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RESUMO

Neste trabalho foi realizado o estudo por docagem e simulacdo de dindmica molecular
de doze derivados benzazolicos fluorescentes por ESIPT, interagindo com o
dodecamero de Dickerson-Drew na forma B-DNA. Estes doze ligantes foram divididos
em dois grupos (A e B), sendo o primeiro grupo composto por derivados do 2-(2’-
hidroxifenil)-benzoxazol e o segundo grupo composto por trés derivados do 2-(4’-
amino-2’-hidroxifenil)-benzazdis, alternando entre N, S e O no anel azolico, mais trés
bases de Troger derivadas dos mesmos. Na analise da docagem molecular do grupo A,
os derivados com grupamento —NH, no anel fendlico apresentaram energias de
interacdo mais favoraveis com o DNA, verificando um favorecimento ainda maior, para
os ligantes que continham —NO, como substituinte no anel benzoxazolico. Na analise da
docagem molecular para grupo B, as bases de Troger (4ac) apresentaram interacdes
significativamente mais favoraveis, quando comparados com seus respectivos
precursores (3ac). Na analise da DM, tanto o grupo A, quanto o B, apresentaram a
formacdo de complexos estaveis. O grupo A apresentou uma inducdo a alteracdes
estruturais minimas no DNA, sendo as maiores alteracGes a abertura do Rise quando 0s
ligantes estavam intercalados, acompanhado pelo desenrolamento do pardmetro Twist.
Nas interacOes de sulco menor, o ligante 2a foi o que formou o complexo mais estavel
com o DNA. Na andlise da DM do grupo B, as bases de Troger apresentaram uma
preferéncia maior por interacdes do tipo intercalacdo que seus precursores, sendo 0s
primeiros, os quais induziram o oligonucleotideo a maiores alteragdes estruturais.
Durante todas as simulac¢Ges os ligantes mantiveram-se com uma forte interacdo com o
oligonucleotideo, sem causar a desnaturacdo do mesmo. Devido as interacfes estaveis, e
também as propriedades fotofisicas peculiares dos ligantes estudados, esta classe de

moléculas pode atuar como possiveis sondas bioldgicas.

Palavras-chave: Derivados Benzazélicos, Docagem Molecular, Dinamica Molecular,
B-DNA, Bases de Troger.
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ABSTRACT

In this work we carried out a study by docking and molecular dynamics simulations of
twelve ESIPT-fluorescent benzazoles, interacting with the Dickerson-Drew dodecamer
in the canonical B-DNA form. These twelve ligands were divided into two groups (A
and B), with the first group consisting of derivatives of 2-(2’-hydroxphenyl)-
benzoxazole and the second group consisting of three derivatives of 2-(4’-amino-2’-
hydroxyphenyl)-benzazoles, alternating between N, S and O in the azole ring and three
Troger bases derived from them. In the analysis of the molecular docking of group A,
the derivatives with group —NH; in the phenolic ring presented more favorable
interaction energies with the DNA, and the score was even more favorable for the
ligands which contained —NO, as substituent in the benzoxazolic ring. In the analysis of
the molecular docking for group B, the Trdger bases (4ac) presented significantly more
favorable interactions, when compared with their respective precursors (3ac). In the
analysis of the DM, both groups A and B formed stable complexes. Group A induced
only slight structural distortions in the DNA, being the largest modifications the
increase of the Rise parameter when the ligands were intercalated, accompanied by the
unwinding of Twist parameter. Regarding minor groove interactions, the ligand 2a
formed the most stable complex with the DNA. In the analysis of the DM both groups A
and B, the Troger bases presented a greater preference for intercalation interactions than
their precursors and the Troger bases induced the largest structural changes to the
oligonucleotide. During all the simulations the ligands maintained a strong interaction
with the oligonucleotide, without causing the denaturation of the same. Due to the stable
interactions, and also the peculiar photophysical properties of the ligands studied, this
class of molecules can act as possible biological probes.

Keywords: Benzazoles Derivates, Molecular Docking, Molecular Dynamics, B-DNA,

Troger’s Bases.
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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

A Adenina

ADT AutoDockTools

BT Base de Troger

C Citosina

Complexo Conjunto formado por ligante mais oligonucleotideo
CPB Conjuntos de pares de bases

DM Dinamica Molecular

DNA Deoxyribonucleic Acid

ESIPT Excited State Intramolecular Proton Transference
Exp. Experimental

G Guanina

kcal Quilocaloria

kJ Quilojoule

PB Pares de bases

PDB Protein Data Bank

PRBE Planejamento Racional de Farmacos Baseado em Estrutura
RMSD Root Mean Square Deviation

RMSF Root Mean Square Fluctuation

RNA Ribonucleic Acid

T Timina
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1 INTRODUCAO

Compostos benzazélicos pertencem a uma classe de moléculas com
propriedades fotofisicas muito interessantes, sendo estes muito utilizados como
precursores sintéticos para a obtencdo de novos materiais fotoluminescentes, tais como:
matrizes poliméricas’?, matrizes de silica®®, compostos celulésicos®, sensores

fluorescentes® e sensores quimicos’.

Para esta classe de moléculas, pode-se citar além de propriedades fotofisicas
peculiares, também propriedades farmacologicas muito interessantes. Dentre estas
propriedades  farmacoldgicas estdo: atividade bactericida®,  anti-inflamatéria®,

1112 & antimicrobiana®**'*, Elzahabi'! sintetizou treze novos

antiglicacdo™, anticancer
possiveis agentes anticanceres derivados de compostos benzazélicos, os quais foram
testados no Instituto Nacional do Céncer (NCI), EUA, contra sessenta tipos de células
de céncer. Os novos compostos apresentaram atividade de moderadas a altas em um
bom percentual de células doentes. Em trabalho recente Zablotskaya e colaboradores®
sintetizaram uma série de novos derivados benzazolicos e estudaram suas atividades
anti-inflamatoria e psicotropica, in vivo e avaliaram a citotoxicidade in vitro. Estes
compostos apresentaram acdo sedativa, elevada atividade anti-inflamatéria possuindo
efeitos citotoxicos seletivos, além disto, alguns demonstram acdo antimicrobiana. Em
outro trabalho, Hussein e colaboradores™ sintetizaram dois complexos com os
lantanideos Eurdpio ou Térbio com o acido 2-tiaceticobenzotiazol. Para os complexos
sintetizados foram estudados a afinidade pelo DNA, atividade antimicrobiana e a
citotoxicidade. Por estudo fotofisicos os autores concluem que 0s novos compostos tem
alta afinidade com DNA. Além disso, apresentaram resultados positivos em atividade
antibacteriana e antitumoral, confirmando a hipdtese inicial dos autores. Abella e
colaboradores'® sintetizaram e estudaram o comportamento fotofisico de trés novas
bases de Troger fluorescentes derivadas de benzazdis. Sabe-se que as bases de Troger
possuem atividades bioldgicas bem interessantes, além de uma grande afinidade pelo
DNA, devido a sua estrutura rigida em forma de “V”, mas o mecanismo de acdo desta
nova classe de moléculas em sistemas bioldgicos, ainda nao foi elucidado. Oliveira e
colaboradores'’ recentemente realizaram estudos por docagem e dinamica molecular de
trés bases de Troger similares as sintetizadas por Abella e colaboradores'®. Os estudos
apontam que as bases de Troger derivadas de benzazdis possuem uma grande afinidade

pelo DNA, podendo interagir tanto em sulco menor, quanto em intercalacdo™®.



Neste trabalho foi realizado o estudo por docagem e dinamica molecular dos
precursores sintéticos das bases de Troger estudadas por Oliveira, como também para as
sintetizadas por Abella, aléem dos respectivos precursores. O intuito foi avaliar se a
afinidade se deve a estrutura peculiar das bases de Troger ou as caracteristicas dos

precursores.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO

O acido desoxirribonucleico (DNA), em inglés: deoxyribonucleic acid, ¢ uma
molécula orgéanica, formada pela juncdo de um grande nimero de nucleotideos, e que
contém as informagdes genéticas que coordenam o desenvolvimento e funcionamento
de todos os seres vivos. O DNA tem dois propoésitos principais, o primeiro €
fazer copias de si mesmo, de modo que as células possam se dividir e continuar as
mesmas informacdes, e 0 segundo, conter instru¢des sobre a producdo de proteinas para
que as células possam construir os tecidos de todas as formas de vida.**?*?! Os dados
codificados dentro da estruturado DNA sdo passados de geracdo para geracao,
com uma metade das informac@es provenientes desuamde ea outra metade

proveniente do seu pai'®.

A descoberta da estrutura da molécula de DNA foi feita em 1953 pelo norte-
americano James Watson e pelo britanico Francis Crick®, o que lhes valeu o Prémio

Nobel de Medicina em 1962, juntamente com Maurice Wilkins.

A molécula de DNA é constituida por uma sequéncia de nucleotideos, que por
sua vez é formado por trés diferentes tipos de moléculas: um aglcar (pentose), um

grupo fosfato e uma base nitrogenada (Figura 1)*%

. O aglcar e o fosfato sdo
componentes invariaveis nos nucleotideos e apresentam fungdo unicamente estrutural na
molécula de DNA, sendo as bases nitrogenadas as quais guardam todas as informacoes

necessarias para a sintese das proteinas.

A orientacdo das ligacGes entre as trés moléculas constituintes dos nucleotideos
é essencial para se determinar o sentido da dupla fita de DNA. A ligacdo entre a base
nitrogenada e a pentose é feita covalentemente através de uma ligacdo N-glicosidica
com o carbono-1 da pentose e a ligacdo entre o grupo fosfato e a pentose é feita através
de uma ligacdo fosfoéster com o carbono-5 da pentose (Figura 1). Para a formacédo da
molécula de DNA é necessario que ocorra a ligacdo entre os nucleotideos. Os
nucleotideos estdo ligados covalentemente por ligacbes fosfodiéster formando entre si
pontes de fosfato. O grupo hidroxila do carbono-3 da pentose do primeiro nucleotideo €
substituido pelo grupo fosfato, que também substitui a hidroxila do carbono-5 da

pentose do segundo nucleotideo através de uma ligacdo fosfodiéster® (Figura 2).
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Figura 1: Estrutura basica de um nucleotideo.

Devido a esta formacdo, a cadeia de DNA fica com uma direcdo determinada,
isto €, em uma extremidade se encontra livre a hidroxila do carbono-5 da primeira
pentose e na outra se tem livre a hidroxila do carbono-3 da Ultima pentose (Figura 2). O
crescimento do DNA se da na direcdo de 5' para 3', formando assim a fita de DNA.
James Watson e Francis Crick® postularam um modelo tridimensional para a estrutura
do DNA baseando-se em estudos de difracdo de raios X. O DNA consiste de duas
cadeias helicoidais de DNA, enroladas ao longo de um mesmo eixo, formando uma
dupla hélice de sentido rotacional a direita, considerando que 0 mesmo se encontre em
condicdes fisioldgicas ideais. *2"#+22

Ainda com base nestes estudos, concluiu-se que na dupla hélice as duas fitas de
DNA estdo na mesma direcdo, com sentidos opostos, isto significa que sdo anti-
paralelas. O termo anti-paralelas deve-se ao fato de que uma das fitas tem a direcdo
19

exata da sua sintese (5'---3") enquanto que a outra esta invertida (3'---5").

NH,

Figura 2: Sequéncia de trés nucleotideos no sentido de 5° - 3.



O DNA normalmente encontra-se em forma de uma espiral dextrdgira (gira para
a direita, ou no sentido horério). Portanto, as duas cadeias de nucleotideos giram uma
sobre a outra e acabam por formar sulcos entre as cadeias de fosfato, deixando expostas
as faces das bases nitrogenadas, que ndo estdo unidas por ligacdes de hidrogénio com a
base complementar.?® Ha dois tipos de sulcos na superficie da dupla hélice: um com
cerca de 22 A de largura, denominado sulco maior e outro com cerca de 12 A de
largura, designado de sulco menor (Figura 3).?%%?® Estas dimensdes sdo as médias
considerando condicBes fisiologicas normais, as quais resultam na conformacdo B-
DNA.

Sulco
Menor

Sulco

Figura 3: Estrutura do B-DNA, gerada no X3DNA. Adaptado de Ricci e
colaboradores.”’

Cada tipo de base numa cadeia forma ligagbes com apenas um tipo de base na
outra cadeia. Este comportamento é designado de complementaridade de bases.'®*??
Assim, as purinas formam ligaces de hidrogénio com pirimidinas: adenina liga-se com
timina e citosina com guanina). Este arranjo de dois nucleotideos complementares na
dupla hélice é chamado de pares de bases (Figura 4). Além das ligagdes de hidrogénio
entre as bases, as duas cadeias sdo mantidas juntas devido a forcas geradas
por interacbes hidrofobicas entre as bases empilhadas, as quais ndo sdo influenciadas

pela sequéncia do DNA™%,

Os dois tipos de pares de base formam diferentes nimeros de ligagcdes de
hidrogénio: AT formam duas ligacbes de hidrogénio enquanto que GC formam trés

ligacBes de hidrogénio. Desta forma a interagéo entre GC é mais forte que AT**%.



As varias combinacBes destas quatro bases sdo responsaveis pelas
diversas diferencas bioldgicas entre os seres humanos e de todos os seres vivos™. Os
seres humanos tém cerca de trés bilhdes de posi¢Ges de nucleotideos em seu DNA.
Assim, com quatro possibilidades (A, T, C ou G) em cada posicdo, héa

inimeras combinacdes possiveis'®.
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r/ Y/, N N—H------ O\
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N—¢ N----- H-N A /2 A\
o N—7  “wN.---. _H—
_ N H—N
N Y N e
% N= >N
N—H------0 7,
/ 0
H
Guanina Citosina Adenina Timina

Figura 4: Pareamento GC com trés ligacGes de hidrogénio e AT com duas
ligacdes de hidrogénio.

Mesmo o DNA sendo formado por uma dupla hélice com ligacdes de hidrogénio
entre as bases complementares, € uma molécula flexivel, sendo induzida a alteracGes
estruturais conforme o meio em que se encontra. As trés estruturas mais comuns séo o
A-DNA, B-DNA e Z-DNA, sendo a segunda a mais comum em condicdes fisioldgicas
comuns. As caracteristicas estruturais de oligonucleotideos ou polinucleotideos com

estruturas A, B e Z sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas estruturais do A-, B- e Z-DNA.

Caracteristicas estruturais A B Z
Sentido da hélice A direita A direita A esquerda
Diametro ~26 A ~20 A ~18 A
Pares de bases por volta helicoidal 11 10 12 (6 dimero)
Torcédo da hélice por volta de base 33° 36° 60° (por dimero)
Passo dfal hélice 28 A 34 A 45 A
(elevacdo por volta)
Elevacio da hélice por par de base 2,6 A 34A 37A
Inclinacdo da base
. . - 20° 6° 7°
perpendicular ao eixo da hélice
Cavidade maior Estreita e Larga e Achatada
profunda profunda
. Largae Estreita e Estreita e
Cavidade menor
rasa profunda profunda

C2'-endo em pirimidinas;
C3'-endo em purinas
Anti em pirimidinas; syn
em purinas

Conformacéo do anel da ribose C3'-endo C2'-endo

Ligacgdo glicosidica Anti Anti




Para o melhor entendimento destas alteracdes estruturais, se faz necessario o
conhecimento das definicbes e nomenclatura dos parametros das estruturas de &cidos
nucléicos.®® Estas definicdes resultaram de discussdes em um Workshop sobre DNA
realizado no Churchill College em Cambridge, em setembro de 1988, com os maiores
pesquisadores da area na época. A necessidade de definicdes de nomenclaturas para tais
pardmetros surgiu devido ao fato que os grupos de pesquisa da época estavam
trabalhando de forma independente no desenvolvimento de programas alternativos para
a analise geométrica das cadeias polinucleotidicas, mas com diferentes definicGes e com

nomenclatura amplamente diferente, mesmo quando se tratava do mesmo parametro.*

O intuito do Workshop foi definir uma linguagem Gnica para quando se falasse de
acidos nucléicos, que viesse a ser aceita como nomenclatura oficial. As possiveis

alteraces estruturais nos oligonucleotideos estdo apresentadas na Figura 5.

Os parametros geomeétricos dos oligonucleotideos ou polinucleotideos podem ser

divididos em duas classes: rotacionais e translacionais.

Dentro dos parametros rotacionais se encontram o Inclination, Buckle e Tilt no
eixo X, Tip, Propeller Twist e Roll no eixo y, Opening e Twist no eixo z e nos
translacionais se encontram Shear e Shift no eixo x, Stretch e Slide no eixo y e

Displacement em ambos os eixos, além de Stagger e Rise no eixo z.%°

Através da interpretacdo destes parametros & possivel se definir a geometria

global de um oligonucleotideo ou polinucleotideo.
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Figura 5: Parametros geométricos de polinucleotideos. Os PB sdo representados
por retangulos sélidos. Adaptado de Lu e colaboradores®

2.2 METODOS PARA DETECCAO DE DNA POR FLUORESCENCIA

Ao longo dos anos um grande nimero de métodos tem sido desenvolvido para
deteccdo de moléculas de DNA. As primeiras técnicas envolviam marcadores
radioativos e autorradiografia. Estes métodos foram sensiveis e eficazes, mas
demorados. Além disso, a utilizacdo de técnicas de radioisétopos tinha um custo
elevado devido a necessidade de peliculas fotograficas, materiais especiais e 0s extensos

requisitos para manuseio de materias radioativos, além do descarte dos mesmos™.



A partir de 1980, técnicas de fluorescéncia ganharam popularidade para a
deteccdo de DNA devido ao seu baixo custo, tornando-se populares na medicina

forense!®3!,

Os ensaios de deteccdo baseados em fluorescéncia séo amplamente utilizados
em laboratdrios forenses, devido as suas capacidades para analise multicolor, bem como
seu rapido e facil manuseio. Medicdes de fluorescéncia envolvem uma molécula corante
excitada e, em seguida, a deteccdo da luz que € emitida a partir do corante que retorna

ao estado fundamental*®>2,

Na aplicacdo para deteccdo de DNA com marcadores fluorescentes, o corante é
incorporado no DNA e a detec¢do é amplificada e sdo visualizados como bandas em

um gel ou representados por picos em um eletroferograma.*®*

Na medicina forense pode-se utilizar o DNA presente no sangue, no semen,
na pele, nasalivaou em pelos existentes na cena de um crime para identificar o

responséavel®®.

Esta técnica denomina-se impressdo genética ou perfil de DNA. Ao realizar a
impressdo genética, compara-se 0 comprimento de secBes altamente variaveis do DNA,
entre pessoas diferentes. Este método é muito confidvel para identificar um
criminoso®®. Pode-se requerer as pessoas acusadas de certos tipos de crimes que cedam
uma amostra de DNA para ser introduzida numa base de dados. Isto tem facilitado o
trabalho dos investigadores na resolucdo de casos antigos, onde sO se obteve uma
amostra de DNA da cena do crime®. A impressdo genética também pode ser utilizada

35,36

para identificar vitimas de acidentes em massa, ou para realizar provas de

consanguinidade ¥
2.3 CORANTES FLUORESCENTES

Uma molécula que € capaz de exibir fluorescéncia é chamada fluoréforo ou
fluorocromo. Fluor6foros sdo moléculas ou grupamentos com capacidade de absorver e
emitir luz a um comprimento de onda especifico com base na sua estrutura quimica e
condi¢des ambientais. Os que sdo utilizados principalmente na rotulagem de DNA sédo
corantes que fluorescem na regido visivel do espectro, que consiste de luz emitida na
faixa de 400-600 nm.

Benzazol é o nome genérico utilizado para identificar um grupo de compostos

organicos heterociclicos. Estas substancias possuem em sua estrutura um anel azélico

9



condensado a um anel benzénico. O anel azélico caracteriza-se por apresentar dois
heterodtomos nas posi¢es 1,3 em um anel de cinco membros, sendo que um deles
sempre é 0 atomo de nitrogénio. Este grupo abrange a familia dos benzoxazois (X = O),
benzotiazdis (X = S) e benzimidazéis (X = NH).*® A Figura 6 apresenta a estrutura

genérica dos benzazois.

4 3
5 9 N\ X=0 Benzoxazol
>2 X=S Benzotiazol
6 5 8 >1< X =NH Benzimidazol

Figura 6: Compostos heterociclicos benzazolicos.

A introducdo de uma fenila com um grupamento OH em orto na posi¢do 2 do
anel de cinco membros proporciona a formagdo dos heterociclos chamados 2-(2'-

hidroxifenil)benzazois como pode ser visto na Figura 7.

4
5 =0  2-(2'-hidroxifenilbenzoxazol
=S 2-(2'-hidroxifenil)benzotiazol
6 =NH 2-(2'-hidroxifenil)benzimidazol
7

Figura 7: Heterociclos do tipo 2-(2'-hidroxifenil)benzazéis.

Estas moléculas caracterizam-se por apresentar propriedades fotofisicas muito
interessantes, como uma emissdo de fluorescéncia através de um mecanismo de
transferéncia protonica intramolecular no estado eletronico excitado (ESIPT).>%404

Todos eles apresentam ligacdes intramoleculares do tipo ligagSes de hidrogénio.*?

2.3.1 Fluorescéncia e transferéncia protonica intramolecular no estado

eletrdnico excitado

A fluorescéncia é uma propriedade importante que esta presente em certos tipos
de moléculas e como método analitico Optico é conhecida como fluorescéncia
molecular.”®* Neste método as moléculas de interesse sdo excitadas para obter-se uma
espéecie cujo espectro de emissdo fornece informacgdes Uteis para analises quali e
quantitativas. A excitacdo é feita por absorcdo de fotons a partir de uma fonte e as
transicdes eletrénicas responsaveis pela fluorescéncia ndo envolvem mudancas de spin

eletrdnico®®, conforme observado no diagrama do Esquema 1.
10



O diagrama hipotético do Esquema 1 mostra as curvas de energia potencial para
os estados eletronicos fundamental (Sp), excitados (S;) e triplete (T1) e 0s eventos
radiativos e ndo radiativos que podem ocorrer: 1. Absorcdo de radiagdo (So—=S1), 2.
Emissdo de fluorescéncia (S1—Sp), 3. Conversdo interna e relaxacdo vibracional

(S17So), 4. Cruzamento intersistemas (S;—+T3), 5. Emissao de fosforescéncia (T1—Sy),

6. Cruzamento intersistemas (T1—Sy).
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Esquema 1: Diagrama de Jablonski. Adaptado de Jaeger e colaboradores**

Uma das grandes vantagens deste tipo de método é sua alta sensibilidade, com
limites de deteccdo de 1 a 3 ordens de grandeza menores que 0s encontrados na técnica
de espectroscopia de absorcdo molecular. Frequentemente as bandas de fluorescéncia
molecular sdo encontradas centradas em comprimentos de onda que sdo maiores que a

linha de ressonancia. Esse deslocamento para comprimentos de onda maiores é
denominado deslocamento de Stokes.***°

O Esquema 2 apresenta o0

mecanismo ESIPT para os 2-(2’-
hidroxifenil)benzazois. O conférmero enol-cis (E;) representa a espécie predominante
no estado fundamental, com uma forte ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o

atomo de nitrogénio e o hidrogénio da hidroxila fendlica. Através da excitacdo deste
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conférmero gera-se a forma enol-cis excitada (E*), que é sucessivamente convertida no

tautdmero ceto excitado (C*), através da transferéncia do proton (do —OH fendlico).

Este fendmeno acontece porque o grupo doador de elétrons torna-se mais acido e
0 grupo aceptor torna-se mais basico no estado excitado e a distancia do atomo de
hidrogénio (grupo acido / 2’-OH) e o do grupo aceptor (grupo basico / N-3) deve estar
em proximidade inferior a 2 A e com uma geometria adequada.*® O tautdémero ceto (C*)
excitado relaxa emitindo fluorescéncia e retornando ao estado fundamental (C) e a partir
deste estado, o proton retorna ao seu estado inicial regenerando a forma normal (E;) sem

qualquer alteracéo fotoquimica.***°

Sy ESIPT
Hoo -
Q-0
X - N/H %
SO Absorgéo Emissédo ¢

PN N/H %
QX@
-0 c

Esquema 2: Mecanismo ESIPT para os 2-(2 -hidroxifenil)benzaz6is. Adaptado de
Rodembusch e colaboradores®

Esta transferéncia protonica é um processo extremamente rapido (<10™%s). Por
outro lado, o estado C* por si tem um tempo de vida de alguns nanosegundos (10s), ou
seja, trés ordens de grandeza maior do que o estado E/*. Por causa desta diferenca de
tempos de vida as moléculas excitadas acumulam-se no estado C* provocando uma

inversdo de populacdo entre os estados fundamental e excitado.*’

Embora inimeras moléculas organicas absorvam luz na regido ultravioleta ou
visivel, nem todas possuem a capacidade de exibir luminescéncia. As moléculas que
apresentam 0 mecanismo ESIPT absorvem na regido do ultravioleta e emitem na regido
do visivel, observando-se o aparecimento de uma grande separacdo entre as bandas de
absorcdo e emissdo de fluorescéncia. Esta separacdo entre as bandas, medida em termos
de deslocamento de Stokes, é definida como a diferenca entre os comprimentos de onda

dos maximos de absorcdo e emissdo da molécula™®, conforme apresentado na Figura 8.
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Um grande deslocamento de Stokes é uma caracteristica interessante para uma

sonda bioldgica, pois permite uma melhor separacdo entre a luz inerente da matriz e a

luz dispersa pela amostra.*®?

Esta mudanca permite o uso de filtros dpticos para a luz de excitacdo separada

da emissdo de luz. Com uma selecdo cuidadosa e filtros dpticos, os fluor6foros podem

ser escolhidos com espectros de emissdo em comprimento de onda desejavel.***°

Ahst

Absorcéo Fluorescéncia

Intensidade

abs

o max A max A

Figura 8: Deslocamento de Stokes (AAsr). Adaptado de Rodembusch e
colaboradores **

O deslocamento de Stokes da maioria das espécies fluorescentes encontra-se na
faixa de 30 a 70 nm. Entretanto, quando a espécie envolvida sofre mudancas estruturais
no estado excitado, como o fototautomerismo da ESIPT, assumindo uma estrutura de
menor energia antes de emitir luz, o deslocamento de Stokes podera se tornar maior,
usualmente na faixa de 100 a 250 nm*, fendmeno amplamente observado nos 2-(2’-

hidroxifenil)benzazois.

A rigidez estrutural desta familia de moléculas, propiciada pela presenca da
ligacdo de hidrogénio intramolecular, aumenta a probabilidade de transicdo radiativa

entre o estado excitado e o estado fundamental, condicdo que favorece a ocorréncia de

fluorescéncia.*34>°!

2.3.2 Fatores que influenciam o mecanismo de ESPIT

Sabe-se que o mecanismo de ESIPT é completamente dependente do meio,

podendo sofrer influéncia pela natureza do solvente®*®® ou pela matriz>>* em que o

55,56,57,58,59 60,61,62,63,64,65,66

ligante se encontra. Muitos estudos experimentais e teoricos
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tém sido realizados para melhor compreender a influéncia da polaridade do solvente nas

diferentes geometrias estabilizadas em solucdo (Figura 9).

Em solventes proticos ou polares, existe uma competicdo entre a transferéncia
do préton intramolecular e a intermolecular com o solvente. Desta forma acaba
enfraquecendo a ligacdo de hidrogénio intramolecular e possibilitando a estabilizagéo
do conférmero enol-cis aberto (E,;), originario da ruptura da ligagdo de hidrogénio entre
a hidroxila fendlica e o nitrogénio da posicdo 3, seguido por uma rotagdo de 180° do
grupo 2’-hidroxifenila sob a ligagdo C,-C1.%’

Em solventes apolares ou pouco polares, conférmeros do tipo enol-trans (Ey;) e
enol-trans aberto (E;y) podem ser estabilizados. Todos os conformeros (E;-Ey) que
apresentam relaxacdo normal podem competir com o conférmero enol-cis (E))
responsavel pelo mecanismo de ESIPT,%® apresentando em muitos casos uma dupla

emissio de fluorescéncia em um mesmo solvente.®’

H—0 "
N N o’
g® (==
X X
E Ey
N N
e g
X X
H-0 o
H

Em Ewv

Figura 9: Geometrias da forma enol. Adaptado de Rodembusch e colaboradores **
Klymchenko e colaboradores® sintetizaram dois novos compostos fluorescentes
por ESIPT a partir da reacdo da 3-hidroxicromona com a espermina, 0s quais estdo

apresentados na Figura 10.
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Figura 10: Novos derivados da 3-hidroxicromona com a espermina. Adaptado
de Klymchenko e colaboradores.®
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Os autores descrevem que estes novos compostos S0 muito sensiveis ao meio.
No estudo fotofisico foi observado em solventes aproticos a emissdo de fluorescéncia é
decorrente do mecanismo de ESIPT. Em solventes proéticos, a emissdo por ESIPT sofre
uma grande decréscimo, sendo observada uma dupla emissao de fluorescéncia devido as
ligacbes de hidrogénio formadas com os atomos envolvidos no mecanismo. Além
disso, em solventes préticos a dupla emissao varia também em funcédo da polaridade do
solvente, de modo que em metanol a emisséo do tautdmero ceto é cerca de cinco vezes
menor do que em octanol, que é menos polar (Figura 11). Como a 4gua é um solvente
chave no estudo de sistema bioldgicos, os autores estudaram a influéncia deste primeiro
na dupla emissdo de fluorescéncia dos novos compostos obtidos. Os espectros de
fluorescéncia apresentaram um forte decréscimo na emissdo pelo tautbmero ceto,
conforme o aumento do percentual de agua em acetona (Figura 11). Além disso, 0
aumento do teor de agua muda consideravelmente a banda de emissdo maxima para o
azul. Deste modo, informacdes sobre o conteldo de &gua na proximidade do ligante
pode ser obtida tanto pela proporcdo das duas bandas de emissdo como também pela
posicdo da banda maxima, sendo muito util para estudo em sistemas biomoleculares.
Estes novos ligantes em interacdes com 0 DNA de fita dupla, a intensidade de emissao
de fluorescéncia aumenta drasticamente, principalmente pelo mecanismo de ESIPT, o
que ndo é observado em interacbes com o DNA de fita simples. Isto sugere que no
primeiro caso, o ligante esta intercalado, ndo ficando tdo exposto a solvatacdo pela agua,
como no segundo caso. Os resultados demonstram que estes novos compostos sdo muito

(iteis como sondas em sistemas bioldgicos.®
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Figura 11: Estudo fotofisico dos novos compostos sintetizados por Klymchenko
e colaboradores. Na parte superior, diferentes solventes e na parte inferior variando a
concentracdo de 4gua na acetona. Adaptado de Klymchenko e colaboradores.®

Dupradeau e colaboradores™ utilizaram o 2-(2°-hidroxifenil)-benzoxazol (HBO)
para estudar o ambiente de hidratacdo em estruturas de DNA de fita dupla. Os autores
sugerem que o aumento da hidratacdo em sulco pode diminuir a fragdo molar do
conférmero E, (Figura 9), o qual é responsavel pelo mecanismo de ESIPT. Desta forma,
qguanto maior a probabilidade de fazer ligagbes de hidrogénio intermolecular com o
HBO, menor a probabilidade de ocorrer o mecanismo de ESIPT, resultando em

emissdes de fluorescéncia a menores comprimentos de onda.

Os autores sintetizaram um novo derivado de HBO e incorporaram ao
oligonucleotideo de DNA (Figura 12), nas sequéncias 5’-CGTTTC(HBO)TTCTC e 5’-
GAGAA(HBO)GAAACG.
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Figura 12: A esquerda o novo derivado benzazdlicos sintetizado e a direita a
representacdo da incorporagéo do mesmo na sequéncia de DNA. Adaptado de
Klymchenko e colaboradores.®

Para caracterizar a estabilidade dos oligonucleotideos com o HBO foi analisada
a temperatura de desnaturacdo dos mesmos, estando ambos o0s resultados muito

préximos aos respectivos padrdes (DNA in natura).

Para o melhor entendimento do sistema foi realizado andlises de DM,
verificando que o HBO ficou bem acomodado entre as bases nitrogenadas, induzindo a
um pequeno alargamento do sulco menor sem causar grandes perturbagdes ao sistema.
Desta forma, os autores concluem o ligante esta em uma localizacdo hidrofobica e bem
acomodado entre as bases nitrogenadas, sendo possivel identificar o0 mesmo devido a

uma emissao de fluorescéncia bem caracteristica.”®"*

Este efeito de dupla emissdo de fluorescéncia também pode ser observado,

quando um composto benzazélico é incorporado em uma matriz sélida.

Hoffmann e colaboradores® sintetizaram novos materiais hibridos de silica
incorporados com corantes benzimidazolicos fluorescentes por ESIPT, através do
processo sol gel, seguido de uma alta compressao de 6,0 GPa. No estudo fotofisico, os
autores observaram que ha uma mudancga nos comprimentos de onda de emissdo para
mais baixos, quando comparado com os corantes puros. Este comportamento é atribuido
a interacdo entre as moléculas de corante através da conformacédo enol-cis aberto (E;;,

Figura 9) e os grupos silanol e agua adsorvida pela superficie da silica.

Comportamento similar também foi observado por Kuplich e colaboradores® ao
sintetizaram uma série de quatro compostos fotoativos derivados da triazina a partir da
substituicdo nucleofilica aromatica no cloreto ciandrico. Os derivados sintetizados neste
trabalho foram incorporados a uma matriz celulésica para a obtencéo de novos materiais
fluorescentes. No estudo fotofisico em estado solido, os autores observaram que estes

novos compostos ao serem incorporados em uma matriz celulosica acabavam emitindo
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uma dupla fluorescéncia, sendo provavelmente a emissdo do tautdmero enol e ceto no
estado excitado. A emissdo do tautdbmero enol se deve a possiveis ligaches de
hidrogénio com as hidroxilas da celulose, inibindo 0 mecanismo de ESIPT.

2.4 BASES DE TROGER

A historia das bases de Troger (TB) comecou em 1887, quando Carl Julius
Ludwig Troger sintetizou um composto derivado da reagéo entre a para-metilanilina e o

formaldeido em presenca de &cido cloridrico, obtendo a 2,8-dimetil-6H,12H-(5,11)-

metanodibenzo[b,f][1,5]diazocina (Esquema 3)"%"*",
NH,
N CH
H,CO 3
ﬁ
HC1
CH; L
CH,

Esquema 3: Sintese da primeira BT.

A estrutura correta do composto sintetizado por Julius Troger, apds muitas
controveérsias, s6 foi determinada em 1935 por Spielman, a partir de estudados
cuidadosos da reatividade de cada reagente.” O composto apresentava uma estrutura na
forma de “V” e rigida, com os anéis aromaticos planos e praticamente perpendiculares

entre si.”

Também em 1935, Wagner’® apresenta uma proposta do mecanismo de reacéo

de formacdo das BT, conforme apresentado no Esquema 4.

H,C

CH;
" |
N N
NH, HN H,CO o
H,CO H,CO - H,CO 2
> > > HCI
HCl HCI NH HCI N
CHy N
CH;
H,C (e

H;

NH,

CH;

Esquema 4: Proposta sintética de Wagner para o mecanismo de reagao das BT.

O autor descreve gue a reacdo ocorre basicamente, através da formacao de uma
imina, seguido de condensacgdes cruzadas entre o nitrogénio e a posi¢do orto do mesmo
com o formaldeido. O mecanismo de reagdo para as BT proposto por Wagner foi
confirmado recentemente por outros autores, através de técnicas de ESI-MS/MS’’ e

através de isolamento de intermediarios durante a reago.”®
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As Bases de Troger sdo moléculas quirais, por possuirem dois nitrogénios

74,79
d

estereogénicos. Prelog e Wielan , em 1944, determinaram suas formas

enantioméricas, por separacdo cromatografica com acido (+)-lactose hidratada (Figura
13), tornando esta classe de moléculas uma das primeiras a serem resolvidos numa fase

estacionaria enantiomericamente pura.

e s e

(55,11S) : (5R11R)
N, N
Me N AN Me

Figura 13: Formas enantiomeéricas da Base de Troger

0

Em 1986, Larson e Wilcox confirmaram por analise de difracdo de raios X, que
a questionavel estrutura proposta por Spielman estava correta.®® A questio da
configuracdo absoluta das BT s6 foi resolvida em 1991, quando analisado por
cristalografia de raios X um sal de diastereoisbmeros de uma BT monoprotonada
contendo um contra quiral de configuracdo conhecida, concluindo que a (+)-BT tem
configuracdo 5S,11S.8!

2.4.1 Aplicacdes das Bases de Troger

Através da evolucdo dos conhecimentos referentes ao genoma de diversos
organismos e dos inumeros processos celulares diretamente ligados aos &cidos
nucléicos, ha um crescente interesse para descoberta de novas moléculas capazes de
interagir com o DNA®. Tais estudos s&o uma tendéncia, porque a maioria dos agentes
antitumorais utilizados atualmente, que atuam sobre o DNA sdo pouco seletivos e

extremamente toxicos®?,

As BT tém se mostrado como moléculas capazes de interagir com o DNA gracas
a sua quiralidade e estrutura rigida. Em 1991, Yashima e colaboradores®* sintetizaram
uma nova BT condensado de 5-amino-1,10-fenantrolina com formaldeido catalisado por
acido cloridrico com solvente etanol, obtendo um rendimento de 22 % do novo produto.
Os autores elucidaram pela primeira vez a capacidade dessa classe de compostos em
ligar-se de forma ndo covalente ao DNA. Esse foi 0 marco inicial para uma série de

investigacOes sobre a interagdo das BT com o DNA. Em 1991, Yashima e seu grupo
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sugeriram que o isémero levorrotatorio (-)-(R,R), de méo direita, resultaria em um

melhor encaixe as hélices em um B-DNA%,

Essa previsdo foi confirmada posteriormente por Tatibotiet e colaboradores® que
demonstraram através de estudos de desnaturacéo térmica do complexo B-DNA e a BT
derivada da acridina que o enantiomero (-)-(R,R) possui maior afinidade pelo
oligonucleotideo do que o enantibmero (+)-(S,S). Em trabalho similar, Bailly e
colaboradores®® comprovaram a mesma tendéncia para a BT derivada da proflavina e
Baldeyrou e colaboradores®” para a BT mista, proflavina e fenantrolina. A estrutura
destas BT utilizadas em trabalhos pioneiros com o B-DNA estdo apresentadas na Figura
14,

NH,

Figura 14: BT que interagem com o DNA. (a) Base de Troger simétrica com
dois substituintes de fenantrolina; (b) Base de Troger simétrica com dois substituintes
de proflavina; (c) Base de Trdger assimétrica com um substituinte de proflavina e outro
de fenantrolina

Outras aplicacBes das bases de Troger apresentam usos como catalisadores®,
ligantes quirais®® e diferentes atividades biolégicas. Um analogo também demonstrou
possuir atividade inibitéria em relagdo a uma enzima responsavel por desencadear

problemas circulatdrios e enfarto™.

Dentre as diversas sinteses propostas na literatura, pode-se destacar as realizadas
em 2004 por Abella e colaboradores'®. Esse grupo sintetizou novos analogos das bases
de Troger, compostos fluorescentes via ESIPT, os quais apresentaram um grande

potencial para utilizagdo como sondas bioldgicas (Esquema 5).
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Esquema 5: Sintese das BT fluorescentes por ESIPT; X =S, O e NH.

No entanto, a falta de um conjunto vasto de dados experimentais torna de grande
importancia a elucidacdo dos mecanismos da interacdo destas novas BT com o DNA,

para possiveis aplicacGes futuras.
25 DOCAGEM MOLECULAR

A docagem molecular é uma metodologia computacional, que tem por objetivo,
prever a afinidade de um ligante e uma macromolécula, permitindo desta forma,
caracterizar o comportamento de complexos, bem como elucidar 0s processos
bioquimicos fundamentais. Os estudos de como os ligantes interagem com as
macromoléculas receptoras € um dos aspectos centrais na area de Planejamento
Racional de Farmacos Baseado em Estrutura (PRBE). Normalmente estas
macromoléculas de interesse sdo caracterizadas por cristalografia de raios X ou
espectroscopia de RMN e suas coordenadas atdmicas sdo depositadas em bancos de

dados especificos, como por exemplo, Protein Data Bank.™

A capacidade computacional tem aumentado drasticamente nas ultimas décadas,
tornando possivel a utilizacdo de métodos mais sofisticados no design de drogas, no
entanto, lidar com a flexibilidade do receptor neste tipo de metodologia, ainda € uma
questdo bastante delicada. A principal razdo para esta dificuldade é o grande nimero de

graus de liberdade que devem ser considerados neste tipo de calculo.*?

Normalmente, os programas de docagem molecular sdo baseados em um
algoritmo de busca e uma funcdo de escore.”*°* O algoritmo de busca explora o espaco
de fases, buscando possiveis conformacdes e orientagdes do ligante, enquanto a funcéo
de escore pontua os resultados obtidos pelo primeiro, indicando a probabilidade de que
a forma de interacdo encontrada seja a mais favoravel. Dessa forma, a fungdo de escore
ndo somente direciona o processo de docagem para 0 modo de ligacdo mais favoravel,

como também fornece um ranking dos resultados obtidos ao final do processo.**
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Os algoritmos de busca podem ser divididos em trés classes: métodos de

simulagdo, métodos sistematicos e métodos estocésticos ou randdmicos. > %%

Os métodos de simulacdo incluem a simulacdo por dinamica molecular e métodos
de minimizacéo de energia, mas embora permitam um tratamento detalhado do sistema,
dificilmente sdo capazes de transpor barreiras energéticas entre minimos locais em um
tempo computacionalmente viavel. Sendo assim, ha sempre a possibilidade de que o
ligante fiqgue acomodado num vale de minimo local. Dessa forma, geralmente sao
utilizados apenas como algoritmos de busca local para complementar algoritmo de

busca global %99

Os métodos sistematicos exploram sistematicamente todo o espago de fases, mas
enfrentam o problema da explosdo combinatorial quando o ligante € uma molécula

flexivel, devido ao grande ntimero de graus de liberdade.**

J4 os métodos estocasticos ou randdémicos operam aplicando alteracdes
aleatdrias para cada ligante, que sdo avaliadas, podendo ou ndo serem aceitas em cada
etapa. Na docagem molecular, as duas abordagens estocasticas mais populares sdo o
método de Monte Carlo (MC) e os algoritmos genéticos. No método de Monte Carlo, a
probabilidade de se aceitar uma mudanca aleat6ria na estrutura do ligante é calculada
utilizando-se uma distribuicdo de probabilidade de Boltzmann. Ja em um método
baseado em algoritmos genéticos, a busca por uma interacdo favoravel é baseada na
ideia do processo evolucionario em sistemas bioldgicos. Algoritmos genéticos sdo uma
classe particular de algoritmos evolutivos que usam técnicas inspiradas pela biologia
evolutiva como hereditariedade, mutacdo, selecdo natural e recombinacdo (ou crossing

over).

Nesta simulacdo uma populacdo inicial € gerada aleatoriamente, onde o0s
individuos sdo codificados através de suas posicbes de interacbes com a
macromolécula. Em cada passo da simulacdo, pequenas modificacdes aleatdrias sdo
feitas, tais como: translacdo do centro de gravidade, orientacdo, e rotagdo ao redor de
cada um dos angulos diedros internos flexiveis. Estas modificacdes resultam em uma
nova configuragdo, e a energia deste modo de ligagdo é novamente avaliada. O valor
desta nova energia € comparado ao valor obtido no passo anterior. Se o valor da nova
energia for menor, a nova configuracao € aceita, caso contrario, utilizasse a anterior para

uma nova busca (Esquema 6).%#%49%7
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Esquema 6: Funcionamento do algoritmo genético. Adapatado de Morris e
colaboradores.®’

As fungdes de escore avaliam e pontuam as interacbes encontradas pelos
algoritmos de busca e fornecem um ranking, podendo ser agrupadas em funcdes
baseadas em: campos de forcas, funcBes empiricas e fungbes baseadas em

conhecimento.®+%%100

Funcdes de escore baseadas em campos de forcas sdo aquelas que utilizam
funcdes de energia da mecanica molecular classica®, sendo basicamente a afinidade de
interacdo estimada pela soma das interacdes intermoleculares de van der Waals e as

interacdes eletrostaticas entre todos os &tomos das duas moléculas no complexo.*®

Nos métodos empiricos, para a avaliacdo da energia livre de ligacdo entre
ligante-receptor, os coeficientes da funcdo de energia livre de ligagdo séo calibrados a
partir de dados experimentais.®* Um aspecto negativo da utilizacdo deste tipo de
avaliacdo é que os resultados provenientes sdo dependentes do conjunto de dados

utilizado no processo de parametrizag&o.'***%

Com o numero cada vez maior de estruturas determinadas experimentalmente, é
possivel utilizar as informacdes que delas derivam para construir uma funcdo de
energia. A estas funcBes se d4 o nome de funcdes baseadas em conhecimento.?%%1%
Estes metodos tem por base a fisica estatistica classica, onde se pode utilizar a
distribuicdo das geometrias observadas, com o intuito de se deduzir o potencial de forca
média, atraves da lei de Boltzmann que dé como resposta a distribuicéo observada.'®

Deste modo, ao contrario das fungdes empiricas, as fun¢es baseadas em conhecimento
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ndo sdo construidas pela utilizacdo de dados da constante de inibicdo receptor-ligante

determinados experimentalmente.

A avaliacdo das interacdes encontradas pelos algoritmos de busca, entre o0s
ligantes e macromoléculas é completamente dependente da funcdo de escore, sendo esta
uma das principais limitaces atualmente. O fato se deve que a maior parte das fungdes
de escores disponiveis foram parametrizadas com proteinas, e os programas validados
apenas para essa classe de moléculas e seus ligantes. Muito provavelmente por essa
razdo, existe ainda um numero muito pequeno de trabalhos utilizando a docagem

103,104

molecular para &cidos nucléicos, apesar de o DNA ser sabidamente alvo de uma

série de farmacos antibioticos e antitumorais.

Os é&cidos nucléicos sdo estruturalmente bastante diferentes das proteinas e
possuem caracteristicas unicas, como alta densidade de carga e geometria quiral. Além
disso, os acidos nucléicos nao apresentam um sitio de ligacdo Unico e bem definido para

cada ligante, como ocorre com as proteinas.'**'%*

Holt e colaboradores'® validaram protocolos de docagem para 4cidos nucléicos

k% e Surflex.!%® Para isto os autores selecionaram os

utilizando os softwares AutoDoc
ligantes de sulco menor distamicina e pentamidina, bem como os intercaladores
daunorrubicina e elipticina para estes os estudos. Primeiramente foram selecionadas
estruturas cristalograficas caracterizadas com estes ligantes depositadas do PDB. Os
ligantes foram retirados das respectivas estruturas cristalograficas, as quais foram
utilizadas como dados de entrada para as redocagens (considera-se redocagens porque

estas macromoléculas ja foram docadas experimentalmente).

Em seguida os autores testaram alguns protocolos de docagem conseguindo
reproduzir com precisdo as estruturas cristalograficas iniciais. Estes conjuntos de
experiéncias demonstram a utilidade destes programas para o estudo de docagem
molecular entre ligantes e &cidos nucleicos alvos. Estas experiéncias demonstraram que
as técnicas de docagem molecular podem ser estendidas com sucesso para incluir como

meta, cidos nucléicos em estudos de triagens virtuais e na concepg¢do de novas drogas.

Em outro trabalho, Ricci e Netz!®

utilizando o programa AutoDock
desenvolveram um protocolo Unico para docagem de &cidos nucléicos. Nesse contexto,
o0s autores realizaram ndo apenas redocagens, como também docagens cruzadas entre 0s
ligantes elipticina e netropsina e quatro oligbmeros, sendo estes: um DNA

cristalogréafico sem gap, um DNA cristalografico com gap, um B-DNA canénico e um
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B-DNA canénico com um gap artificial, a fim de estabelecer um protocolo padrao,
capaz de identificar os dois principais modos de interacdo destes complexos. Elipticina
é um agente de intercalagdo tipico com atividade antitumoral, enquanto que netropsina é
um antibiotico que ocorre naturalmente, que interage com o DNA através do
reconhecimento sulco menor. Os autores ainda aplicaram este protocolo para prever 0s
modos de interacdo de duas bases de Troger: uma base simétrica derivada da proflavina
e uma base assimétrica derivada proflavina e fenantrolina. Os dados referentes a essas
moléculas na literatura permanecem inconclusivos. No entanto, embora 0 modo de
ligacdo ainda ndo esteja elucidado, as experiéncias de espectroscopia e bioquimicas
sugerem dois modos de ligacdo diferentes para estas bases de Trdger, com proflavina
intercalada e fenantrolina residente no sulco menor. Finalmente, os autores decidiram
testar este protocolo com uma molécula que se liga covalentemente ao DNA e comparar
os resultados com os experimentais, optando pela aflatoxina B1 exo0-8,9-epdxido, um
potente cancerigeno conhecido por intercalar ao DNA formando posteriormente uma
ligacdo covalente com uma guanina. Os autores demonstraram que as limitagcbes dos
métodos de docagem atuais podem ser superados por uma escolha apropriada da
conformacdo alvo, como mostraram também que o AutoDock é capaz de identificar
corretamente dois dos principais modos de interacdo entre ligante e DNA, fornecendo
resultados em completo acordo com dados experimentais da literatura.

Mesmo tendo em conta as limitacGes e incertezas referentes a utilizacdo destas
ferramentas com &cidos nucléicos, estes resultados demonstraram que esses softwares
podem reproduzir com precisdo as estruturas cristalinas, tanto como interacdes de sulco
menor como em intercalacBes. Desta forma, estas abordagens podem ser utilizadas para
investigar outros ligantes, cujo modo de interagdo com o DNA ainda é desconhecido,
obtendo-se um ponto de partida adequado para estudos posteriores, tais como

simulacdes tedricas de dindmica molecular.
2.6 DINAMICA MOLECULAR

Atualmente a simulagdo de DM é uma das ferramentas mais utilizadas em estudo
de macromoléculas biolégicas.**"*%%® A dinamica molecular é fundamentada nos
principios da Mecanica Classica e fornece informagdes sobre o comportamento
microscopico de seus atomos individuais, o qual é dependente do tempo.'*° Para a
obtencdo das propriedades macroscopicas, aplica-se a mecanica estatistica, a qual
calcula propriedades tais como; pressédo, energia interna, volume, temperatura, energia
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livre, dentre outros. As moléculas sdo tratadas como uma colecdo de atomos, cuja
dindmica pode ser descrita por forcas newtonianas. As equacdes da segunda lei do
movimento de Newton sdo numericamente integradas para reproduzir a evolucdo dos
atomos no sistema em questdo, ou seja, produzir sucessivas configuracdes do sistema
em estudo. Como resultado deste processo, se obtém uma trajetdria através do espaco de
fases que especifica as posicGes e as velocidades (ou momentos) das particulas do
sistema em instantes sucessivos de tempo.'® Um conjunto de interacdes é referido
como “campo de forga”, e ¢ conhecido como uma fun¢do da energia potencial, e assim
permite que a energia potencial total do sistema seja calculada a partir da estrutura
tridimensional (3D) do mesmo. O campo de for¢a empirico é descrito como a soma de
varios termos de energia, incluindo os termos para dtomos ligados (comprimentos e
angulos de ligacdo, angulos diedros) e os termos para atomos nao ligados (interac6es de
van der Waals e de Coulomb). Os campos de forcas existentes foram desenvolvidos de
maneira independente e com todos os conjuntos de parametros especificos. Alguns
incluem outros termos para descrever especificamente as ligaces de hidrogénio ou para
acoplar oscilagc6es entre angulos e comprimentos de ligacdo, com o objetivo de se obter
uma melhor concordancia com espectros vibracionais.'** A confiabilidade dos
resultados é baseada na elaboracdo de um campo de forca com pardmetros bem
definidos. A escolha do campo de forca depende, em grande parte, do sistema a ser
estudado e das propriedades que serdo investigadas. No caso de sistemas
biomoleculares, os campos de forca mais utilizados sio CHARMM,*?
GROMOS, 11 AMBER,"™*°, OPLS,'"*!8 entre outros.

Um dos métodos mais utilizados em dindmica molecular para integrar as equagoes

de movimento é o algoritmo de Verlet,**°

que utiliza as posicOes e aceleragdes dos
atomos no tempo e as posi¢des do passo anterior, para determinar as novas posi¢oes no
tempo, sendo possivel utilizar também outros algoritmos, como por exemplo, o de

O ¢ 0 método leap-frog*®’. A realizacdo de uma simulacdo de dinamica

Beeman'?
molecular consiste basicamente da inicializacdo, calculo das forcas, integracdo das

equacdes do movimento e amostragem.

A inicializacdo do sistema consiste das coordenadas do sistema a ser estudado
dentro de uma caixa, podendo ser esta cubica ou ndo, onde séo aplicadas as condigdes
periddicas de contorno, bem como a convencdo de imagem minima ou raio de corte

esférico. Apos sdo adicionadas moléculas de agua, ions e contra-ions de acordo com o
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sistema que se deseja estudar, cuidando com as minimizacGes de energia necessarias
para ndo haver sobreposi¢cbes de atomos. Os algoritmos de minimizagdo mais
conhecidos sdo: 0 método steepest descent, o método dos gradientes conjugados’® e o
método de Newton-Raphson. O método steepest descent usa a derivada primeira para
determinar a direcdo para o minimo. Esta técnica é robusta e é usada para minimizar
inicialmente uma estrutura que esta longe de um ponto de minimo. Além disto, as
velocidades iniciais das particulas devem ser especificadas, bem como a definigdo do
ensemble a ser utilizado. Por ultimo, ha integracdo do movimento, que calcula as novas
posicBes e velocidades, atualizando a trajetéria e gravando passos pré-determinados
desta, para o célculo posterior (amostragem), das propriedades de interesse, as quais
devem ser expressas em fungédo das posicoes e velocidades atbmicas.

Outro fator importante na simulagdo de dindmica molecular é o controle da
temperatura e pressdo, desta forma se faz necessario o acoplamento de um termostato e
um barostato a0 mesmo. O termostato para manter a temperatura, sendo o sistema
acoplado a um banho térmico com temperatura fixa. Durante as simulacdes as
velocidades séo re-escalonadas periodicamente, para que a temperatura real do sistema
relaxe para se igualar a temperatura selecionada.'’®® No termostato de Nosé-

Hoover,*?41%

o sistema original Lagrangiano € modificado pela introducdo de um grau
de liberdade adicional, o qual tem a funcdo de um fator de escalonamento para o
momento. O efeito desta modificacdo na Lagrangiana € a introducdo de um parametro
de atrito na equacdo do movimento, cuja solucdo produz uma amostragem da trajetéria
do ensemble canénico. Para o controle da pressdo, a metodologia é semelhante, sendo
que neste caso as coordenadas sdo re-escalonadas periodicamente, de modo que a
pressdo real do sistema iguale-se a presséo selecionada. A fim de alcangar o conjunto
de método Lagrangiano estendido, um método similar ao de Nosé pode ser aplicado.
Este é chamado de o barostato de Parinello-Rahman'?®, no qual a matriz dos vetores da

caixa é atualizada pela propria equacdo, com o intuito de manter a pressao desejada.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o mecanismo de interacdo de compostos fluorescentes benzazdlicos
com o B-DNA, investigando a estabilidade dos complexos e analisando a potencialidade
de aplicagdo de tais compostos como sondas bioldgicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter a geometria de diferentes complexos de interagdo entre 0S compostos
fluorescentes e o B-DNA, a partir do docking molecular, utilizando estes
mesmos como ponto de partida para simulagdes de dindmica molecular;

e Analisar a estabilidade dos complexos obtidos através das simulacbes de
dindmica molecular;

o Verificar as alteracdes estruturais, causadas pelos benzazois e derivados, nos
oligonucleotideos;

e Determinar 0 modo de interacdo dos ligantes com o B-DNA, através da
simulacdo para avaliar a potencial aplicacdo dos mesmos em sistemas

bioldgicos.
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4 METODOLOGIA

4.1 CONSTRUGCAO DOS LIGANTES

Doze ligantes, entre precursores e bases de Troger fluorescentes via ESIPT
(Figura 15), foram construidos utilizando o programa GaussView'?®. Estes ligantes
foram divididos em dois grupos. O primeiro grupo contém seis ligantes precursores de
bases de Troger com substituintes de diferentes efeitos eletrénicos ligado ao anel
benzazolico, com e sem substituinte amina ligada a posi¢ao 4’ do anel fendlico. O
segundo grupo contém seis ligantes entre precursores e bases de Troger, variando o

substituinte entre nitrogénio, oxigénio e enxofre no anel benzazolico.
As geometrias foram otimizadas com o calculo de Funcional de Densidade
B3LYP usando o conjunto de bases 6-31G(d), com o programa Gaussian98*%’.

Grupo B

HO
Grupo A N
N NH,
HO X
3a-X=NH
b -

N [
1la-R;=H,Ry=NO, Z = CH X
1b-Ry=H,Ry=H,Z=N
1c-Ry=H,R,=Me, Z=CH X |
2a- Ry =NH,, R, = NO,, Z = CH @,’\I On 4a X = NH
2b-R1:NH2,R2:H,Z:N 4bh-X=0
2c-R;=NHj,, R, =Me, Z=CH 4c-X=S8

Figura 15: Ligantes fluorescentes estudados.

Os estudos da estabilidade conformacional dos ligantes foram realizados nas
mesmas condi¢cdes com que foram otimizadas as geometrias de equilibrio, realizando
um giro de 180° da ligacdo do anel fendlico com o anel benzazélico, com incrementos
de 10 em 10°.

4.2 OLIGONUCLEOTIDEO

O receptor utilizado foi o oligdbmero canbnico de B-DNA, gerado no programa
X3DNA%®® com a mesma sequéncia do oligpbmero  Dickerson-Drew,
d(CGCGAATTCGCG),. Foi escolhido este dodecamero, pois 0 mesmo tem sido

128,129,130

utilizado como referéncia para muitos trabalhos experimentais e

tedricos.®*%131 Este oligdmero foi modificado no mesmo programa, de forma a se
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obter um gap artificial no conjunto de pares de bases AATT (5° e 6° pares de base a

partir da extremidade da fita A), conforme apresentado na Tabela 2.'*

Tabela 2: Identificacdo dos PB, gap e CPB do DNA, vistos a partir do sulco
menor.

PB 3 5 CPB
L G € eGeGl
2 € 9 1Geeel
3 S SEN SRR Yol¢ [0/c 2
4 C S AGATC
5 T A

Gap 6,5A } AATT
6 I A YATAT
7 A T aTTAA
8 A Toareca
? G £ .1CGCG3
10 C S 3GCGe2
1 G € oceeas
12 C G

4.3 DOCAGEM MOLECULAR

As docagens foram realizadas no programa AutoDock 4.0°" (funcdo de escore
empirica baseada na variacdo de energia livre de ligacdo), utilizando o algoritmo
estocastico LGA (algoritmo genético Lamarckiano), que combina o algoritmo genético
(algoritmo de busca global) e o algoritmo de Solis e Wets (algoritmo de busca local).
Utilizando o programa AutoDockTools (ADT)** foi construida uma malha de afinidade
com 96x96x110 pontos e uma resolucdo de 0,375 A. O DNA foi centralizado na malha
de afinidade e os mapas de afinidade entre os atomos do ligante e da macromolécula
(DNA) foram gerados utilizando o0 mddulo AutoGrid 4.0. Os parametros utilizados para
o docking foram 100 corridas, 5x10° avaliaces de energia, nimero maximo de 27000
geracOes, operador de mutacdo 0,02, operador de crossing-over 0,80, passo
translacional de 0,2 A, passo de orientacdo 5°, passo torsional 5° e para o restante dos

parametros foram utilizados os valores default do programa.**?
44 DINAMICA MOLECULAR

Para a simulacdo de dindmica molecular foram selecionadas como estruturas de
partida, algumas conformacgdes distintas de menor energia de cada um dos sistemas de

docking. As interacbes foram descritas utilizando os potenciais do campo de forca

30



AMBERO03"*, a topologia do ligante foi determinada utilizando o script ACPYPI*. Os
sistemas foram colocados em caixas cubicas com uma distdncia minima entre a
molécula do soluto e as paredes da caixa de 18 A. Entéo, foram adicionados contra-ions
de sodio ao sistema contendo o DNA e todos os sistemas foram solvatados com
moléculas de agua TIP3P, ambos submetidos a minimizagdes utilizando o método
steepest descent. Para simulagdo de condic¢des fisiologicas foram acrescentados ions de
sodio e cloreto (0,154 mol/L). Os sistemas foram aquecidos linearmente por 5ns de 50K
a 300K, seguido de mais 20ns de simulacéo a 310K em simulacdo NPT, com barostato
de Parrinello-Rahman (tp = 2ps) a 1 atmosfera de presséo, termostato de Nose-Hoover.
Para analise dos dados foram utilizados mddulos do pacote GROMACS, X3DNA e

scripts 1%
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 DOCAGEM MOLECULAR

Na Figura 16 e Figura 17 sdo apresentados os resultados das docagens
moleculares para o grupo A e B, respectivamente, sendo que em cada sistema as 100
corridas séo organizadas em clusters conforme similaridades de interagdo, com uma
resolucdo de 2,0 A. Nas Tabelas 3 e 4 sdo apresentados os resultados das interacdes via
docking molecular contendo a identificacdo do ligante, a energia média de cada cluster,
o tipo de interacdo de cada cluster com o percentual de interacdes, a energia média geral
e por tipo de interagéo (sulco e intercalacéo).

90+ -6,91 kcal/mol - la 4 6,91 kcalimol

60| ox Q\F@

30 18

ol L& Llj'.
HO
6 &Iﬁ—g}

=

516 kealimol | 1p

- :)—%}\H Intercalacéo Sulco

30 t 1
8
0 . : . s i . ‘ i.l-b

Conformeros (%)

90 HY 1c 1

N -5,86 kcal/mol HO -5,93 kcal/mol 2c
N

60

304 | |

1

70 65 60 55 50 70 65 60 55 50

Energia livre de interagio (kcal/mol)

Figura 16: Energia livre de interacdo (ADT) dos ligantes lac e 2ac com o B-
DNA (X3DNA) e a energia média de interacéo (- - -).
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DNA.

Tabela 3: Resultados das docagens moleculares do Grupo de Ligantes A com o

Forma de interacdo
Ligante  AG (kcal/mol) (%) AGadio (kcal/mol)
la -7,08 sulco menor (46) -6,91
-7,01 sulco menor (2) sulco (-7,08)
-6,83 intercalacao (28) intercalacdo (-6,75)
-6,70 intercalacao (6)
-6,65 intercalagdo (17)
-6,63 intercalacgdo (1)
2a -7,22 sulco menor (20) -6,91
-6,95 intercalagao (45) sulco (-6,97)
-6,88 intercalagdo (13) intercalagao (-6,87)
-6,72 sulco menor (15)
-6,31 intercalagao (1)
-6,26 intercalacgdo (5)
-5,72 sulco maior (1)
1b -5,38 sulco menor (33) -5,16
-5,15 sulco menor (5) sulco (-5,35)
-5,07 intercalacao (23) intercalacdo (-5,04)
-5,05 intercalacao (35)
-4,95 intercalacao (2)
-4,70 intercalacao (2)
2b -6,72 intercalacao (83) -6,59
-6,10 sulco menor (4) intercalacdo (-6,72)
-5,90 sulco menor (11) sulco (-5,94)
-5,87 sulco menor (2)
1c -6,01 sulco menor (46) -5,86
-5,92 sulco menor (8) sulco (-6,00)
-5,75 intercalacao (14) intercalacdo (-5,70)
-5,73 intercalacao (20)
-5,63 intercalagao (2)
-5,59 intercalacao (10)
2C -6,17 intercalacao (28) -5,93
-5,98 sulco menor (49) sulco (-5,94)
-5,62 intercalagao (19) intercalagdo (-5,92)
-5,25 sulco menor (1)
-5,23 intercalacdo (2)
-4,58 sulco maior (1)
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Com relagéo ao grupo A, os ligantes com grupamento nitro como substituintes
no anel benzazoblico (1la e 2a), apresentaram as interacdes mais favoraveis por docagem
molecular com o DNA, quando comparados com seus anélogos (ligantes 1bc e 2bc),
com energia média de -6,91 kcal/mol para ambos, tendo uma pequena preferéncia por

interacdes de sulco menor.

Comparando os ligantes 1b e 2b (ligantes com anel pirimidinico), o segundo
(2b), que possui como substituinte grupamento amino, apresentou energia de interacao
bem mais favoravel (-6,59 kcal/mol) quando comprado com o primeiro (1b, -5,16
kcal/mol), que ndo possui este substituinte. Neste caso, o substituinte amino do ligante
2b proporciona uma energia de interacdo bem mais favoravel, com uma pronunciada
preferéncia por intercalacdo, enquanto seu precursor (1b), sem este substituinte possui
uma pequena preferéncia por interagdes de sulco menor. O ligante 2b possui energia de
interacdo mais forte quando comparado com seu precursor, ligante 1b, provavelmente

devido a possibilidade de fazer ligacdes de hidrogénio adicionais.

Os ligantes 1c e 2c apresentaram as energias de interacdes menos favoraveis, (-
5,86 e -5,93 kcal/mol, respectivamente), exceto quando comparado com o ligante 2a (-
5,16 kcal/mol). Isto se deve provavelmente pela menor capacidade de fazer ligacdes de
hidrogénio, quando comparado com seus analogos. Quando comparado as energias de
interacdo dos ligantes 1c e 2c¢, 0 segundo, com grupamento amino apresentou uma
energia de interacdo mais favoravel que o primeiro, com uma pequena preferéncia por

interacdo de sulco menor para ambos.

Para todos ligantes exceto o 2-(4’-amino-2’-hidroxifenil)oxazolo[4,5-b]piridina
(2b), apresentaram uma ligeira preferéncia para interacdo tipo sulco (Tabela 3), tendo
interacbes mais favoraveis para os ligantes com maior capacidade de fazer ligaces de

hidrogénio (ligantes com substituinte amino no anel fendlico).
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Figura 17: Energia livre de interacdo (ADT) dos ligantes 3ac e 4ac com o B-

DNA (X3DNA) e a energia media de interacao (- - -).
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DNA.

Tabela 4: Resultados das docagens moleculares do Grupo de Ligantes B com o

Forma de interacéo

Ligante AG (kcal/mol) (%) AGadio (kcal/mol)
3a -7,00 sulco menor (54) -6,71
-6,45 intercalacdo (40)  sulco menor (-7,00)
-6,01 intercalacao (1) intercalacdo (-6,36)
-5,78 intercalacdo (3)
-5,77 intercalacdo (1)
-5,64 intercalacao (1)
4a -10,06 sulco menor (72) -9,69
-9,87 sulco menor (17)  sulco menor (-10,02)
-7,84 misto (11) misto (-7,84)
3b -5,82 intercalacao (44) -5,66
-5,70 sulco menor (38) intercalacédo (-5,66)
-5,38 sulco menor (2) sulco menor (-5,65)
-5,26 sulco menor (3)
-5,16 intercalagao (11)
-5,02 intercalacao (2)
4b -9,00 sulco menor (83) -8,81
-8,64 sulco menor (6) sulco menor (-8,98)
-7,54 misto (11) misto (-7,54)
3c -6,98 sulco menor (40) -6,53
-6,65 intercalacdo (19)  sulco menor (-6,98)
-6,38 intercalacdo (2) intercalacdo (-6,35)
-6,32 intercalacao (3)
-6,21 intercalacdo (35)
-5,76 intercalacao (1)
4c -10,07 sulco menor (74) -9,80
-9,88 sulco menor (5) sulco menor (-10,06)
-8,84 misto (21) misto (-8,84)
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Na analise do docking molecular para grupo B, as bases de Troger (4ac)
apresentaram interacGes significativamente mais favoravies, quando comparados com
seus respectivos precursores (3ac), sendo cerca de 3,07 a 3,22 kcal/mol mais estaveis. A
ordem de estabilidade para os precursores ficaram em 3a > 3c > 3b e para as bases de
Troger 4c > 4a > 4b. Os precursores 3a e 3c e as bases de Troger 4a e 4c apresentaram
energias muito proximas no resultado de interacdo com o DNA por docking. J& no caso
dos ligantes 3b e 4b tiveram uma energia de estabilizagdo em torno de 1kcal/mol (0.88 a
1.01kcal/mol) menos favoravel que seus respectivos analogos. Isto significa que
compostos que contenham anel oxazdlico tem uma menor estabilidade de interacdo com
oligonucleotideos que seus demais analogos. Os precursores das bases de Troger, 3ac
apresentaram interacdes do tipo intercalacdo e sulco menor. O ligante 3a teve uma
preferéncia por interacdes tipo sulco menor, o 3b apresentou energias muito proximas

de ambas as interacdes e 0 3c apresentou uma preferéncia por intercalacgéo.

Ja as bases de Troger, 4ac apresentaram interacdes do tipo mista (intercalacéo
mais sulco maior) e sulco menor, tendo uma preferéncia pela segunda em todos os

Casos.

5.2 ESTUDO DA ESTABILIDADE CONFORMACIONAL DOS LIGANTES
DE DNA

A ESIPT (transferéncia protonica intramolecular no estado excitado) esta
intimamente relacionada com o efeito da solvatacdo. Solventes polares préticos, como a
agua tendem a solvatar os ligantes através de ligacGes de hidrogénio. Quanto maior a
influéncia do solvente, menor a energia da barreira de interconversdo de um rotdmero ao
outro, devido ao enfraquecimento da ligacdo de hidrogénio intramolecular do
hidroxibenzazol conforme apresentado no Esquema 7. A estabilidade da ligacdo de
hidrogénio foi analisada atraves da interconversdo do rotdmero cis (hidroxila fendlica
em posi¢do cis ao nitrogénio azdlico) para trans (hidroxila fenolica em posicédo trans ao
nitrogénio azolico), através de um giro de 180° entre o anel azolico e o anel fendlico

com incrementos de 10 em 10°.
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5.2.1 Estudo da Estabilidade Conformacional dos Ligantes do Grupo A

/H
H H—O0 O/H
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H

Esquema 7: Interconversdo do conformero cis no conférmero trans em
hidroxibenzazéis em solvente aquoso.

As Figura 18 a Figura 20 apresentam os valores de barreiras de interconverséo do
rotamero cis em trans e o efeito do solvente no valor da mesma.
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Figura 18: Energia relativa (kcal.mol™®) X Angulos de diedro (graus): valores
obtidos para os ligantes 1a e 2a no vacuo e em meio aquoso, através de calculo de
funcional de densidade B3LYP no conjunto de bases 6-31G(d) (Spartan ‘08, versdo
1.2.0).
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Figura 19: Energia relativa (kcal.mol™) X Angulos de diedro (graus): valores
obtidos para os ligantes 1b e 2b no vacuo e em meio aquoso, através de calculo de
funcional de densidade B3LYP no conjunto de bases 6-31G(d) (Spartan ‘08, versdo
1.2.0).

38



18

1¢ Vacuo
- — 1cAgua
154 2c Vacuo
s - = 2c Agua
< 124 7 N\
S RN
E 9 ‘7 N\
g (/74 Ny
< 7 AN
== 69 /4 N
o /4 |
3]
0 T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

Angulos de diedro (graus)

Figura 20: Energia relativa (kcal.mol™) X Angulos de diedro (graus): valores
obtidos para os ligantes 1c e 2c no vacuo e em meio aquoso, através de céalculo de
funcional de densidade B3LYP no conjunto de bases 6-31G(d) (Spartan ‘08, verséo
1.2.0).

Analisando o efeito do solvente sobre a barreira de interconversao do rotdmero
cis para trans (Tabela 5), observa-se que ha uma diminuicdo de 3,1 a 3,8 kcal.mol™,

para os ligantes 1ac e 2,1 a 3,0 kcal.mol™ para os ligantes 2ac.

Tabela 5: Valores de barreira de interconversdo do rotamero cis para trans em

kcal.mol™.

Ligante Vacuo Agua AEr (kcal.mol™)

la 1525 12,16 3,09
2a 16,78 14,73 2,05
1b 1550 11,68 3,82
2b 16,70 13,74 2,96
1c 1480 11,38 3,42
2¢ 15,79 12,95 2,84

Este efeito € mais pronunciado para os ligantes lac por ndo possuirem
grupamento amino na posi¢do 4 do anel fendlico, pois 0 mesmo é responsavel pelo
aumento da basicidade do nitrogénio azolico conforme apresentado no Esquema 8,

aumentado a forca da ligacdo de hidrogénio intramolecular.

I'e AN

HO HO
2N \3—2 I ﬁe \322
) Z SR 7N ST A W<
3 P 1—NH, <«—> | /5:4 1=NH,
{R X 0 — R X 0 —
A B /

Esquema 8: Representacdo esquematica das principais estruturas canénicas
dos ligantes 2ac.
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Este efeito pode ser nitidamente observado através dos comprimentos das

ligacGes, conforme tabela a seguir.

Tabela 6: Comprimentos de ligacOes para os ligantes lac e 2ac.

Comprimento das ligacdes (A)
Ligantes  C1-C2 C2-C3 C3-C4 C4-C5 C5-N6 N6-C7

la 1,389 1,400 1,420 1,441 1,315 1,386
2a 1,408 1,387 1,427 1,424 1,324 1,381
1b 1,389 1,399 1,419 1,444 1,314 1,392
2b 1,407 1,388 1,424 1,430 1,320 1,389
1c 1,390 1,399 1,418 1,466 1,310 1,397
2c 1,406 1,389 1,422 1,435 1,315 1,396

Como pode ser observada na Tabela 6, a insercdo do grupamento amino aumenta
a participacdo da estrutura canbnica B. Com a inser¢do do grupamento amino pode-se
observar 0 aumento das ligagbes C1-C2 (0,016-0,018), C3-C4 (0,004-0,007) e C5-N6
(0,005-0,009) e a diminuicao das ligagcdes C2-C3 (0,010-0,013), C4-C5 (0,014-0,031) e
N6-C7 (0,001-0,005). Evidencia-se desta forma uma maior efetividade da participacdo
da forma canbnica B nas estruturas de ressonancia (Esquema 8), devido ao
deslocamento eletronico da nuvem do grupamento amino na posigéo 4’. Desta forma,
aumentado a basicidade do grupamento amino do anel azélico, resulta em uma ligacdo

de hidrogénio mais forte, favorecendo assim a ESIPT.
5.2.2 Estudo da Estabilidade Conformacional dos Ligantes do Grupo B

As Figura 21 a Figura 23 apresentam os valores de barreiras de interconversao do

rotdmero cis em trans e o efeito do solvente no valor desta barreira.

Analisando o efeito do solvente sobre a barreira de interconversdo do rotamero cis
para trans (Esquema 7), observa-se que ha uma diminuico de 1,9 a 2,8 kcal.mol™, para
os ligantes 3ac e 2,6 a 3,5 kcal.mol™ para os ligantes 4ac, conforme apresentado na
Tabela 7. A diminuicdo do valor de barreira pelo efeito do solvente aquoso é mais
pronunciada para os ligantes 3ab e 4ab, pois 0s mesmos possuem nitrogénio ou
oxigénio no anel azolico, fazendo desta forma ligacdes de hidrogénio com o solvente e

diminuindo a forga da interagdo intramolecular.
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Figura 21: Energia relativa (kcal.mol™) X Angulos de diedro (graus): valores
obtidos para os ligantes 3a e 4a no vacuo e em meio aquoso, através de célculo de
funcional de densidade B3LYP no conjunto de bases 6-31G(d) (Spartan ‘08, versdo
1.2.0).
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Figura 22: Energia relativa (kcal.mol™®) X Angulos de diedro (graus): valores
obtidos para os ligantes 3b e 4b no vacuo e em meio aquoso, através de calculo de
funcional de densidade B3LYP no conjunto de bases 6-31G(d) (Spartan ‘08, versdo
1.2.0).
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Figura 23: Energia relativa (kcal.mol™) X Angulos de diedro (graus): valores
obtidos para os ligantes 3c e 4c no vacuo e em meio aquoso, através de céalculo de
funcional de densidade B3LYP no conjunto de bases 6-31G(d) (Spartan ‘08, versdo
1.2.0).
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Tabela 7: Valores de barreira de interconversao do rotdmeto cis para trans em

kcal.mol™.

Ligante Vécuo  Agua  AEr (kcal.mol?)

3a 13,97 11,40 2,56
4a 14,16 11,14 3,02
3b 15,76 12,91 2,84
4b 15,52 12,02 3,50
3c 13,89 12,00 1,90
4c 13,47 10,86 2,60

Os ligantes 3a e 4a no processo de interconversédo do rotdmero cis em trans,
acaba tendo que girar mais uma ligacdo para diminuir a repulsdo eletrénica. O
hidrogénio da hidroxila, que no rotdmero cis, que faz ligacdo de hidrogénio, no
rotamero trans acaba tendo que fazer um giro de 180° para diminuir esta repulsao,
resultando em uma nova ligacdo de hidrogénio entre o hidrogénio az6lico e o oxigénio
da hidroxila (Esquema 9). No vacuo este giro da hidroxila acontece em 170° e em

solvente aquoso, este giro acontece em 140°.

Cis Trans open

Esquema 9: Interconversdo do conférmero cis no conformero trans em
hidroxibenzimidazois 3a e 4a em solvente aquoso.

Os ligantes 3b e 4b sdo os que possuem o maior valor de barreira e a menor
diferenca de energia do rotameo cis e trans, comportamento o qual se deve as fortes
interagOes intramoleculares (Esquema 10). A menor diferenga de energia entre rotdmero
cis e trans, se deve ao fato que os dois rotdmeros possuem a possibilidade de fazerem

ligacGes de hidrogénio mais fortes que os demais ligantes.

42



- Cis - o Trans

Esquema 10: Interconversdo do conférmero cis no conférmero trans em
hidroxibenzimidazdis 3b e 4b em solvente aquoso.

Os ligantes 3c e 4c sdo os que apresentam o0s menores valores de barreira e a
menor influéncia do solvente aquoso no valor da mesma. Estes ligantes ndo sofrem tanta
influéncia do solvente aquoso devido ao fato de possuirem enxofre ao invés de
nitrogénio ou oxigénio no anel azolico, resultando em uma menor possibilidade de fazer
ligacbes de hidrogénio intermolecular, ao contrario dos demais ligantes. Outra
observacao interessante é que ao girar 180°, o valor da energia de barreira comeca a
subir de novo, pois o enxofre ndo pode fazer ligagcdes de hidrogénio e comeca a ter uma

repulséo eletrénica entre 0 mesmo e a hidroxila.
5.3 DINAMICA MOLECULAR

Com base nas trajetdrias obtidas das simulagcdes de Dindmica Molecular foram
analisados os seguintes parametros: desvio quadratico médio (RMSD); nimero de
ligagbes de hidrogénio, distancia do ligante em relacdo aos pares de bases do
oligonucleotideo e as mudancas estruturais no oligonucleotideo (Rise, Twist e Roll).

As coordenadas de entrada do ligante com o DNA foram obtidas das analises de
docagem molecular, sendo utilizada uma conformacdo de intercalacdo e uma de
interacdo de sulco. As conformaces de partida utilizadas para a DM foram as de menor
energia para cada modo de interacdo. Os ligantes foram identificados como S (sulco) e |

(intercalacéo), baseado nas interagdes de entrada.

O monitoramento do RMSD permite verificar a estabilidade do oligonucleotideo
durante a simulacdo, sendo assim possivel verificar a existéncia ou ndo de desnaturacéo.
Também a partir do desvio quadratico médio é possivel determinar o equilibrio atingido
durante a simulacdo. As anélises de RMSD estdo identificadas pelo nimero do ligante,

seguido pelo numero do tipo de interagdo, sulco (S) ou intercalacdo (1).

Depois de verificada a estabilidade do sistema, foram identificados os pares de

bases, com os quais o ligante estava interagindo, para analisar posteriormente as
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possiveis alteracfes nos mesmos. Para todos os complexos estudados, 0s conjuntos de
pares de bases AATT foram analisados, pois esta é a localizacdo do gap artificial. A
localizacdo do ligante no DNA é determinada pela distancia do primeiro em relacéo
com os pares de bases do segundo, servindo de dados de entrada para as anélises

posteriores de mudancas estruturais da macromolécula (Rise, Twist e Roll).

A Figura 24 apresenta um esquema dos pares de bases e das ligacdes covalentes
da posicdo acucar-fosfato do DNA, que sdo simplesmente representados por duas
molas."*® Em cada par de bases foi considerado um sistema de coordenadas cartesianas
xyz. Segundo Dickerson e colaboradores® é possivel quantificar, usando pardmetros
geométricos bem definidos, aquelas alteracGes que sdo constatadas visualmente, como
desenrolamento, movimentos de rotacdo, abertura ou fechamento de gap e

desempareamento de pares de bases, conforme apresentado na figura a seguir.

Rise Slide Shift

el

O W VNP AAYe Y
S % &

Figura 24: Os seis parametros basicos das possiveis alteracdes dos pares de
bases do DNA representados por retangulos sélidos. Adaptado de Ghorbani e
colaboradores.'*

Para este trabalho foram analisados os parametros Rise, Roll e Twist, pois sdo 0s
parametros que apresentam as alteracGes mais significativas para os complexos

estudados.
5.3.1 Analise do Oligonucleotideo sem Ligante

Como padrdo de referéncia dos pardmetros geométricos da forma canonica B-
DNA, foi realizada uma simulacdo de dindmica molecular apenas com a estrutura do B-

DNA sem ligante nas mesmas condi¢des dos demais complexos. Os valores médios e
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seus respectivos desvios padroes serdo apresentados nos proximos capitulos. Para todos
os sistemas estudados, as andlises foram realizadas apds a rampa de aquecimento,

momento em que o sistema esté estabilizado, sendo no intervalo de 5 a 25 ns.
5.3.2 Andlise do Grupo A

Primeiramente foi analisada a distancia do centro de massas do ligante em
relacdo ao centro de massas de cada um dos doze pares de bases do DNA, a contar de
cima para baixo (Tabela 2, se¢do 4.2), ao longo das simulac¢des da dindmica molecular.
As identificacBes do tipo intercalacdo (I) e sulco (S) foram considerados a partir dos

dados de entrada obtidos na docagem molecular, conforme ja citado na secéo 5.3.

Na anéalise da interacdo do tipo intercalacdo de cada ligante com o DNA,
observa-se que as distancias ndo se alteram significativamente ao longo das simulagdes
(Figura 25). O gap do DNA esta localizado entre os pares de bases cinco e seis (AATT),
e todos os ligantes intercalados se mantiveram mais préximo dos mesmos, com uma
distancia média de 7,5 A. Isto indica que o complexo (ligante e DNA) se manteve com

uma interacdo estavel durante todas as simulacgdes.

Na andlise das interacGes do tipo sulco do ligante com os pares de bases do
DNA, observa-se que o ligante 2-(2’-hidroxifenil)oxazolo[4,5-b]piridina (1bS) vai
migrando do par de base dez (CG) para proximo do par de base oito (AT) ao longo da
simulacdo. Os demais ligantes com excecdo do 2-(4’-amino-2’-hidroxifenil)-6-
nitrobenzoxazol (2aS), vao alternado as interacdes em regides especificas do DNA
conforme apresentado na Figura 25. O ligante 2-(4’-amino-2’-hidroxifenil)-6-
nitrobenzoxazol (2aS), ap6s a estabilizacdo do sistema, se manteve com uma interacao
estavel com o par de bases dez (CG), durante toda a simula¢do, com uma distancia
média de 5,0 A do mesmo. Este resultado é um indicio de interacdo forte entre este
ligante e 0 DNA, uma vez que, nos resultados de docagem a intera¢do de sulco do

ligante 2a € bastante negativa (ver Tabela 3).

Outro comportamento importante neste tipo de interacdo € que a migracdo do
ligante ao longo do sulco se caracteriza pela existéncia de barreiras energéticas entre um
par de bases e outro. Quando o ligante deixa de interagir com um par de bases e passa a
interagir com o par vizinho, esta mudanca é observada por saltos e ndo de forma sutil

conforme esperado, evidenciando desta forma, a existéncia de barreiras energéticas.
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Figura 25: Distancia dos ligantes do Grupo A em relagdo aos pares de bases do
DNA ao longo da simulagéo.

A partir destes resultados foram determinados quais conjuntos de pares de bases

do oligonucleotideo deveriam ser analisados em cada complexo (ligante e DNA).

Na andlise das ligacdes de hidrogénio dos complexos, ao logo das simulagdes
(Figura 26), os ligantes com grupamento 4’-amino (2ac) apresentaram em média uma
ligagdo a mais que seus analogos (1ac), conforme esperado, exceto o complexo 2cS que
apresentou 0 mesmo numero de liga¢des que 0 1¢S. Os complexos exibiram uma (1aS,
1bS, 1bl, 1cS, 1cl e 2¢S), duas (2bS, 2bl e 2cl), trés (1al e 2aS ) e até quatro (2al )

ligagBes de hidrogénio em alguns momentos.

O complexo 2aS manteve no minimo uma ligacdo de hidrogénio a mais que 0s
outros complexos em interacGes de sulco, sendo possivelmente o principal fator da
interacdo estavel do ligante com o par de bases dez (CG) do oligonucleotideo, conforme

ja discutido e apresentado na Figura 25.
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Figura 26: Numero de Ligac¢des de Hidrogénio dos ligantes do Grupo A com 0
DNA ao longo da simulagéo.

Na Figura 27 estdo apresentados os resultados de analises de RMSD dos
complexos (ligante e DNA) em interacdes do tipo intercalagdo (I) e sulco (S) versus o
oligonucleotideo sem o ligante e na Tabela 8 os valores médios e seus respectivos
desvios padrdes apOs a rampa de aquecimento. Verifica-se que os complexos do tipo
intercalacdo apresentam em torno dos 10 ns finais de simulagéo, flutuagbes um pouco

acima das mesmas do oligonucleotideo sem ligante, com excecdo dos complexos com
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os ligantes 2-(4’-amino-2’-hidroxifenil)-6-metilbenzoxazol (1cl) e 2-(4’-amino-2’-
hidroxifenil)oxazolo[4,5-b]piridina (2bl).

Os complexos 1cl e 2bl e todos os demais em interacbes do tipo sulco
apresentaram resultados de RMSD muito préximos ao do oligonucleotideo conforme
apresentado na Figura 27. Resultados similares foram descritos recentemente por
Netz'*", em estudos por docagem e dinamica molecular da interagdo de benzotidiazéis
com o B-DNA de Dickerson-Drew.’*® O autor descreve que os benzotidiazdis em
interagfes do tipo intercalagdo induzem o B-DNA a alteragbes estruturais mais

pronunciadas do que quando interagem em sulco, sem causar desnaturacdo do mesmo.

T - T . T . . . B T . - . '

@l DNA
[ Intercalacédo
Sulco

RMSD (nm)

Figura 27: RMSD do oligonucleotideo sem ligante e dos complexos (ligante e
DNA) do Grupo A apés a rampa de aquecimento.

Na Tabela 8 estdo apresentadas todas as médias de RMSD apds a estabilizacdo

do sistema com seus respectivos desvios padroes.
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Tabela 8: Resultados médios de RMSD do oligonucleotideo sem ligante e dos
complexos (ligante e DNA) do Grupo A ap6s a rampa de aquecimento

Sistema RMSD

B-DNA 0,20 £ 0,04
lal 0,39+0,12
1aS 0,28 +£ 0,04
2al 0,37+0,12
2aS 0,30 £ 0,03
1bl 0,36 +£ 0,08
1bS 0,28 £ 0,03
2bl 0,29 £ 0,05
2bS 0,30 £ 0,04
1cl 0,35+0,05
1cS 0,32 £ 0,04
2cl 0,37 +0,10
2cS 0,33 +£0,04

Na Figura 28 a Figura 39 estdo apresentados as imagens da evolugdo temporal

de todas as simula¢6es do grupo A, com intervalos de 5 em 5ns.

Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 28: Evolucdo temporal da simulagdo de dindmica molecular do
complexo 1al de 0 a 25ns.
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ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 29: Evolucdo temporal da simulacdo de dinamica molecular do
complexo 1bl de 0 a 25ns.

Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 30: Evolucdo temporal da simulagdo de dindmica molecular do
complexo 1cl de 0 a 25ns.

ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 31: Evolucdo temporal da simulacdo de dinamica molecular do
complexo 2al de 0 a 25ns.
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Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 32: Evolucdo temporal da simulacdo de dinamica molecular do
complexo 2bl de 0 a 25ns.

Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 33: Evolucdo temporal da simulacdo de dindmica molecular do
complexo 2cl de 0 a 25ns.

Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 34: Evolucdo temporal da simulacdo de dindmica molecular do
complexo 1aS de 0 a 25ns.
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ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 35: Evolucdo temporal da simulacdo de dinamica molecular do
complexo 1bS de 0 a 25ns.

ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 36: Evolucdo temporal da simulagdo de dindmica molecular do
complexo 1cS de 0 a 25ns.

Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 37: Evolucdo temporal da simulacdo de dindmica molecular do
complexo 2aS de 0 a 25ns.
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Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 38: Evolucdo temporal da simulacdo de dinamica molecular do
complexo 2bS de 0 a 25ns.

ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 39: Evolucdo temporal da simulagcdo de dindmica molecular do
complexo 2cS de 0 a 25ns.

Avaliando as imagens da resolucéo temporal pode-se observar que nenhum dos
ligantes teve alteracdo no seu tipo de interacdo com o oligonucleotideo ao longo das
simulagdes. O que se observa apenas sdo movimentacdes do ligante no gap (AATT) do
oligonucleotideo e ao longo do sulco. Uma observacao interessante € que o ligante 1la
quando intercalado, faz uma rotacbes de aproximadamente 180° dentro do gap do
oligonucleotideo conforme apresentado na Figura 28. O momento exato da rotagdo do
ligante la dentro do gap pode ser visto na analise de RMSD logo ap6s os 15 ns
chegando a flutuacdes de até 0,7 nm, indicando o momento de maior alteracdo estrutural
do oligonucleotideo.
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O complexo 2aS, que pelos padrbes de distancia (Figura 25) e numero de
ligagBes de hidrogénio (Figura 26) exibiu interacdo mais forte, demonstrou também uma
grande manutencao da sua geometria de interagéo.

A escolha do conjunto de pares de bases para as andlises de Rise, Roll e Twist
foram determinados, conforme j& discutido e apresentado na Figura 25.

Analisando os valores de Rise para as interag0es do tipo intercalagdo (Figura
40), verifica-se que para todos os complexos estudados, o ligante se mantém no gap,
confirmando a estabilidade do mesmo, conforme ja evidenciado nas analises de
distancias do ligante e os pares de bases do DNA (Figura 25) e pela analise da evolugéo

temporal (Figura 28 a Figura 33).

Os valores de Rise do conjunto de Pares Bases AATT ficaram entre 6,8 e 7,0 A,
enquanto o mesmo para 0 B-DNA candnico sem o ligante ficou em 3,4 A, conforme
apresentado na Tabela 9, mostrando que o gap se manteve aberto durante toda a
simulacdo.

Os demais conjuntos de Pares de Bases proximos ao AATT (GATC e ATAT)
mantiveram valores de Rise entre 3,2-3,5 e 3,2-3,4 A, respectivamente, enquanto que o
oligonucleotideo manteve 3,4 A para ambos, sendo estes resultados muito similares.
Estd média foi obtida no intervalo de 5 ns (fim da rampa de aquecimento), até os 25 ns
(tempo total de simulac&o). O oligonucleotideo manteve uma média de 3,3 A e 3,4 A
em resultados experimentais e por simulacdo, respectivamente, para ambos pares de

bases, sendo estes resultados muito proximos aos dos complexos estudados (Tabela 9).
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Figura 40: Parametro Rise das interacdes do tipo intercalacdo dos ligantes do
Grupo A com o DNA.

Na Tabela 9 estdo apresentadas as médias dos resultados do parametro Rise para
0 B-DNA e os demais complexos do tipo intercalacdo, obtidos por simulagdo, como
também obtidos experimentalmente para o primeiro*®, estando todos com seus
respectivos desvios padrfes. Observa-se que os resultados obtidos por simulacdo de
dindmica molecular para o oligonucleotideo sem ligante estdo muitos préximos aos

experimentais.

55



Tabela 9: Resultados experimentais do parametro Rise do oligonucleotideo e do
primeiro, mais os complexos com interacfes do tipo intercalagcdo por simulagdo de

dindmica molecular.

CPB Exp.**8 B-DNA 1al 2al 1bl 2bl 1cl 2cl

CGCG1 | 3,36+0,01 | 3,35+0,41 | 355+048 | 369+0,39 | 364+047 | 327+048 | 3,40+0,67 | 3,62+041
GCGC1|3,38+0,08 | 334+024 | 343+023 | 348+020 | 344+019 | 321+046 | 344+022 | 342022
CGCG2 | 3,26+0,05 | 3,19+0,33 | 3,11+0,29 | 3,27+0,30 | 3,09+0,25 | 3,11+0,26 | 3,04+0,25 | 3,38+041
GATC | 3,30+0,10 | 344+0,21 | 343+0,25 | 3,18+0,32 | 350+0,21 | 341+0,24 | 349+0,22 | 347+0.221
AATT |3,27+002 | 337+0,20 | 694+0,29 | 694+0,22 | 697+021 | 702+0,22 | 683+0,30 | 6,87+0,26
ATAT | 3,31+£0,03 | 337+0,18 | 324+0,22 | 3,33+0,18 | 3,34+0,18 | 330+0,18 | 3,30+0,19 | 3,38+0,19
TTAA | 329+0,01 | 332+0,21 | 329+0,22 | 342+0,21 | 330021 | 3.36+0,20 | 3,34+0,22 | 343+0,21
TCGA |3,14+002 | 336+021 | 337+0,24 | 351+0,23 | 352+0,22 | 352+0,20 | 3,44+0,25 | 3,51+0,20

CGCG3|3,56+0,07 | 324+0,31 | 341+036 | 3,16+0,34 | 3,08+0,34 | 3,26+0,44 | 323+0,29 | 3,09+0,28
GCGC2|3,21+0,18 | 345+0,20 | 338+024 | 348+021 | 350+0,18 | 347+028 | 335+0,19 | 3,39+0,22
CGCG4 | 354+0,19 | 347+044 | 352+037 | 306+031 | 360+042 | 342+0,73 | 334+0,19 | 3,71+0,39

Para as interagdes do tipo sulco, o gap inicial, localizado no conjunto de bases
AATT do oligonucletideo se fechou antes dos primeiros 5ns de simulagdo, conforme

apresentado na Figura 41, confirmando que o ligante ndo estava intercalado no mesmo.
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Figura 41: Parametro Rise, para o conjunto de pares de bases AATT das
interacdes do tipo sulco dos ligantes do Grupo A com o DNA.

Na Figura 42 estdo apresentados os resultados de Rise para os ligantes em
interacdes do tipo sulco. Observa-se que os ligantes mantém interac6es do tipo sulco do
inicio ao fim das simulagdes, conforme j& apresentado nas imagens de resolucdo
temporal (Figura 34 e Figura 39), estando todos os valores de Rise muito proximos aos

do B-DNA, conforme apresentado na Tabela 10.
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Figura 42: Parametro Rise das interacgdes do tipo sulco dos ligantes do Grupo
A com o DNA.

Na Tabela 10 estdo apresentadas as médias dos resultados do parametro Rise
para 0 B-DNA e os demais complexos em interacbes do tipo sulco, obtidos por

138

simulacdo, como também obtidos experimentalmente™" para o primeiro, estando todos

com seus respectivos desvios padrdes.
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Tabela 10: Resultados experimentais do parametro Rise do oligonucleotideo e

por simulacdo de dindmica molecular do primeiro mais os complexos com interag@es do

tipo sulco.

CPB Exp.**# B-DNA 1aS 2as 1bS 2bs 1cS 2cS
CGCG1 336+0,01 | 3,35+0,41 | 3,36+£0,37 | 3,64+0,43 | 3,67+0,39 3,39+0,37 | 3,40+£0,74 | 3,60+0,41
GCGC1 3,38+0,08 | 3,34+£0,24 | 3,39+0,20 | 329+0,24 | 347+0,20 | 346+0,18 | 3,40+£0,23 | 343+0,21
CGCG2 326+0,05 | 3,19+0,33 | 3,11+£0,29 | 3,33+0,54 | 3,10+0,28 | 3,08+0,28 | 3,16 +0,26 | 3,11+0,33

GATC 3,30+0,10 | 344+£0,21 | 345+0,22 | 3,26+0,25 | 3,44+0,21 344+021 | 3,44+0,20 | 3,45+£0,21
AATT 327+0,02 | 3,37+0,20 | 3,34+£0,20 | 3,30+0,19 | 3,34+0,19 330+£0,19 | 3,30+0,20 | 3,39+£0,19
ATAT 331+0,03 | 3,37+0,18 | 3,28+0,20 | 3,28+0,16 | 3,32+0,18 | 3,36 +0,17 | 3,37+0,19 | 3,20+0,17
TTAA 329+0,01 | 3,32+£0,21 | 3,37+0,21 | 3,25+0,18 | 3,46+0,22 351+0,21 | 3,40+0,20 | 3,22+0,18
TCGA 3,14+0,02 | 3,36+£0,21 | 3,61+£0,31 | 351+0,21 | 3,49+0,20 348+0,20 | 3,41+£0,22 | 357+£0,21
CGCG3 356+0,07 | 3,24+0,31 | 3,20£0,27 | 361+0,29 | 3,10+0,30 | 3,18+0,22 | 3,33+0,26 | 3,62+0,25
GCGC2 321+0,18 | 345+£0,20 | 3,34+£0,24 | 3,24+0,30 | 3,50+0,19 3,38+0,18 | 3,17+0,25 | 3,24+£0,23
CGCG4 354+0,19 | 347+£044 | 343+£0,40 | 2,73+£0,24 | 3,79+0,37 3,38+0,57 | 3,43+£0,35 | 3,40+£0,32
Na analise do parametro Roll dos ligantes em interacfes do tipo intercalacdo

com o B-DNA ndo foi possivel determinar uma tendéncia, mas alteracGes entre positivo

e negativo durante todas as simulacdes, conforme apresentado na Figura 43.
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Figura 43: Parametro Roll das interacGes do tipo intercalacéo dos ligantes do
Grupo A com o DNA.
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Na Tabela 11 estdo apresentadas as médias dos resultados do parametro Roll
para 0 B-DNA e os demais complexos do tipo intercalacdo, estando todos com seus
respectivos desvios padroes.

Tabela 11: Resultados do parametro Roll para os conjuntos de pares de bases
proximos ao ligante nas interagdes do tipo intercalacéo do grupo A.

CPB GATC AATT ATAT
B-DNA | 2,86 + 3,89 191+367 | -0,58=+331
lal 0,96 +4,62 | -6,00+986 [ -2,61+4,78
2al 3,62+590 | -464+6,80 | -478+4]11
1bl -0,19+430 | -2,91+8,36 | -4,60 +4,57
2bl 0,91+500 [ -499+6,96 | -3,11+4,8
1cl -1,32+4,83 | -3,24 +11,06 | -1,45+5,87
2cl 2,50+391 1,37+£3,96 | -0,91+3,40

Na analise dos resultados na Tabela 11 verifica-se uma tendéncia randémica
para 0 CPB GATC, alternado entre Roll positivo e negativo. Para os demais conjuntos
de pares de bases, verifica-se uma tendéncia a um Roll negativo, com exce¢do do
complexo 2cl, que gerou um Roll positivo no CPB AATT.

O conjunto de pares de bases AATT foi 0 que mais sofreu alteragdes estruturais
durante as simulagfes, com maior tendéncia a um Roll negativo, o que é justificado pela
intercalacdo do ligante, conforme apresentado na Figura 44. Estas maiores alteracfes
estruturais durante as simulacfes podem ser vistos pelos desvios padrfes superiores aos
demais (Tabela 11). Apenas o complexo 2cl manteve um Roll positivo, mas mesmo
assim com valor inferior ao B-DNA sem ligante. Todos os demais complexos
mantiveram valores negativos, obedecendo a seguinte ordem lal < 2bl < 2al < 1cl <
1bl < 2cl < B-DNA.
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Figura 44: Complexo 2al com ligante intercalado no DNA, resultando um Roll

negativo.

Na analise do parametro Roll para os complexos com os ligantes em interagdes

do tipo sulco ndo foi observado nenhuma tendéncia. Todos os resultados ficaram muito

proximos aos do B-DNA sem ligante apresentando pequenas variacdes conforme

apresentado na Figura 45 e Tabela 12.
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Figura 45: Parametro Roll das interacdes do tipo sulco dos ligantes do Grupo A

com o DNA.
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Na Tabela 12 estdo apresentadas as médias dos resultados do parametro Roll

para 0 B-DNA e os demais complexos com interagdes do tipo sulco, estando todos com

seus respectivos desvios padrdes.

Tabela 12: Resultados do pardmetro Roll para os conjuntos de pares de bases

préximos ao ligante nas interacGes do tipo sulco do grupo A.

CPB ATAT TTAA TCGA CGCG3 GCGC2
B-DNA | -058+331 | 251+4,13 | 1,74+452 | 8,11£504 | -193+4,88

1aS - - 188+454 | 653+4,80 | -0,32+4,83

2aS - - 0,52+3,34 | 563+506 [-049+4,34

1bS - 2,01+£3,59 | 0,77+4,29 | 9,75+4,70 -

2bS - 2,83+3,63 | 1,08+4,04 | 10,15+ 4,06 -

1cS 0,21+3,99 [ 1,43+3,63 | 2,27 +4,86 - -

2¢S - 1,53+4,72 | 1,28+3,79 | 7,48 +4,83 -

Os resultados do parametro Twist para os complexos intercalados do grupo A

estdo apresentados na Figura 46.
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Figura 46: Par@metro Twist das interacdes do tipo intercalacdo dos ligantes do
Grupo A com o DNA.
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O conjunto de pares GATC, que estd localizado acima do gap ndo sofreu
alteracOes significativas, mantendo para todos os complexos, resultados muito proximo
ao do B-DNA sem ligante, apenas com excecdo do complexo com o ligante 2-(4’-
amino-2’-hidroxifenil)-6-nitrobenzoxazol (2al). Todos os complexos apresentaram uma
pequena tendéncia ao enrolamento, sendo o resultado de Twist para 0 B-DNA candnico
de 35,7° e os resultados encontrados variando de 36,0 a 39,1°, conforme apresentado na
Tabela 13.

Para o complexo 2al, apds a estabilizacdo do sistema apresentou resultados
médios de 39° até os 12 ns iniciais. Apds 0s 12 ns, um desenrolamento do conjunto de

pares de bases foi observado, chegando a -13° nos ultimos 5 ns.

Para o conjunto de pares de bases AATT foi verificado alteragbes bem
significativas, sendo este o local onde o ligante esta intercalado. O complexo 1al foi o
que teve a menor alteracdo estrutural neste conjunto de pares de bases, tendo uma média
ap6s a rampa de aquecimento de 20,3°. Para o complexo 2al, apds a rampa de
aquecimento manteve uma média de 10,6°. O complexo 1bl apds a rampa de
aquecimento manteve uma média de 16,6° até os 13 ns, apos este periodo observa-se um
maior desenrolamento do CPB AATT, mantendo uma média de 1,90° até o final da
simulacdo. Os complexos 2bl e 1cl apresentaram durante a simulagdo um
desenrolamento seguido de um novo enrolamento, provavelmente devido a uma melhor
acomodacdo do ligante. O complexo 2bl apresentou o desenrolamento méaximo no
intervalo de 10 a 15 ns, com uma média de 8,5°, voltando para uma média de 26,9° nos
ultimos 5 ns finais de simulacdo. O complexo 1cl teve um desenrolamento méaximo
entre 16 a 19 ns, chegando a 3,9°, voltado a enrolar chegando a 19,8° nos 3 ns finais de
simulacdo. O conjunto de pares de bases ATAT ndo apresentou alteracfes relevantes
para todos os complexos estudados, sendo a alteracdo mais significativa para o 1cl,
chegando a uma média de 28,7°, enquanto que para 0 B-DNA canbnico estava em
32,64, como pode ser visto na Tabela 13. Em geral o CPB que mais desenrola é o

AATT pela inducdo do ligante intercalado.

Na Tabela 13 estdo apresentadas as médias dos resultados do parametro Twist
para 0 B-DNA e os demais complexos do tipo intercalacdo, estando todos com seus
respectivos desvios padrfes, como também os resultados experimentais™>? para o

primeiro.
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Tabela 13: Resultados do pardmetro Twist para os conjuntos de pares de bases
préximos ao ligante nas interacdes do tipo intercalacao do grupo A.

CPB GATC AATT ATAT

Expt? | 37,7+17 37,5+0,9 322+21

B-DNA | 3572+6,36 | 3503+4,20 | 3264235
lal 36,88 +8,05 | 20,34+7,41 | 28,71+5,00
2al 17,28 +22,83 | 10,57 +9,23 | 31,92 + 4,84
1bl 39,05+4,97 | 7,53+11,85 | 32,19+4,17
2bl 36,00 +7,85 | 17,79+10,83 | 30,17 +5,01
1cl 38,80+6,11 | 16,39+9,92 | 30,38+ 5,40
2cl 38,10+ 4,40 | 574+10,26 | 32,34+ 3,44

Os resultados do pardmetro Twist para os complexos em interacdes de sulco do
grupo A estdo apresentados na Figura 47 e na Tabela 14. Ao contrario das intercalacGes,
as interacbes do tipo sulco para os complexos do grupo A, ndo induzem o
oligonucleotideo a grandes alteracdes conformacionais. Os ligantes nos complexo 1bS e
2bS induzem o conjunto de pares de bases TCGA a alteragcbes muito sutis, ficando em
torno de 36,0° para ambos, enquanto que para o B-DNA canonico, o valor é de 32,32°.
No complexo 2aS é observado um desenrolamento no CPB GCGC2, sendo encontrado
um valor médio de 29,7°, enquanto que para 0 B-DNA candnico foi encontrado um
valor de 36,5°. Para o complexo 1bS, o enrolamento do CPB TCGA (38,2°) ¢
acompanhado pelo desenrolamento do CPB CGCG3 (22,4°), quando comparado com a
simulacdo de referéncia (32,3° e 29,4° respectivamente). O complexo que sofreu as
maiores alteracdes estruturais foi o 2cS, que mesmo assim ndo foram significativas.
Para este complexo é observado o enrolamento dos CPB TCGA e CGCG3,
acompanhados do desenrolamento do TTAA, sendo os resultados de 38,3° 36,2° e

29,2°, respectivamente, sendo os resultados de referéncia de 32,3°, 29,4° e 34,5°.
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Figura 47: Parametro Twist das interacdes do tipo sulco dos ligantes do Grupo
A com o DNA.

Na Tabela 14 estdo apresentadas as médias dos resultados do parametro Twist

para 0 B-DNA e os demais complexos em interacdes do tipo sulco, estando todos com

seus respectivos desvios padrdes, além dos resultados experimentais*® para o primeiro.

Tabela 14: Resultados do parametro Twist para 0s conjuntos de pares de bases
préximos ao ligante nas interacGes do tipo intercalacdo do grupo A.

CPB ATAT TTAA TCGA CGCG3 GCGC2
Exp.132 32,2+2,1 36,0 +2,8 414+21 323+13 447+54
B-DNA | 32,64+2,35 | 34,46+4,53 | 32,32+7,35 | 29,44 +8,81 | 36,48 £5,33

1aS - - 36,04 +5,48 | 29,74 + 8,82 | 33,05+ 5,96

2aS - - 34,53+4,33 | 32,56 £ 6,03 | 29,70 £ 9,27

1bS - - 38,20 £5,69 | 22,39 +7,25 | 36,08 +4,42

2bS - 35,87 +3,85 | 36,41 +5,74 | 28,29 +£5,93 -

1cS 31,91+230 | 34,81 +4,57 | 33,76 £ 6,31 - -

2cS - 29,22 +£3,91 | 38,25+3,75 | 36,18 £4,63 -
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5.3.3 Analise do Grupo B

Da mesma forma que foi realizada para o Grupo A, também foi para o Grupo B,
sendo primeiramente analisada a distancia do centro de massas do ligante em relacdo ao
centro de massas de cada um dos doze pares de bases do DNA (Figura 48), a contar de
cima para baixo (Tabela 2, se¢éo 4.2), ao longo das simulacbes DM. As identificacdes
do tipo intercalacdo (I) e sulco (S) foram considerados a partir dos dados de entrada

obtidos na docagem molecular, conforme ja citado na secéo 5.3.
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Figura 48: Distancia dos ligantes do Grupo B em relacéo aos Pares de Bases do
DNA ao longo da simulagéo.

Na analise da interacdo do tipo intercalacdo de cada ligante com o DNA,
observa-se que as distancias ndo se alteram significativamente ao longo das simulacdes.
O gap artificial do DNA esta localizado entre os pares de bases cinco e seis (AATT), e
todos os ligantes intercalados se mantiveram mais préximo dos mesmos. Isto mostra
que os complexos (ligante e DNA) com interacdes do tipo intercalagcdo se mantiveram

estaveis durante todas as simulacdes.
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Em especial os ligantes 4al e 4cl apresentaram distancias extremamente
pequenas em relacdo ao par de bases AT (em verde na Figura 48). Os complexos 4a e
4c apresentaram na docagem molécular, escores significativamente mais negativos que

0 4b, conforme apresentado na Tabela 4, secdo 5.1.

Na andlise das interacdes do tipo sulco dos ligantes com os pares de bases do
DNA, observa-se que os complexos 3aS e 3cS, que contém os ligantes 2-(4’-amino-2’-
hidroxifenil)-benzimidazol e 2-(4’-amino-2’-hidroxifenil)-benzotiazol, respectivamente,
se mantiveram com interacbes na regido do par de base sete (TA), com pequenas
flutuacBes, enquanto que o 3bS, que contém o ligante 2-(4’-amino-2’-hidroxifenil)-

benzoxazol, manteve interagdes mais estaveis na regido do par de base dez (GC).

As bases de Troger (4ac) apresentam uma interacdo com maior numero de pares
de bases do DNA, devido a serem moléculas maiores que seus precursores (3). As bases
de Troger 4aS, 4bS e 4cS mantiveram interacdes estaveis com os pares de bases seis a
nove, tendo os dois ultimos pequenas flutuagdes nos 5ns finais de simulagdo, enquanto

que o primeira apresenta uma interacdo mais estavel.

Outro comportamento interessante é que a migracao do ligante ao longo do sulco
se caracteriza pela existéncia de barreiras energéticas entre um par de bases e outro,
conforme se pode observar na Figura 48. Quando o ligante deixa de interagir com um
par de bases e passa a interagir com o par vizinho, estd mudanca é observada por saltos
e ndo de forma sutil conforme esperado, evidenciando desta forma, a existéncia de

barreiras energéticas. Este mesmo comportamento foi observado para o grupo A.

A partir destes resultados foram determinados quais conjuntos de pares de bases

seriam analisados em cada complexo (ligante e DNA).

Na analise das interacbes do tipo intercalacdo, os complexos 3ab e 4ab
apresentaram o mesmo numero de ligacGes de hidrogénio, tanto precursores, quanto
bases de Troger. Estes complexos apresentaram até trés ligacGes de hidrogénio. Para
estes mesmo ligantes em interagdes do tipo sulco, os complexos 4ab apresentaram em

média uma ligacdo de hidrogénio a menos.

Os complexos 4c e 3c em interacGes do tipo sulco e intercalacdo apresentaram
uma e duas ligacOes de hidrogénio, respectivamente, nimeros menor que para os demais

ligantes. Isto se deve ao fato que estes ligantes contém um atomo de enxofre no anel
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azolico, sendo este indisponivel para fazer ligacdes de hidrogénio ao contrario do
nitrogénio e oxigénio nos demais casos.

Na analise destes dados, observa-se que as bases de Trdger, mesmo tendo
possibilidade de fazer ligacGes de hidrogénio adicionais, 0 mesmo ndo acontece,
realizando apenas 0 mesmo nUmero ou Menor que Seus respectivos precursores. Estes
resultados sao apresentados na Figura 49.

ia 4z [ Intercalagdo
I Sulco
:l'_. = [ B - - - - E B - 4
2—“’ e, P —e— s s e e e s s s = 8

e R R

Nuamero de Ligacos de Hidrogénio

0 § 10 15 20 2250 5 10 1§ 0 15
Tempo (ns)

Figura 49: Numero de Ligagdes de Hidrogénio dos ligantes do Grupo B com o
DNA ao longo da simulacéao.
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Na Figura 50 estdo apresentados os resultados de analises de RMSD dos
complexos (ligante e DNA) em interagOes do tipo intercalacdo () e sulco (S) versus o
oligonucleotideo sem o ligante e na Tabela 15, os valores médios e seus respectivos
desvios padrdes apos a rampa de aquecimento.

Verifica-se que os complexos 3b e 3c apresentam flutuagbes levemente
superiores que 0 B-DNA nos 10 ns finais de simulacdo em interacbes do tipo
intercalacdo, enquanto que a base de Troger 4b apresentou flutuacbes bem mais
pronunciadas ap6s 0s 7 ns iniciais de simulagdo, no mesmo tipo de interacdo. Os
complexos 3a, 4a e 4c apresentaram resultados de RMSD em interacGes do tipo

intercalacdo muito proximas ao do B-DNA sem ligante.

Nas anélises de RMSD das interagdes do tipo sulco, os precursores das bases de
Troger (3a, 3b e 3c), também apresentaram resultados muito préximos aos do B-DNA.
As bases de Troger neste tipo de interacdo apresentaram flutuacdes levemente
superiores ao oligonucleotideo sem ligante. O ligante 4a apresentou flutuacdes
superiores no primeiros 15 ns de simulacéo, o ligante 4b nos 5 ns finais e o ligante 4c
durante toda a simulacéo.

03| T | o i
3 B Intercalacido

0.6 | Sulco
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RMSD (nm)

% 5 30 15 20 0 & 06 5 20 25
Tempo (ns)

Figura 50: RMSD do oligonucleotideo sem ligante e dos complexos (ligante e
DNA) do Grupo B.
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Na Tabela 15 estdo apresentadas todas as médias de RMSD apds a estabilizacéo

do sistema com seus respectivos desvios padroes.

Tabela 15: Resultados médios de RMSD do oligonucleotideo sem ligante e dos
complexos (ligante e DNA) do Grupo B ap6s a rampa de aquecimento

Sistema RMSD

B-DNA 0,20 £ 0,04
3al 0,32 £0,05
3aS 0,34 £ 0,04
4al 0,33 +0,05
4aS 0,36 £ 0,05
3bl 0,28 £ 0,03
3bS 0,32 +£0,08
4bl 0,49 £ 0,09
4bS 0,31 +£0,07
3cl 0,35+0,10
3cS 0,30 £ 0,04
4c¢l 0,41+£0,08
4cS 0,38 £ 0,05

Nas Figura 51 a Figura 62 estdo apresentados as imagens da evolugdo temporal

de todas as simulag¢Ges do grupo B, com intervalos de 5 em 5ns.

ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 51: Evolucdo temporal da simulagdo de dindmica molecular do
complexo 3al de 0 a 25ns.
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ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 52: Evolucdo temporal da simulacdo de dinamica molecular do
complexo 3bl de 0 a 25ns.

Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 53: Evolucdo temporal da simulagdo de dindmica molecular do
complexo 3cl de 0 a 25ns.

Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 54: Evolucdo temporal da simulacdo de dindmica molecular do
complexo 4al de 0 a 25ns.
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ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 55: Evolucdo temporal da simulacdo de dinamica molecular do
complexo 4bl de 0 a 25ns.

Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 56: Evolucdo temporal da simulacdo de dindmica molecular do
complexo 4cl de 0 a 25ns.

Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 57: Evolucdo temporal da simulacdo de dindmica molecular do
complexo 3aS de 0 a 25ns.
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ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 58: Evolucdo temporal da simulacdo de dinamica molecular do
complexo 3bS de 0 a 25ns.

Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 59: Evolucdo temporal da simulagdo de dindmica molecular do
complexo 3cS de 0 a 25ns.

Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 60: Evolucdo temporal da simulacdo de dindmica molecular do
complexo 4aS de 0 a 25ns.
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Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 61: Evolucdo temporal da simulacdo de dinamica molecular do
complexo 4bS de 0 a 25ns.

Ons 5ns 10ns 15ns 20ns 25ns

Figura 62: Evolucdo temporal da simulacdo de dindmica molecular do
complexo 4cS de 0 a 25ns.

Avaliando as imagens da resolucdo temporal, pode-se observar que 0s
complexos 4aS e 4bS, as interacbes passarem de sulco para intercalagdo, conforme
apresentado na Figura 60 e Figura 61. Para os demais complexos nenhum dos ligantes
teve alteracdo no seu tipo interacdo com o oligonucleotideo ao longo das simulagdes. O
complexo 4cS manteve interagdes do tipo sulco do inicio ao fim da simulagdo, mas
acabou girando a concavidade “V” da BT para fora do DNA, conforme apresentado na
Figura 62. Na analise de RMSD este resultado pode ser visto com uma pequena
flutuacdo superior a encontrada para 0 DNA sozinho, indicando um maior afastamento

da BT sem causar alterac@es estruturais no oligonucleotideo.

A escolha do CPB para as andlises de Rise, Roll e Twist foram determinados,

conforme ja discutido e apresentado na Figura 48.
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Na analise de intercalacdo dos complexos do grupo B (Figura 63), verifica-se
que os ligantes se mantem no gap do inicio ao fim da simulagdo em todos os complexos.
Os valores de Rise do conjunto de Pares Bases AATT ficaram entre 6,4 e 7,0 A,
enquanto o mesmo para 0o B-DNA candnico sem o ligante ficou em 3,4 A, conforme
apresentado na Tabela 16, mostrando que o0 gap se manteve aberto durante toda a

simulag&o.
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Figura 63: Parametro Rise das interagdes do tipo intercalacdo dos ligantes do
Grupo B com o DNA.

Na Tabela 16 estdo apresentadas as médias dos resultados do parametro Rise
para 0 B-DNA e os demais complexos em intera¢fes do tipo intercalacdo, obtidos por

138

simulacdo, como também obtidos experimentalmente™" para o primeiro, estando todos

com seus respectivos desvios padrdes.
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Tabela 16: Resultados experimentais do parametro Rise do oligonucleotideo e
por simulacdo de dindmica molecular do primeiro mais os complexos com intera¢des do

tipo intercalagéo.

CPB Exp.1%® B-DNA 3al 4al 3bl 4bl 3cl 4cl

CGCG1| 3,36+0,01 |{3,35+0,41|3,10+0,35| 3,36 0,65 | 3,27+0,38 | 3,51+0,40 | 3,75+0,40 | 3,27 £ 0,30

GCGC1| 3,38+0,08 |3,34+0,24 | 3,54+0,20 | 3,43+0,20 | 3,36 +0,23 | 3,33+0,23 | 3,44+£0,21 | 3,44+0,18

CGCG2 | 3,26 £0,05 |3,19+0,33 | 3,06 +0,28 | 3,20+0,30 | 3,16 +0,30 | 3,26 +0,30 | 3,18 +0,28 | 3,21 £ 0,36

GATC | 3,30+0,10 |3,44+0,21|3,38+0,22 | 3,40+0,22 | 3,44+0,20 | 3,47+0,90 | 3,38+0,24 | 3,31+0,24

AATT | 3,27+0,02 [3,37+0,20 | 7,01+0,35|6,95+0,27 | 7,00+ 0,25 | 6,39+ 0,64 | 7,05+ 0,22 | 6,94 £ 0,52

ATAT | 3,31+0,03 |[3,37+0,18|3,29+0,20 | 3,24+0,19 | 3,23+0,23 | 3,23+0,22 | 3,31+0,18 | 3,19+0,18

TTAA | 329+0,01 |3,32+0,21|337+0,21 |3,35+0,21 | 3,34+0,20 | 3,25+0,25 | 3,32+0,20 | 3,31+0,23

TCGA | 3,14+0,02 | 3,36 +0,21 | 3,50+0,21 | 3,42+023 | 3,48+0,22 | 3,55+026 | 3,43+0,22 | 3,43+0,22

CGCG3 | 3,56+0,07 |3,24+0,31|3,04+0,27 | 3,17+0,37 | 3,42+0,48 | 3,39+0,46 | 3,24+0,33 | 3,25+0,31

GCGC2 | 3,21+0,18 |3,45+0,20|3,51+0,20 | 3,34+0,21 | 3,49+0,19 | 3,42+0,19 | 3,40+0,22 | 3,43+0,19

CGCG4 | 354+0,19 |347+0,44|3,14+0,33|341+0,36 | 3,76 0,42 | 3,48 +0,66 | 3,26 +0,36 | 3,53 + 0,41

Os complexos 4al e 4cl exibem maior estabilidade, o que esta de acordo com as
distdncias mostradas na Figura 48. Para o complexo 4bl, pode-se verificar uma
alteracdo no conjunto de bases GATC, tendendo a uma abertura do gap aos 13 ns e o
fechamento aos 22 ns, enquanto que no mesmo periodo o conjunto de pares de bases
AATT, teve uma leve tendéncia ao fechamento. Este comportamento se deve ao ligante
estar melhor se acomodando no gap, conforme apresentado na Figura 64. O que se pode
verificar que apds os 10 ns, a parte do ligante que estava em interacdo de sulco se afasta
para melhor acomodacdo do mesmo no gap, voltando a interagir em sulco ap6s os 15
ns. Estas alteracdes estruturais também podem ser evidenciadas pela menor estabilidade
neste periodo de tempo, conforme ja apresentado nos resultados de RMSD (Figura 50).
Mesmo o complexo 4bl tendo todas estas alteracdes estruturais, o ligante se mantem
estavel no gap, durante toda a simulacdo, conforme ja apresentado na Figura 55 e
discutido na analise de evolugédo temporal.
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$9314

10ns 15ns 20ns

Figura 64: Movimento do ligante se reacomodando no gap no complexo 4bl.

Na Figura 65 estdo apresentados os resultados de Rise para os ligantes em
interacdes do tipo sulco. Para o complexo 4aS e 4bS, observa-se que os ligantes, em
ambos os complexos passaram de interagfes do tipo sulco para intercalagdo no conjunto
de pares de bases AATT, confirmando as observagdes na andlise de evolugéo temporal.
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Figura 65: Parametro Rise das interagdes do tipo sulco dos ligantes do Grupo
A com o DNA.
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Este dois complexos citados intercalaram via sulco menor, enquanto que 0s
mesmo complexos citados na Figura 63 intercalam via sulco maior. O que se pode
verificar que estas interagdes via sulco menor causa uma compressdo que se traduz
numa diminuicdo do parametro Rise para o conjunto de pares de bases ATAT, 0 que ndo
é observado para 0 mesmo tipo de interacdo via sulco maior, conforme apresentado na

Figura 66.

Figura 66: Intercalacdo via sulco menor do complexo 4bS, resultando a
compressdo do conjunto de pares de bases ATAT. As setas vermelhas indicam as
posicBes que o ligante exerce pressao sobre o DNA.

Todos os demais conjuntos de pares de bases estdo similares ao do B-DNA

candnico, conforme apresentado na Tabela 17.

Tabela 17: Resultados experimentais*** do parametro Rise do oligonucleotideo e
por simulacdo de dindmica molecular do primeiro mais os complexos com interacdes do

tipo sulco.

CPB Exp.1%® B-DNA 3aS 4aS 3bS 4bS 3cS 4cS

CGCG1|3,36+0,01 |3,35+0,41|3,23+0,40 | 3,57+0,46 | 3,65+0,39 3,64 +0,44 | 3,48 +0,46 | 3,44 +0,47

GCGC1 | 3,38+0,08 | 3,34+0,24 | 338+0,18 | 3,46+0,19 | 3,47%0,20 [ 3504018 | 342+ 0.22 | 3,44 + 0,22

CGCG2|3,26+0,053,19+0,33 | 3,23+0,27 | 3,16 £0,32 | 3,13+0,32 2,99 +0,29 |3,20+0,28 | 3,07 +0,26

GATC [3,30£0,10 | 344+0,21 |3,39+0,21 [ 3,150,29 | 343£0,20 | 330+ 025 |3.39 + 0,20 | 3.45 £ 0,20

AATT |3,27+0,02 | 3,37+0,20 | 3,32+0,20 | 6,91 £0,23 | 3,33+ 0,20 6,69 +0,38 | 3,37 £0,19 | 3,42 +0,22

ATAT |3,31+0,03|337+0,18 |3,38+0,18 [ 275+ 0,19 | 3,29+ 0,16 | 2,84+ 026 |3.40+ 0,38 | 3.38 + 0,18

TTAA |3,29+0,01 | 3,32+0,21 | 3,41+0,20 | 3,29 +0,20 | 3,27 £0,20 3,28 +0,23 [3,39+0,19 | 3,37 0,20

TCGA [314+0,02 |336+021 |341+021 |363+0,20 |350+021 3564021 |341+019 |349+021

CGCG3 | 3,56+0,07 | 324+0,31 | 3,18+0,26 | 3,19+0,33 | 3,53+ 0,34 | 321 +031 |3.27+0,25 | 3,10+ 0,32

GCGC2|3,21+0,18 | 3,45+0,20 | 3,46 £0,20 | 3,47 £0,19 | 3,35+0,22 3,45+0,18 | 3,52+ 0,18 | 3,45+ 0,20

CGCG4|354+0,19 | 3,47+0,44 | 3,36 £0,34 | 3,48+0,41 | 3,62 +0,38 3,31+0,37 | 3,770,440 | 347 +0,36
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Na analise do parametro Roll dos ligantes em interacfes do tipo intercalacdo
com o B-DNA da mesma forma que para o Grupo A, ndo foi possivel determinar uma
tendéncia, mas alteragcBes entre positivo e negativo durante todas as simulacdes,
conforme apresentado na Figura 67. As alteracGes estruturais no complexo 4bl, também

evidentes na Figura 63 tornam-se claras na Figura 67.
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Figura 67: Parametro Roll das interacGes do tipo intercalacéo dos ligantes do
Grupo A com o DNA.

Os precursores das bases de Troger (3a, 3b e 3c) sdo os ligantes que formam os
complexos mais estaveis, sendo os mesmos, 0s que induzem as menores alteracdes
estruturais no DNA, quando analisado o pardmetro Roll. A Unica alteragdo mais
relevante nos complexos com estes ligantes foi no conjunto de pares de bases AATT do
DNA, sendo que no restante da estrutura ndo foi observado indugdo de alteracGes

estruturais significativas.
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Enquanto que o DNA sem ligante mantém um Roll médio de 1,9° para o CPB
AATT, os complexos 3a, 3b e 3c, mantém um valor médio de -6,3° -7,1° e -2,9°,
respectivamente, sendo todos os valores médios negativos. Esta inversdo de sinal indica
uma inversao do Roll, sendo um fechamento do conjunto de pares de bases para o lado
do sulco menor e uma abertura para o lado do sulco maior, além dos desvios padrdes
superiores ao do DNA sem ligante indicarem uma maior oscilacdo do sistema durante a

simulagéo (Tabela 13). Este mesmo comportamento foi observado para o grupo A.

Isto se deve ao posicionamento das bases nitrogenadas no DNA, que sdo
expostas para o lado do sulco maior. Desta forma, esta classe de ligantes tende a estar
mais exposto para o lado do sulco maior devido as interagdes com as bases
nitrogenadas, resultando em uma maior abertura do Roll para este lado, conforme
apresentado na Figura 68. Esta observacdo ndo quer dizer que os ligantes prefiram
interagcfes do tipo sulco maior, mas que ao intercalarem os mesmos melhor se
acomodam estando mais expostos para o lado do sulco maior, onde se observa um Roll

negativo.

Sulco

Sulco _ :
Negativo Maior

Menor

Figura 68: Representacdo esquematica do complexo 3al, destacando o gap no
CPB AATT e as tarjas vermelhas indicando o resultado de Roll negativo.

No caso das bases de Troger foi observada a indugédo de alteragOes estruturais

bem significativas no DNA, quando comparado com seus respectivos precursores.

O complexo 4al apds a rampa de aquecimento até os 9ns manteve uma média de
-18,9° de Roll, mudando de sinal logo em seguida para 13,8° no intervalo de tempo de

10 a 12,5ns, estabilizando em Roll negativo (-17,3°) nos ultimos 10ns de simulacéo.
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Estas alteracOes estruturais se devem a melhor acomodacdo do ligante, conforme
apresentado na Figura 69.

Roll 6° -45° 16° -28°

Tempo 5ns 8ns 12ns 20ns
Figura 69: Representacdo da movimentacdo do ligante no gap do complexo
4al.

O que observa na Figura 69 é que o valor de Roll fica mais negativo quando o
ligante esta interagindo de forma lateral e ndo completamente intercalado, sendo esta a
forma de interacdo majoritaria no complexo 4al. Quanto menos intercalado o ligante no
oligonucleotideo, mais negativa é a tendéncia do Roll, pois tende a uma maior abertura

para o lado do sulco maior.

Para o complexo 4bl, ap6s a rampa de aquecimento até aproximadamente 12ns,
0 mesmo apresentava-se estavel com uma média de 5,6° e 4,0° para 0s conjuntos de
pares de bases GATC e AATT, respectivamente. Apo6s os 12ns foi observada a abertura
gradativa do Roll do conjunto de pares de bases AATT, sendo acompanhado pelo
fechamento do GATC para o lado do sulco maior, chegando a uma média de 21,2 e -

15,70, voltando a estabilizar aos 3ns finais de simulacdo em 1,3° e 0,7°, respectivamente
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conforme apresentado na Figura 67. Neste momento o ligante estava melhor se
acomodando no gap, forcando a entrada, resultando nas respectivas alteracOes

estruturais conforma apresentado na Figura 70.

Roll
Sulco Positivo
Menor

Sulco
Maior

15ns

Figura 70: Representacdo esquematica do complexo 4bl aos 15ns de simulacéo,
resultando um Roll positivo para o CPB GATC e um negativo para o AATT.

O complexo 4cl os valores de Roll se mantiveram muito proximos aos do DNA
candnico, com excec¢do do conjunto de pares de bases AATT, conforme apresentado na
Figura 67. As alteracdes entre Roll positivo e negativo se devem aos mesmos motivos
do complexo 4al. Na Figura 71 pode-se verificar que quando o ligante estd menos
intercalado no oligonucleotideo, o Roll tende a sinais mais negativos, devido a forcar
uma maior abertura para o lado do sulco maior. Este comportamento € reproduzido para

todas as BT em intercalacdes via sulco menor.
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Roll -10° -47° 14°

Tempo 15ns 20 ns 25ns

Figura 71: Representacdo da movimentacéo do ligante no gap do complexo 4cl.
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Na Tabela 8 estdo apresentadas todas as médias de Roll apos a estabilizacdo do

sistema com seus respectivos desvios padrdes para os complexos do tipo intercalacao.

Tabela 18: Resultados do pardmetro Roll para os conjuntos de pares de bases do

DNA préximos ao ligante nas interagdes do tipo intercalacdo do grupo B.

CPB GATC AATT ATAT TTAA
B-DNA | 2,86+ 3,89 1,91 + 3,67 -058+3,31 | 2,51+4,13
3al 2,30+ 4,39 -6,25+13,34 | -1,76 £5,72 -
4al -0,50 +5,22 | -13,76 +15,31 | 0,74+4,13 | 1,83+ 4,04
3bl -0,47 £5.31 -1,12 + 9,77 1,67+7,13 -
4bl 12,83+12,84 | -7,29+12,15 | -3,02+4,46 | 1,60 +5,62
3cl 1,65+ 4,76 -2,88+9,20 | -1,63+4,65 -
4cl 0,40+6,24 | -16,01+19,75 | 1,16+3,95 | 2,42+3,94

Na Figura 72 estdo apresentados os resultados de andlises do pardmetro Roll,

para as interacdes de partida do tipo sulco.
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Figura 72: Parametro Roll das interacdes do tipo sulco dos ligantes do Grupo B

com o DNA.
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Na Tabela 19 estdo apresentadas todas as médias do parametro Roll apos a

estabilizagcdo do sistema com seus respectivos desvios padrdes para 0s complexos em

interacdes de sulco e 0 DNA.

Tabela 19: Resultados do pardmetro Roll para os conjuntos de pares de bases do

DNA proximos ao ligante nas interagdes do tipo sulco do grupo B.

CPB GATC AATT ATAT TTAA TCGA CGCG3 GCGC2
B-DNA | 286 +3,89 | 191+3,67 | -058+331 | 251+413 |174+452| 811+504 | -1,93+4,88

3aS - - - 096+3,96 |[049+538| 7,88+4,97 -

4aS 2,00£519 | 9,48+6,93 | 1,13+£3,02 |-14,65+5,35 - - -

3bS - - - - 086+3,71| 7,71 +£581 | -0,01+3,88

4bS 1,08+4,70 | 11,10+8,41| 2,22+4,53 |-12,15+8,47 - - -

3¢S - - - 1,02+3,45 | 0,16+4,01 | 11,04 +4,84 -

4cS - 3,37+4,07 | -1,63+3,82 | 550+5,32 |2,06+4,46 - -

Na analise do parametro Roll dos complexos em interacdes de sulco, para 0s
precursores das bases de Troger (3ac), verifica-se que todos os resultados estdo muito
proximos aos do B-DNA candnico. Os trés ligantes (3ac) apresentam um Roll positivo
para 0 conjunto de pares de Bases CGCG3 de 7,9° 7,7° e 11,0° respectivamente.
Apesar de estes valores parecerem um pouco altos, estdo bem proximos ao encontrado
para 0 DNA canénico (8,1°), desta forma verifica-se que estes ligantes ndo induzem a

alterages estruturais significativas ao DNA em interagdes do tipo sulco.

As bases de Troger, quando comparadas aos seus precursores induzem o DNA a
alteracdes estruturais bem mais significativas. No caso das bases de Troger 4ab,
conforme ja apresentado na Figura 65, passaram de interacbes do tipo sulco para
intercalacdo, abrindo o gap (AATT) até valores de Rise superiores a 7,5 nm (resultados
acima deste valor, o software X3DNA ndo consegue interpretar). Esta mesma
descontinuidade pode ser vista nas analises de Roll e Twist para os mesmos. Na anélise
do Roll do conjunto de pares de bases AATT para os complexos 4ab, as médias dos
poucos pontos ficaram em 9,5° e 11,1°, respectivamente, enquanto que o DNA canénico
manteve uma meédia de 1,9° todos a contar depois da rampa de aquecimento. Para
resultados mais conclusivas do CPB AATT dos complexos 4aS e 4bS & necessario
analises adicionais, pois ha uma descontinuidade dos resultados, podendo induzir a

conclusdes errdneas.

No conjunto de pares de bases TTAA é observado para 0s mesmos complexos

(4ab), um fechamento do Roll para o lado do sulco menor, o qual se deve a interacGes
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do tipo sulco, pois estes ligantes podem fazer interagdes do tipo mista (sulco mais
intercalacdo). Desta forma, a parte do ligante em ambos 0s complexos interagem com as
bases nitrogenadas do DNA, induzindo as mesmas a um pequeno giro para melhor

interacdo, conforme apresentado na Figura 73, resultando em um Roll negativo para
este CPB.

Complexo 4aS Complexo 4bS

Figura 73: Representacdo esquematica da inducdo a um Roll negativo do CPB
TTAA, pelos respectivos ligantes dos complexos 4aS e 4bS.

O ligante 4cS, ao contrario das demais bases de Trdger, se mantem em
interagBes do tipo sulco do inicio ao fim da simulacdo, conforme ja discutido nas
analises de evolucdo temporal e do parametro Rise. Este ligante em interac6es do tipo
sulco, assim como os precursores das bases de Trdger (3ac), induz o DNA a alteracdes

estruturais despreziveis.

O ligante 4c¢S induz o conjunto de pares de bases ATAT a uma abertura do Roll
para o lado do sulco menor e um fechamento do conjunto de pares de bases TTAA para
0 mesmo lado ap6s os 12,5ns de simulagdo. O primeiro conjuntos de pares de bases
(ATAT) apds a rampa de aquecimento até os 12,5ns mantém uma média de zero
passando para -2,6° até os 25ns finais de simulacdo. O segundo conjuntos de pares de
bases (TTAA) apds a rampa de aquecimento até os 12,5ns mantém uma média de 2,2°,
passando para 9,4° até os 20ns e finalizando com uma media de 4,5°no 5ns finais de
simulagéo.

Os resultados do parametro Twist para os complexos com interagfes do tipo

intercalacdo estdo apresentados na Figura 74.

85



=H0O|® O ®
>0 600

i

>
—

[QNoONeNnN 4
QOOOH

Twist (graus)

Tempo (ns)

Figura 74: Parametro Twist das interacOes do tipo intercalacio dos ligantes do
Grupo B com o DNA.

Na Tabela 20 estdo apresentadas todas as médias de Twist apds a estabiliza¢do
do sistema com seus respectivos desvios padroes para 0 DNA e os complexos do tipo

intercalacdo, como também os resultados experimentais™> para o primeiro.
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Tabela 20: Resultados do parametro Twist para 0s conjuntos de pares de bases

do DNA proximos ao ligante nas interagdes do tipo intercalacdo do Grupo B.

CPB GATC AATT ATAT TTAA

Exp. 37,70+1,70 | 37,50+0,90 [ 32,20+ 2,10 | 36,00 + 2,80
B-DNA | 35,72+6,36 | 35,03+4,20 | 32,64 +2,35 | 34,46 £ 4,53

3al 32,57+7,03 | 1898+9,94 [ 31,01 +5,15 -

4al 3543+6,83 | 14,83+8,38 | 32,42+3,20 | 34,77+ 4,54

3bl 3857+7,66 | 18,69+9,54 [ 26,31+9,62 -

4bl 19,99+ 14,79 | 19,16 + 13,18 | 27,42+ 3,87 | 29,48 + 6,62

3cl 3514 +7,31 | 11,42 +13,76 | 30,94 + 3,75 -

4cl 34,03+6,39 | 1596+9,56 | 32,32+3,27 | 3291+4,21

Conforme ja apresentado na discussdo do pardmetro Rise, todos os ligantes
intercalaram entre o conjunto de pares de bases AATT, local onde foi criado um gap
artificial. Todos os ligantes se mantiveram intercalados do inicio ao fim da simulagéo
neste conjunto de pares, onde estes resultados podem ser visualizados pelo
desenrolamento do mesmo. Os resultados do pardmetro Twist ficaram entre 11,4° a
19,2°, 35,00,

experimental*® (37,5°). A maior inducdo ao desenrolamento do CPB AATT foi para o

sendo para o B-DNA canonico, resultado muito proximo ao
complexo 3cl e a menor foi para o 4bl, ndo sendo evidenciado uma tendéncia légica de

acordo com a natureza do ligante, mas resultados randémicos.

Para complexo 3al, além do desenrolar do conjunto de pares de bases onde o
ligante estd intercalado, observa-se que o conjunto de pares de bases GATC também
comeca a desenrolar apos os 18ns. O conjunto de pares de bases GATC do complexo
3al manteve uma média de 36°, apds a rampa de aquecimento até os 18ns, passando
para aproximadamente 26° nos 7ns finais de simulacdo, enquanto que o ATAT se
mantém com uma média muito proximo ao DNA canénico. Na analise do complexo
3bl observa-se que além do desenrolar do conjunto de pares de bases onde o ligante esta
intercalado, ap6s 0s 13ns o conjunto de pares de bases ATAT também comeca a
desenrolar. O conjunto de pares de bases ATAT, manteve uma média de 31,4° apos a
rampa de aquecimento até os 18ns passando para 16,9° nos 7ns finais de simulacéo,

enquanto o CPB AATT manteve uma meédia de 18,7° durante toda a simulagéo.
Para o complexo 3cl, o conjunto de pares de bases AATT mantém uma média de
-1,5°, nos momentos em que esta desenrolado, e passa para 19° ao enrolar, 0o que

acontece de forma brusca em trés momentos distintos da simulag&o, entre 11-12, 15-16
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e 19-23ns. Estas alteracdes no parametro Twist se deve a movimentacéo do ligante no
gap, conforme apresentado na Figura 75. Os momentos de maior desenrolamento do
CPB AATT sdo os quais o ligante estd mais intercalado, conforme imagem A e 0s
momentos em que 0 mesmo esta mais enrolando sdo os quais o ligante estd menos
intercalado conforme imagem B. No geral, estas alteracdes estruturais sdo sutis,
resultado provavel da menor possibilidade de fazer ligaces de hidrogénio, ndo sendo

observadas outras alteracdes nas anélises dos demais parametros.

Figura 75: Movimentacdo do ligante no gap do complexo 3cl. A: ligante mais
intercalado, B: ligante menos intercalado.

Na andlise das bases de Trdger, o complexo 4al é o que tem o0 gap mais
desenrolado, 14,8° enquanto que para os demais complexos mantiveram valores de 19,2
a 19,8° além disto pode-se observar que o conjunto de pares de bases GATC

desenrolada a partir dos 18ns, passando de um valor médio de 38° para 30,6°.

Para o complexo 4bl observa-se o conjunto de pares de bases GATC desenrola
aos 10ns, voltando a enrolar aos 12ns, chegando a uma média de -7° e voltando a
enrolar e estabilizar até o final da simulacdo em 27°. Outra observacdo interessante é
que o conjunto de pares de bases onde o ligante esta intercalado vai desenrolando aos
poucos iniciando em 31,8° até os 10ns iniciais de simulacdo e terminando em 2° nos
ultimos 5ns. Estas alteracdes estruturais iniciam no momento em que o ligante comeca a

melhor se acomodar no gap, conforme ja discutido na analise de parametros Rise e Roll.

O complexo 4cl apresenta apenas o desenrolamento do CPB onde o ligante esta

intercalado, mantendo uma média de 16° apds a rampa de aquecimento.

Os resultados do parametro Twist para os complexos com interagdes do tipo
sulco estdo apresentados na Figura 76 e Tabela 21.

Os complexos 4aS e 4bS sdo os que apresentaram as maiores inducdo a
alteracdes estruturais do pardmetro Twist do DNA, sendo 0s mesmos 0s Unicos que
passaram de interacdes do tipo sulco para intercalacdo. Na analise dos complexos, onde

os ligantes se mantiveram do inicio ao fim da simulagdo em interacBes de sulco, a
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alteracdo estrutural mais significativa foi para o conjunto de pares de bases TCGA do
complexo 3cS, que se manteve em 38° até 11ns, passando para 26,8° até o fim da
simulacdo. Na andlise da distancia do ligante em relagcdo aos pares de bases do DNA,
pode-se verificar que este conjunto de pares de bases TCGA é exatamente, o0 qual, o
ligante estabiliza sua interacdo ap0s os 1lns de simulacdo, resultando na discutida

alteracdo estrutural.

Os demais conjuntos de pares de bases se mantiveram com medias muito

proximas as do DNA candnico (Tabela 21).

Para o complexo 4aS, verifica-se ap6s a rampa de aquecimento grandes
alteracdes estruturais, momento em que o ligante comecou a abrir o gap e se acomodar.
O conjunto de pares de bases GATC que mantinha uma média de 33° durante a rampa
de aquecimento, desenrolou até um méaximo de -15,2° no intervalo de tempo entre 6 e
7ns, voltando a enrolar ap6s 0s 9ns mantendo uma média de 37° até o final da
simulacdo. Para os conjuntos de pares de bases AATT e ATAT, verifica-se 0
desenrolamento dos mesmos apds a rampa de aquecimento, passando de 32° e 26° para
18,4° e 16,3°, respectivamente. O conjunto de pares de bases TTAA acompanha as
alteracdes estruturais do GATC, com movimento opostos, nos mesmos intervalos de
tempo. Este mesmo inicia com uma média de 40° durante a rampa de aquecimento,
enrolando no intervalo de tempo de 6 a 7ns (48,2°), voltando a desenrolar aos 9ns

mantendo uma média de 43,7° até o final da simulacéo.

Para o complexo 4bS é verificado 0 mesmo comportamento do 4aS, mas com
menor intensidade. Durante a rampa de aquecimento, logo ap6s os 4ns € verificado o
desenrolamento do conjunto de par de bases GATC, AATT, ATAT e o enrolamento do
TTAA. O primeiro desenrola chegando a uma média de 18,5°, voltando a enrolar em
seguida e mantendo uma média de 38°. O segundo e o terceiro desenrolam e mantém
uma média de 22,1° e 17,8° respectivamente. O quarto enrola chegando a 46,3° e
desenrola estabilizando em 41,8°. Todas estas alteragdes foram durante a rampa de
aquecimento, no momento que o ligante comegou a intercalar no gap. Entre os 21e 23ns
volta a ter alteragdes estruturais significativas no parametro Twist para o complexo 4bS.
Os conjuntos de pares de bases GATC e TTAA desenrolam atingindo uma media de
22,5° e 32,4°, voltando a enrolar em seguida, enguanto que os AATT e TATA enrolam

até chegar um maximo de 27,6° e 25,4°, voltando a desenrolar em seguida.
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As alteracOes estruturais dos complexos 4aS e 4bS se devem a intercalacdo dos
respectivos ligantes no gap, seguido da acomodacgdo dos mesmos, conforme resultados
apresentados na anélise de evolugdo temporal.
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Figura 76: Parametro Twist das interacdes do tipo sulco dos ligantes do Grupo
A com o DNA.

Na Tabela 8 estdo apresentadas todas as médias de RMSD apds a estabilizacdo

do sistema com seus respectivos desvios padrdes.
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Tabela 21: Resultados do parametro Twist para 0s conjuntos de pares de bases

do DNA proximos ao ligante nas interagdes do tipo sulco do Grupo B.

CPB GATC AATT ATAT TTAA TCGA CGCG3 GCGC2
Exp.**? | 37,70+ 1,70 [37,50+0,90 [ 32,20+2,10 [ 36,00+2,80 | 41,421 | 32313 | 447+54
B-DNA | 3572+6,36 |3503+4,20 | 32,64+235 | 34,46+453|3232+7,35| 29,44 + 8,81 | 36,48 +5,33

3aS - - - 35,24 +3,81 | 37,39 £6,62 | 27,29 + 8,10 -

4aS | 29,96 +16,77 | 19,30 5,92 | 17,08 + 4,16 | 44,05 + 3,39 - - -

3bS - - - - 35,29 +5,30 | 31,25 + 7,68 | 32,37 +5,25

4bS | 36,44+6,28 | 24,24 +6,01 | 18,59 +4,30 | 40,30 + 5,67 - - -

3¢S - - - 37,05 +3,40 | 30,71 +7,07 | 26,77 +6,16 -

4¢S - 37,03 +4,50 | 31,26 +2,96 | 32,63 + 4,68 | 37,60 + 4,41 - -
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6 CONCLUSOES

Foram realizados estudos por docking e dindmica molecular de doze compostos
fluorescentes com DNA, sendo os mesmos divididos em dois grupos. O primeiro grupo
é composto por 2-(2’-hidroxifenil)benzoxazol e 2-(4’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol
e 0 segundo grupo € composto por outra familia de 2-(4’-amino-2’-

hidroxifenil)benzazol e as bases de Trdger derivadas deste compostos.

Na andlise por docking molecular para o grupo A, os ligantes com grupamento
amino apresentaram interacBes mais favoraveis, quando comparados com seus
anélogos, sendo a Unica excegdo para os ligantes 1a e 1b, pois ambos apresentaram a
mesma energia média de interacdo. A interacdo principal de ligantes deste grupo com o
DNA foi do tipo sulco, sendo a Unica exce¢do para o ligante 2b, que apresentou uma

preferéncia por interacdes do tipo intercalagéo.

Na analise dos ligantes do grupo B, as bases de Troger (4ac) apresentaram
energias de interacdo mais favoraveis que seus precursores (3ac). Para todos os ligantes

com excecdo do 3b, a interagéo principal foi do tipo sulco.

Na analise da estabilidade conformacional do grupo A, os ligantes com
grupamento amino apresentaram as maiores barreiras rotacionais no processo de
interconversdo de cis para trans e a menor influéncia do solvente, quando comparados

com seus respectivos precursores.

Na analise da estabilidade conformacional do grupo B, as bases de Troger
apresentaram as menores barreiras rotacionais no processo de interconversdo de cis para
trans e a maior influéncia do solvente, quando comparado com seus respectivos
precursores. Os derivados benzazolicos foram os ligantes que apresentaram 0s maiores

valores de barreira rotacional.

Na Dinamica Molecular para o grupo A, a analise de RMSD apresentou uma
maior estabilidade estrutural para as interacbes do tipo sulco do que para as
intercalac@es, tendo para a segunda, flutuacdes superiores ao do oligonucleotideo sem

ligante.

A migracdo do ligante ao longo do sulco foi caracterizada pela existéncia de
barreiras energeticas entre um par de bases e outro. Todas as simulagdes para 0 grupo A
apresentaram boa estabilidade, ndo sendo observado em nenhum dos casos, 0 abandono

do ligante ou alteracdo na forma de interacéo.
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Na analise da dindmica molecular para o grupo B, os ligantes 2-(4’-amino-2’-
hidroxifenil)benzazol (precursores das bases de Trdger), apresentaram uma menor
inducdo a alteragdes estruturais do DNA, quando comparados com as bases de Troger.

@) ligante 2,8-bis-benzoxazol-2-il-6H,12H-5,11-metanodibenzo[b,f][1,5]
diazocina-1,7-diol (4c) na interacdo com DNA via sulco menor foi a Unica base de
Troger que ndo passou para interacdo mista (sulco menor mais intercalacdo). Este
ligante interagiu com o formato de “V” para fora do DNA, apresentando as menores
alteracdes estruturas no mesmo, entre as bases de Troger. As demais bases de Troger, na
interacdo via sulco menor passaram para interacdo mista, apresentando uma maior
abertura no gap (AA\ /TT) do DNA que as demais interagdes, e uma inducdo ao
fechamento do CPB ATAT.

Na analise geral dos resultados, o ligante 2a apresentou interacdes mais

favoraveis com o DNA para o grupo A e o ligante 4a para o grupo B.

A combinacédo das técnicas de docagem e simulacdo de dindmica molecular se
mostraram promissoras para a determinacdo de atividade bioldgica de ligantes com
DNA.

De modo geral, os resultados indicam que todos os ligantes estudados podem
interagir com o sulco menor do oligonucleotideo, mas também séo capazes de interagir
como um intercalador, tendo uma preferéncia pelo segundo as BT com anéis

benzoxaz6licos ou benzimidazolicos.

Devido aos fortes interacdes, e também das suas propriedades fotofisicas Unicas,

esta classe de moléculas podem atuar como potenciais sondas biolégicas para DNA.
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