisando as energiasntigacdo desse residuo com os dois
agonistas, glutamato e AMPA, e com 0 agonista glrcainato, obtidas com o funcional
GGA+D (-3.09 kcal/mol, 7.78 kcal/mol e 5,15 kcallpmespectivamente), percebe-se que sao
relativamente baixas. Esses resultados indicam aqqu&lu705 ndo € tdo importante na
interacéo direta com os agonistas, corroborando @oesultado de Speranskiy e Kurnikova
(2005) no qual a remocgéao da carga negativa doueich questdo ndo causa grande alteragédo
na energia de interacéo da proteina com o ligaptmas estabilizando levemente a interacao.
Analisando os resultados obtidos, fica perceptjugl, mesmo o E705 estando bem proximo
dos ligantes e possuindo carga negativa, ele né@sacgrande repulsdo dos ligantes que
também possuem carga negativa (observar Tabela8.8.%2 3.10), enquanto que residuos

mais distantes, nas mesmas condi¢cdes causam umrefailsivo consideravel.
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s resultados apresentados nesta dissertagdo mesrpromissores, confirmando

dados experimentais e acrescentando novas infoemagdespeito da interacao

GluR2-ligante. A relevancia de varios residuoseoots foi confirmada, enquanto
que contestada para outros residuos. Esse trabadipenas o primeiro passo no estudo da
sinapse glutamatérgica e suas conclusfes sdo m@fa@ds® a Sseguir juntamente com as
perspectivas de novos estudos.

4.1 Conclusodes

O presente trabalho reforca o papel de simulagéeputacionais no nivel quantico
como uma valiosa ferramenta para entender comoreocrinteracdo GluR2-ligante, a
diferenciar, por meio dos valores de energia deagéio, agonistas de antagonistas e auxiliar
no desenvolvimento de novos medicamentos visandstema estudado. A metodologia
apresentada permitiu um estudo detalhado, no miaefeoria do funcional da densidade
(DFT), da interacdo da GIuR2 com ligantes de ist&eescolhidos variando-se a distancia
dos mesmos ao centroide do ligante. Os procedimea@senvolvidos permitiram, inclusive,
determinar a relevancia de cada residuo de amommara a interacdo do glutamato,
agonistas (no caso, AMPA e cainato) e antagon{stagaso, 0 DNQX) com GluR2. Com o
estudo realizado, também foi possivel calcular teragdo dos ligantes com GIluR2, e
quantificar as ligacées mais fortes e mais fracas.

A analise da energia de interacdo dos ligantes lexagios com a GluR2, aqui
apresentada, tem uma boa correlacdo com estudosadaliogicos, cristalograficos e
computacionais realizados previamente, sendo adnacGGA+D melhor que o LDA. Os
resultados apontam para uma interacdo da GIuR2 a®ragonistas glutamato e AMPA
superior a com 0 agonista parcial cainato que @rgupa interacdo com o0 antagonista
DNQX.

A energia total associada a interacéo ligante-Glé&R2monstrada se correlacionar com
0 grau de agonismo e antagonismo (0 que explicdtages experimentais) somente quando
uma distancia suficiente grande aos centroidesn8iderada. Isto significa que o sitio de
ligacdo dos ligantes a GIuR2 n&o pode ser caraatkyicomo sendo determinado pelos
vizinhos mais préximos (distantes < 4 A dos ligaptenas que residuos pos-proximos
(aqueles localizados mais distantes do que osu@siok6ximos) podem contribuir de forma

bastante efetiva para a energia total de intergn@gipalmente quando sao carregados. A
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metodologia desenvolvida permite se estudailico o efeito de mutagées em GuR2 no seu
agonismo e antagonismo, assim comdesgn de derivativos do AMPA, cainato e DNQX
com caracteristicas especificas desejadas ( a samprovadas farmacologica, bioquimica e
clinica).

Considerando o raio de 10 A e de acordo com oslcélaealizados adotando-se o
funcional GGA+D, o AMPA interage mais fortementerca GluR2 tendo uma energia de
interacdo de aproximadamente -290 kcal/mol, enquagmé o glutamato tem uma energia de
interacdo de cerca de -270 kcal/mol, jA o cainaterage com a proteina com energia de
aproximadamente -240 kcal/mol e o antagonista DN@e¢age com energia de -90 kcal/mol.
Esse resultado mostra uma diferenca consideraveitesacdo da GIuR2 com agonistas e
antagonistas.

A principal vantagem da metodologia proposta acqupéssibilidade de avaliar quais os
residuos de aminoacidos contribuem mais intensamgeta a estabilizacdo do complexo
GluR2-ligante, e verificar as divergéncias que paorentre os na forma de interagcdo com
agonistas e antagonistas, que pode ser muito arl fins de concepcédo de medicamentos.
Para os agonistas do receptor estudado, os regjdaae mostraram importantes em todos os
casos foram a Arg485, Gly653, Ser654 e Thr655. leardtes, a Arg485 é o mais importante,
corroborando com estudos anteriores. A novidade apagicdo da Gly653 como residuo
importante para a interacdo GluR2-agonista, eméstenéo faca ligagdo de hidrogénio com
0S agonistas. Ja outros residuos, embora interdij@to com o0s agonistas por ligacdes de
hidrogénio, nao tiveram energias de interacdo ¢d@vantes, como a Pro478, a Ser652, o
Glu705 e a Thr480. Este ultimo residuo mostrouetevante apenas para intera¢cdes com o
AMPA. De modo geral, para os agonistas, 0s ougsiluos relevantes sao pds-préximos e
possuem carga.

A forma de interacdo do antagonista DNQX mostrobesa diferente da dos agonistas.
Em sua maioria os residuos relevantes ndo possaega,cporém as interacbes mais
importantes ocorrem com a Arg485 e com o Glu708o%oos outros residuos relevantes
pertencentes até o raio de 6 A sdo néo carregaapsnas dois, Tyr450 e Pro478, confirmam
as andlises feitas pela literatura (ARMSTRONG, GQXA 2000). Outros residuos tidos
como importantes sao Leu479, Leu498 e Met708. ps®Iro passo, revela um panorama
da forma como a GIuR2 interagem com agonistasaganistas e pode ajudar no desenho de

Novos compostos que interajam com essa proteina.
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4.2 Perspectivas

Esta dissertacdo € apenas um primeiro passo ndoedtusistema glutamatérgico que
gerou novas perspectivas e possibilidades de estmderem desenvolvidos. Sabe-se que o
estado de protonacgdo interfere diretamente na f@on@ao os compostos interagem e para
uma boa representacdo do sistema faz-se necességo a protonacdo do composto de
interesse nas condicdes desejadas. Assim, m destaspue sera investigado posteriormente
€ a obtencéo, experimental, dos pKa para os coogpddPA, cainato e DNQX e realizar o
estudo com MFCC para o AMPA no estado de protonaggerido pelo programa Marvin
Sketch 5.3.2 para o pH igual a 7,3.

Assim como a protonacéo, a constante dielétriaaeio interfere consideravelmente na
interacdo entre substancias. Os resultados apadesnforam obtidos considerando-se a
constante dielétrica igual a zero, ou seja, a eohstdielétrica do vacuo. Para aproximar o
estudo da realidade do sistema deve-se considemarséante dielétrica no interior do sitio de
ligacdo da GIuR2. Em seu trabalho Guesstl. (2011) mostraram o comportamento da
constante dielétrica em um sistema proteico e ig=udtados sdo apresentados na Figura 4.1.

Analisando os gréaficos apresentados na Figurafid¢dl perceptivel que na superficie
proteica os valores da constante dielétrica apraxirae dos valores para a agua e no interior
da proteina cai drasticamente. Dessa forma, pretsedrepetir os calculos com MFCC
considerando varios valores de constante dielétiigacando o valor que mais se aproxima
da realidade do sitio de interacdo da GIuR2.

Outra questdo a ser considerada é a correcdo, ear e calculos quanticos, das
posicdes das moléculas de agua presentes no sitintetacdo. Trabalhos anteriormente
citados (ARINAMINPATHY et al., 2006 ;VIJAYANet al., 2010) mostram que apenas uma
das moléculas de agua presente no sitio de intereégésofre grande variacdo na sua posicao
durante dindmica molecular. Deste modo, € intenéssavestigar posicdes mais estaveis para
as aguas do sitio de ligacéo, o que pode melhonéeracao proteina ligante.

A abordagem do MFCC também pode ser aplicada nml@sta interacdo da GIuR2
com outros agonistas, agonistas parciais e antstgsrpara buscar uma melhor definicdo da
forma de interacdo com a GIuR2. O que ajudarigerménar um perfil mais detalhado para a
forma como cada tipo de ligante interage com aepmat Para tanto, pode-se aproveitar da
diversidade de dados cristalograficos do DIL daRzlweo-cristalizado com diversos de seus

agonistas e antagonistas que sao apresentadosabel®s 4.1 e 4.2. Do mesmo modo, o
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estudo pode ser expandido para os diferentes tipagceptores ionotropicos de glutamato
(receptores de NMDA, AMPA e cainatepm dados cristalogréficos ja disponiveis (ver
Tabelas 4.1 a 4.3), possibilitando uma comparagée eles e sua forma de interacdo com o
glutamato.

Sabe-se que os receptores de glutamato estaooredos a varias desordens do SNC,
portanto ha o interesse de estudar a interacdesdesteptores, ndo s6 com agonistas e
antagonistas, como também com seus moduladordératos (Tab. 4.1 a 4.3). O modulador
alostérico € um ligante que causa o aumento oundigio a acdo de um agonista ou
antagonista primarios ligando-se a um sitio difeyelo receptor proteico. Entender os efeitos
de moduladores alostéricos sobre a atividade dept@res surge como mais uma perspectiva
de trabalho. Indo pelo mesmo caminho, o estudmtipsicoticos é outra possibilidade, visto
gue receptores NMDA estao relacionados a esquizafrdesordem tratada com este tipo de
farmaco.

Figura 4.1 — Variacdo da constante dielétrica estesia proteico. A funcao dieléctrica da adenilatmase
(1AKY) variando espacialmente em (A), (B) e (C).) (A constante dieléctrica escalar efetiva num plano
horizontal através do centro geométrico da protgidp Contornos dieléctricos em torno da estrutLAKY,
mostrando as superficies de= 5, 25, 70 e 80. Regides dentro dos glébulossat&um constantes dieléctricas
maior do que a da agua. (C) Representacdo da ntmsteelétrica anisotrépica Em (D) o efeito do raio da
cavidade da esfera, sobre a funcéo dieléctrica calculada. Plots s&mtlos em uma linha através do centro
geométrico da ubiquitina (1UBQ), pata 2, 4, 6 e 8 A.

Constantedieletrica &

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Coordenada X (Angstrons)

Fonte: Guesgt al., 2011.
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Tabela 4.1 — Estruturas de raio-X do GluR-DIL essiggantes - Parte 1. Na coluna Funcional da Tabejm” é

7

a proteina no estado apo, “a” significa agonisiaf™é antagonista e “mod” € modulado alostérico.

Tipo PDB cod. Ligante(s) Funcional Mutante(s)
GluRD 1w apo

GluRD 1115 Glutamic acid (1) a

GluRD 1T \-Sarine a

GluRD 2PYY Glutamic acid (1) a

GluA2 1FTO apo

GluAz TMXV n** apo

GluAz IMXW  Zn™ apo

GluA2 1MDOL n*' apo

GluAZ TMXY n* apo

GluAz IMXZ Zn*! apo

GluA2 1MY0 n*! apo

GluA2 IMY1 Zn®' apo

GluA2 1FT] Glutamic acid (1) a

GluAz 1FTK Kainic acid (17) a

GluA2 1FWo Kainic acid (17) a

GluA2 1LBE AMPA (10} a L483Y, flop
GluA2 1LBB Kainic acid (17) a N754D
GluA2 1MSE 2-Me-TetAMPA (8) a

GluA2 IMSC Br-HIBO (13) a Flop
GluA2 1M5D Br-HIBO (13) a Flop
GluA2 1MS5E ACPA (10) a Flap
GluA2 1MSF ACPA (10) a Flap
GluA2 1MME Quisqualate (14) a

GluA2 1MM7 Quisqualate (14), Zn*' a

GluA2 iMQD (5)}-Des-Me-AMPA (5], Li-S0, a

GluA2 1MQG Indo-willardiine (15¢) a

GluA2 1MQH Bromo-willardiine (15d) a

GluA2 1MQI Fuoro-willardiine { 151) a

GluA2 1MQ] Willardiine (15a) a

GluA2 1MS7 (5)-Des-Me-AMPA (5], Zn{OAc) a

GluA2 1MXU Bromo-willardiine (15d) a

GluA2 1MY2 AMPA a

GluA2 1MY3 Bromo-willardiine (15d) a

GluA2 1MY4 lodo-willardiine (15e) a

GluA2 INOT ATPO (35) a

GluA2 INNK ATPA (B) a

GluA2 1NNP ATPA (B) a

GluA2 1PIN Kainic acid (17) a L138T
GluA2 1P10 Quisqualate (14) a L138T
GluA2 1r1Q AMPA (4) a L138T
GluA2 1P1U AMPA (4) a L138T
GluA2 1P1W AMPA (4) a Lo94Y, L138T
GluA2 1SYH CPW399 (16) a

GluA2 15Y1 CPW399 (16) a Y702F
GluA2 TWV] 4-AHCP (11) a

GluA2 1XHY Kainic acid (17) a Y702F, flop
GluA2 2AIX Thio-ATPA (7) a

GluA2 2Al14 Quisqualate (14) a

GluA2 2AN] Kainic acid (17) a YGIwW
GluA2 2GFE Glutamic acid (1) a A4TBE 5673D
GluA2 213V Glutamic acid (1) a G725C
GluA2 213W Glutamic acid (1) a G729C
GluA2 2P2A BnTertAMPA (9) a

GluA2 2UXA Glutamic acid (1) a Flip
GluA2 3B60 Glutamic acid (1) a TE36A
GluA2 3B6T Quisqualate (14) a TGB6A
GluA2 3BGW Glutamic acid (1) a TG86S
GluA2 3BFT TDPA {12) a

GluAz 3BFU TDPA (12) a

GluA2 3DP6 Glutamic acid (1) a

GluA2 3LSL Glutamic acid (1), piracetam (74) a

GluA2 2CMO Glutamic acid (1), NS-1209 (47) a, ant

GluA2 3KGC Glutamic acid (1), Z-200775 (44), LY-404187 (71} a, ant, mod

GluA2 1LBC Glutamic acid (1), cyclothiazide (61) a, mod N7755
GluA2 2A15 Fluoro-willardiine { 15b), aniracetam (75) a, mod

GluA2 2XHD Glutamic acid (1),73 a, mod

GluA2 3BER Glutamic acid (1), 70 a, mod

GluA2 3HET Glutamic acid (1), cyclothiazide (61) a, mod

GluAZ 3HBU Glutamic acid (1), N5-1493 (67) a, mad

GluA2 3HBV Glutamic acid (1), NS-5206 (68) a, mod

GluA2 3HGEW Glutamic acid (1), N5-3217 (69) a, mod

GluA2 310 Glutamic acid (1), althiazide (65) a, mod

GluA2 3X Glutamic acid {1), IDRA-21 (64) a, mod

GluA2 3IKG Glutamic acid (1), chlorothiazide {66) a, mod

Fonte: Stawskét al., 2010.
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Tabela 4.2 — Estruturas de raios-X do GIuR-DIL esdggantes - Parte 2. Na coluna Funcional da Baliapo”

€ a proteina no estado apo, “a” significa agonfsiat” € antagonista e “mod” é modulado alostérico.

Tipo PDB cod. Ligante(s) Funcional Mutante(s)

GluA2 31L1 Glutamic acid (1), IDRA-21 (64) a, mod

GluA2 3ILT Glutamic acid (1), trichlormethiazide (63) a, mod

GluA2 31U Glutamic acid (1), hydroflumethiazide (62) a, mod

Gluaz 3ISF Glutamic acid (1), piracetam (74) a, mod

GluA2 1LB9 DNQX (40) ant L483Y

Gluaz 3B7D CNOQX (41) ant

Glua2 3HO3 UBP277 (36a) ant

GluA2 3HOG UBP282 (36b) ant

GluA2 {functional recepror) 3KG2 ZK-200775 (44) ant N241E, N385D, N3920, K4104A,
E413A, M414A, E416A, C589A

GluA2 3BKI FOX (46) ant, photoproduct

GluA3 3DLN Glutamic acid (1) a

GluA3 3DP4 AMPA (4) a

GluA3 IM3K Glutamic acid (1) a Flop

Glua3 3M3L Glutamic acid (1), PEPA (72) a, mod

Gluag 3EN3 Kainic acid (17) a

Gluad 3FAS Glutamic acid (1) a Flip

Gluad 3EAT AMPA (4) a Flip

GluAd 3KEI Glutamic acid (1) a L651V

GluAd 3KFM Kainic acid (17) a L651 VW

GluK1 3C31 Li* apo

GluK1 3C32 Na* apo

GluK1 3C33 K' apo

GluK1 3C34 Rb* apo

GluK1 3C35 Cs' apo

GluK1 3C36 NH, apo

GluK1 1TXF Glutamic acid (1) a

GluK1 1Y) Glutamic acid (1) a

Gluk1 2F36 Glutamic acid (1) a

GluK1 2PBW Domoic acid (18) a

GluK1 2WKY 4-AHCP (11) a

GluK1 27ZNS Glutamic acid (1) a

GluK1 2ENT Dysiherbaine A {26a) a

GluK1 27ZNU Dysiherbaine A {26a) a

GluK1 3FUZ Glutamic acid (1) a

GluK1 IFV1 Dysiherbaine A {26a) a

GluK1 3IFV2 Neodysiherbaine A (26b) a

GluK1 3FVG MSVIIE-19 (26c) a

GluK1 3FVK 8-Deoxy-neodysiherbaine A (26d) a

GluK1 3FVN 9-Deoxy-neodysiherbaine A (26e) a

Gluk1 3FVO 8-Epi-neodysiherbaine A (26f) a

GluK1 3GBA Dysiherbaine A (26a) a

GluK1 3GEBB MSVIIE-19 (26¢) a

GluK1 VS0 ATPO (35) ant

GluK1 2F34 UBP-310 (36d) ant

GluK1 2F35 UBP-302 (36¢) ant

GluK1 20T UBP-310 (36d) ant

GluK1 2051 UBP-315 (36e) ant

GluK1 2052 UBP-318 (36gz) ant

GluK1 2053 UBP-316 (36f) ant

GluK1 2054 LY-466195 (37) ant

GluK2 157Y Glutamicacid (1) a

GluK2 159T Quisqualate (14) a

GluK2 15D3 (254R)-4-Methyl glutamic acid (21) a

GluK2 1TT1 Kainic acid (17) a

Gluk2 1YAE Domoic acid (18) a

GluK2 2108 Glutamic acid (1) a K494E, 17491, Q753K, E757Q

Gluk2 210C Glutamic acid (1) a S775E, Y490C, L752C (crosslinked)

GluK2 3G3F Glutamic acid (1) a

GluK2 3G3G Glutamic acid (1) a KG665R

GluK2 3G3H Glutamic acid (1) a KG665R, 17491, Q753K

GluK2 3G3I Glutamic acid (1) a 1442H, K494E, 1749L, Q753K

GluK2 3G3] Glutamic acid (1) a 1442H, K494E, K665R, 1749L, Q753K

GluK2 3G3K Glutamic acid (1) a 1442H, K494E, K665R, 1749L, Q753K, E757Q

GluD2 2V3T apo

GluD2 ViU p-Serine (3) a

GluN1 1PB7 Glycine (2) a

GluN1 1PB3 p-5erine (3) a

GluN1 1PB9 n-cycloserine (27) a

GluN1 1Y1M Cycloleucine {31) a

GluN1 1¥Y1Z ACBC{30) a

Fonte: Stawskét al., 2010.
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Tabela 4.3 — Estruturas de raios-X do GIuR-DIL esdegantes - Parte 3. Na coluna Funcional da Baliapo”
€ a proteina no estado apo, “a” significa agonfatat,’ € antagonista e “mod” € modulado alostérico.

Tipo PDB cod. Ligante(s) Funcional Mutante(s)
GluN1 1Y20 ACPC (29) a

GluN1 1PBQ 5,7-Dichlorokynureniuc acid {54 ) ant

GluN1/GluNZA 2AST Glycine (2), glutamic acid (1) aa

GluN2A 2A58 Glutamic acid (1) a

GluA2 ATD 3H5V

GluAZ ATD JH5W

GluK2 ATD 3HGG

GluK2 ATD 3HGH

GluA2 ATD 3HSY

Fonte: Stawsket al., 2010.

Paralelamente, entender a constru¢do da proteita gacidar o seu mecanismo de

ativacao e dessensibilizacdo. Possuindo a probef@aestrutura quaternaria, surge o interesse

em estudar a interacdo entre os mondémeros que rfolwsadimeros e entre os dimeros que

formam o tetramero. A Figura 4.2 mostra os diveEn¥os de interacdo entre os mondémeros

gue formam a proteina e os dimeros do DIL da GluRados a diferentes ligantes, sao

mostrados na Figura 4.3.

Figura 4.2 — Estrutura e organizacdo dos dominass réceptores de glutamato. As elipses pretas ém (b
mostram os pontos de interacao entre DAT das sdades e (c), e entre os DIL.

Fonte: Sobolevskegt al., 2009.
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Figura 4.3 — Dimero do DIL da GIuR2 nos estados,Aigado a glutamato, ligado a AMPA e ligado a DNQX
Em destaque a interface entre os monémeros quaget® para a formacao do dimero.

Fonte: Martins, 2012. Figuras montadas a partir dados cristalograficos obtidos por Armstrong e &ou
(2000) e auxilio do programa Pymol.

Mais uma ideia é expandir o estudo com MFCC a supmteinas envolvidas na
sinapse glutamatérgica, tais como transportadageglidamato, vesiculas transportadoras e
enzimas responsaveis pelo equilibrio glutaminaaghato. Para isso, aproveita-se de todas as
vantagens da estrutura dessas proteinas que ja fiatalizadas e estdo disponiveis no
Protein Data Bank. Na Figura 4.4 tem-se a ilustracdo da enzima @imi@ Sintetase (CfGS)

e da proteina transportadora de glutamatop{BH#) que é responsével pelo transporte do
glutamato do meio extracelular para o meio inttideel ambas com dados cristalogréaficos
disponiveis no banco de dados.

Capitulo 4 92



Conclusodes e Perspectivas

Figura 4.4 — A representagdo eartoon de outras proteinas que atuam na sinapse glutayicaté A estrutura
da Glutamina Sintetase (CfGS) é apresentada em (@) Em (a) € mostrado o pentamero da CfGS eb@no (
decémero da CfGS em outro angulo. E em (c) e &brésentada, em dois angulos de visdo distintestratura
do transportador de glutamato &itH.

Fonte: Yernookt al., 2004 e Krajewskit al., 2008.

Percebe-se que esta dissertacdo, além dos result#ntaos, levantou a novas
perspectivas de trabalhos que ja estdo em prockssealizacdo. Em longo prazo, esta
dissertacdo constitui o primeiro passo em dira¢g&@naulacdo computacional da sinapse

nervosa.
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corpo humano, que é constituido por um sistemaghné, consiste na fase adulta

de cerca de 100 trilhBes de células (a unidadecdda vida), organizadas e

adaptadas biologicamente para realizar as maigsdwduncdes. Em termo de
atomos, ele é formado de 38,8 kg (25,5%) de oxagér0),9 kg (9,5%) de carbono, 6,0 kg
(63%) de hidrogénio, 1,9 kg (1,4%) de nitrogéni@, Hg (0,3%) de calcio, 0,6 kg (0,2%) de
fésforo, 0,2 kg (0,06%) de potassio e outros eléasemacos. Estes atomos dao origem a uma
miriade de moléculas (ac¢ucares, aminoacidos, DN&nas, etc), de forma que o contetudo
celular € uma sopa aquosa temperada com pequemak#grmmoléculas e ions de varios tipos.
As trés mais abundantes macromoléculas biolégicaproteinas, acidos nucleicos e
polissacarideos — sao todos polimeros compostogguuenas moléculas organicas idénticas
ou ligeiramente diferentes (mondmeros) que se anoptravés de ligacdes covalentes
multiplas e interagem entre si através de ligag@scovalentes, cujas energias relativas
estdo apresentadas na Figura Al deste Apéhdicéda das células depende de milhares de
interacbes e reacdes que estdo concatenadas uma cwtna no tempo e espacgo sob a

influéncia de instrucdes genéticas e do meio-anien

Figura Al — Energias relativas das ligacdes covaetea das interagdes ndo-covalentes.

InteragcOes nao-covalentes LigacOes covalentes

A
s N A \

Eletrostaticas

van der Ligagdes de
Waals Hidrogénio
Energia Hidrolise da ligagao
Térmica Fosforoanido do ATP C-¢ C-=C
| ‘ — | |
0.24 x 100 0.24 x 107 0.24 x 102 0.24 x 103

kcal/mol

Fonte: Lodistet al., 2004

&0 Apéndice A constitui um apanhado de textos df#séncias com o intuito de proporcionar ao laitho
especialista uma visdo geral da tematica da digggrtno contexto mais amplo da Neurociéncia.
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Al. Aminoacidos e Proteinas

Os blocos monomeéricos de construcao das protefimagssaminoacidos (vinte sdo mais
frequentes, mas existem alguns outros presentessams vivos), todos eles sendo
estruturalmente constituidos de um carbono centfél,) ligado a quatro diferentes grupos
guimicos: um grupo amino (NH um grupo carboxilico (COOH), um atomo de hidrigée
0 que é denominado de cadeia lateral, ou grupooRpode ser visto na Figura A2. A
ligacdo peptidica entre dois aminoacidos, reacéi®@ engrupo carboxilico e o grupo amina
com liberacdo de uma molécula de agua, é que déanoras proteinas. O estado de cargas de
um aminoacido esta associado as propriedades @sirdms mesmos, sendo que no Vacuo
eles sdo neutros, enquanto em meio aquoso saoiémdes, isto é, ficam com COO(-) e
NH3(+). No meio biolégico, o estado de protonacés grupos de atomos dos aminoacidos e
de moléculas de interesse farmacoldgico depengéidin meio.

As proteinas, que sdo as moléculas de trabalhodlalas, transportam o programa de
atividades codificado pelos genes. Este programzereo esforco coordenado de muitos tipos
de proteinas, que inicialmente evoluiram desde cutaé rudimentares que facilitaram um
namero limitado de reac¢des quimicas. Gradualmenigasn destas proteinas primitivas
evoluiram dando origem a uma ampla gama de enzapzes de catalisar um incrivelmente
grande numero de reacBes quimicas intracelulaeedracelulares, com uma velocidade e
especificidade a qual € impossivel de se obter mubbo de ensaio. Com a passagem do
tempo, outras proteinas adquiriram habilidades ceslpsadas, podendo ser agrupadas em
classes funcionais abrangentes: proteinas estigjtqre fornecem a rigidez estrutural para a
célula; proteinas de transporte, que controlanmuxofide materiais através das membranas
celulares; proteinas regulatérias, que agem comgoses e chaves para controlar a atividade
proteica e a funcdo genética; proteinas de simdlzancluindo receptores na superficie das
células e outras proteinas, que transmitem sinderr®s para o interior das células; e
proteinas motoras, que causam movimento.

Embora construidas pela polimerizacdo de cercaodeerse vinte aminoacidos em
cadeias lineares (um peptideo tem em geral 20-30oacidos, e polipeptideos duas ordens
de grandeza mais, 4000 residuos), as proteinamgdesbam um incrivel nUmero de tarefas.
A montagem de uma proteina € um processo complerontinado de translacdo, que é
ditado pela atuacdo de RNA mensageiros no ribosscom triades de bases nucleicas

(codons) traduzindo-se em aminoacidos. O tamanhanda proteina ou polipeptideo é
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descrito através de sua massa em dalton (o daliomaéinidade atbmica de massa) ou de seu
peso molecular (MW), que € um numero adimensiddala proteina arranja-se (dobra-se)
em uma forma unica, que é estabilizada por ligagdescovalentes (ligacdes de hidrogénio,
interacdes ibnica, forcas de Van Der Waals, e agwiamento hidrofébico) entre regibes da

sequéncia linear de aminoacidos.

Figura A2 — Vinte tipos de aminoacidos, suas cadeipesos moleculares (MW).
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Fonte: Lodistet al., 2004.
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O arranjo espacial de uma proteine, sua forma em trés dimensdes é a chave para a
compreensdo de sua funcdo. Somente quando umainproéstd na sua estrutura
tridimensional correta (ou conformacéao) é capatideionar eficientemente. De acordo com
0 principio estrutura-atividade, a funcdo que umwdgina desempenha é determinada por sua
estrutura. Em geral, uma proteina adota uma sing@agormacédo, seu estado nativo, que
para a vasta maioria delas é aquele de configu(@dpioamento) mais estavel.

A estrutura proteica pode ser observada de quattiotds formas. A estrutura primaria
de uma proteina é simplesmente o arranjo liras¢quéncia) dos aminoacidos (residuos)

que a compbem. O segundo nivel rIlfbura A3 — Estrutura primaria, secundaria, tergid&

hierarquia da estrutura de uma proteirfifaternaria de uma proteina.

gue é a sua estrutura secundaria, cons Estrutura primaria
. . L sequéncia de aminodcidos
dos varios arranjos espaciais que result.
do dobramento de partes localizadas
uma cadeia polipeptidica, os principa
sendo a alfa-hélice, a fita beta, e a volta ¢
forma de U. Em média, 60% de uma cade
polipeptidica existe como a-hélices e

fitas$, o restante sendo enrolament

randémicos e voltas. A estrutura terciar fita-beta )
de uma proteina € formada por motivc
gue constituem combinacdes particular  Estrutura secundaria

sub-estruturas regulares

de estruturas secundarias (em alguns ca

hemoglobina

0s motivos podem ser associados a u
funcdo especifica). A estrutura quaterna

é a estrutura tridimensional de um

proteina

proteina com multi-subunidades e como P13

Estrutura terciaria
estrutura tridimensional

subunidades se encaixam. Normalmente
encontrada em proteinas maiores que ce
de 15.000 MW (PURVESt al., 2010).  gsirytura quaternaria

complexo de moléculas proteicas

Uma exemplificacdo das quatro estruturas
proteicas é mostrada na Figura A3. Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/Protein_struu

Uma informacgéo chave na compreensao de como asrastoperam, é que sua funcao

decorre da sua estrutura tridimensional, e queratesa tridimensional € especificada pela
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sequéncia de aminoacidos. A Biologia Estrutural @&ampo cientifico que utiliza técnicas
como a cristalografia de raios-X, a espectroscdpiaesonancia magnética nuclear (NMR) e
a interferometria de polarizacdo dual para deteamnestrutura das proteinas. As estruturas
proteicas determinadas sao depositadas em vasas bl dados, sendo a principal delas o
Protein Data Bank (PDB), <http://www.rcsb.org/pdifite/home.do>, que possui dados em
3D de proteinas e acidos nucleicos enviados pdodné e bioquimicos de todo o mundo,
sendo portanto de dominio publico e de uso livigsif, os dados de alta resolucéo para os
neurotransmissores glutamato (1FTJ), AMPA (1FTM)nato (1FW0) e DNQX (1FTL) co-
cristalizados com o receptor GluR2 foram utilizag@sa a inicializagcdo dos célculos de
bioquimica quantica (ARMSTRONG e GOUAUX, 2000).

A2. Os Orgéos do Corpo Humano

A Terra abriga alguns bilhdes de seres humanosa gassoa é um ser Unico, diferente
de todos o0s outros seres em muitos aspectos, congaso da aparéncia externa. Mas o corpo
humano é formado basicamente pelas mesmas estr@wsamos todos influenciados pelo
ambiente em que vivemos. O funcionamento do coymoamo ocorre através de um sistema

de 6rgaos (ver Figuras A4 e A5), que sao:

» o tegumentar, que protege o corpo humano contateg externos, reveste todos os
orgaos vivos e constitui barreira de protecéo eoatentrada de virus no ser vivo. Engloba a
pele, pelos, unhas e glandulas, sendo compostogmaadas como derme e epiderme (parte

mais externa);

» 0 respiratorio, que é o conjunto de Orgaos resp@is pelas trocas gasosas do organismo
humano com o meio ambiente, ou seja a hematoseopahmpossibilitando a respiracao

celular;

» o digestivo fornece ao corpo a maneira de processaalimentos e transformar os
nutrientes em energia. O sistema digestivo consigteavidade bucal, es6fago, estbmago,
pequeno intestino e grande intestino, terminandagion e no anus. Estas partes juntas

formam o canal alimentar ou trato digestivo;
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» 0 urinario, que € conjunto de 6rgados envolvidaor ecformacéo, depdsito e eliminacdo da
urina. E formado por dois rins, dois ureteres, exiga e uma uretra;

» o reprodutivo (ou genital) trabalha com a finalidale reproducéo. Os principais 6rgaos
do sistema reprodutivo humano incluem o pénis,\eavel as gbnadas produtoras dos gametas

(testiculos e ovarios), bem como uma série de ridiernos;
» 0 muscular e esquelético, que consiste dos ogsuseulos a eles ligados;

» o0 endocrino, formado pelo conjunto de glandulag @presentam como atividade

caracteristica a producéo de secrecdes denomihadaénios;

» o linfatico, que é uma rede complexa de érgadsitias, linfonodos, ductos linfaticos,

tecidos linfaticos, capilares linfaticos e vasoddiicos que produzem e transportam o fluido
linfatico (linfa) dos tecidos para o sistema ciatatio. O sistema linfatico € um importante
componente do sistema imunoldgico, pois colaboma gbdbulos brancos para protecdo

contra bactérias e virus invasores;

» o imunolégico, que compreende todos 0s mecanispgd8s quais um organismo
multicelular se defende de invasores externos, cbawbérias, virus, protozoarios, fungos.
Existem dois tipos de mecanismos de defesa: assimat ndo especificos, como a protecao da
pele, a acidez géstrica, as células fagocitariasa osecrecdo de lagrimas; e o sistema
imunitario adaptativo, que compreende a acdo salalbs linfocitos e a producdo de

anticorpos especificos;

» o cardiovascular, que compreende o coracao (aupeipal funcdo é fazer circular o
sangue), as veias, as artérias e os capilaregestnio, que possibilita 0 processamento da

alimentagao e a transformacéao dos nutrientes ergiane

» o0 nervoso, finalmente, que monitora e coordenatigdade dos musculos, e a
movimentacdo dos Orgaos, constroi e finaliza edtisndos sentidos e inicia as acdes de um
ser humano. Os neurbnios e 0s nervos sao integrdotsistema nervoso, e desempenham
papéis importantes na coordenacdo motora. Todeartes do sistema sensorial de um animal
sdo feitas de tecido nervoso e seus estimuloseg@mdentes do meio.
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Figura A4 — Sistemas tegumentar , respiratoricestigo, urinario, e reprodutivo.
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Fonte: http://academic.kellogg.edu/herbrandson2io mckinley/bio201s.htm.
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Figura A5 — Sistemas muscular e esquelético, emd®dmfatico, imunoldgico, cardiovascular, e nesa.
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Fonte: Sites Academic; CVTSA,; Clipart.
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A3. O Sistema Nervoso

O sistema nervoso € um conjunto de 6rgdos queroamtéa rede funcional de células
especializadas denominadas de neurbnios, que caond@s acdes e transmitem sinais
elétricos em longas distancias entre diferentesepallo corpo humano. Associados aos
neurbnios, estdo as células gliais (denominadasta go termo grego para cola), células nao
neuronais fornecedoras de suporte e nutricdo, racéd da homeostase, formadoras da
mielina, e participantes da transmissdo de sinakistema nervoso. No cérebro humano,
estima-se que o0 numero total de células da glipréxanadamente igual ao namero de
neurdnios, embora a proporgdo possa variar enedifes areas do cérebro.

O sistema nervoso de um ser humano € dividido stansa nervoso central (SNC) e
sistema nervoso periférico (SNP). O SNC consisteedeéfalo (constituido por cérebro,
cerebelo, talamo, hipotalamo e bulbo) e da medsgenkal, que estdo envolvidos por trés
membranas de tecido conjuntivo - as meninges. O @NBiste de todos os outros neurdnios
que ndo estdo no SNC, sendo constituido de nesr@eiasoriais, agregados de neurdnios
denominados de ganglios, e nervos que 0s conectams e ao sistema nervoso central. O
sistema nervoso periférico é dividido em sistemavos® somatico e sistema nervoso
auténomao.

O sistema nervoso somético é o responsavel peladamacdo dos movimentos do
corpo e também por receber estimulos externos.egstgistema que regula as atividades que
estdo sob controle consciente. O sistema nervagma@uo € dividido em sistema nervoso
simpético, sistema nervoso parassimpatico e sistameso entérico. O sistema nervoso
simpético responde ao perigo iminente ou stres®, mesponsavel pelo incremento do
batimento cardiaco e da presséao arterial, entraoatudancas fisioldgicas, juntamente com a
sensacao de excitacdo que se sente devido ao emtene adrenalina no sistema. O sistema
nervoso parassimpatico, por outro lado, torna-gdeate quando a pessoa esta descansando e
sente-se relaxada, e € responsavel por coisasdiaie a contricdo pupilar, a redugcdo dos
batimentos cardiacos, a dilatacdo dos vasos sauguéna estimulacéo dos sistemas digestivo
e geniturinario. O papel do sistema nervoso ertérigerenciar todos os aspectos da digestéao,
do esbfago ao estbmago, intestino delgado e colon.

A Neurociéncia é o estudo do sistema nervoso. fislalee uma vasta gama de questdes
acerca de como se desenvolve e se organiza o gisEwoso no homem e nos animais, e de

como ele funciona para gerar um comportamento.sEgtestdes podem ser exploradas
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utilizando-se ferramentas da genética, da biolegi@lar e molecular, da anatomia e da
fisiologia de sistemas, da biologia comportamemabla psicologia. A diversidade de

neurdnios e células gliais de suporte agrupa-seosountos chamados de circuitos neurais, e
estes sdo 0s componentes primarios de sistemaaingue processam tipos especificos de
informagao. Esses sistemas realizam uma de trgddangerais: 0S sistemas sensoriais
representam as informacdes sobre o estado do sngar@ do ambiente; os sistemas motores
organizam e geram acodes; e 0s sistemas associairestam ambos 0s componentes
sensorial e motor, propiciando a base das fungiesfaicas “superiores”, como percepcao,
atencao, cognicao, emocgoes, linguagem, pensamacitmal, bem como estabelece a base
dos processos neurais complexos centrais a congdi@edos seres humanos, seu
comportamento, sua histoéria e talvez seu futuro.

Uma vasta gama de métodos fisioldgicos agora sengaen disponiveis para se avaliar
a atividade elétrica (e metabdlica) dos circuitauronais. Duas abordagens tém sido
particularmente Uteis para definir como os sisten&agais representam uma informacgéo. O
método mais utilizado é o registro eletrofisiol@yicom microeletrodos sendo introduzidos
em uma unica célula. Através do registro da atdedde potenciais de acao, ele fornece uma
andlise célula a célula da organizacdo de mapagéiicos, o que permite se vislumbrar
para qual tipo de estimulo um neurdnio esti4 edpdda. A segunda grande éarea, onde
notaveis avancos técnicos tém sido realizados, istensio imageamento funcional do
encéfalo em humanos (e, em menor extensdo, em ighimias duas ultimas décadas, as
técnicas de imageamento funcional do encéfalo téwolucionado a compreensdo dos
sistemas neurais, bem como a capacidade para diagmoe descrever anormalidades
funcionais.

Segundo Ramachandran e Blakeslee (2004), a fanxpsassdo “Que vOcé viva em
tempos interessantes” agora tem um significadocespeara aqueles que estudam o sistema
nervoso (o cérebro principalmente) e o comportambomano. Por um lado, apesar de 200
anos de pesquisa, as perguntas mais fundamenthie so mente humana — Como
reconhecemos rostos? Por que choramos? Por qua?riior que sonhamos? Por que
gostamos de musica e arte? — continuam sem res@ssian como a questdo realmente
grande: O que é consciéncia, percepcao? Por cadim b advento de novas abordagens
experimentais e técnicas de mapeamento e tratam@mtdmagem vai seguramente
transformar nosso entendimento do cérebro humaaalgtd distintamente singular acerca de

um primata neodteno de pele lisa que evoluiu para espécie que pode olhar por cima do
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ombro e fazer perguntas sobre suas origens. E, simalar ainda, o cérebro pode ndo so6
descobrir como outros cérebros funcionam, mas tamfhger perguntas essenciais sobre sua
propria existéncia: Quem sou eu? O que aconteceisdelpa morte? Minha mente nasceu
exclusivamente dos neurdnios em meu cérebro? Seim,agque espaco existe para o livre-
arbitrio? E a peculiar qualidade recorrente dgstaguntas — & medida que o cérebro luta para

entender a si préprio — que torna a neurociénsigrfante.
A4. O Cérebro

O cérebro é o centro do sistema nervoso em todesrtsbrados e em muitos animais
invertebrados. Ele € localizado na cabeca, usuadnpeaximo de 6rgaos sensoriais primarios
como os do sentido da visdo, audicao, equilibabpse odor. O cérebro de um vertebrado &
0 seu 6rgdo mais complexo. O cérebro humano pesanédia 1.500 gramas no Sexo
masculino, um pouco menos no sexo feminino (esgia ree aplica a todas as espécies de
macacos, tendo a ver com a diferenca de tamanbdaiel da espécie feminina ser menor e

menos musculosa do que seu parceiro sexual).

Figura A6 — (a) Cérebro de um chimpanzé; (b) Asasirdo cérebro humano e as principais atividades
desempenhadas pelas mesmas.

Fonte: Wikipédia, 2012a.

Em um humano tipico, avalia-se que o cortex cerdargparte maior) contém 15-33
bilhdes de neurdnios (e aproximadamente o mesmcemime células gliais), cada um

conectado a sinapses através de varios milharesutles neurénios. Estes neurdnios se
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comunicam uns com 0s outros por intermédio de Bfigaas protoplasmaticas denominadas
de axonios, os quais conduzem trens de sinaisqmjlsaamados potenciais de acdo, a partes

distantes do cérebro visando células especifioa® avo.

A4.1 Anatomia do Cérebro

O cérebro consiste, em termos gerais, no trona@brare nos hemisférios cerebrais. O
tronco cerebral apresenta uma regido mais didelv@nente ao cérebro (bulbo raquidiano),
uma regido média (mesencéfalo) e uma regido dsi¢éan para os hemisférios cerebrais,
designada diencéfalo. O bulbo raquidiano esta mdmtodade da medula espinhal. Possui
redes de neurbnios que constituem centros de t®nkecfuncdes vitais como a respiracao e a
pressdo sanguinea. O cerebelo € uma estrutura sefigcamente associada ao bulbo
raquidiano e que desempenha um papel crucial noot®®e coordenagdo dos movimentos. O
mesencéfalo contém grupos de neurbnios que setgmojpara os hemisférios cerebrais e
usam mensageiros quimicos distintos. Pensa-sestige grupos podem modular a atividade
de neurbnios em centros superiores do cérebrolaratmfuncées como o sono, a atencao ou
O prazer.

O diencéfalo divide-se em duas éareas bastantentdisti designadas talamo e
hipotdlamo: o talamo transmite impulsos proven®ike todos 0s sistemas sensoriais para o
cortex cerebral, que por sua vez reenvia mensatgenslta ao tAlamo. Este processamento
bidirecional de informacéo no cérebro € um poutagante. O hipotalamo controla funcdes
como comer e beber, e também a liberacdo de hoosiéniolvidos na regulagem sexual. Os
hemisférios cerebrais sdo constituidos por nuct@odrais, os ganglios da base, e uma
camada fina e extensa de neurdnios que formam éimainzenta do cortex cerebral. Os
ganglios da base desempenham um papel centraligiacé&o e controle dos movimentos.
Condensado no pequeno espaco ocupado pelo crao@rtex cerebral € bastante irregular,
com grande numero de dobras e sulcos, contribuisdom para aumentar a superficie da
matéria cinzenta, e também o numero de neurbniosortex. O tecido cortical constitui,
assim, a area cerebral mais desenvolvida nos husmacerca de quatro vezes mais do que
em gorilas. Divide-se num grande numero de &restintdis, cada qual com camadas e
ligacBes caracteristicas. As principais funcdesndédas destas areas sdo bem conhecidas —
incluindo a funcéo visual, auditiva e olfativa, senal primaria que recebe informacéo vinda

da pele (somatossensorial), e também areas mguonaérias.
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Figura A7 — Parte superior: cérebro dividido emtauaecdes: o lobo occipital, o lobo temporal, molparietal,

e o lobo frontal. Funges como visdo, audicdo & émtdo distribuidas em regibes selecionadas, uenaky
regibes sdo associadas a mais do que uma funcée. iRferior: regides do cérebro (onde se destaca o
prosencéfalo), que possui estruturas que desempefinacdes intelectuais importantes como pensamento,
planejamento e solucdo de problemas. O hipocampaaasgolvido com a memoria.

Cdrtex motor Cértex sensorial

Lobeo frontal
Lobo parietal

Lobo occipital

Lobo temporal

1
Prosencéfalo

2
Mesencéfalo
3 Cerebelo ;
2 Medula espinhal
Rombencéfalo |- Maduits
oblongata

Fonte: adaptado da internet.

As vias provenientes de receptores sensoriais @stind ao cortex e as vias do cortex
para os musculos cruzam, no seu trajeto, de um pad® o outro do corpo. Por isso os

movimentos do lado direito do corpo séo controlage® lado esquerdo do coértex. Do
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mesmo modo, o lado esquerdo do corpo envia sieasosiais para o hemisfério direito de
modo que, por exemplo, sons no ouvido esquerdoes@imdos ao cortex direito. Apesar
disto, os dois lados do cérebro ndo funcionam dsoleente — os lados esquerdo e direito do
cérebro estéo ligados entre si por um conjuntossspae fibras designado corpo caloso.

O cortex cerebral é indispensavel para acbGes \@iast linguagem e funcdes
superiores como o pensamento e a memoria. Muitaglungdes sdo desempenhadas pelos
dois lados do cérebro, no entanto outras sao priedatemente lateralizadas num hemisfério
cerebral. Areas envolvidas no processamento denalgduncdes superiores, como as da fala
(que se encontra lateralizado no hemisfério esquéal maioria das pessoas), tém sido
identificadas. No entanto, ainda ha4 muito para rajge em particular sobre aspectos
fascinantes como os que envolvem a consciéncidamAss estudo das funcdes do coértex

cerebral constitui uma das areas de investigac@enreitantes e ativas em neurociéncias.

A4.2 As Doengas do Cérebro e do Sistema Nervoso

As mais de 1.000 desordens do cérebro e do sistermaso séo responsaveis por mais
hospitalizacdes do que qualquer outro grupo degisemcluindo as do coracdo e cancer. As
doencas neuroldgicas afetam mais de 50 milhfesndeiGanos anualmente, gerando custos
que excedem 400 bilhdes USD. Além disto, as deserdeentais, excluindo os problemas
com drogas e alcool, afetam 44 milhdes de adulbospo, gerando custos da ordem de 148
bilhdes USD. Desde a Década do Cérebro, que teum@ém 2000, a neurociéncia fez
significativas descobertas nestas areas. A Tabklaptesenta dados em relacdo ao numero
de casos e custos anuais envolvidos em uma selecalyumas desordens do cérebro e do
sistema nervoso em americanos.

O cérebro possui a habilidade de modificar as ddeexervosas para lidar melhor com
novas circunstancias. Esta plasticidade é uma ipdaate intrinseca do cérebro humano e
representa uma invencao da evolugdo para capacisstema nervoso para escapar das
restricobes de seu proprio genoma e assim adaptar-peessfes ambientais, mudancas
fisiologicas e experiéncias. A plasticidade € oane&mmo de desenvolvimento e aprendizado,
tanto quanto é a causa de patologias. Um dos desafiais da neurociéncia é descobrir a
base molecular da plasticidade, revelando comorandizagem e a memoria ocorrem, e

como o seu declinio poderia ser revertido. O desgie se enfrenta € aprender o suficiente
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sobre os mecanismos da plasticidade para que sa puxlular e alcancar o melhor resultado

comportamental possivel em uma dada situacgéo.

Tabela A1 — NUumero de casos e custos anuais desal@gdo de algumas desordens do cérebro e do &istem
nervoso em americanos.

CONDICAO TOTAL DE CASOS CUSTO POR ANO (USD)
Desordens do Sono 70 milhdes 100 bilhdes
Perda de Audigéo 32 milhdes 2.5 bilhdes
Desordens Depressivas 20.9 milhdes 70 bilhdes
Injarias Traumaticas do Cérebro 5.3 milh&es 603eith
Derrame cerebral 5.2 milhdes 51 bilhdes
Doenca de Alzheimer 5 milhdes 148 bilhdes
Esquizofrenia 2 milhdes 32.5 bilhdes
Doenca de Parkinson 1 milhao 5.6 bilhdes
Esclerose Mdltipla 400.000 10.6 bilhdes
Injarias da Medula Espinhal 250.000 10 bilhdes
Doencga de Huntington 30.000 2 bilhdes

Fonte: Society for Neuroscience, 2012.
A5. Os Neurbnios

Um neurdnio (também conhecido como célula nervasa)ma célula excitavel
eletricamente que processa e transmite informapdessinalizacdo elétrica e quimica. A
sinalizacdo quimica ocorre através das sinapsasxfes especializadas com outras células.
Os neurdnios, que se conectam entre si para foasaedes neurais, SA0 0S componentes
centrais do sistema nervoso, existindo varios tiggsecializados: os neurbnios sensoriais
respondem ao tato, som, luz e numerosos outraoaidet que afetam as células dos 6rgaos
sensoriais que entdo enviam sinais para a espmisalce o cérebro; os neurbnios motores
recebem sinais do cérebro e da espinha dorsalamagsntragdes musculares, e afetam
glandulas; os interneurdnios conectam neurdniositeo® neurbnios na mesma regiao do
cérebro ou da espinha dorsal.

Células neuronais sao claramente diferenciadas g@em especializadas em
comunicacao intracelular. Este atributo é evidemesua morfologia geral, na organizacao
especifica de seus componentes de membrana paaizagdo elétrica e nas complexidades

funcional e estrutural dos contatos sinapticoseemtiuronios. O mais 6bvio sinal morfolégico
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de especializacdo para comunicacdo atraves de silgdiicos € a intensa ramificacdo destas
células. O aspecto mais saliente dessa ramifigagéoélulas nervosas tipicas é a elaboragéo
da arborizacdo dos dendritos que emergem do carlubac neuronal na forma de ramos
dendriticos. Dendritos sdo o alvo primario de sire entrada sinapticos oriundos de outros
neurénios, diferenciando-se por seu alto contel@ailtbssomos, bem como de proteinas
especificas do citoesqueleto.

O espectro de geometrias neuronais inclui desdepggaena minoria de células que
nao possuem dendritos até neurbnios com ramos iteoslr que rivalizam com a
complexidade de uma arvore madura de verdade FigeA8. O nimero de entradas que um
neurdnio recebe depende da complexidade de sudzadim dendritica; células nervosas que
nao possuem dendritos sdo inervadas por poucad gEr uma unica célula, enquanto
neurénios com ramos dendriticos muito elaboradatemoser inervados por um numero
muito maior de neurbnios. O numero de entradas yarainico neurbnio reflete o grau de
convergéncia, enquanto o niumero de alvos por um dadrdnio representa sua divergéncia.

Os contatos sinapticos sobre dendritos (e, de nmoeioos frequente, sobre corpos
celulares neuronais) consistem em uma elaborag@&eiasdo aparelho secretorio encontrado
na maioria das células epiteliais polarizadas. Eenalg o terminal pré-sinaptico esta
imediatamente adjacente a especializacdo poés-wiaaga célula-alvo. Na maioria das
sinapses, ndo ha continuidade fisica entre essaertos pré e pds-sinapticos. Igualmente, os
componentes pré e poés-sinapticos comunicam-se geel@ecdo de moléculas a partir do
terminal pré-singptico, que se ligam a receptor@sespecializacdo poés-sinaptica. Estas
moléculas devem atravessar um intervalo de espdiacelular entre os elementos pré e pos-
sinapticos, chamado de fenda sinptica (ou sim@etmsinapse). A fenda sinaptica,
entretanto, ndo € somente um espaco vazio a seres$ado; ela € o sitio de proteinas
extracelulares que influenciam a difuséo, ligac@legradacdo das moléculas secretadas pelo
terminal pré-sinaptico.

Uma caracteristica notavel das sinapses é seu medamanho, apresentando uma
superficie de contato de Oun a 2um. Em contrapartida, sua abundancia € extrema: por
exemplo, 1 mrde substancia cinzenta do cértex contém 50 mitéméos, ensejando cada
um o nascimento de ordem de 6 mil sinapses. Ou wajdotal de 300 milhdes de sinapses
das quais se estima que 84% sejam do tipo 1 (qu& em contato com neurdnios e vasos
sanguineos) e 16% do tipo 2 (que entra em congaoas com neurdnios). Um calculo

comparavel para o conjunto do cortex humano restialO bilhdes de células e 60.000
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bilhbes de sinapses. Esses bilhnbes de contatosit@erna organizacdo de bilhdes de
microcircuitos dentro do espaco confinado do cérele fato, o nimero de entradas
sinapticas recebidas por cada célula do sistenv@s®humano varia de cerca de 1 a cerca de
100.000. Esse limite reflete o proposito fundamledts células nervosas, que é integrar
informac&o de outros neurdnios. O niumero de comit@apticos de diferentes neurbnios pré-
sinpticos sobre qualquer célula em particularogtapto, um importante determinante da

funcéo neuronal.

Figura A8 — Exemplos da rica variedade morfologies células nervosas encontradas no sistema nervoso
humano. Os desenhos sé@o as células nervosas viemdacieradas pela impregnacéo de sais de pra@o(a t
conhecida técnica de Golgi, método usado nos clissstudos de Golgi e Cajal). Asteriscos indicam @)
axbnio vai muito além do que o mostrado. Note dgamas células, como a célula bipolar da retina, tén
axbnio muito curto e que outras, como a célula aimécla retina, ndo tém axdnio. Os desenhos ndo &stos

na mesma escala.

(a) Celula bipolar (b) Celula amacrina (c) Celula ganglionar
da retina da retina da retina
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Fonte: Purves, 2010.
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A informacgéo conduzida pelas sinapses sobre ogitlendeuronais € integrada e “lida”
na origem do axénio, a porgéo da célula nervosacedjzada em transmitir sinais elétricos -
ver Fig. A9 (B). O axbnio € uma unica extensao rirpdo corpo celular do neurdnio, que
pode se estender desde poucas centenas de mia$metrmuito além, dependendo do tipo
de neurénio e do tamanho da espécie. Além disampnio possui um citoesqueleto distinto
cujos elementos sdo decisivos para sua integridddéas células nervosas do encéfalo
humano possuem axdnios com ndo mais do que poubiosetros de comprimento, e alguns
sequer possuem axonios.

Axonios relativamente curtos, no encéfalo, sdo waacteristica de neurbnios de
circuito local, ou interneurdnios. Os axonios dardeios de projegao, entretanto, estendem-
se para alvos distantes. Por exemplo, os axénies/go da medula espinhal humana até os
pés podem ter cerca de 1 m de comprimento. O evprédransporta sinais por tamanhas
distancias é uma onda de atividade elétrica agfenerativa chamada de potencial de acao,
gue se propaga do ponto de iniciacdo no corpoarglalcone de implantacdo) até o terminal
axonal, onde acontecem os terminais sinapticoxéAgdas-alvo dos neurbnios — sitios onde
0s axonios terminam, e as sinapses sao feitaduemaooutras células nervosas do encéfalo,
da medula espinhal e dos ganglios neurovegetathves, como células musculares e de
glandulas por todo o corpo.

Os processos quimicos e elétricos por meio dossquanformacdo codificada por
potenciais de acao é passada adiante dos contapsics para a célula seguinte constituem
a chamada transmissdo sinaptica. Terminais pr@igind (também denominadas
terminacdes sindpticas, terminais axénicos ou Botéeminais — ver Fig. A9 (C) — e suas
especializagbes poOs-sinapticas sdo geralmentessmaguimicas, o tipo de sinapse mais
abundante no sistema nervoso). Outro tipo, a sinagbétrica (facilitada pelas juncdes
comunicantes ja mencionadas), € muito mais raro.

As organelas secretdrias no terminal pré-sinaptes sinapses quimicas sao as
vesiculas sinapticas, estruturas esféricas querromboléculas de neurotransmissores. O
posicionamento das vesiculas sinapticas na membpransinaptica e sua fusédo, que inicia a
liberacdo de neurotransmissor, sao regulados parupo de proteinas localizadas dentro ou
associadas as vesiculas. Os neurotransmissoregllisepelas vesiculas singpticas modificam
as propriedades elétricas da célula-alvo por me#o ligacdo com receptores de

neurotransmissores, localizados principalmentespaaalizacédo pds-sinaptica.
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Figura A9 — Principais caracteristicas de neurdrgos microscopia Optica e microscopia eletrénica) (A
Diagrama de células nervosas e suas partes conmpenéB) Segmento inicial do axénio (azul) entram@o
bainha de mielina (bronze). (C) Botdes terminaiuljacarregados com vesiculas sindpticas (cabexzastds)
formando sinapses (setas) com um dendrito (purp() Secéo transversal de axénios (azul) embaohad
pelos processos dos oligodendrécitos (dourado)D@Rdritos apicais (purpura) de células piramidaidicais.

(F) Corpos de células nervosas (purpura) ocupadogandes nucleos redondos. (G) Porcdo de um @xoéni
mielinizado (azul) ilustrando os intervalos entegraentos adjacentes de mielina (dourado) referidoso
nodos de Ranvier (setas) (Purves, 2010).

(A) (B) Axonio (C) Terminais sinapticos

{ : Reticulo A - ‘
- Mitocondria endoplasméﬁcon r‘ ‘

N

Fonte: Purves, 2010.

A intrincada e coordenada atividade de neurotrassomnes, receptores, elementos do
citoesqueleto e moléculas de transducdo de sidaisasbase da comunicacdo das células
nervosas entre si e com as células efetoras enmulndseglandulas.
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A6. A Transmisséao Sinaptica

A palavra sinapse deriva do grego sendo a unidsyté (juntas) e haptein” (prender)
formado ‘synaptein”. Esta palavra é bem empregada ao denominar ung@quentre duas
células ou, mais especificamente, dois neurdnisma-se que haja entre 100-500 trilhdes de
sinapses nervosas no cérebro. Elas dividem-se emapsss elétricas e quimicas
(DRACHMAN, 2005). As elétricas ocorrem em neurdnios que possuem agraaas muito
préximas, a uma distancia de aproximadamente 3,6KAMNDEL et al., 2000). Devido a esta
proximidade, os canais ibnicos cruzam ambas as na@@b permitindo a difuséo de ions nos
dois sentidos. Assim sendo, ndo ha necessidadeazfia de neurotransmissores.

Nas sinapses quimicas, por outro lado, as céluaseppds-sinapticas estdo a uma
distancia de 20 a 50 nm (HORMUZB&i al., 2004) Para que haja uma comunicacao entre os
neurdnios, o pré-sinaptico, estimulado pela onddedpolarizacdo, abre os canais d&"Ga
aumento na concentracdo deste ion funciona conab gara que as vesiculas liberem os
neurotransmissores na fenda sinaptica, que, povexiase ligardo aos neuroreceptores da
célula pos-sinaptica, causando a abertura do a@mab e dando continuidade a transmissao
nervosa.

No equilibrio, a membrana plasmatica neuronal passuwotencial intramembrana que
fica dentro do intervalo de -90 a -40 mV (PURV&SI., 2010), nomeado como potencial de
repouso da membrana. Este potencial deve-se r@miiie de concentragcéo i6nica dos meios
extra e intracelulares, que é estabelecida por deiproteinas denominadas transportadores
ativos como, por exemplo, a bomba’¥d. A Tabela A2 lista a concentracdo ibnica dos
meios intra e extracelular (BEA®al., 2007).

Tabela A2 — Concentracao aproximada dos ions derfoa da membrana neuronal.

Proporcéao

lon [ ]extracelular (mM) [ ]intracelular (mM) fora : dentro Eion (a 37’C)
K* 5 100 1:20 -80 mv
Na" 150 15 10:1 62 mV
ce* 2 0,0002 10000:1 123 mV

Cl 150 13 115:1 -65 mV

Fonte: Bear, 2007.
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Os potenciais de cada ion, descritos na Tabela s&B, aqueles alcancados, a
temperatura corporal e para a membrana seletivemagimeavel a cada um deles. Na
realidade, a permeabilidade ibnica é determinatiagieertura de canais idnicos especificos.

Para uma melhor descricdo desse equilibrio elgmigoa da membrana, David
Goldman (PURVESt al., 2010) desenvolveu uma equacao para sistemascomaislexos
como células e meio extracelular a partir da equalgi Nernst e que esta apresentada a
seqguir:

P.[k*]+P. [Na"]+ P, [cI7]
P (K™ [+ P [Na [+ Py [CI7 ]

V =58log (AL)

sendoV a voltagem através da membran® @ permeabilidade da membrana a cada ion
especifico.

A compreensédo da equacao de Goldman facilita omnéimbento de como os neurénios
geram potenciais de repouso e de acao na medida@whemonstra como ocorre a difusao de
ions pela membrana. Segundo a equagédo, a difusddep@nde apenas das diferencas de
concentracdo ionica intra e extracelular, mas tamta permeabilidade de cada ion que é
variavel com o tempo.

O neurdnio sai do repouso quando principia o psIes transmissao de informagao.
Esta se inicia quando os dendritos de um neurdoi@sétados ou por um estimulo externo,
como por exemplo, luz, moléculas de odor, tempeatetc.; ou por neurotransmissores
advindos de uma célula pré-sinaptica, ocasionamdi@ despolarizacédo local da membrana
celular que causa a abertura de canais ibnicoadatsv por potencial. Sequencialmente, a
despolarizacdo da membrana continua ocorrendo comaoreacdo em cadeia até que chegue
a sinapse nervosa (local de comunicacao entreaihagas nervosas ou uma célula nervosa e
um midcito), onde a despolarizacdo faz com queatkeursmissores sejam liberados na fenda
sinptica. Este processo sequencial de despolavizdgédbicamada lipidica é denominado
potencial de acdo. Logo apés a despolarizacaoerduad de canais de potassio restabelece a
polarizacdo da membrana jogando ions potassiogareio extracelular, permitindo, assim,
gue um novo impulso nervoso possa ocorrer. A lf@@ade neurotransmissores na fenda
sinptica da continuidade a transmissdo do impud$swoso no proximo neurdnio. A Figura
A10 ilustra a propagacéo do potencial de ag&o rgolao axonio: a despolarizacao local da
membrana causada pela entrada de iofis\Wa&élula, seguida pela repolariza¢do ocasionada

pela saida de ions'K
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Figura A10 — Desenho esquemético mostrando a tias&mdo impulso nervoso ao longo do axdnio.

K

Fonte: http://www.passeiweb.com/na_ponta_ lingua/ske _aula/biologia/biologia_animal/sistemas_hursano
sistema_nervoso/sist_nervoso_impulso_nervoso atessa 10/06/1

As proteinas que funcionam como portdes, permitandatrada e saida de ions do meio
intracelular para o extracelular, sdo denominagasadais idnicos. Estas, ilustradas na Figura
All, podem ser ativadas: por voltagem, como osorespveis pela transmissdo do impulso
nervoso ao longo axonio; por deslocamento mecapimoalteracbes na temperatura; ou por

ligantes.
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Figura A1l — Tipos de canais ibnicos com “portdes”.

(A) Ativado por (B) Ativado por (C) Ativado por (D) Ativado por
Voltagem Ligante Ligante Pressdo
(extracelular) (intracelular)

+ o+

FECHADO
. ciTosoL
) 1
ABERTO ‘ ‘
X CITosoL

Fonte: Albertst al., 1994.

Os canais ionicos ativados por potencial sdo saletinte permeaveis a cada um dos
ions fisiologicos permitindo a passagem de apenadipo de ion. Ja canais ativados por
ligante ndo sdo necessariamente especificos oagleegermitir o transito de mais de um tipo
de ions. Estes ultimos s&o, normalmente, encorgrago sinapses nervosas que podem ser

denominadas de acordo com o tipo de ligante qua séius canais.

A7. Os Neurotransmissores e seus Receptores

O neurotransmissor € uma substancia quimica libepatbs neurdnios que permite a
transmissao de informacao a outras células (FERRE2R10). Para que um agente quimico
seja considerado um neurotransmissor, este dewer s#guns critérios, estabelecidos por
neurocientistas: a molécula deve ser sintetizaatmazenada no neurbnio pré-sinaptico; apos
estimulo ela deve ser liberada pelo axonio desterone® e, quando aplicada
experimentalmente, deve produzir uma resposta bamtel aguela ocasionada pela liberacao
do neurotransmissor pelo neurdnio pré-sinaptico.

Os neurotransmissores liberados na fenda singptickem se enquadrar em trés

categorias quimicas: aminoacidos, aminas e pepgtidBentre o0s transmissores mais
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importantes categorizados como aminas estéo a diopaanserotonina e a acetilcolina, sendo
esta Gltima uma das mediadoras da transmissdotism@pida em todas as juncdes
neuromusculares. As sinapses lentas de todo o Sénpser mediadas por qualquer uma
das classes mencionadas anteriormente. Diversos tip neurotransmissores, algumas de
suas formulas moleculares, nodus operandi de alguns deles e a sua atuagdo em casos
clinicos sdo apresentados na Fig. A12, Fig. Al@, &14 e Fig. A15 respectivamente.

Por outro lado, as sinapses rapidas no SNC saadesdpor aminoacidos, 0s quais sao:
o0 acido gama-aminobutirico (GABA), a glicina e aitginato. Este ultimo é utilizado em
aproximadamente 90% dos neur6nios excitatoriosbc&ige como seu heurotransmissor e,
consequentemente, mais da metade das sinapseafode ¢érebro sao do tipo glutamatérgicas
(SIEGEL, 2006; PURVES et al., 2010.).

Cada neurotransmissor possui um grupo de recepspexificos aos quais ele se liga.
Os neurorreceptores de glutamato (GluRs) estacioakdos a importantes fungdes neuronais
como, por exemplo: a modulacéo da plasticidadgpsoga(NAKAGAWA, 2010), que é uma
propriedade cerebral diretamente relacionada a mem& aprendizagem (DEBANN#Eal .,
2003). Estes receptores estao divididos em dais:tipetabotropicos (mGIuR) e ionotrépicos
(iGIuRs). Os iGluRs sao canais ibnicos ativadosligante e dividem-se em trés familias de
acordo com sua afinidade a trés toxinas naturaisem&ontradas no cérebro: N-metil-D-
aspartato (NMDA), cainato e acido a-amino-3-hidroxy-5-metil-4-isoxazolpropiénico
(AMPA). Na Fig. Al6 esta esquematizada uma singapatamatérgica na qual se pode
observar a presenca dos diversos tipos de recegitrmatérgicos dentre outras proteinas
importantes para a sinapse.

Devido a acdo do NMDA, cainato e AMPA assemelhasend do glutamato para cada
tipo de receptor, eles sao definidos como agongstasticos. De acordo com 0s conceitos da
farmacologia, compostos que se ligam a receptdsislofgicos e imitam os efeitos de
regulacdo de compostos enddgenos responsaveisipaiaacdo sdo denominados agonistas.
Existem também, os antagonistas, que se ligam aemos receptores, porém ndo causam o
efeito regulador e bloqueiam a ligacdo do agorestadgeno. Os agentes que sao apenas
parcialmente eficazes como 0s agonistas, nao ianubotsua concentracdo, denominam-se de
agonistas parciais e aqueles que estabilizam @t@cem sua conformacdo inativa sao
denominados agonistas inversos (BRUNT@&Nal., 2008). Um fato interessante € que o

cainato possui atividade tanto quando ligado apteces cainato quanto a receptores AMPA,
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mostrando-se no primeiro caso como agonista totab esegundo como agonista parcial
(DINGLEDINE et al., 1999).

Figura A12 — Diversos tipos de neurotransmissores.
Sistema Composto

Aminoacidérgico v-Aminobutirato
Aspartato
Glutamato
Glicina
Taurina

Colinérgico Acetilcolina
Histaminérgico Histamina

Monoaminérgico Adrenalina
Dopamina
MNoraadrenalina
Serotonina
Triptamina

Peptidérgico Angiotensina
Familia da bombesina (2 membros)
Bradicinina
Peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
Carnosina
*Ceruleina
Familia da colecistoquinina (5 membros)
Corticotropina
Horménic liberador de corticotropina (CRF)
Familia da dinerfina (5 membros)
*Eledoisina
Familia da endorfina (2)
Familia da encefalina (2)
Familia da gastrina(2 membros)
Horménio liberador do horménio luteinizante (LHRH])
Melatonina
Motilina
Neuroquininas (2 péptidos)
Familia da neuromedina (4 membros)
Neuropeptideo K
Neuropeptideo Y
Neurotensina
Ocitocina
Peptideo histidina isoleucina (PHI)
*Fisalemina
Péptidos de indugido do sono (4 péptidos)
Somatostatina
Substancia K
Substiancia P
Horménio liberador do horménio da tiredide (TRH)
Peptideo intestinal vasoativo (VIP)
Vasopressina

Purinérgico Adenosina

ADP

AMP

ATP
Neurotransmissores gasosos Monéxido de carbono

Oxido nitrico

*encontrado principalmente em vertebrados inferiores.

Fonte: adaptado da internet.
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Figura A13 — Formulas moleculares de alguns neameinissores.

PEQUENAS MOLECULAS NEUROTRANSMISSORAS

Fonte: adaptado da internet.
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Figura A14 — Esquema doodus operandi dos tipos de neurotransmissores.

Noradrenalina Serotonina Dopamina Acetilcolina

- -
Dificuldade de atengio Abrandamezéto axial Boca seca espontaneamente
Relaxamento sem estimulo id;l:ioto.nla avoz ouBZD
Astenia c edoma d . Imp. e Coli.
Desejo por alimento salgado ONSUMOo de quetljo

; Diminuicdo do apetite
Consumo de alimento salgado

/ Veg. ¢ Emb. Emocional

: . A J Néusea
Hiperfagia anc p Sensibilidade ao quente/frio
Consumo de café Incontinéncias das emogdes Falta de afeto, expressividade. Disri q
Consumo de tabaco HUH_lOT explosivo ) Falta de afeto, receptividade. D}Sun?
Calafrios Sentimento explosivo Monotonia afetiva observada C1an$1a )
Veoetali Ideias suicidas Indiferenca afetiva -ONSHIpacao
egetatvo Inibicdo ansiosa Anedonia sensorial Transpiracio
Olhos tensos

Hiperestesia afetiva
Agitacdo ansiosa

Instabilidade emocional

Irritabilidade sentida e obs.

Indecisao
Insénia
Pesadelos

Veg. e Imp.

Despertar noturno

Aumento da ansiedade

Desejo por alimento adocicado

Sentimento afetivo monotono
Falta de prazer antecipatério
Bocejos

Hipersonia diurna
Alucinacdes

Tristeza dolorosa
Algia difusa
Caibras musculares

Embotamento Emocional

Colinérgico

Consumo de alimento

adocicado

Impulsividade

Fonte: adaptado da internet.

Figura A15 — A atuacdo de neurotransmissores eosadisicos.

Substancia

Local da Liberagao

Efeito

Exemplo Clinico

Acetilcolina (ACh)

Sinapse do SNC, sinapse do
SNA, e jungies
neuromusculares

Excitatario ou inibitario

Doenga de Alzheimer (um tipo de deméncia
senil) esta associada com uma diminuig&o
na secrecdo de acetilcolina pelos neurdnios.
Miastenia gravis (fragueza dos musculos
esqueléticos) resulta de uma reducdo nos
receptores de acetilcolina.

Norepinefrina (NE)

Selecionadas sinapses do SNC
e algumas sinapses do SNA

Excitatario

Cocaina e anfetaminas aumentam a liberagao e
blogueiam a recaptagdo de noradrenalina,
resultando em superestimulacéo de
neurdnios pas-sinapticos.

Serotonina

Sinapses do SNC

Geralmente inibitdrio

Ela esta envolvida com o humor, ansiedade, e
induc&o de sono. Os niveis de serotonina
sdo elevados na esquizofrenia (delirios,
alucinacdes, e retirada). Drogas que
blogueiam os transportadores da serotonina,
tais como Prozac, sdo utilizados para tratar
a depressdo e a ansiedade.

Dompamina

Selecionadas sinapses do SNC
e algumas sinapses do SNA

Excitatario ou inibitério

Doenca de Parkinson (depresséo do controle
motor voluntario) resulta da destruicédo de
neurdnios secretores de dopamina.

Acido y-aminobutirico
(GABA)

Sinapses do SNC

Inibitario

Drogas que aumentam a func&o do GABA tém
sido utilizadas para tratar a epilepsia
(descarga excessiva dos neurdnios).

Glicina

Sinapses do SNC

Inibitario

Receptores de glicina s8o inibidos pela toxina
estricnina. A estricnina aumenta a excitabili-
dade dos neurdnios determinados por
bloguear a sua inibicdo. O envenenamento
por estricnina resulta em contragfes
musculares potentes e convulsdes.

Endorfinas

Vias descendentes
da dor

Fonte: adaptado da internet.
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Inibitario

Os opiaceos morfina e heroina se ligam aos
receptores de endorfina nos neurdnios pre-
sinapticos e reduzem a dor blogueando a
liberag&o do neurotransmissor.
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Quanto a localizacdo dos iGluRs, estudos de difesedinhas mostram uma

predominancia na presenca pos-sinaptica de reespgitmMDA e AMPA que S80 Co-expressos
na maioria das sinapses excitatorias, porém, eanglterminais, apenas receptores NMDA
estdo presentes e nestes casos, eles exigem upmdadeacdo da membrana para que ocorra
a ativacdo. Ja com relagdo aos receptores caegsit@os mostram sua maior localizacdo em
terminais pré-sinapticos (BRAUNER-OSBORNEal., 2000). O esquema de uma sinapse
glutamatérgica é mostrado na Figura A16, onde de pbservar os varios tipos de receptores

de glutamato e sua respectiva localizacdo na snaega na célula pré ou pos-sinaptica ou

seja em células gliais. Uma ocorréncia intriganteegpeito dos receptores NMDA foi

revelada por estudos biofisicos. O caso Unico eenagorre a co-ativacdo das subunidades

NR1 e NR2, simultaneamente por glutamato e glicéspectivamente (MAYER, 2006).

Figura A16 — Desenho esquematico de uma fendatmiagputamatérgica: moléculas de glutamato difumde
pela fenda sinaptica onde algumas se ligardo &&®dies receptores de glutamato.

Glia

Glutamina
2 Sintetease
-

.,', Receptor AMPA
W Receptor Cainato
‘ii' Receptor HMDA

egecCcHe®

Glutamato
Terminal

Glutamato
Glicina
Glutamina
HBOX
Aniracetam
Ciclotiazida

#0000

Glia

Glutamina
Sinteteaze t
L]

2. 3-henzodiazepina
finco

Magnésio

Selfotel

MRZ 21576
Spermina

WWeBio

mGIuR4/718

MPEP

lrenprodil {2B)
Poliaminas
Memantina

Absorcao Glial

GLAST
GLT'

Fonte: adaptado de Oliveira, Pereira, 2009.
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Esses receptores sdo proteinas de membrana quenaosa, formam um canal.
Ressalta-se que toda proteina € um sequenciamentmahoacidos unidos por ligacdes
peptidicas, e estes residuos de aminoacidos saweesmlos partindo do N-terminal até o C-
terminal. Similaridades na sequéncia envolvendadas subunidades conhecidas sugerem
uma semelhanca nas suas arquiteturas. As subusitfaldé&ks s&o estruturas modulares que
possuem quatro dominios semi-independentes: dondmmo-terminal (DAT) que se
encontra no meio extracelular; dominio de interag@digante (DIL), também extracelular;
dominio transmembranar (DTM) e o dominio carboriieal intracelular (DCT)
(TRAYNELIS et al., 2010).

Cada GIuR é composto por quatro subunidades iguaitdo, pertencentes a mesma
familia. Seis subunidades conhecidas pertencemméidados receptores do tipo NMDA
(NR1, NR2A-D e NR3A), para AMPA, foram caracteriaadjuatro subunidades (GIuR1-4) e
receptores cainato podem ser construidos por tipos de subunidades (GIuR5-7, KAl e
KA2). Existem, ainda, duas subunidades que ndo éempos receptores dos tipos NMDA,
AMPA e cainato, por isso sdo denominadas Gifdss2 (MAYER, 2005; MAYER, 2006).

Um estudo realizado, evidenciou que esses recept@reformados por um dimero de
dimeros e, recentemente, a determinacdo de umdueatcristalografica da estrutura de um
receptor AMPA homo-tetramérico completo com o DAII. e DTM, depositado no banco
de dados com PDB de nome 3KG2 (SOBOLEVSkYal., 2009), comprovou os resultados
anteriores revelando uma simetria @ara os dominios extracelulares DAT e DIL e uma
simetria G para DTM (STAWSKIet al., 2010), como ilustra a Figura A17.
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Figura A17 —Estrutura e organizacdo dos dominios dos recepdergiitamato.

DAT

DIL

Fonte: Sobolevskegt al., 2009.
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quimica tedrica baseia-se na aplicacdo da fisda matematica na explicagéo e

predicdo de fenbmenos quimicos e propriedadessigiquimicas dos sistemas de

interesse, enquanto que a quimica computacionah@lieacdo desses modelos
fisicos e matematicos por meio sleftwarespara obtencdo de dados a respeito de um sistema.
Deve-se ressaltar que existe certa sinergia enttesenvolvimento das teorias, modelos e
softwaresque as usam e o0 desenvolvimento dwsdwares A grande evolugdo dos
computadores nas ultimas décadas, foi acompanteda@scimento e desenvolvimento de
programas de calculo aplicaveis a sistemas quineiéssteorias por eles empregadas.

Os modelos implementados nos programas computégiseguem formalismos que se
diferenciam quanto ao seu rigor tedérico e influangidiretamente, no custo computacional.
Quanto maior o rigor, maior o custo computaciomxntre as principais abordagens da
quimica computacional pode-se citar: métodos @déasssemi-empiricogb initio, e métodos

de Hamiltoniano efetivo (ressaltando-se o DFT).

B1. Dindmica Molecular Classica

A implementacdo de simulagcbes numeéricas de sistdis@®s usando mecéanica
guantica necessarigara o estudo de sistemas atdbmicos e molecuédigg usualmente
um alto pre¢ocomputacional, sendo viavepena para sistemas com no maximo alguns
milhares deatomos (na abordagem semi-empiricaPara estrutuas maiores, métodos
classicos que ndo exigem o calculo de funcdes dm @ietrbnicas sdo adotados. A
dindmica molecular classica (Classiddblecular Dynamics - CMD) é um método de
aproximacao onde s&o levadas em contastinente as coordenadas nucleares, e onde as
interacbes entre os atomos sdo representadas pwosade forca que definem uma
energia potencial para cada configuracdo do siseamastudo.

Os campos de forca sdo compostos por termos harasOpiara representar ligagdes
covalentes, e termos de Van der Waals, Coulomb eséMpara ligagdes nao-covalent&s
parametrizacdo desses termos € feita de modo taraggsa dados experimentais e/ou tedricos
obtidos a partir de simulacfes de primeiros priosipQuando sistemas com até milhdes de
atomos precisam ser descritos sem a necessidadetdhamento da estrutura eletrénica
ou quando se deseja fazer uma simulacao dinamitande duracéo, a dinamica molecular
classica é de grande utilidade.

Neste formalismo, modelar uma molécula de profeimaada por centenas ou milhares
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de &omos é perfeitamente possivel. Elementos estat$si& termodinamicos podem ser
inseridos facilmente na metodologia, como a ddimigde temperatura e pressao. As
propriedades macroscopicas do sistema em estudenpedr obtidas a partir da andlise do
movimento das particulas, consequentemente, da evolucdo waipdas configuracdes
microscoépicas. Particulas interagentes, dadas rdigé@s iniciais, movimentam-se sob a
acdo dos campos de forca j& mencionados. Conhegersiltbes e velocidades de todas as
particulas em um dado instantg pode-se computar a for¢ca resultante sobre cada
particula devido as interagcbes com as demais e entdo detrposicdes e velocidades em
um instante posterior,t, + Jt, por meiodas equagcdes newtonianas de movimento. As
novas posicoes sado utilizadas para o célculo dasnforcas e dai posicoes velocidades
em t, + 20t. Este procedimento é repetido sucessivamente, nepratb a trajetoria do
sistema

A quantidade de particulas suportadas nas simudad@alindmica molecular depende
principalmente da capacidade computacional dismdniwmas deve, sobretudo, ser
representativa do sistema macroscopico real. O detopd de simulacdo depende dos
processos dinamicos investigados, sendo possivetndar diferentes velocidades de
convergéncia para diferentes propriedades de s#ere

A seguir, é descritaa obtencdo da equacdo que governa o método de idmnam
molecular quantica para um sistema formado por aauillicleos e elétronsendo esta

originada da equacéao de Schrdodinger dependententmot
2 gew(R, %)+ (X x 0 (X %) = in2 w(X, 1) (B.1)

gue fornece as probabilidades de encontrar a pkrteam qualquer posicdo no espacgo no

instantet. z//(aj(,t) € a funcdo de onda, que contém toda a informaghre 0 estado

guantico do sistema e depende das coordenadasagspmadespin dos nucleo;{f() e dos

elétrons(x), e do tempa.
Quando os potenciais ndo sédo explicitamente dep&xl@lo tempo, a equacdo de
Schrodinger pode ser separada em uma parte espauidia parte dependente do tempo.

Assim, a funcao de onda é escrita como:
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w(X,x.t)= (X, %)t () (B.2)
e a parte independente do tempo da equacao de dolgey toma a forma:

- by (%, %)+ v (X, ) (%, %)+ Eg(X, %) (B.3)

2m

em quek é a autoenergia do autoestatzib?,i).
Para um sistema formado por elétrons e nucleosguacéo de Schrodinger

independente do tempo pode ser escrita de formpaian
Hy(X, %)= Eg(X, X) (B.4)

sendo H o operador Hamiltoniano né&o relativistico.

Grande parte do custo computacional de um calcaldidéamica quantica decorre da
determinacdo ou aproximacao dﬁ(XX) A funcdo de onda dos elétrons pode ser

desacoplada da funcdo de onda dos nucleos, deoacord a aproximacdo de Born-
Oppenheimer. Os erros associados a esta aproxirmagageralmente muito pequenos.

Na aproximacao Born-Oppenheimer a funcédo de ondaistema € separada em sua
parte nuclear e sua parte eletrénidafuncdo de onda dos elétrons é calculada para uma
configuracédo fixa de coordenadas nucleares. Ogosiglor sua vez, movem-se pela acao da
forca resultante das interagfes internuclearesentieracdes eletrénicasAssim, € possivel
simplificar o problema dos graus de liberdade @fetos eliminando termos exclusivamente

nucleares, definindo um Hamiltoniano puramente@gto e outro nuclear,
H.¢(r,R) = E(R)¢r, R) (B.5)
H @(r,R)=E(R)®(r,R) (B.6)

H. € o Hamiltoniano eletronico obtido considerande @s nucleos estdo imoveis nas

posicOes definidas pelo vet® er é o conjunto de coordenadas espaciais eletrofosas

spins tanto dos nucleos como dos elétrons poderpreeisoriamente ignoradosH,, € o
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Hamiltoniano nuclear ep(r, R) e ®(r, R) sdo as funcdes de onda eletronica e nuclear,
respectivamente. BJ é uma autoenergia do sistema, definida a parmis gosicbes
nucleares. Pode-se representar geometricamefe of uma hipersuperficie no espaco de
coordenadas R, denominada de hipersuperficie dgiarmmtencial.

A eq. B.5, aliada as restricbes do principio de e&dude Pauli (a anti-simetria da
funcdo de onda eletrénic@ermite calcular uma superficie de energia poé¢mgrada pela
presenca dos elétrons parada posicdo dos nucleogsta energia potencial e a repulsédo
eletrostatica entre os nucleos compdem a enerdgengial total do sistema. A resolucao
desta equacdo exige o uso de ferramentas de cAbbel@rimeiros principiosab initio),
caracteristico dos métodos de dinAmica moleculantiga

A eg. B.6 trata explicitamente a componente asdadeaenergia cinética dos nucleos
bem comaa repulsacentre os nucleod\ interacdo entre elétrons entre nucleos e elétrgns
pode ser obtida da superficie de energia potedoslelétronseq. B.5. O potencial gerado
pelos elétrons e a repulsdo nuclear sdo constaasta equacgdo, 0 que permite o calculo
das forcas que agem sobre cada nudsosuperficies de energia potencial podem também
ser usadas para encontrar as trajetérias dos sUeleointervalos de tempo pequenos, nos
quais as posi¢cdes dos ndcleos variam pouco.

Para a dindmica molecular classica considera-seapmximacdo na qual a superficie
de energia potencial R) é ajustada através de um campo de f¥(&, ficando assim a eq.

B.6 escrita na forma newtoniana:

d2R
dt?

-0V(R)=M. B

, . ) o d2R , -
ondeM é uma matriz com a informacéo sobre as massaeanesleﬁ € a aceleracao

nuclear. O propésito da MD é justamente solucianan. B.7 para um dado sistema

Um campo de forca tipico possui o aspecto gerab gt seguinte equacao

v(R)=;Db[1—exp(— a(b - b, )’ +;Hg(0—00)2 +

D .H ¢[1+ scodng)] + Z H, X%+ Zb:; F.. (b—b, )bb', )+ (B.8)
e L 1Y
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Os primeiros quatro termos sdo soméaticos que eefled energia necesséria para: (i)
aterar comprimentos de ligacaw)( (i) deformar os angulos de ligaca® E€m relagédo aos
seus valores de referénc(di) girar os angulos de tor¢cée)(deslocando atomos em torno do
eixo de ligacdo que determina esses anguled deslocar atomos para fora do plano
formado por suas ligag6es quimicas com seus vigiflo Os cinco termos seguintes sdo
termos cruzados de interacéo entre quatro tip@®delenadas internas. Finalmente, o termo
final descreve as interacfes ndo-ligantes como sona de termos de atracao e repulsao de

Lennard-Jones e termos de interagdo Coulombianguas dependem da distandRj

entre pares de nucleos

B2. Métodos Semi-empiricos

Métodos semi-empiricos foram extremamente impatano inicio da quimica
computacional devido as limitacdes impostas pasiwares sdo ainda muito utilizados
atualmente. Estes métodos sdo uma combinacao dmiteeguantica (métodad initio, ou
seja, Hartree-FocR, parametros empiricos e restricdes matematicasnaticas. Essas
restricoes nem sempre sao bem fundamentadas teent® porem sdo compensadas por
parametros ajustaveis que aparecem no formalismmétodo. Esses métodos, devido a
simplificacdo da metodologia mais compleiartree-Fock sdo computacionalmente mais
baratos e hoje sdo empregados a sistemas com asndenmilhares de atomos dando
resultados melhores que os obtidos por mecéanicacuiak.

Porém, algumas deficiéncias sdo encontradas nesdeslos, oriundas das limitacdes
inerentes ao problema de otimizacdo de parametrdaseaproximacdes incorporadas no
formalismo da metodologia. De modo geral, métodasi€mpiricos tém a tendéncia de
apresentar alguns erros pouco sistémicos, em gantida aos erros sistematicos e
previsiveis que tendem a aparecer partindo de mgtad initio. Com um custo
computacional relativamente baixo, ha um grandienesh relacionado ao desenvolvimento
de novos métodos e formalismos semi-empiricos gpeesentem mais corretamente as
propriedades moleculares, preservando, simultangame baixo custo computacional
(LASCHUK, 2005).

Numa abordagem visando combinar termodinamica, ticenégquimica, mecanica
quantica e a teoria da ligacdo de elétrons de g@éMichael Polanyi e Henry Eyring

(1931), introduzem pela primeira vez a metodologenfi-empirica” em quimica teorica
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abordagem de Eyring e Polanyi mesclava teoria aesnltados experimentajdaio nome
“semi-empirico”) para construir as hipersuperfic@és energia potencial para sistemas
moleculares, mostrando que € possivel obter comieetd sobre os mecanismos de reacdes
adiabaticas e a dinamica de rea¢des quimicassinela descricdo de estados de transicdo e
de complexos ativados. Esta aproximacgdo despeotttuovérsias com os defensores do uso
de calculosab initio, os quais julgavam ser o método semi-empirico fatiz“cancelamento

de erros”, por ndo levar em conta “termos de ingymia consideravelEsta postura dosab
initios” frente aos “semi-empiricos” foi acirrada aindaisnguando James e Coolidge (1933)
(COOLIDGE, JAMES, 1934) publicaram um célcwdb initio onde obtiveram a energia de
ligacdo da molécula de Hcom 98% de exatidado, célculo este que demorounmpara ser
realisado. De forma ponderada, Hirschfeldetefendia o método semi-empirjco
identificando ter este um caratt hoc Este caratead hocenvolve um risco, uma vez que
pode ser perfeitamente possivel forgana concordanciantre um modelo semi-empirico e
experimento, mesmo que o modelo seja baseado entean@errada. Hirschfelder (1941)
apresentou o céalculo de pelo menos cem energiasvad€ao para varias reacoes utilizando o
meétodo semi-empiricanostrando que apenas @figuns casos os valores ndo concordavam
com o experimento.

O método semi-empirico propiciou uma ferramenta tddbalho Util para obter
intuicbes sobre como os processos fisicos e quémicarrem, e para motivar o surgimento
de novas técnicas e experimenfmsa estudar a combinacdo temporaria de atomos no
chamado estado de transicdo. Viabilizou a constralgh mapas visuais de superficies de
energia potencial e a linguagem dos pocos de patendarreira de ativacdo. Em contraste
com o sucesso dos métodos semi-empiricos, calddogrimeiros principios de dinamica
guantica permanecem computacionalmente proibitipogticamente impossiveis de serem
realizados para muitas reacdes quimicas de ineepedsco.

Uma das principais vantagens inerentes ao métadbesapirico € a possibilidade do
tratamento de trabalhos publicados descrevendotagbmoleculares, energias totais,
mecanismos de reacdes enzimaticas, propriedadestestopicas de proteinas, estruturas de
proteinas, entre outras (NAKAJIMAL al, 2003; NIKITINA et al, 2004; TITMUSSet al,
2002). O desenvolvimento de métodos semi-empiricasia vez mais exatos para 0
tratamento de biomoléculas e sistemas condensados,adquirindo um novo e Vvigoroso
impulso motivador.

A exatiddo e o poder preditivo de métodos semi-sogs sdo determinados

Apéndice B 136



Fundamentos Teoéricos

principalmente por trés fatore€l) os dados de propriedades que compdem o conjunto de
referéncia(2) a qualidade da sua parametrizacdo e (3) austjde aproximagdes que séo
usadas. Se 0s erros associados a estes trés fdoreiminadgstem-se entdo um método
com alto poder preditivo.

Dessa forma, estes trés fatores constituem etapagrtantes na elaboracdo de um
método semi-empirico de alta qualidade. A paramegtéo consiste em uma otimizagcdo nao

linear de uma funcéo resposkesp parametricamente definida num espaco de centémas

calc

dimensdes que € calculada a partir dos desviogedndtados previstog]", com os de
referénciag™, geralmente experimentais.
I:resp = z (qiCaIC - qiref )2 \Niz (Bg)

Para a parametrizacdo ser bem sucedida, um gramjiento de dados é necessario
Tanto uma ampla faixa de moléculas quanto proptliesiaobtidas com precisdo sao
essenciais. E em relacdo a qualidade do métodsperado @ncontrar um minimo global
aceitavel na hipersuperficie de parametros que dagdo quimico, e esta superficie pode
atingir dezenas de dimensoes

Dentre as aproximacdes semi-empiricas mais uspdaem ser citadas: CNDO (em
inglés Complet Neglect of Differential Overlausa parametrizacaab initio), ZINDO/S
(Zerner-Intermediate Neglect of Differential Over@pectroscopy parametrizacdo para
obtencdo do espectro de excitacdo Optieparametrizacdo do INDOn{ermediate Neglect
of Differential Overlap parametrizacaab initio), NDDO (Neglect of Diatomic Differential
Overlap parametrizacdab initio), que sdo métodos baseados na aproximacido Zee (
Differential Overlap Approximation AM1 (Austin  Method One parametrizagao
experimental) e PM3arametric Method 3parametrizacdo experimental).

B3. Métodosab initio

Métodosab initio (do latin “desde o comec¢o”) buscam resolver dinetate a equacao
de onda desenvolvida por Schrédinger sem uso daunedado experimental, excetuando-se

algumas constantes da fisica. Na pratica, exclugedos atomos de hidrogénio e hélio, essa
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equacdo é insolavel para todos os sistemas. Asdignmas restricbes matematicas séo
aplicadas para se obter a solucao do problema.

B.3.1 O Hamiltoniano geral

Sistemas em nivel atbmico e molecular séo regiéss principios e leis da mecanica
guantica, tendo a equacao de Schrodinger como darfivental. Como sistemas com mais
elétrons que atomos hidrogendides ou o atomo de héb apresentam solucdo analitica
exata, métodos aproximados e solugbes numéricaassdaidas inevitaveis para resolver os
problemas mais complexos, e o fazem, em geral,ateima satisfatéria.

Dado o Hamiltoniano para sistemas multieletroni@gquacédo de Schrddinger nao-

relativistica dependente do tempo sera:
McAd (A AV Y (8.10)

onde, de forma a simplificar a notacdo, define-se gs coordenadas de spin da i-ésima

particula estdo inseridas no conjunto de coordanadanotada por W({r};t)=

W(F,,F,,....Fy;t). Um Hamiltoniano adequado para sistemas multiel&tos e multinucleares

pode ser escrito no sistema de unidades atomicaguez =m, =e= Any/ =1, da seguinte

€o

forma:

onde usamos as letras mindsculas para variavais/es aos elétrons e as maiusculas, para 0s
ndcleos atémicos. De forma a buscar correlacfasdrieas descritas satisfatoriamente, as
interacdes coulombianas elétron-elétron sdo osotemhe muitos corpos em que reside boa
parte das aproximacdes hoje utilizadas. Para utensis atdbmico, podemos separar esse

hamiltoniano em duas partes: uma, levando em cerssjédo a parte eletrbnica e a outra, a
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nuclear. Se levarmos em conta que a massa do nélahemto maior que a do elétron, entdo o
anico termo suficientemente pequeno da Eq. B.1a Mar— 1, e que pode ser considerado

como uma perturbacao, € o termo de energia ciné{gsam:

N

H=H_ +V, (B.12)
onde,

H,, =T.+V, +V, B.13)

A interpretacdo fisica dessa aproximacdo, conhecaao Aproximacao de Born-
Oppenheimer, é de que ao menor movimento nuclearelétrons instantaneamente se
rearranjam de forma a recuperar a estrutura eleer@para a nova configuracao nuclear. Por
outro lado, as variacdes sentidas pelos nucleosl@ev movimento eletrdnico podem ser
negligenciadas, de modo que podemos considerarUokos “fixos” e desacoplar o
movimento eletrénico do nuclear. Dessa forma, wessé a equacdo de Schrédinger para o
hamiltoniano eletrénico, dada uma configuracaoearcle se obtém um potencial efetivo, que
seria utilizado no célculo do movimento nuclearpdmeira iterativa.

Em geral, sistemas quanticos ordinarios se api®erim estados estacionarios, de
forma que a funcdo de onda pode ser separada em miutes, uma dependente das

coordenadas; e a outra, do tempo:

De acordo com o principio variacional, a energissidtema ¢ um minimo variacional

para a classe de fungﬁm escolhida, assink = E[w] gue € o limite superior para a energia

exata. Assim, para qualquer estado dinamico, dfdé a energia do estado fundamental

teremos:
Eld=E, (B.14)

em gue a energia do sistema sera dada pelo valerag® do Hamiltoniano,
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E[qa]z<|4>=<l<Pq|JHTl|:;> (B.15)

e que o principio variacional leva a equacao devaildr, que € a equacao de Schrodinger

independente do tempo dada na notacéo de Dirac
H|W) = E|w) (B.16)

Dada a impossibilidade de se resolver analiticaementde forma exata sistemas
multieletronicos, e.g. moleculares, recorre-se t@memente a aproximacdes. A primeira
aproximacéo geralmente usada para resolver a emdac&chrodinger baseia-se na ideia de
gue a densidade eletrbnica espacial dos atomosité bmixa, ou seja, o raio atbmico é
compreendido em sua maior parte por regides semagéo eletrénica, de forma que esse
fato € utilizado para justificar a aproximacdo @siderar as particulas independentemente.
Essa aproximacdo prevé que a funcdo de onda donsisie N elétrons pode ser descrita
como um produto de N funcbes de um elétron, coiastsude forma que o principio de
exclusdo de Pauli seja satisfeito, o que ocorra pehstrucdo de uma funcdo de onda

totalmente anti-simétrica nas coordenadas ele@énigr,,...,l,, devido ao spin. Essas

aproximacdes podem ser classificadas, basicamanteAo-interagentes (Hartree) e Hartree-
Fock, que se diferenciam pelo fato de a segunda Baw consideragao explicitamente termos
da interacdo coulombiana elétron-elétron na eneegiguanto que o primeiro faz a corregéo a
partir de um potencial efetivo.

B.3.3 Hartree-Fock

Na aproximacao de Hartree-Fock, a funcdo de ontssiamétrica € escrita como um
determinante formado por funcbes de estado de wrigcyla, e.g. orbital molecular e spin
(chamada aqui de spin-orbital molecular), que miréma energia total para o hamiltoniano
(Eg. B.11), usando o método variacional. A principansideracao feita para o método de
Hartree-Fock restrito se deve ao fato de que o rmme elétrons é par e a camada orbital
molecular é “fechada”. Nos casos em que nao héagée spin-orbita, o determinante funcéo

de ondab pode ser escrito como o determinante de Slater:
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@(rllal) @(rz’az) ¢I(rN’0-N)

) (az(rl’al) (az(rz’az) (az(rN’UN)
: : .. : (B.17)

1
L

a(0) alna) - aloy)

em queqq(rj,aj) sdo fungbes dos orbitais dependente de spin, cade particula é um

produto da funcéo da posigépi"(rj) e da funcéo da variavel de s;ﬁ;{aj).
alj)t
fi(g'j):{ (J; (B.18)
Dado o operador anti-simetrizad@ra funcéo de ond& pode ser escrita como:

o = (N2 Al ). )} (B.19)

~ 1 -
A—WZP:APP (B.20)

onde o indice inferior se refere ao estado elettdaio superior a particula em questéc o
operador permutagao &, =(—1)£P, com &2 o numero de permutacdes & A energia do

sistema é dada por:

E

(H)=[o Hodr = E[o]

onde o operador hamiltoniano é dado pela Eq. BAX&juacédo acima resulta em:

E=2)h+ Z(zJij -K,) (B.21)
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ondeh; é a parte do hamiltoniano eletrénico relativo argia cinética e a interagéo elétron-

nucleo. Os termo§; e Kj séo termos de muitos corpos relacionados coneeaig#o elétron-
elétron e sdo dados por:

* *U * *U 1 U

J; =”¢(”¢] @'y Wdﬁﬂ (B.22)
* *U * *U 1 U

K; =”qq”qoi v 'y r7dz9“ (B.23)

em queg’ representa a funcé@o de spin-orbital molecular pagatado eletrdniciodo elétron

u. A Eq. B.22 representa a interacdo coulombianee exst densidade}§sg|2 e ‘wj‘z, enquanto

que o termdK; ndo possui analogo classico, e é conhecido com@iande troca, devido ao

desacordo entre os estados eletrénicos da mesmieufzgrou seja, temos o produw’ﬁ s

Podemos definir um operador de Coulorﬁp,e um operador de Troctf,i, dados por:

N :U%dﬂ“ @ (B.24)
K gt :( | W:JTZ’Udﬂ“ @ (B.25)

onde

3, = [¢* g dom
K, = [@“Klgdo

Se definirmos o operador de interacéo eletronitzd ®eo operador de Fodk por:

A

F=h+G
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teremos que a equacao a ser resolvida passa a ser:

Fa=29¢, (B.26)
J

ou em notacgao matricial:
Fo=ge (B.27)

Nota-se que a equagdo acima deve ser resolvidaadeira auto-consistente, uma vez
gue o operador de Fock definido em termos dos dpeza de Coulomb e de Troca (Egs.
B.22 e B.23) depende da propria funcdo de ondasquesta buscando saber. A Eqg. B.27,
também mostra que o problema de N elétrons sefdramsu em N problemas de um elétron.
Embora tenha sido descrito apenas para o métodtadese-Fock restrito, pode-se ter uma
ideia de como o0 método se desenvolve para os ca@sseestritos, que é uma generalizacao
do primeiro. A principal consideracéo feita no cesstrito, foi devido ao fato de o nimero de
elétrons ser par e a camada orbital molecularfeehada”, assim a permutacéo de linhas ou
colunas no determinante de Slater consideradoEHE®) gera o mesmo resultado. No caso
nao-restrito deve-se buscar uma formulagdo em alesae de funcbes de ontigé formada
por monodeterminantes sem que haja qualquer relegfie as partes espaciais dos spin-
orbitais e as funcbes de spire 3, de forma que permutacdes nas linhas ou coluresesle
determinantes levem a diferentes resultados. Gipehproblema das aproximac¢des do tipo
Hartree-Fock é devido a consideracao inicial de guelétrons sdo ndo-interagentes dada
pela independéancia das fungdes de estado spiraisridi¢é cada elemento. Dessa forma, em
principio, a energia de Hartree-Focknf) diferencia-se da energia exatBexiy), pela

auséncia da correlacéo eletroniBay ), assim:

Eexata= EnrF + Ecorr
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B4. Teoria do Funcional da Densidade

A teoria do funcional da densidadBefsity Functional Theory DFT) é o método
mais amplamente utilizado para o estudo da est&rutletronica de solidos e moléculas.
Muitos problemas abordados usando métodbsinitio pés-Hartree-Fock podem ser
resolvidos utilizando-se DFT com custo computadiom@nor e muitas vezes com acuracia
similar. De fato, sistemas com até centenas deas@ondem ser estudados e comparados
com dados experimentais a um custo computacioregl @gumas vezes, corresponde a uma
fracdo daquele obtido utilizando-se métodos tradais de incorporacdo da correlacdo
eletrGnica como, por exemplo, teoria de perturbag@mipled cluster O desenvolvimento de
funcionais de troca e correlacdo mais precisos alderitmos eficientes de integracéo
numerica impulsionam mais ainda a adocao de sifbeddgFT.

O uso da densidade eletronigdr), como variavel basica na descricdo de um sistema
eletrbnico remonta ao inicio do século XX, quandade (1900) aplicou a teoria dos gases
a um metal, considerando este como um gas homogiénelétrons, para desenvolver a sua
teoria sob conducdo térmica e elétricdesde entdo, varios modelos (Drude, Drude-
Sommerfeld, Thomas-Fermi, Thomas-Fermi-Dirac) forgnopostos e aperfeicoado®
modelo de Thomas-Fermi utiliza-se @gumentos estatisticos para aproximar a distribuicéo
de um gas de elétrons e desenvolver o funcidaaknergia do sistema usando a densidade
eletrbnica Esse modelo foi, em seguida, aperfeicoado pataiigcenergia de troca maum
gas de elétrons desenvolvigar Dirac. O funcional da energi&)(de Thomas-Fermi-Dirac
(TFD) é dado por:

Eqeelo]=C: [ )5 + [ ol ()
+% If % drdr, ~C, [ p(r Jacr (B.28)

onde:

1

C. =%(3n2 )% e =§(§j3

AN/

e 0s quatro termos da direita, correspondem, agienemética,ao potencial externo, ao

potencial de Coulomb @ energia de troca, respectivameniee r, séoa densidade
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eletrbnica e as coordenadas espaciais, nesta ordem.

A publicacdo de dois teoremas por Hohenberg e K@B64) consolidou o uso da
densidade eletronicas(r), como variavel basica e lancou os fundamentos deaatelo
funcional da densidade moderna (DFT). A partir danflismo de Hohenberg e Kohn,
conceitos importantes na descricdo quintas como: potencial quimicmaciez e dureza
quimica, além dos principios dos acidos e basessder macios, de Pearson, e 0 da
equalizacdo da eletronegatividade, de Sandersotenpcser calculados, em principide
modo exato. Kohn e Sham (1965) propuseram uma folenaproximar o funcional energia
eletrbnica, o método KS, que permitiu a implemeiguratica de calculd3FT.

O desenvolvimento da metodologia computacional farar calculos no formalismo
da teoria do funcional da densidade leva a equap@smaticas semelhantes as equacdes
Hartree-Fock-Roothan. Porém, apesar da semelhagaresultados de caculos DFT

incorporam a correlacdo eletrénica em certa mggioiaconta da inexatidao dos funcionais).

B.4.1 Analise doJeorenmas

B.4.1.1TeoremasdeHohemberg Kohn

O Hamiltoniano de um sistema eletronico molecutam M nulcleos e N elétrons, na

aproximacdo de Born-Oppenheimer e desprezando-sdedss relativisticos, € dado, em

unidades atémicas, por:

+ zz (B.29)

i<j i ‘I’I —I’-‘ B<A A |R RB|
f U Ve Rfep

Em quei e ] representam elétrond; e B, representam 0s nucleos atbmiags Ra, as

coordenadas, do elétron i e do nucleo A, respautvie; eZ, 0 nUmero atdbmico do atomo
A. Na mesma equacab € o operador da energia cinétivq; o operador de repulsdo elétron-
elétron, que inclui a repulsdo Couloumbiana e todsstermos nao-classicos (troca e

correlacdo)U é o potencial externo relacionado, normalmentéddeds cargas dos nucleos,
ZA:

Apéndice B 145



Fundamentos Tedricos

M N 7 N
Uy > -—=2—=>ur) (B.30)
A i i i
A densidade eletrdnica é dada por:

o(r)= I...jw(rl,rz,...,rN )* W(r,,r,,...,r, )drdr,..dr, (B.31)

onde ¥(r,,r,,....r,) é o estado fundamental do sistema. A energia dotalistema é dada,

entao, por

N

E, = J'LIJ(rl,rz,...,rN)* HooW(r,.r,,...ry Jdr,dr,..dr, =<LP‘|:|BO‘LP> (B.32)

O potencial externo pode ser separado em um fualcionial da densidade eletrénica

e nesse caso, a energial do estado fundamental eletrénico é escrita dairsegiorma:

~

E, :<wT +V,

lP> +jp(r)u(r)dr (B.33)

O Hamiltoniano do sistema de muitos elétrons éndkdipelo nimero de elétraris,

e pelo potenclaexterno no quabs elétrons se movem.

Teorema B.1 -O potencial externa(r) € um funcional Unico de(r) a menos de uma

constante aditiva.

Em outras palavras, demonstra que a densidadéretztrde um sistema determina o
potencial externo e o niamero de eléttoNs e, consequentemente, o Hamiltoniano do
sistema. Na Figura Bl esta representada a intendépeia das variaveis basicas do primeiro

teorema HK:
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Figura B1 — Interdependéncia das variaveis badifas.

v 0(r)

p(r) Hzo —~ K

Fonte: Martins, 2012.

Como a energia do sistema é calculada mediantesalugdo da equacdo de
Schddinger, I:IBOW:EW, a energia de um sistema eletrbnico é determinada pe

densidade eletroniggr), ou seja,
E=E,[0] (B.34)
O indicev €é colocado para explicitar a dependéncia no piatieegternov(r).
Teorema B.2 -A energia do estado fundamenE|p] € minima para a densidagér) exata

Ou seja, 0 segundo teorema HK estabelece que, tavpralquer aproximacéao da
densidade eletronicag(r), de modo quep(r)=0 e [5(r)dr =N, a energia total no
estado fundamental serda sempre maior ou igual @iensxata do sistema, ou seja,

Eld = E|py| = E, (B.35)

Pode-se, entado, definir um funcional universal:

Flo :<W"T' +V,

w> (B.36)

pois T eV, sdo comuns a todos os sistemas eletronicos. kEsprebservar queﬁ(r)
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define seu prépriod(r) e, consequentemente, o Hamiltoniaho e W(r,,r,,....r, ).
Pode-se usar uma fungaB(rl,rz,...,rN) para aproximar o estado fundamental para o

sistema submetido ao potencial exteru'(o). De acordo com o principio variacional,

temos:
£, =E o= Flol+ [ ol r <E A= F o]+ [l ®37

Os teoremas acima apresentados constituem o agahmdamental para a DFT, uma
vez que eles estabelecem: primeiro, a energia éunaional da densidade, cujo minimo de
energia do estado fundamental é dado quando addelesir) equivale a exata; segundo, o
potencial externa(r) € funcional Unico da densidade eletréniga), ou seja, o potencial
externo em questdo determina a densidade. Assnaupa sistema multi-atémico, a solucao
eletrdnica — de acordo com a aproximacédo de Bope6Gimeimer — sera dada considerando
um potencial “externo” gerado pela configuracdolearc Portanto, se unirmos os dois
teoremas, temos que, dada a relacdo Unica entrepetancial “externo” e a densidadg)
gue deve ser a densidade exata, consequentemantmtraremos a energia minima do
sistema. Ou seja, a densidade eletrbnica para domateanjo nuclear que gera um minimo de
energia sera a densidade exata. O grande proble@&T consiste justamente no fato de que
nao se sabe como constraly initio a dependéncia do funcional da energia com a cahesid
exata, portanto recorreremos a métodos aproximalosaber 0s mais importantes:
Aproximacdo Local da Densidade (LDA, do ingléscal Density Approximatigon e
Aproximacdo do Gradiente Generalizado (GGA, do ésglGeneralized Gradient
Approximation.

Para resolver o problema de encontrar a densidade @sistema de muitos elétrons
interagentes, Kohn e Sham (1965) demonstraram gisteeuma equivaléncia entre as
densidades eletrénicas do sistema real e de uemsistnodelo de elétrons ndo-interagentes

submetidos ao potencial efetivg;.
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B.4.1.2Equacdesle Kohn-Sham

A densidade eletronica do estado fundamental aatisf principio estacionaridal

como requerido pelo principio variacional, dadcapiet]. B.37.
e, [p]- u|[ p(r)ar - NJf=0 (B.38)

O multiplicador de Lagrange, u, € o potencial quameletrénico que quantifica a
tendéncia dos elétrons de escaparem do sistemgelibo.
Kohn e Sham reescreveram a equacao da energiattotelndo explicita a repulsédo

elétron-elétron de Coulomb e definindo uma novagdieruniversal Gj:

E, =G[p]+%J-J'—p|(rr12€(r|2)drldr2 + [ plr)p(r)dr (B.39)

em que
Glo] =T,[o]+ E,.[0] (B)40

Ts[p] € o funcional de energia cinética de um sistemaldtrons que néo interagem,
mas que tema mesmadensidade eletronica do sistema de elétrons geatas. Exc[p]
inclui ndo s6 o termo de interacdo elétron-elétn@o-classica (troca e correlagamas
também a parte residudd energia cinética[p] - T¢[p], em queT[p] é a energia cinética
exata para o sistema de elétrons que interagem

De acordo com Kohn e Sham, o sistema de refer&eialétrons nao-interagentes

possui um hamiltoniano com potencial local efetiyr):
KS 1 2
H'® =-20%+0, (r) (B.41)

Para achar a funcdo de on#d“do estado fundamental do sistema de referéncia de
elétrons ndo-interagentesdescrito pelo Hamiltoniano acima, deve-se utilizama

aproximacédo parecida com a do método Harteee-Fackingdo de onda¥*® é escrita
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como um produto anti-simétrico de N fungdes de atelam elétrony, (r,), de acordo com

o determinante de Slater:

1°(n) ¢:(n) ()
oo 1 00) @) - v o
NI A -
1KS(rN) ;S(rN) ES(rN)

Portanto os orbitais Kohn-Sham (KSyS 5, sdo obtidos a partir da equacdo de

Schrédinger de um elétron:
[—%DZ + uetjwi“ =ay (B.43)

A conexao entre esse sistema hipotético e o sisterabh pode ser estabelecida

escolhendo-se o potencial efetivo, de forma quersidade eletrbnica resultante seja igual a

densidade eletronica do estado fundamental:
Z 2 )1 = po(r) (B.44)
A energia cinética € calculada mediante um procexdimautoconsistente:

2 wiKS> (B.45)

el = 3w

O potencial efetivo é obtido minimizando-se a egpé® da energia, com a restricdo de

gue as funcdes de um elétron sejam ortogonaiajau<¢/i'<s‘<//}<3> =9;:

I—d|r—r| r+o.(r), (B.46)

em que
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0, = ExlA] (8.47)

€ o potencial de troca e correlacdo. As Eqs. BB4% e B.47 definem o esquema de Kohn-
Sham autoconsistente (KS-SOkohn Saham - Self Consistent Flel@omo o potencial
efetivo,ve(r), depende da densidade eletroni€g), as equacdes de Kohn-Sham sé&o resolvidas

por meio de um procedimento autoconsistente.
B.4.2 Funcionais de troca e correlacao
B.4.2.1 Aproximagaoo da Densidade Local

A base da LDA estad em considerar a energia de gamarelacadc,. para um sistema
de densidadep(F) como sendo a energia de troca e correlacdo pargasnde elétrons
uniforme com a mesma densidade, que € conheciflarrda precisa. Ela ainda supfe que a
densidadep(f) varia suavemente nas proximidades fdeou seja, a energia de troca e
correlacdo de um elétron em um dado ponto depesmdermsidade eletrénica nesse ponto, em
vez de depender da densidade eletronica em todg®rmiss do espago. Dessa forma, a

energia de troca e correlacdo sera escrita como:

E,[or)] = [ o(r)el[o(r)]d°r (B.48)
e 0 potenciabyc:
v, ol = pd(r)(p(r”)e:c[p(F)]) (B.49)

Uma das sugestdes para o célculd&gdaé separar os termos de troca (que para o caso

do gas homogéneo pode ser obtido facilmente) ewelacéo, e assim teremos:
E, [o(F)]= E*[o(r)] = [ o(r Xe,[o()] + £.[o(r )d*r (B.50)

Uma extenséo da LDA para casos néao restritos @augistemas de camadas abertas (ou
seja, sistemas em que a configuracdo eletroniesapta elétrons ndo-emparelhados) leva "a
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Aproximacdo da Densidade de Spin Local (LSDA, damlés Local Spin-Density
Approximation. Para incluir esse efeito, consideraremos a fudgasping(c), que pode ser

escrita como de forma semelhante a Eq. B.11. Assifag. B.48 fica:
£ 0, (F). 0, (F)| = [ £(F)e.cloa (F). o, (F)r (B.51)

em que uma correcao analoga a Eg. B.50 pode s&rAénda, pode-se usar a distribuicao de
densidade de spin para descrever onde elétrgnse B(|) estdo localizados em um dado

sistema, ou seja, calcular a diferepga ) — ps(1). Assim, em um sistema em que todos 0s
elétrons estdo emparelhados, a densidade de spémoéem todos os pontos no espaco,
enguanto que qualquer sistema que contenha elé@esesnparelhados ird mostrar regides de

densidade de spin ndo nulas. A integral da densidadpin em todo o espaco
[lo. -, °r (8.52)

fornece o numero total de elétrons desemparelh§oms exemplo, zero para o estado
singleto, um para o dubleto, dois para o triplatassim por diante).

B.4.2.2 Aproximacéao do Gradiente Generalizado

Em sistemas que apresentam na densidade eletr@i(iga heterogeneidades
significativas, métodos baseados na aproximacaal lb& densidade (LDA e LSDA) néo
oferecem a precisédo desejada (como ocorre paraca paate das aplicacées na quimica e na
biologia), levando a erros de forma nao sistemapoa exemplo, no comprimentos e nas
energias de ligagdo. Um avanco, no sentido dewaseksas pendéncias que a LDA deixa,
consiste em introduzir a dependéncia com o graglidatdensidade(r) na expressédo do
funcional dado pela Eq. B.48. Para um sistema deda aberta, esse funcional pode ser

genericamente escrito da seguinte forma:

Ecp,.05]= [ tlo.. 0,.00,.00, 1 (B.53)
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GA
C

Também no formalismo da GGA, o funciong € geralmente dividido em duas

partes, uma contendo os termos do funcional deati&g™* e a outra, do funcional de

correlagdoEZ %", No artigo de Filippet. al. (1994) é feita uma comparag&o entre funcionais

de densidade exatos e aproximados para um modelgaogde ser resolvido exatamente,
usando alguns dos funcionais mais utilizados.

Existem também os chamados funcionais hibridos, sgiee formados a partir de uma
mistura de uma fracdo do termo de troca de HaFRoe&-no funcional de troca da DFT, a
partir de dados experimentais para sistemas malasuiconhecidos, contendo parametros
ajustaveis. O uso desses funcionais faz com gumslgutores questionem a DFT como
sendo uma teoria de primeiros principiosatwuinitio. Para referéncia, podemos citar alguns

dos funcionais mais conhecidos:

» PBE - baseado nos trabalhos de Perdew, Burkeemlo (1996; 1997);

» BLYP - combinacdo do termo de troca desenvolvido Becke (1986) com o de

correlacéo, por Lee-Yang-Parr (1988);

» BP86 - combinacdo do termo de troca de Becke (19&6de correlacdo dado por Perdew
(1986);

» B3LYP - termo de troca exato desenvolvido por Bed993);

» PWO91 - aproximacéo do gradiente generalizado debedo por Perdew-Wang (1992).

Embora o uso da GGA melhore consideravelmente &ridé@s de ligacOes
(principalmente ligacbes de hidrogénio) quando cmagio com a LDA sem que haja um
aumento proibitivo do custo computacional, a dedoride ligagOes fracas (e.g. interacdes de

van der Waals) permanece problematica.
B.4.3 Conjuntos de base
Anteriormente, mostrou-se que os métodos aproxnraipara solucédo do problema de

um sistema multieletrdnico e multinuclear levamgaagdes que sdo resolvidas de forma

autoconsistente, Eqs. B.26, B.27, B.43. Uma lacantagetanto, ficou aberta até aqui, pois o
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processo autoconsistente reside também no fataeles) operadores (no caso do Hartree-
Fock) e dos funcionais (no caso da DFT) apresenigmndéncia com a funcao de onda, de
forma que para se construir esses operadores etiams; e para encontrar a funcéo de onda,
€ necessario conhecé-la de anteméao. A autocorgstémbém serve, entdo, para se otimizar
a funcéo de onda na medida em que se minimizargianeu a densidade, no caso da DFT.

Em geral, supbe-se que a funcdo de onda para um sistma apresenta alguma
simetria que possa facilitar os calculos, de acamim a simetria do proprio sistema. E
desejavel, principalmente, que se possa escolfwgrcdo de onda com parametros que sejam
ajustaveis durante a autoconsisténcia. De acorao cada metodologia, existem, por
exemplo para a DFT, duas formas de se estimarcg@dute onda: (i) Orbitais Numéricos, em
gue se calcula previamente as funcbes de ondaogaoabitais atdbmicos e os utiliza para
construir os orbitais moleculares, e.g. construgdalensidade a partir dos orbitais na EQ.
B.44; (ii) Conjuntos de Bases, em que as fungbesndi@a () (ou os orbitais de Kohn-
Sham) sé@o expandidas em um conjunto de $#se,

. (F)=2c 4 (F) (B.54)

A expanséo acima deve ser, em principio, realizéél@ infinito, contudo ela é sempre
truncada, de forma que apenas um conjunto limitlEléuncdes de base é usado. Uma das
funcdes mais utilizadas em expansfes desse tipdusgdes gaussianas, de forma que a

expansdo mostrada na Eq. B.54 sera dada por:
-\ —a.r?
,(F)=2ce” %8)
J

A precisdo do célculo dada pela expansao para tenmgeado conjunto de base, e.g. a
base gaussiana (Eg. B.55) depende do numero déefsigpie sdo usadas para representar
cada momentum angular atdbmico, e do “espalhamelatdlincdo gaussiana, dado pelo valor
do expoenten. (valores grandes/pequenos deresultam em fungbes compactas/difusas).
Varias notagBes sdo utilizadas para especificarcanjunto particular funcdes atémicas
gaussianas, tais como o conjunto de base de valdividida de Pople (e.g., 3-21G, 6-31G
ou 6-311++G(2d; 2p)) ou os conjuntos de bhseeta valéncia polarizada consistente-
correlacionadade Dunning (N = duplo, triplo, etc., e.g., cc-pVIXL;pVTZ) dentre outros.
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Outra forma de se determinar os orbitais de K$, estconjunto de base obtido com a
expansao em ondas planas (OP) para sistemas pedddristais),

w(F)= Ge'™* B)56
ki) ®)

ondeQ é o volume da célula e G énomentum de onda€onjuntos de bases de OP séao
denotados por um valor de energig: relacionado com o maximo valor da expanséao
B.56.

Uma terceira possibilidade € usar orbitais numérigara as funcdes de base, assim
cada funcéo corresponde a um orbital atdmico. Agdas de basg, sdo apresentadas
numericamente como valores em um malha esféri@-pbmica centrada, em vez de
funcdes analiticas (ou seja, orbitais Gaussiarpare angular de cada fungcédo € o harmonico
esférico apropriado ¥(0,9). A porcao radial F(r) € obtida resolvendo-se qisagdes DFT
atdbmicas numericamente. O uso dos orbitais atomésbéricos DFT exatos tem varias
vantagens. Por um lado, a molécula pode ser detmoexactamente aos seus atomos
constituintes (dentro do contexto DFT). Por caugagdalidade destes orbitais, efeitos de
sobreposicdo de base sdo minimizadas(Delley, 1993, possivel obter uma descri¢cdo

excelente, mesmo para ligacoes fracas.
B.4.4 Correcao de disperséo para DFT

Forcas ndo covalentes, como ligacbes de hidrogénideracées de van der Waals
(vdW), sao cruciais para a formacado, estabilidadauredo de moléculas e materiais.
Atualmente, as interacdes vdW onipresentes sO padgneontabilizados corretamente por
fungBes de onda quénticas de alto nivel ou pelodnaie Monte Carlo QuanticQ@antum
Monte Carlo- QMC). Em contraste, as interagcdes de longo a&gpor exemplo, para
moléculas separadas) estdo ausentes de todos warpsgermos de troca e correlacao (XC)
de funcionais DFT (LDA e GGA), bem como da aproxgamHartree-Fock (HF).

Existe uma variedade de solucdes semiempiricaglaggue introduzem correcdes de
dispersées de pares atdmicos amortecidos da fogRA 1@ formalismo DFT. Os esquemas
mais conhecidos foram apresentadas por Grimme J200&ckaet al (2007), Ortmanmet al

(2006), e mais recentemente por Tkatchenko e Sehe{R009). Estas abordagens
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semiempiricas proporcionam a melhor combinacae entusto da avaliagdo dos primeiros
principios dos termos de dispersdo e a necessiadeelhorar as interagdes ndo-covalentes
na descricdo da DFT padrdo. A ultima necessidadesttada de forma conclusiva pelos
resultados da determinacédo da estrutura e pregighimorfa para um numero de cristais
moleculares oferecidos como um teste cego parararudade (DAYet al, 2009). Uma
ampla revisdo dos resultados mostrou que a con@mnsgmiempirica da abordagem DFT
com correcdes de pares proporciona uma melhormaaliga sobre os métodos DFT puros ou
meétodos de campo de forca puros, ambos em termdasgacéo da estrutura e ordenacéao de
polimorfos por suas energias (ASMABt al, 2009).

Todos estes esquemas foram testados para avakgreddas interacdes de dispersdo de
longo alcance na adsorcdo do prototipico molecatambenzeno nas superficies de cobre,
prata e ouro (MCNELLISt al, 2009). Os resultados mostram que, enquanto goerecao
de disperséo introduz uma alteracdo aprecidvebd tamtestrutura e energética do complexo
adsorvido, ha também uma separacéo significatit@ @s diferentes formas de correcdo de

disperséao.
B.4.4.1 Esquemas de corre¢do de dispersao semiempir

Na abordagem da correcdo de dispersdo semiemgramntribuicdo da dispersdo que

falta para a interacao interatdmica € aproximadaipopotencial isotropico simples. A longo
alcance, este potencial € dado pelo ter@g RJ‘G, onde Cgj € uma especificidade do
material, chamada de coeficiente de disperséo emae atbmico ej a uma distancia de;.

A pequenas distancias, a expressao de longo aléanomparada com o potencial da

DFT multiplicada por uma funcédo de amortecimema?,Rij), 0 que reduz a contribuicao

adicional de dispersdo para zero, sujeito a umecdefinido por uma combina(;éaf

adequadamente calculada do raio vdW do par atérAidispersao corrigida do funcional de
troca e correlacdo é entdo formada pela simplesgi@adiia correcdo do potencial para o
funcional DFT de troca e correlagdo comum. ComooadicientesCs j Sao aditivos, a energia

total da dispersao corrigida,: pode, entdo, ser escrita como:

Eu = Eorr +50Y F(SRR oy R (8.56)

=1 j>i
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sendoEprt a energia DFT total padrdo e a soma passa pos tisdh atomos do sistema.

Em sistemas existenteﬂ? heteronuclear e os coeficient€s; sao aproximados a

partir de parametros homonucleares determinadodes®iicamente. Diferencas entre
funcionais DFT de troca e correlacdo na descrigdintéracoes de dispersao de curto a médio
alcance séo levados em consideracdo por uma naagdificadequada do potencial através da
correcdo dos parametrasou Sk.

Este esquema € computacionalmente simples de iraptam a questdo principal
(frequentemente o caso com descricdes semiempigcasnecessidade de um conjunto de
parametros transferiveis. Essa questdo de transfar@ extremamente importante - este
esquema, tal como apresentado, ignora a variagéstasicial entre as propriedades entre
“atomos” efetivos da mesma espécie na moléculaggpemplo, a influéncia de estados de
hibridacdo em polarizabilidade efetiva € desprezkstia pode ser particularmente grave para
a superficie metalica, onde o abaixamento da auestiielétrica efetiva devido ao rastreio
deve ser refletido por coeficientes de dispersacatdenos reduzidos em camadas mais
profundas no substrato.

O estado da arte em metodos de correcdes semieaspérirepresentado pelo esquema
de Tkatchenko-Scheffler (TS) (2009). A correcadoeklora a relagdo entre polarizabilidade
e volume, e, assim, é responsével, em certa medidavariacao relativa em coeficientes de
dispersdo de atomos ligados de forma diferente.@stonseguido por valores de ponderacao
tomados a partir de banco de dados de primeirogipios de alta qualidade com volumes
atdmicos derivados do particionamento de Hirshfeldiensidade eletronica auto-consistente.
O esquema de TS usa a mesma fungédo de amorteciemaptegada no esquema de Grimme
(2006), mas seguindo Jurecktal. (2007) em vez escalar o raio vdW combinado por um
fator dependente XC-funcional SR1 (S6= 1), corrigindo assim onde a influéncia XC-

funcional é mais forte e deixando assintéticosciata
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Figura B2 — Elementos com cobertura para o esquientarreccdo de dispersdo TS. Os elementos deeode v
estao disponiveis.
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Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ)

Ligados nos neurotransmissores: bioquimica quantica do mecanismo
de ativacido e antagonismo de neuroreceptores tipo glutamato iGIuR2
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Palavras Chave: GluR2, glutamato, AMPA, bioquimica quantica.

Introducan

A fransmissdo de impulsos nervesos ¢é feita
através das sinapses, envolvendo neurctrans-
missores e neuroreceptores. Os neuroreceptores
glutamatérgicos (iGIuRs} sdc impertantes canais
idnices de sistema nervose central. Sao encontrades
em sinapses de excitagdo rapida e estao
relacionados a fungées cerebrais impertantes como
aprendizagem e meméria. Os agonistas tctais
glutamate e AMPA, o agonista parcial kainate, e o
antagonista DNQX feram co-cristalizades com o
neurcreceptor iGIUR2, tendo suas estruturas
resolvidas com resclugéo de 1,9, 1,7, 16 e 1,9 .5\,
respectivamente’. Estes dados permitiram gue um
estude dos sitios de ligagdo destes neure-
transmissores ne iGIURZ fosse realizade no escopo
da bioguimica guantica, cujos resultades sao
apresentados neste trabalhe. Géleules bioguimico
guéanticos foram realizados dentro da abordagem da
tecria de funcienal da densidade e cem o esguema
de fracionamento melecular com capas conjugadas
para cbtengdc de uma descrigdo detalhada da
energia total e de interagdo entre os residuos no
sitic de ligagdo do iGIURZ, caracterizado pela
distincia de 55 .5\, que  envolve ©s
neurotransmisscres em foco.

Resuliados e Discussao

Os sitios de ligagdo des neurctransmissores e os
principais residucs envolvidos na ligagdo dos
mesmos ac iGIuR2 sdo apresentades na Figura 1.

frest

Ly, ‘ A,
o, W@ B

N
KAl

LE_ 9k / “» ¥ QXA
Figura 1. Sitios de ligagac do glutamato, AMPA,
kainato e DNQX ne iGluR2.
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O grafico BIRD da energia de interagdc dos
principais residuos atrativos (Lys144, Arg82) e
repulsives (Glu193, Glu13) é apresentade na Figura
2.
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Figura 2. Energia de interago dos principais
residuos com glutamato, AMPA, kainate e DNQX.

A energia total da ligagao os neurctransmissores ao
sitic de ligagde no iGluR2 é apresentade na Figura
3, a qual consegue explicar as respostas eletrofisio-
logicas semelhantes dos agonistas totais glutamato
e AMPA, a parcialidade do agenista kainato, e a
mais fraca respoesta do antagonista DNQX.
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-200
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Figura 3. Energia total de glutamato, AMPA, kainato
e DNQX no sitic de ligagdo do iGIURZ.

Concluses

Foi realizada a primeira descrigdo baseada na
bioguimica guantica do mecanismo de ativagio e
antagonismo des neurctransmisseres glutamato,
AMPA, kainate e DNQX no neurcreceptor iGIUR2.
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An improved quantum biochemistry description of the glutamate,
AMPA, kainate, and DNQX GluR2 binding pocket domain
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Key-words: GIUR2 receptor, glutamate, AMPA, quantum biochemistry

At synapses throughout the brain and spinal cord, the amino-acid glutamate is the major
excitatory neurotransmitter. The glutamate-receptor ion channels (iGIuRs), namely
AMPA, kainate and NMDA receptors, are the major mediators of excitatory synaptic
transmission in the central nervous system®. Crystal structures of the GIuR2 ligand
binding core (5152) have been determined in the Apo state and in the presence of the
antagonist DNQX, the partial agonist kainate, and the full agonists AMPA and
glutamate®. We take full advantage of this published crystallographic data to perform in
this work density functional theory based computer simulations of the glutamate,
AMPA, kainate, and DNQOX binding energetic to GIuR2. The radius of the binding pocket
is changed, going beyond of what is generally accepted as the crystallographic binding
pocket (cbp) radius. The guantum biochemistry calculations are performed within the
framework of the molecular fractionation with conjugate caps [MFCC) strategy®, using,
both, the local density and generalized gradient approximations, LDA and GGA. Stability
of the total binding energy is achieved only for radius larger than 8 A, with a well
characterized irregular oscillatory behavior related mainly to the contribution of charged
residues. Argd85 and Lys730 (Glu402 and Glub57) are demonstrated to be the most
important attracting (repelling) residues in the cbp radius, the binding strength of the
formers being higher than that of the latters. Lys449 and Arg660 contribute significantly
to the ligands total binding energy beyond the cbp radius. The estimated ligand-GIuR2
total binding energy AMPA > glutamate >

kainate > DNQX is in agreement with 0 . .
electrophysiological  opening of  the I GluRZ-GLU
glutamate and AMPA ionic channels, the ;

kainate partial agonist and the weak GluR2-
GLU DNQX antagonism. To the knowledge of
the authors, this is the first guantum
biochemistry description of the working A
behavior of the glutamate-receptor ion 250 "‘;,_ ST e
channel iGIURZ, which is one of the major
mediatars of excitatory synaptic
transmission in the central nervous system.
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Introduction

The ionotropic glutamate receptors iGIuRs are
important ionic channels of the central nervous
system, founded in rapid excitation synapses, and
related to important cerebral functions like learing
and memory. Besides, iGIuRs are also associated
with important neurological and psychiatric diseases
like Alzheimer, Parkinson, epilepsy, cerebral
ischemia, amyotrophic lateral sclerosis, and
schizophrenia. The full agonist glutamate (CsHzNO.)
and AMPA (C;H;N-0,), the partial agonist kainate
(CqgH1sNO,4) and the antagonist DNQX (CaHaN.Og)
was co-crystallized with the iGIuR2 receptor . In
this work, we take advantage of these published data
in the literature to initialize LDA and GGA-DFT
quantum calculations of the interaction between
these four IGIUR2 ligands with the amino acid
residues in the common binding pocket.

Resuits and Discussion

The ligand-iGIUR2 total energy interaction is a
function of the distance between the ligand centroid
and the residues, which allows its correlation with the
activation strength and antagonism.

" Kalnate

Figure 1. The iGIuR2 agonists AMPA and gluta-
mate, the partial agonist kainate, and the
antagonist DNQX in the iGIuR2 binding pocket.

The order AMPA = glutamate = kainite > DNQX
follows only when a large enough binding pocket
radius 1s taken into account, explaining: (i)
experimental data published on the activation and
antagonism of the glutamatergic receptor GIURZ; (i)
that the next-closed residues can be important to
determine the receptor functioning.
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Figure 2. The LDA- and GGA-DFT calculated
interaction energy of the most important iGIuR2
residues interacting with the agonists AMPA and
glutamate, the partial agonist kainate, and the
antagonist DNQX.

The agonism and antagonism of IGIUR2 was
described by quantum  biochemistry DFT
calculations. Among the perspectives, one can
highlight the possibility to develop glutamatergic
agonists with specificities envisaged to decrease
their side effects in the treatment of maladies related
with the glutamatergic neurotransmission.
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Abstract: Taking full advantage of the X-ray data of the
ionotropic glutamate receptor GIuR2 co-crystallized with the
full agonists AMPA and glutamate, the partial agonist
kainate, and the antagonist DNQX, we report the first
quantum biochemistry calculations focusing their binging
pockets. The attraction/repulsion balance between the main
interacting residues is quantified, and the total binding
energy strength calculated within the density functional
theory (DFT) approach follows the order AMPA > glutamate
> kainate > DNQX, which explains published experimental

data on the activation and antagonism strength of iGIUR2.

Glutamatergic receptors (iGluRs) are an important group of ion
channels of the central nervous system (CNS). They are found in
fast excitatory synapses and are related to important functions like
learning and memory [l]. Studies propose that the iGluRs
overstimulation can be, possibly, related to injury to neurons and,
as a consequence, be connected with CNS diseases range from
stroke, epilepsy and trauma to dementia, Parkinson’s and
Huntington’s diseases and amyotrophic lateral sclerosis among
other illnesses [2]. iGluRs are classified according the responses
to these three amino acids: N-methyl-D-aspartic acid (NMDA),
(RS)-2-amino-3-(3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolyl)propionic acid
(AMPA) and kainic acid (Kainate). Each receptor is formed by
four subunits non necessary equal [3,4]. Excellent reviews about
the iGluRs can be found elsewhere [2-5]

The iGluR2, a subunit of AMPA receptor, among other
subunits, has been the focus of several studies since X-ray
crystallographic dates to molecular dynamics [6-9]. Studies have
already been performed using quantum molecular dynamics, but
no similar study to what we do, allowing defining the importance
of each residue to the binding protein interaction and defining the
total interaction energy by DFT quantum calculation [10-13] are
reported in the literature. Ab initio calculations can give us
information at the molecular level about the chemical interactions
between iGluRs and the aminoacid residues in the binding pocket.

Using the scheme of molecular fraction with conjugative caps
(MFCC) according the authors [14], taking full advantages of x-
ray data deposited in Protein Data Bank (PDB) [15] and using

Apéndice C

computational ab initio molecular modeling it was possible to
calculate and to compare the binding energy of the iGluR2 with
different ligands in the binding pocket. Four PDBs are used, each
one of the GluR2 binding a different ligand. Two of the binders
(glutamate and AMPA) are full agonists, which cause the
complete opening of the ionic channel; one is partial agonist
(Kainate) that causes a partial opening and the last is an antagonist
(DNQX chain A) that inhibits the channel aperture. It is difficult
to crystallize the transmembrane part of the protein and the
interest is on the ligand binding domain, so according Eric
Gouaux et al.[16] the transmembrane and the amino terminal
domain were removed.

Tn the domain GluR2 S1S2, radius of 6 and 10 A and its caps
were selected, ensuring that the binding sites containing 89 amino
acids (residues) for glutamate, 88 residues for AMPA and 81 for
Kainate and DNQX. After the selection, they were hydrogenated.
Fixing all the others atoms, the geometry of the hydrogen atoms
was optimized with the FORCIT of the Material Studio package
adopting the universal force field (UFF) and also the CVFF force
field.

In this study, the energies being calculated afterwards using the
DMOL3 DFT code. The exchange-correlation functional within
the Local Density Approximation (LDA) was chosen using the
PWC [D] parameterization. The DNP numerical basis set was
adopted to expand the Kohn-Sham orbitals, and the following
parameters were used to perform the self-consistent field (SCF)
calculations: core treatment: DFT All Electron, SCF convergence
threshold: 10, orbital cutoff: 3.7 A.

Since there is not a simple relationship between the interaction
energy and the studied molecules-amino acid residues distance,
and that the MFCC method allows to calculate the interaction
energy between a given residue and closer atom of each studied
molecule at the quantum level, it was assumed that the binding
pocket sphere (BPS) with radius r (see Figure 1) is a imaginary
sphere centered in the ligand centroid, while a binding pocket of
radius r (BP(r)) was defined as the set of amino acid residues with

at least one atom inside the corresponding BPS.
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Figure 1 shows the most relevant amino acid residues in each
binding pocket of the iGluRs at the radius of 6 °A and 10 °A with

each studied molecules.

" Kainate

Figure 1. iGluR2 S1S2 monomers with the agonists AMPA and
glutamate, the partial agonist kainite, and the antagonist DNQX-A
in their binding pockets. The most important residues bonded with

these molecules are shown.

In Figure 2, are shown the three most important residues in the
attractive interaction of GluR2 with each ligand and some of the
most repulsive amino acid residues of agonists. The DNQX is not
repelled, in a relevant way, for any residue. In figure 2 are also
listed aminoacid residues that present interaction with the ligand
mediated by water molecule (residues Lys656 and Lys730) and
water that has attached, but not intermediate interaction with the
ligand Glu657. Tt should be noted that the water attached to
Lys656 was considered by Viajayan et al. [13] as structurally

important for the system.
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In addition, it can be observed in Figure 2 that the higher
energy interaction is presented by Arg485. On the other hand,
Armstrong and Gouaux [7,8] showed that the most relevant amino
acid residue is the E705 and that the energies of interaction
obtained for the residue with agonists, are relatively low.

This result suggests that its importance for the binding site is
not related to direct interaction with the ligand, confirming the
results of the study and Speranskiy Kurnikova [11] in which,
although removing the negative charge of E705, there was great
change in interaction energy of the protein with the ligand. In
addition, the E705 residues proves to be as relevant as the Arg485
in the interaction of protein with the antagonist DNQX, revealing
a large difference in the way of interaction of ligands with respect
to others.

In previous studies other residues were also highlighted as
important in the site of interaction among them is presented in
Figure 2 only Ser654 and Pro478. Among these, only Ser654
proved to be truly relevant in the interaction with the three
agonists, with no great importance in the interaction with DNQX.
On the other hand, Pro478 is relevant only to the interaction with
the antagonist.

Figure 3 shows the total energy of interaction of protein with

the ligands present in the rays of 6 A and 10 A.

0 -50 -100 -150 -200 -250 -300 -350 -400
ENERGY (kcal/mol)
Figure 3. asdls hasdasdh afdfkhsd

Another interesting fact is noted that residues of the ligand at a
distance greater than 5 A interact more strongly with the ligand
residues closer. Table 1 is the radius at which each residue
belongs (the radius was considered as the distance from the
centroid of the ligand to the residue) and the distance of each

ligand to the residue, considering the closest atoms.
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Tabela 1 [8]. Armstrong, N.;Gouaux, E.; Mcchanism for Activation and Antagonism

oa a AMPA-Sensitive Glutamate Receptor: Crystal Structures of the

RESIDUE dlrleLy d[r]avpa d[r]kar d[r]pnox i L _
GluR2 Lingand Binding Core, Neuron. 28, 165-181, 2000.

(A) (A) (A) (A) [9]. Sobolevsky, A.. I.; Rosconi, M. P.; Gouaux, E.; X-ray Structure,

E705 3.5 [1.70] 4.5 Symmetry and mechanism of an AMPA-Subtype Glutamate Receptor,
3.0 [3.04] [2.26] 3.5[2.74] Nature 462, 745-758, 2009.

S654 3.0[1.86] 45 [10] Arinaminpathy, Y.; Sansom, M. S. P.; Biggin, P. C.; Molccular Dynamics

Simulations of the Ligand-Binding Domain of the lonotropic Glutamate

451193 [1.64] 75471 Receptor GluR2, Biophys. J. 82, 678-683, 2002.

P478 4.5 [1.91] 5.0 [11] Speranskiy, K.; Kurnikova, M.; On the Binding Determinants of the
4.5 [1.90] [2.13] 4.5[1.74] Glutamate Agonist with the Glutamate Receptor Ligand Binding Domain,
R485 5.0[1.79] 55 Biochemistry 44, 11508-11517, 2005.
6.0 [1.81] [2.02] 6.0 [1.98] [12] Mamonova, T.; Speranskiy, K.; Kurnikova, M. Interplay between
structural rigidity and electrostatic interactions in the ligand binding
K730 6.5[5.24] 8.0 domain of GluR2, Proteins: Struct., Funct., Bioinf. 73, 659-671, 2008.
7.0 [5.29] [5.31] 7.0[6.42] [13] Vijayan, R.; Sahai, M. A.; Czajkowski, T.; Biggin, P. C.; A Comparative
K656 6.5 [3.89] 75 Analysis of the Role of Water in the Binding Pockets of Ionotropic
e Rece . o , 57_14 2
75 [4.98] [3.88] 11.0 [8.21] Glutamate Receptors, Phys. Chem. Chem. Phys., 12, 14057-14066, 2010.
[14]. Zhang, D. W.; Zhang, J. Z. H.; Moleccular fractionation with conjugate
E657 8.0 [5.86] 9.0 . . .
caps for full quantum mechanical calculation of protein—molecule
9.5[6.95] [5.74] | 12.5[8.61] interaction energy, J. Chem.. Phys. 119, 3599-3605,2003.
D651 9.0 [6.87] 9.5 [15]. incluir a referéncia dos PDBs

8.0 [5.58] [7.00] 12.5[9.54] [16]. inserir a refer~encia do Eric et al.

|D]. Perdew, J. P.; Wang, Y. Accurate and simple analytic representation of

the electron-gas correlation energy. Phys. Rev. B, 45, 13244-1324, 1992,
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