Conceitos de Modelacao
Molecular



Oqueeée?

* Representacao idealizada de sistemas moleculares
com o fim de explicar e prever as suas propriedades

fisico-quimicas

* Construcao, analise e simulacao de modelos
computacionais de moléculas



Para que serve ?

Calculo de geometria molecular
Visualizacao de propriedades moleculares
Energética molecular

Analise e pesquisa conformacional
Previsdo da reactividade/actividade
Dinamica molecular

Estudo de propriedades inacessiveis a experimentacao
(exemplo: dinamica de proteinas a escala do picossegundo)

Previsao de novas propriedades moleculares
(estudo do efeito de mutacdes)

Previsao da interaccao entre moléculas (docking)
Previsao da estrutura tridimensional de proteinas (folding)



Como se faz ?

Resultados :
! : e Teorias e Modelos
Novos resultados === Previsoes
Modelos novos ou /
melhorados

A modelacao biomolecular baseia-se largamente em:
e Informacao estrutural
e Cristalografia de raios X
e NMR (ressonancia magnética nuclear)
e Métodos espectroscopicos
e Modelos fisicos
e Bancos de dados (estruturas, sequéncias)




Modelos

Representacao simplificada da realidade

Virtualizacao

Capacidade de previsao

Analogias fisicas
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Modelo de molécula diatdmica



Historia

A modelacao molecular tornou-se possivel através do
desenvolvimento das técnicas de determinacao da estrutura
molecular, particularmente a cristalografia de raios X, a partir do
inicio do sec. XX

A mecanica quantica trouxe uma descricao matematica de atomos e
moléculas capaz de descrever com grande rigor as propriedades de
sistemas pequenos e fornece o enquadramento tedrico para a teoria
da ligacdao quimica e estrutura electrdnica

Desenvolvimento dos métodos de simulacao circa 1950 com a
construcao dos primeiros computadores digitais

Até meados dos anos 60 do séc. XX a visualizacao era feita a usando
modelos fisicos de moléculas (Dreiding, CPK). A partir desta altura o
desenvolvimento do grafismo computacional passa a permitir
observar as moléculas directamente no écran do computador



Modelos fisicos

Modelos de Dreiding

Modelos CPK (Corey & Pauling) 7 i
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Molecular Models of Amino Acids, Peptides, and Proteins

Romerr B. Comey awp Linvs arcisa
Goter amd Crellin Lobovatorier of Clhemistry,* California Inghituie of Technmolagy, Paradens, Coliforniof
| Beceivel August 23, 1982

A wet of accurate scale models has been developed for use in studies of the structures of amine acide,
peptides, and proteins. Models representing atoms or groups of atoms bullt from bard wood to the scale
lin =1A are connected by a clamping device which maintains desirsd molecular configurations. These
accurate models have been used as substitutes for caloulation in investigations of the probahle configuration
of the polypeptide chain in proteins. Analogous models comstructed of rubber-like plastic 1o the scale

lin.=2A and connected by snap fasteners are designed for qualitative studses of protein slrueture.

INTRODUCTION

R several years we have been working at the Cali-

fornia Institute of Technology on the development
of acale models for representing the molecules of amino
acids and related compounds as an aid in our attack on
the problems of the structure of proteins. The develoge-
ment of these models has closely parallebed owr x-ray dif-
Traction studies of wrming acids, peptides, and proteins,
Our first models were constructed in accordance with
the dimensions experimentally obtained from complete
and accurate determinations of the structures of amino

Fuo, 1. An caplodel view of the devies wred T dawplog the
atom models 1'131111:( to the connecting cylindrical shafts. The
Lhmdtd 'huah[n B lml)tddtd' in the atom (see Fig, ) is inter-

drilled in the stom and containing
rl:e two tlampu G’] }awa. The latter are cut away so as
tﬁu gn]'; firmly Ih: f;-in. ates] shaft 5 (see Fig. 3 and following
Igures).

acids. They were progressively revised and extended as
more accurate data from peptides and additional amino
acids became available. Recently we have heen engaged
in & study of the structure of proteins which has led us
to propese several new configurations of the polypep-
tide chain. Because these proposed configurations are
explicitly described in terms of atomic coordinates,
their occurrence in proteins can be tested by com-

* Contribution Mo, 1731,
t Aided by a grant from the Mational Foundation for Infantibe
Paralysis.

parison of their theoretically calculated x-ray diffrac-
tion patierns with those derived experimentally from
the proteins themselves! In this study our molecular
models have been of great assistance, especially in the
recognition of sterically probable configurations of the
polypeptide chain and the rejection of sterically im-
probable ones?

With the continued refinement of x-ray diffraction
measurements and the accumulation of new structural
data, future revision of gome dimensions will doubtless
e desirable and models of additional atoms and radi-
cals will be designed and constructed. Nevertheless the
demonstrated wsefulness of these models in  their
present form seems to justify a description of them at
this time,

REQUIREMENTS AND SPECIFICATIONS

In models designed for studying probable molecular
configuration and intermolecular packing the van der

Fug, 2, A drawing of the tetrahedral carbon atom, The positions
of twoof the four clamps and of Gducial marks are indicated. Each
face is 037 I, from center af ball. The ends of the steel bushings
are shown in each fnes.

* Pauling, Corey, and Bransan, Proe. Natl, Acad. Sci, U. 8. 37,
205 (1951}, L. Pauling and B. B. Ca I‘mc Natl. Acad. Sel.
1. 5. 37, 2.!.5 41, 251, 256, MI .y ) Q51).

1L [‘ml.mg;n:n.d K. H. l'.'nm:,r 'roc. Natl Anﬂl Sel. U537, 720
{1651} ; Proc. Natl. Acad. Sci, U, 5. 38, 86 (1952),
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Waals rudii of the atoms should conform to the inter-
molecular distances found in crystals and in noncrystal-
line solids rather than te gas cellison radii or even
smaller radii commenly used in models of organic mole-
rules, Tntramolecular interferences between atoms at-
tuched to the same atom or group of atems must be
avoided unless there is experimental or theoretical
justification for believing that the interferences occur.
1f the models are intended for use as a substitute for
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Fua. 3{a). A drawing
afl the double-bonded
carbom atom, Tn the in-
terest of clarity, oaly
o clamp is shown in
thie  view along  the
double-band direction.

Fio. 3(b). A drawlng
of the aromatie carban
ntom. fix wtoms e
fnstened tna;eﬂ'ler pets
manently to form the
benzene nuclous

E. B. COREY AND L.

PAULING

calculation in the examination of etructures, they must
be accurately built and capable of retaining their bond
angles and other configurational features without de-
formation; the scale ghould be conveniently large to
permit easy handling and to allow angles and distznces
to be measured with satisfactory precision. In order to
meet even these minimum requirements, many com-
promises were found to be necessary.

The models are made of hard wood o the scale, 1 in.
=1 A. Van der Wanla radii, bond radii, and bond angles
have the dimensions generally found in crystals of
amine acids, peptides and other organic compounds,
Atoms or assemblies of atoms, as the benzene nuclews
and amide group, are jeined together by means of short

~THREADED STUD
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DIAMETER OF BALL »2500
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Fia. 4. A deawing of the tetrahedeal positively charged ailzagen
atam. For representing the neutral atom, the adapter applies an
appropriste van der Waals radius to one of the bond positions.

pieces of f-in. steel rod which fit into steel bushings
imbedded in the atoms. For rigidly fixing the relative
orientation of stome around a bomd, the bushings are
larcked on the rod in any desired position by means of
clamping fxtures also built inte the atom. An exploded
assembly drawing of the steel stud, bushing, and clamp-
ing device used to connect the atoms is shewn in Fig. 1.
Models of carbon, nitrogen, oxygen, and hydrogen
atoms, and of typical assemblies are described in the
follewing paragraphs.

The Carbon Atom

A drawing of the rerrahedral carbon atom is shown
in Fig. 2. The bond radius is 0.77 in. Since the tetrahe-
dral carbon atom is entirely surrounded by bonded
atoms and so in general makes no van der Waals con-



A modelacao molecular foi essential para a
descoberta da estrutura das macromoléculas
biologicas

Linus Pauling descobre a estrutura
da hélice alfa das proteinas em 1951.
1 A construg¢ao de modelos foi crucial

| | | para esta descoberta

James Watson e Francis Crick usam
modelos estruturais para deduzir
correctamente a estrutura do DNA a
partir de dados de difraccao de raios
X em 1953.




Primeiro computador digital: ENIAC (1945)

' \ r»o;l;m;:s;m@*ﬁi _
Comparison: ENIAC (1945) vs Intel Core i9 (Modern)

Metric ENIAC (1945) Intel Core i9 (Modern)
Components 20,000 vacuum tubes  ~10 billion transistors -
Clock Frequency 5 kHz ~5 GHz fg
Additions/sec 5,000 Billions i

Multiplications/sec 385 Billions

Divisions/sec Billions

Square Roots/sec 3 Tens of millions




Computacao grafica

e O primeiro sistema para a representacao interactiva de graficos
moleculares foi desenvolvido no MIT na década de 60.

e (Os autores descrevem o sistema como um software para “model
building”.

)



Molecular Model-building by Computer’

In which biochemists observe models of giant molecules

as they are displayed on a screen by a computer and try

to fold them into the shapes that they assume in nature

any problems of modern biology
]\1 are concerned with the detailed
- relation  between  biologital
function and molecular structure. Some
of the questions currently being asked
will be completely answered only when
one has an understanding of the struc-
ture of all the molecular components of
a biological system and a knowledge of
how they interact. There are, of course,

MOLECULAR MODEL of a segment of cytochrome ¢, a protein that pla

by Cyrus Levinthal

a large number of problems in biology
into which biologists have some insight
but concerning which they cannot yet
ask suitable questions in terms of molec-
ular structure. As they see such prob-
lems more clearly, however, they in-
variably find an increasing need for
structural information. In our I;\borutury
at the Massachusetts Institute of Tech-
nology we have recently started using a

s an important

role in cell respiration, is shown as it is displayed on an oscilloscope screen. The protein
has 104 amino acid subunits; this segment consists of units 5 through 18 (designated here
by their abbreviated names). The heme group, which acts as a carrier of electrons, is known
to be attached to amino acids 14 and 17. In the hypothetical structure shown here this
stretch of the molecule is assumed to be in the characteristic “alpha helix” configuration.
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Levinthal (1966) Sci.Amer. 214(6):42-52

computer to help gain such information
about the structure of large biological
molecules.

For the first half of this century the
metabolic and structural relations among
the small molecules of the living cell
were the principal concern of bio-
chemists. The chemical reactions these
molecules undergo have been studied
intensi

/. Such reactions are specifical-
ly catalyzed by the large protein mole-
cules called enzymes, many of which
have purified and also
studied. It is only within the past few
years, however, that X-ray-diffraction
techniques have made it possible to
determine the molecular structure of
such protein molecules. These giant
molecules, which contain from a thou-
sand to tens of thousands of atoms,
constitute more than half of the dry
weight of cells. Protein molecules not
only act as enzymes but also provide
many of the cell's structural compo-
nents. Another class of giant molecules,
the nucleic acids, determine what kind
of protein the cell can produce, but most
of the physiological behavior of a cell is
determined by the properties of its pro-
teins.

The X-ray-diffraction methods for in-
vestigating the three-dimensional struc-
ture of protein molecules are difficult
and time-consuming. So far the struc-
tures of only three proteins have been
worked out: myoglobin, hemoglobin and
lysozyme [see “The Three-dimensional
Structure of a Protein Molecule,” by
John C. Kendrew, SCIENTIFIC AMERI-
caN, December, 1961, and “The Hemo-
globin Molecule,” by M. F. Perutz, No-
vember, 1964]. In their studies of the
hemoglobin molecule M. F. Perutz and
his associates at the Laboratory of
Molecular Biology in Cambridge, En-
gland, have observed that the structure
of the molecule changes slightly when

now been




Softwares para Modelacao Molecular

® Actualmente muitos aspectos da modelacao molecular
podem ser realizados num computador pessoal,
particularmente as tarefas de visualizacao

® Est3o disponiveis muitas ferramentas “on-line” para
modelacao molecular

® Tarefas mais pesadas como o screening virtual, dinamica
molecular ou calculos quanticos ab initio frequentemente

necessitam de computadores mais pontentes (servidores,
clusters ou supercomputadores).



Softwares para Modelacao Molecular

® Visualizagao ® Construgdo / Calculos

(instalavel) v’ Marvin

v' PyMOL v Avogadro

v VMD v’ Hyperchem

v’ Chimera v' Schroedinger

v PMV v’ Insight

v" SwissPDB Viewer v’ Ghemical

v" Gaussian/Gaussview

® Visualizag¢dao (on-line)

v' JMol

v JSMOL

v" NGL viewer

v Ghemical



Visualizacao: PyMOL

File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin  Help . . o

) amblent_occlusi_cn_scale 0 I Reset Zoom Orient Draw/Ray w [ J V|Sua||zagao

Sl et s a e 7:ca‘e ré" & 1= Unpick Deselect Rock fiew ,

:‘SeTi:Tlr?E. ambient_occlusion scale set to 15.80000. ‘{D{Y Stop [Py |[ > [ >] | MCear (macromoleculas)

Ray: render time: 3.61 sec. = 996.4 frames/hour (3.61 sec. accum.). - Builder Properties Rebuild ~ ,

e Comparacdes de moléculas

e .., ° AnimacOes moleculares
a— e Ferramentas de analise

e Scripting

e Extensivel (Plugins)

e Windows / Linux

e Open source

pymoL> |

PyMOL>_ H:TIT!TITlTllTl?Wl?

http://www.pymol.org



Construcao: Hyperchem

|, HyperChem - ASPIRIN.HIN ml ..
File Edit Build Select Display Databases Setup Compute Annotations Script Cancel

olele|ol+wlsle] AlNolOl nj=lal &[=al & 2] e Construcao de moléculas
e Optimizacao da geometria
e Calculos quanticos

e Mecanica molecular

e Minimizacao de energia

e Pesquisa conformacional
e Dinamica molecular

e Windows OS

e Comercial

http://www.hypercube.org

[choose among rendéfing options




HyperChem: Summary of Major Functions

Creating
and
Editing

Model
Building

Calculations

methods:

results:

draw molecules construct DNA, use/display
in 2D RNA, and proteins molecules from
from residues PDB files
Model Builder
- approximate 3D structures -
single point geometry vibrational molecular and
optimization analysis, Langevin
transition dynamics,
MM QM MM QM state searching Monte Carlo
aM MM am
1otac|)lf2|:1:rgy a stable IR spectra, simulation of
configuration configuration transition state changing
conformation molecular
conformation
with time and
MM = Molecular mechanics 162;']22::LL|];E’
QM = Semi-empirical or ab initio quantum mechanics :
averaging




Modelos virtuais

Os modelos podem ser virtualizacdes que se
desviam mais ou menos da “verdade” fisica
para acentuar ou facilitar a representacao de
determinadas propriedades

Superficie molecular de uma proteina

Representacdao esquematica da estrutura secundaria



Modos de representacao

lines

ribbon  cartoon

QN




Niveis de aproximacao nos calculos de
modelacao molecular

Ab initio: solucdo da equacao onda de Schrodinger para o sistema molecular,
determinacado da densidade electrdnica e dos niveis de energia do sistema.
Descricao completa e rigorosa do sistema. Permite a descricao da formacao e
guebra de ligacdes quimicas.

Semi-empirico: solu¢ao da equacao de Schrodinger com recurso a
aproximacoes que possibilitam o tratamento de sistemas com maior numero
de dtomos. Descricao quase completa, mas com sacrificio do rigor em favor
da simplicidade de calculo. Permite a descricao da formacao e quebra de
ligacdes quimicas.

Mecdnica molecular: o sistema molecular é descrito por uma func¢éo de
energia com forma classica, cujos parametros sao obtidos através de uma
mistura de calculos quanticos e ajuste a resultados experimentais. Descricao
incompleta e aproximada do sistemas, mas permite calculos em sistemas com
grande numero de atomos tais como as macromoléculas bioldgicas.

QM/MM: combinag¢do de métodos qudnticos e mecdnica molecular

Aproximag¢ao de Born-Oppenheimer: a energia de um sistema molecular
pode ser escrita como funcao exclusiva da posicao dos centros atdomicos.
Por outras palavras, a energia so depende da posi¢éo relativa e
conformagdo do sistema molecular.



Calculos|ab initio

Partindo de
primeirps principios

Funcdo de onda

Hamiltoniano Energia

A equacao de Schrodinger é uma equacao fundamental da Fisica que
descreve o comportamento de atmos e moléculas:

Niveis de energia- E, E,, ..., E,

Fungbesdeonda- ¥, ¥,, ..., ¥

n

5 Probabilidade de encontrar o
|W(x,y,z)| > m— electrdo no ponto (x,y,z)

Equacao de Schrodinger para o atomo hidrogénio
—he . e?

VAW U= EVU

4’}'['6(}?"




Funcdes de onda do atomo
dehidrogénio

Probability density plots.

Hydrogen Wave Function
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Importancia dos calculos de quimica
guantica no desenho de farmacos

Permitem o calculo preciso de propriedades moleculares tais como niveis de energia,
densidades eletronicas e comprimentos de ligacao, os quais sao cruciais para a
compreensao do comportamento das moléculas em sistemas bioldgicos.

Permitem reacdes quimicas com quebra e formacao de ligacdes, e fazer o calculo da
geometria e energética dos estados de transicao

Possibilitam o calculo da afinidade de ligacao de de um molécula de um farmaco ou lead
ao seu alvo, essencial no desenho de farmacos

Podem oferecer pistas para o mecanismo de acao de um farmaco, o que pode ajudar no
desenvolvimento de novas moléculas com eficacia melhorada e efeitos colaterais mais
reduzidos

Podem ser usados para otimizar a estrutura de um composto lead, de forma a aumentar
a sua poténcia e especificidade

Podem ser usados para investigar os potenciais efeitos toxicos de uma molécula em
células humanas, o que pode ajudar a identificar potenciais riscos de seguran¢ca numa
fase precoce do desenho de farmacos.



Complexidade dos calculos ab
Initio
A equacao de Schrodinger é de dificil solucao, nao existindo solucdes

analiticas exatas para o seu caso mais geral (sistema multiatomico e
polieletrénico.

E possivel resolver de forma exata a ES para o dtomo de hidrogénio, e
outros atomos mono-eletréonicos (He*, Li%*, ...)

A presenca de multiplos eletrdes obriga ao uso de solucodes
aproximadas, resolvidas de forma numérica num computador digital.

Num atomo ou molécula polieletronica, os orbitais moleculares
descrevendo o sistema sao construido como uma combinacgéo linear de
orbitais atdbmicas monoeletronicas.

A correlacdo entre os eletroes, efeitos de polarizacao, etc... podem ser
tratadas de forma mais ou menos aproximada.

A dificuldade do calculo e tempo de computacao envolvidos depende do
nivel de aproximacao desejado e do tamanho do sistema molecular.



Tipos de calculos ab initio

Hartree —Fock (HF) método mais basico em que a correlacao eletrénica é
ignorada e cada eletrao sente o efeito “médio” de todos os outros

Moller-Plesset (MP, MP3, MP4,...) a interacao entre eletroes é
aproximada por uma perturbacdo de ordem n a funcao de onda.

Coupled-Cluster (CCS, CCSD, CSDT, ...) descreve interacoes (excitacoes)
entre grupos de eletroes. Método mais rigoroso de calculo ab initio mas
pode ser extraordinariamente pesado.

Density functional theory (DFT) Calculo direto da densidade multi-
eletronica através da construcao de um funcional de densidade, requer
parametrizacao “empirica” mas &€ muito mais rapido para sistema com
elevado numero de eletrdes. .



Funcoes de base

Os orbitais atdmicos de cada atomo no sistema sao calculados como
uma combinacgdo linear de funcdes de base que contribuem para a
descricdes mais ou menos aproximada do comportamento de cada
electrao.

Maior complexidade das funcdes de base permite uma descricao mais
exacta da estrutura electronica do sistema, mas resulta em calculos mais
complexos e mais demorados.

O rigor de um calculo ab initio depende assim nao apenas dos métodos
anteriormente descritos, mas também da escolha do conjunto de
funcdes de base

A escolha do conjunto de funcdes de base mais adequado depende das
caracteristicas do sistema molecular que se pretende estudar e do tipo
de propriedades que se pretende calcular



Funcoes de base

“Minimal” (STO-3G) : o conjunto de funcdes de base mais simples,
geralmente usado para calculos preliminares. Cada orbital atdmica é
descrita por uma unica funcao de base, que € uma combinacao linear de 3
funcdes gaussianas (“3G”). “STO” significa “Slater-Type Orbital”

Maior complexidade das funcdes de base permite uma descricao mais exata
da estrutura eletronica do sistema, mas resulta em calculos mais complexos

Tipos funcdes de base (basis sets):
*  Minimal (exemplo: STO-3G)
e Polarized (exemplo: 6-31G*)
e Diffuse (exemplo: 6-31G**)

* Valéncia dividida: double-, triple-, quadruple-zeta (exemplo: 6-31G,
6-311G)

6-31G — uma funcao de bae de 6 gaussianas para cada orbital interna, 2
funcdes de base para as orbitais de valéncia, uma contendo 3
gaussianas, outra 1 gaussiana



Exemplos de funcoes de base

STO-3G: é um conjunto de funcdes de base pequeno e minimalista que é
comumente usado como ponto de partida para calculos. Relativamente rapido
de calcular, mas ndao muito preciso.

6-31G: conjunto de funcdes de base de tamanho médio, o qual fornece um bom
equilibrio entre precisao e custo computacional. E comumente usado para
moléculas de pequeno a médio tamanho.

6-311G: conjunto de funcdes de base maior, o qual fornece precisao superior
ao 6-31G, mas a custo de tempo computacional aumentado. E comumente
usado para moléculas de médio a grande tamanho.

cc-pVTZ: conjunto de funcdes de base muito grande que fornece alta precisao,
mas é computacionalmente exigente. E comumente usado para moléculas
muito grandes ou para calculos de alta precisao.

LanL2DZ: conjunto de funcdes de base projetado para moléculas contend
elementos Lantanideos. Fornece precisao superior ao STO-3G para esses
elementos.



Indentificacdao de calulo ab initio (nivel de teoria):

HF/6-31G

Método

Conjunto de funcdes de base
(basis set)



Effect of Basis Set Choice on
Computation Cost (cpu time)

axial-methylcyclohexane on SGI Indigo2
(Spartan cpu time in sec.)

Method/Basis Set S.p. opt.
AM1/STO-3G ~1 10
HF/STO-3G 12 983
HF/ 3-21G(d) 193 2214
HF/ 6-31G(d,p) 2632 34655 (9.6 h)

(approaching “HF limit”; energy [not shown] decreases w/ larger basis set)



Eftect of Basis Set Choice on
Computation Cost (cpu time)

# basis SCF Relative
Basis Set functions Energy (au) cycles time
STO-3G 26 -189.534688 69 14 0.05
3-21G 48 -190.886 407 54 14 0.2
6-31G 48 -191.874189 82 14 0.3
6-31G* 72 -191.960613 31 15 1
6-311G* 90 -192.00188312 15
6-311+G* 106 -192.005994 08 15
6-311++G** 130 -192.015295 56 15 25
6-311++G(2df,2pd) 226 -192.029578 61 15 88
6-311++G(3df,3pd) 264 -192.031627 88 31 235
cc-pCVTZ 204 -192.032898 46 15 82
cc-pCvQz 400 -192.046642 88 30 3400

aug-cc-pCvQz 712 -192.04773533 19 41000



A precisao dos resultados depende do grau de correlagao electronica e
do tamanho do conjunto de fung¢des de base

O peso dos calculos aumenta rapidamente com o nivel de correlacao e
com o tamanho do conjunto de funcdes de base

Os calculos efectuados representam sempre um compromisso entre
precisao e tempo de calculo

O tempo de calculo varia quadraticamente com o numero de electroes
do atomo ou molécula. Calculos rigorosos para macromoléculas com
milhares de atomos sao impraticaveis com os computadores actuais.

Calculos ab initio puros em macromoléculas bioldgicas sao geralmente
impraticaveis, devido ao elevado numero de atomos e ligacdes quimicas



Funccoes de base

Familia de métodos ab initio

Método de cadlculo

HF

MP2

CCSD

CCSD(T)

CCSDT

Full Cl

Minimal

Split-
valence

Polarized

Diffuse

High
angular
momentum

Exact
solution




Calculos ab initio

Permitem o calculo de propriedades como a densidade electronica total ou
o campo electrostatico molecular, valiosas na previsao da reactividade das
moléculas.

Densidade electronica total da Campo electrostatico do
morfina furano



Exemplo: acido acético

Potencial electrostatico do Orbitais moleculares
acido acético

Os calculos ab initio permitem facilmente
o calculo rigoroso da estrutura electrénica
de moléculas pequenas compostas de
atomos leves.

Potencial electrostatico na
superficie molecular



Exemplo: modos de vibracao

Os calculos quanticos podem ser usados
para calcular energias vibracionais das
moléculas e prever a forma dos seus
espectros de IR.

G2:M1:V1 - Display VibrationsVibrational Spectra
Espectro de Infravemermelho do Etano
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Calculos ab initio

Analise conformacional: calculo da energia de uma molécula em funcao da
sua conformacao.

Canformational Energy vs. Internal Rotatian Angle

400 |
350 |
300 |
260 |
200 |
150 |
100 |
50 f

)

0 60 120 180 240 300 360
v: : g-: ;. c‘: { {.‘:

Energia da molécula de metanol em fung¢do do seu angulo interno de rotagao




Exemplo: analise conformacional

(& HyperChem - (untiticc) T = s o

File Edit Build Select Display Databases Setup Compute Annotations Script Cance
S|+ alNo|O] cnjo|w]| D] &%= &2

Help

1D Potential I

kecal/mol

Choose a molecular mechanics potential and options
L

Energia da molécula de etano em func¢ao do angulo de torsao da ligacao C-C



Calculo de cargas parciais por métodos ab initio

Coordenadas Densidade Cargas parciais
atomicas electrdnica atomicas

As cargas parciais sao uma aproximacao que permite descrever as propriedades
electrostaticas das moléculas a partir de cargas pontuais, centradas nos atomos,
qgue reflectem as variacoes locais da densidade de carga electronica.




Dinamica molecular de Born-Oppenheimer

HY = EY
2

He— vy
2m

HF/3-21G
1 ps (1012 s)

Nesta simulacao a energia potencial do sistema é calculada usando um método
guantico (Equacao de Schrodinger). A partir deste potencial, sdo calculadas as
forcas actuando sobre os nucleos dos atomos, os quais sao movidos de acordo
com as leis da mecanica classica (F=ma). Tratamento impraticavel para sistema
moleculares com um numero elevado de dtomos (p.ex. proteinas)




Métodos semi-empiricos

e Os métodos quanticos semi-empiricos sao métodos computacionais
usados em quimica quantica para aproximar a estrutura das electrdnica
das moléculas. Estes método baseiam-se numa combinacao de dados
empiricos e calculos tedricos, e sao tipicamente mais rapidos e menos
pesados computacionalmente. Alguns pontos fundamentais:

e Baseiam-se num modelo simplificado da estrutura eletronica das
moléculas, permitindo calculos mais eficientes

e Usam dados empiricos para ajustar o modelo, aumentando a precisao
dos calculos.

e Geralmente tratam a correlacao eletrénica de forma aproximada, uma
das maiores fontes de erro em calculos quanticos

e S3o0 geralmente usados para estudar moléculas de tamanho médio, caso
em que oferecem um equilibrio entre precisao e custo computacional

e Alguns métodos semi-empiricos mais comuns: MNDO, AM1 e PM3



Métodos semi-empiricos

e AM1: Este método é frequentemente usado para pequenas moléculas,
tais como compostos lead, sendo de computacao bastante rapida. Nao é
muito preciso para moléculas com muitas ligacdes ou para estudo de
alteracoes de conformacao.

* PM3: Modificacao de AM1 com inclusao de parametros adicionais que
melhoram a performance para moléculas com multiplas liagacoes.
Geralmente usado para moléculas de tamanho médio a grande.

* PM6: PM3 melhorado com maior no calculo de alteracdes
conformacionais e propriedades relacionadas com ligacdes multiplas.
Usado frequentemente para moléculas de tamanho médio.

e MNDO: métodos comummente usado para prever as estruturas e
energias de compostos organometalicos. Relativamente rapido, mas
pouco preciso para moléculas com muitas ligacoes.

e OM1: MNDO melhorado, com maior precisao de calculo em compostos
organometalicos. Geralmente usado para moléculas organometalicas de
tamanho médio a grande



Envision: calculos semi-empiricos on-line

O X
Entos Envision X +

< & e @ envisionentosai/edit/... & Y o0 & w O gu @M A » O 0

zzx Apps l Chrome ® Webina ¢ HPCC-WP9-report -... = Ways to install Windo... @ About - 3D-Biolnfo-PT » l Other bookmarks

& My Files ped

Properties

Atom Centered Charges
Bond Dissociation Energies
Bond Orders

Conformers

Coordinate Interpolation
Coordinate Scan

ESP at Nuclei

Molecules

Método semi-empirico : GFN1-xTB
https://envision.entos.ai/




Mecanica molecular

¢ sistema molecular é descrito por uma funcao designada campo de forgas, que
representa a energia do sistema como funcao da posi¢cao dos centros atomicos
(aproximacao de Born-Oppenheimer).

*Os atomos sao descritos como pontos dotados de carga (cargas pontuais) e de
massa (massas pontuais).

*As ligacOes covalentes sdo descritas por um modelo harmdnico (comparavel a
uma mola), com uma constante de forca que depende da natureza quimica dos
atomos ligados e da ordem da ligacao.

*As ligacdes ndao-covalente podem ser electrostaticas (interaccdes entre cargas
pontuais), ou forcas de van der Waals (termos de Lennard-Jones, com
componentes atrativa e repulsiva).

e S3o0 usados termos adicionais para fixar os valores dos angulos de ligacao,
torsoes (angulos dihedro) e outros termos de energia.

Os parametros para os varios termos do campo de forcas sdao obtidos através de
uma mistura de calculos quanticos e dados experimentais (principalmente
medidas espectroscépicas)
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Mecanica molecular

e Na mecanica molecular a descricao e evolugcao do sistema molecular é obtida
através da resolucao das equagoes de movimento classicas, equacdes estas muito
mais faceis de resolver que a equacgao de onda da mecanica quantica

eComo solucao das equacdes de movimento da mecanica molecular, obtemos a
posicao dos centros atdmicos do sistema em cada instante de tempo, e ndao uma
funcao de onda probabilistica quantica.

e O sistema é caracterizado pelo Hamiltoniano (H), igual a soma da energia
cinética e potencial. Na mecanica molecular o Hamiltoniano de um sistema é
denominado campo de forgas.

_ Hamiltoniano

.. oOH
Pi =75, H=T+V
Equagdes do q;
movimento < / \
(egs. de Hamilton) oH _ _
q. — Energia Energia
L ! apz cinética potencial
Q; - posicoes

p; - momentos



Campo de forcas

ligacoes angulos
U= Z%K‘,(b-bo)’+}:%l<9(9-9,)'5 \/ ‘:% 5 \/ eg\:
All Bonds All Amafeq b— .H—
— . torsdes
+2 K§[1 -Cos(m]n:)] | \M/ %4’
All Torsion’ Angles h 1’ > N\
|\ e K|
3 = / 2
+2 6[ ( ..,/r)ﬂ_z(r%)J =1 e 8
All nonbonded pairs > 2
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Softwares e forcefields

Softwares para mecanica molecular:
e Gromos

e Gromacs

e Amber

e Charmm

e Tinker

e Discover

e Hyperchem

Campos de forgas usados em simulacao biomolecular:
e Gromos

e CHARMM

e AMBER

e OPLS-1

e MM+

e UFS



Exemplo: campo de forcas GROMOS

= (b — b, ) 1
n:l2 bn

2
(Hn - Qon) —

2
K, (&, =& ) +

’ [1+C05(mn¢n —0y, ] +

Cip(1,)) Ce(l, J) 9id;
ru12 ru6 47r80<9r

Special terms

van Gunsteren, W. F., Billeter, S. R., Eising, A. A., Hunenberger, P. H., Kruger, P., Mark, A. E., Scott, W. R. P. & Tironi, |. G. (1996). Biomolecular
simulation: The GROMOS.%‘ manua/andusergwde BIOMOS b.v. Zurlch Gronlnger van Gunsteren W. F. & Berendsen, H. J. C. (1987). Groningen
molecular simulation (GROMOS) library manual. Biomos B.V, Nuenborgh 16, 9747. AG Groningen, The Netherlands.




Potencial de ligacao

Potencial harménico

Energia potencial

bo =Equilibrium distance
n

Distancia inter-atémicd

Nao é permitida dissociacao das ligacoes!



Potencial de angulos de ligacao

60,=Equilibrium angle




Diedros improprios

i 0,= Angulo de equilibrio

Centros quirais
Centros planares

Manutenc¢dao do angulo entre E-D Manter os 4 atmos A,B,C,D
e o plano A-B-E no mesmo plano



Potenciais de angulos diedros

Dihedral angle

Os parametros destes
potenciais sao
normalmente obtidos a
partir de calculos quanticos
ab initio

Etano



Interaccoes “non-bonded”:
potencial de van der Waals

Equacao de Lennard-Jones:

N at . . o -
Z Cpp(1,)) Cg(l,))
12 §)
1< j B A
C12 -Repulsivo C6 - Atractivo
*Impede colisGes *Forcas dispersivas

Energia

Distancia




Interaccoes “non-bonded”:
potencial electrostatico

Pode ser descrito pela equacao de Coulomb:

Colocam-se cargas pontuais nas posicoes
atomicas

A interaccdo entre atomos ligados nao é
considerada (exclusao)

As cargas pontuais sao geralmente obtidas por
meio de calculos quanticos




Procedimento

PosicOes atdmicas
(ficheiro de coordenadas)

Propriedades atomicas ‘ ‘

Parametros de simulagao
(ficheiro de input )

Topologia: depende do campo de forgas (forcefield) usado

Simulacdo: pode ser feita com diferentes aplica¢oes de software




Topologia da benzamida no formato Gromacs

[ moleculetype ]
; Name nrexcl
Benz 3

[ atoms ]

g nr type resnr residu atom cgnr charge mass

1 CB 1 BEN C1l 1 0 ; qtot: O

2 CR6 1 BEN Cc2 2 -0.14 ; gqtot: -0.14
3 HCR 1 BEN H2 2 0.14 ; qtot: O

4 CR6 1 BEN C3 3 -0.14 ; gqtot: -0.14
5 HCR 1 BEN H3 3 0.14 ; qtot: O

6 CR6 1 BEN c4 4 -0.14 ; gqtot: -0.14
7 HCR 1 BEN H4 4 0.14 ; qtot: O

8 CR6 1 BEN C5 5 -0.14 ; gqtot: -0.14
9 HCR 1 BEN H5 5 0.14 ; gqtot: O

10 CR6 1 BEN Cé6 6 -0.14 ; gtot: -0.14
11 HCR 1 BEN H6 6 0.14 ; gtot: O

12 © 1 BEN Cc7 7 0.56 ; gqtot: 0.56
13 NZ 1 BEN N1 7 -0.26 ; gtot: 0.3
14 H 1 BEN H11 7 0.24 ; gqtot: 0.54
15 H 1 BEN H12 7 0.24 ; gqtot: 0.78
16 NZ 1 BEN N2 7 -0.26 ; gtot: 0.52
17 H 1 BEN H21 7 0.24 ; qtot: 0.76
18 H 1 BEN H22 7 0.24 ; qtot: 1

(continua)



Topologia da benzamida no formato Gromacs

[ bonds ]

;o ai aj funct
1 2 1
1 10 1
1 12 1
2 3 1
2 4 1
4 5 1
4 6 1
6 7 1
6 8 1
8 9 1
8 10 1

10 11 1
12 13 1
12 16 1
13 14 1
13 15 1
16 17 1
16 18 1

(continua)



Topologia da benzamida no formato Gromacs

[ angles ]

; ai aj ak funct
2 1 10 1
2 1 12 1

10 1 12 1
1 2 3 1
1 2 4 1
3 2 4 1
2 4 5 1
2 4 6 1
5 4 6 1
4 6 7 1
4 6 8 1
7 6 8 1
6 8 9 1
6 8 10 1
9 8 10 1
1 10 8 1
1 10 11 1
8 10 11 1
1 12 13 1 120. 400.
1 12 16 1 120. 400.

13 12 16 1

12 13 14 1

12 13 15 1

14 13 15 1

12 16 17 1

12 16 18 1

17 16 18 1



O ndmero de parametros do campo de forgas cresce
rapidamente com a dimensdo da moléculal

10 bond terms+18 angle terms + 18 torsion tems + 27non-bond terms
11 atoms -> 73 parameters!



Especificidade dos parametros do campo de forcas

Os parametros do campo de forgas sdo especificos para cada tipo de atomo (ndo é o
mesmo que elemento) e para cada interaccao.

eExemplo: Existem varios tipos de atomos de carbono, dependo do ambiente
quimico circundante.

EXEMPLO: varios tipos de atomo de carbono no campo de forcas GROMOS

Peptide |Carbon in pcarbon |ycarbon
bond Carboxyl in Val in His
carbon (Asp, Glu)

Atom C C CH2 CH1 C
type
Charge 0.380 0.270 0.150 0.000 -0.050




Exemplo: diferentes tipos de parametros para atomos
de carbono no campo de forcas MM+

k. HyperChem - bibenzon. hin

File Edit Build Select Display Databases Setup Compute Annotations Script

SOCO P Al DEd &[B@ & 2\

Choose labeling options for the atoms and residues Mm+




Aplicacoes

A aproximacao classica do campo de forcas torna muito mais simples o
calculo da energia de um sistema molecular, permitindo trabalhar com
macromoléculas como proteinas e acidos nucleicos

Analise conformacional: estudo das conformacdes acessiveis a uma
molécula e das suas energias relativas. Determinacao dos minimos de
energia em funcao da conformacao (minimizacao). Calculos de mecanica
molecular.

Dinamica molecular: permite seguir a evolucao temporal de um sistema
molecular ou seja, as conformacdes que este sistema pode assumir a uma
determina pressao e temperatura, em virtude da agitacao molecular.
(Calculo de frequéncias de vibracao, transicdoes conformacionais, etc).

Interacc¢Oes proteina-ligando (docking): célculo da interaccao entre
moléculas.



A energia é funcao das posicoes atdmicas

A conformacao “A” do oligopéptido tem uma energia mais alta que a “B”,
logo sera mais instavel.

Nota: o valor de energia depende de campo de forgas utilizado

V=186.2 kcal/mol V=-51.7 kcal/mol



Minimizacao da energia

Partindo de uma conformacao inicial, achar uma
conformacao de energia minima para a molécula

*Mover os atomos
Busca conformacional /O

Energia

eCalcular a energia j

Campo de forgas P

Minimo de energia

*Encontrar conformacdes de energia mais baixa “Espaco conformacional”
Minimos na hipersuperficie de energia potencial

v



Minimizacao de energia

Apds 500 passos de minimizacao

Energy minimisation step




Construcao de estruturas moleculares

A construgdo interactiva de pequenas moléculas no computador é
geralmente auxiliada pela minizagdo de energia, que conduz a uma
estrutura correcta do ponto de vista da geometria molecular

Construida no écran Alguns passos de Estrutura final
minimizacao



As moléculas pequenas podem ser
“construidas” no computador

e A partir da formula de um composto quimico é possivel
construir um modelo da sua estrutura molecular no
computador:

Formula da aspirina Modelo molecular
da aspirina



. .AVAGGATILVHNQDAGEPAIVLAFG. ..

A construcao de macromoléculas
biologicas € muito mais dificil!

e As macromoléculas biolégicas (proteinas, acidos nucleicos)
tém um numero muito elevado de atomos e de possiveis
conformacoes, pela que sua construcao directa nao é

geralmente possivel

“Formula” de uma Modelo molecular
proteina de uma proteina



Construcao de estruturas moleculares
usando o programa Hyperchem

[N HyperChem - ASPIRINHIN o

L W My r® et ' ' e a » 4

File Edit Build Select Display Databases Setup Compute Anngtations Script Ca

[SIRE e e F=d BV AN el [m]

(0] D@ %@ 22w

Change the default element for drawing atoms

[ Allow Arbitrary Valence [ Explicit Hydrogens Propetties..

Ab Initio




O problema da minimizacao

* A superficie de energia é muita

complexa.

e Grande numero de minimos
locais.

 E facil ficar “encravado” num
minimo local e falhar uma
estrutura mais estavel para a
molécula

Energia

Minimo de Energia Local

Minimo de Energia Global

v

“Espaco conformacional”



Dinamica molecular

® As equacdes do movimento para um sistema de particulas com massas
my,....,m_ sujeitas a forgas F,,....,F, podem ser integradas por métodos
computacionais

e A solucao obtida é uma trajectoria do sistema de particulas

e Quando as particulas sao atomos e as forcas sao calculadas a partir de um
campo de forgas, pode-se calcular a trajectéria do sistema molecular

e As simulacdes de MD (Molecular Dynamics) permitem explorar o espaco
conformacional das moléculas, estudar a evolugcao temporal do sistema e
calcular propriedades dependentes da entropia, como as energias livres
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Escala de tempo dos movimentos moleculares

1015 1012 10° 10 0.

femto pico nano micro milli sec sec

(+ 2
| (/ ]

" bond vibration '
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side chain rotation
2
-
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| < |
'a-helix folding'
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= > |
B-hairpin folding
~ 48
1
-
1 < ]
' loop motion !

S@’?‘

|
. protein folding ’

molecular dynamics



Procedimento basico da dinamica molecular

('Initial atomic model )

l

(Calculate molecular forces acting on each atom )

l

(Move each atom according to those forces J

l

(Advance simulation time by 1 or 2 fs )




Dinamica molecular: teoria

Ex: Forca a partir do potencial

Equations de Newton de ligagdo

2

oV oV ab

ox, b ox,

oV
Y —K(b-b
= (b—by)

S =

_ﬂ _ K(b_ bO)(Xl _ Xz)
T X, b




Ex.:dinamica molecular da kiotorfina
(L-tyrosil-L-arginina)

Tempo de simulagdo: 20ps (1ps = 1012 s)



Dinamica molecular da lisozima




Dinamica molecular da lisozima







MD: Agua e ides junto de um residuo de arginina




Inclusao do meio aquoso

e Uma simulacao realista dos movimentos moleculares de uma molécula de
proteina deve incorporar o meio aquoso em que a proteina se encontra imersa.

A molécula é colocada numa caixa com agua,

e 0 e 0 e 0 contehdo milhares de moléculas de H,O
e e
AR
|49 ARE S
e T
SIS SN g
¢ ?o L <i>. ° Cf.

Condic0Oes fronteira periddicas
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MD: caixa de solvente
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Dinamica molecular de um canal de

potassio
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Ex.:dinamica de um esterol em
membrana lipidica




Formacao espontanea de uma bicamada lipidica
num simulacao de MD




Importancia da solvatacao

Tripéptido Ala-Ala-Ala

Neste caso a dindmica molecular do tripéptido AAA é simulada em vacuo, e a molécula
acaba por ficar “encravada” numa conformagdo em que as cargas terminais (-NH,* e -
COQO) ) se encontram muito préoximas

Auséncia da blindagem do meio aquoso!



Importancia da solvatacao

Tripéptido Ala-Ala-Ala

O tripéptido é simulado em solucdao aquosa (para facilitar a visualizacdo as moléculas
de dgua foram retiradas do video). O efeito de blindagem do solvente atenua a atraccao
entre os grupos terminais



Interacao das moléculas de agua com um atomo de
Xénon

N y “
;_ﬁ _: _,’
=5
¢

Nesta simulacdao de 5 ps da dinamica da agua em torno de um atomo de
xénon, é possivel observar o arranjo caracteristico de ligacdes de hidrogénio
da agua sobre uma superficie hidrofébica

D. Paschek, J. Chem. Phys. 120, 10605-10617 (2004).



Dinamica molecular de um segmento de DNA +
catioes







Interacgdo do farmaco Tamiflu com a proteinas viral
i Neuraminidase




Docking de ligandos a proteinas



“Docking” ligando-proteina

« Método baseado em estrutura (SBDD)

— “estrutura” significa “usar a estrutura da proteina”
« Método computacional que mimetiza o processo fisico de ligacao
* Dados os seguintes:

Local

Protein

-

Ligando

"‘.ll__‘ \

e Prevé

« Aorientacdo da molécula
no local de ligacao

« Aafinidade ou score que
representam a forca de
ligac&o entre as duas
moléculas




Docking

® Problema 1: encontrar a conformacao (ou conformacdes) de mais baixa
energia para associacao de duas moléculas

* Problema 2: calcular diferencas de energia livre entre ligandos de uma
mesma proteina (semi-quantitativo)

e Problema 3: calcular energias livres absolutas de ligacao de ligandos a
proteinas (desenvolvimento de métodos)

Ordem de dificuldade: 1,2,3 . Para o problema 1, o mais facil, conseguem-se
bons resultados em muitos casos. Para o problema 3 ainda estamos longe
de ter uma solucao rigorosa e geral.



Inhibitor/Drug

Disease/Condition

Enzyme Target

Acetazolamide
Acyclovir
Allopurinol
Argatroban
Aspirin, ibuprofen,
DuP697
f-Lactam antibiotics
Brequinar
Candoxatril

Captopril
Clavulanate
Cyclosporin
DuP450
Enoximone

Finazteride
FK-506

Fluorouracyl

3-Fluorovinylglycine

(2-Furyl)-acryloyl-Gly-
Phe-Phe

1CI-200,808

Lovastatin

Glaucoma

Herpes

Gout

Coagulation
Inflammation, pain, fever

Bacterial infections

Organ transplantation

Hypertension, congestive
heart failure

Hypertension

Bacterial resistance

Organ transplantation

AIDS

Congestive heart failure
ischemia

Benign prostate hyperplasia

Organ transplantation,
autoimmune disease

Cancer

Bacterial infection

Lung elastin degradation
in cystic fibrosis

Emphysema

High cholesterol

Carbonic anhydrase
Viral DNA polymerase
Xanthine oxidase
Thrombin
Prostaglandin synthase

D-Ala-D-Ala transpeptidase
Dihydroorotate dehydrogenase
Atriopeptidase

Angiotensin-converting enzyme
p-Lactamase
Cyclophilin/calcineurin

HIV protease

cAMP phosphodiesterase

Testosterone-5-z-reductase
FK-506 binding protein

Thymidilate synthase
Alanine racemase
Pseudomonas elastase

Neutrophil elastase
HMG CoA reductase



Docking e scoring

A descoberta das conformacodes 6ptimas receptor-ligando envolve dois
passos distintos:

e Busca de conformacdes (docking): encontrar as solucdes que produzem o
score mais baixo. Este € um problema de minimizacao

e Avaliacao das conformacdes (scoring): ordenar as conformacdes
encontradas por ordem de energia descrecente, calculada pela funcao de
scoring (uma espécie de campo de forcas).

complex

)
docking @ scoring @
)

——-
@ X-ray structure
& DG




Importancia do docking molecular

e Uma grande parte dos mecanismos bioquimicos envolve a interaccao
especifica de pequenos ligandos a moléculas de proteina (enzimas,
receptores, etc.).

e A grande maioria dos farmacos existentes sao inibidores enzimaticos ou
interagem com receptores no organismo

e A industria farmacéutica necessita de formas de descobrir ligandos
especificos sem ter que passar pelo processo, moroso e caro, de sintese de

todos os compostos em estudo

* Processos de interac¢do proteina-proteina



Avaliacao da energia de interaccao
numa grelha

e A molécula de receptor é
considerada rigida, apenas o
ligando é flexivel

grid spacing f4
e

e Quanto mais fina for a
b grelha, mais detalhado serd o

a4l

v calculo (e mais lento)

grid poid

™

probeatorn — |

e Tem que ser calculada uma
grelha para cada tipo de
atomo do ligando
(tipicamente C, N, O, H,...)

e Pré-calculo energias de interaccao com todos os atomos do receptor de cada um
dos tipos de atomos do ligando nos nodos de uma grelha

* Para calcular a energia de uma dada conformacao do ligando faz-se simplesmente
interpolacdo dos valores calculadas na grelha. Isto é muito mais rapido do que
calcular directamente a energia da cada conformacao



Ligacao da biotina a streptavidina

Angstrom




Ligacao da canfora ao citocromo P450cam

Energy = —36.95 kcal/mol Cluster Rank =
C—affinity RMSD = 0.94 Angstrom
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Ligacao do inibidor benzamidina a tripsina

Energy = =51.01 keal/mol
RMSD = 0.23 Angstrom




"Docking” de um inbidor na
protease do HIV



Ciclo de vida do HIV
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Protease do HIV-1




Candidato a inibidor

\ /& O xk263 foi um de muitos compostos
Q\ ) modelizados, sintetizados e testados para a
sua capacidade de inibir a protease do HIV.

(1994) Science 263:380-384



Energias de diferentes solucoes obtidas
com o software Autodock Vina










Comparacao entre a estrutura cristalografica e
docking com Autodock Vina

W Estrutura cristalografica
mmm Docking

=
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Rational Design of Potent, Bioavailable, Nonpeptide
Cyclic Ureas as HIV Protease Inhibitors

Patrick Y. 5. Lam,* Prabhakar K. Jadhav, Charles J. Eyermann,
C. Nicholas Hodge, Yu Ru, Lee T. Bacheler, James L. Meek,
Michael J. Otto, Marlene M. Rayner, . Nancy Wong,
Chong-Hwan Chang, Patricia C, Weber, David A. Jackson,
Thomas R. Sharpe, Susan Erickson-Viitanen*

Meachanistic information and structure-based design methods have been used to deaign
aseries of nonpeptide cyclic ureas that are patent inhibitors of human immunodeficiency
virus (HIV) p and HIV replication. A fundamental feature of these inhibitors is the
cyclic urea carbonyl axygen that mimics the hydrogen-bonding featurea of a key structural
water molecule. The success of the design in both displacing and mimicking the structural
water molecule was confirmed by x-ray crystallographic studies, Highly selective, preor-
aganized Inhibitors with relatively low molecular weight and high oral bicavallability were

gynthesized,

Kuowledge of the HIV protease (HIV PR)
mechandsm of action and substrace specific-
ity has been extensively used o design a
variety of transition state—based inhibitors
with inhibition constants in the nanomolar
or subnanomolar range (1, 2). The symme-
try of the HIV PR dimer guided the design
of twofold (C2) symmetric and pseudosym-
metric inhibitors (3). However, these in-
hibitors retain substaneial pepride charac-
ter, and despie many elegant structures
acdviry studiés, it has been difficult o
combine adequate potency with oral bio-
availability (3, 4). The difficulty in devel-
oping sech leads into useful therapeutics is
challenging, for in addition to the wadi-
tional Barriers encountered in the drug de-
velopment process, peptide-based mole-
cules are in general biologically unstable,
poorly absorbed, and rapidly merabolized
{3). This challenge is not unique o HIV
PR; transition from peptide-based leads o
therapeutics has proven formidable for ath-

Dapatments ol Virsky Research & Chemical and
Pinysical Sciences, Tha DuPant Marck Fharmacefcsl
Company, Wiminglon, OF 18660,

*Ta wham camaspendancs shoukd be addrasied,
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or enzymes such as renin inhibiors {6, 7).

We have previcusly explored a series of
potent, linear C2-symmetric inhibitors in
which the transition state mimetic was &
diol {8). We were unable to overcome the
poot otal bicavailability of these pepride
molecules and consequently soughe other
approiches. The technique of searching
databases  contmining  three-dimenslonal
(30) molecular structures has been used o
identify syntheric frameworks thar can
serve'as the starting peine for the desgn of
nonpeptide inhibitors, and dhis approach
hias been explored with HIV PR. Unfoctu-
nately, the HIV PR inhibitors designed o
date on the basis of 30 database searches
(@, 10} have yiekded inhibitors with only
micromolar potency.

Qur current design of nonpeptide inhib-
dteses (1) Bagzan with structural information
avadlable from published x-ray crystal strue-
tures of HIV-I'R inhibitor complexes (12—
15). A common feature observed is the
presence of a tetracoordinated strucrural
wirter molecule linking the bound inhibirer
to the flexible glycine-rich B strands or
“flaps" of the HIV PR dimer (Fig. 1). This
water molecule accepts two hydragen bonds

SCIEMCE » WOL. 263 + 21 JANUARY 1994

from backbone amide hydsogens of HIV PR
residues Ile 30 and Ile 507 and domates two
hydrogen bonds o carbonyl oxygens of the
inhibiror, thus inducing the fit of the fups
over the inhibltor (16). 1ts relevance to the
generation of HIV PR inhibitors has been
noed (12, 13).

We hypothesized that incorpomtion of
the binding features of this structural water
molecule into an inhibitor would be bene-
ficial Because its displacement should be
enerpetically favorable (17). In additon,
conversion of a flexible, linear inbibiros
into a rigid, cyelic soructure with restricted
conformations should provide a positive
entropic cffect, Finally, incorporation of a
mimic for the structural water within the
inhibitor should ensure specificity for the
HIV PR as agalnst other aspartic acid pro-
teases, because this water molecule s
undque o retrondral protenses. We rensoned
that these effects might provide highly po-
rent and specific binding and reduce the
need for multiple interactions at the speci-
ficity pockers. This should permit design of
smaller (=& daleons) inhibitors with im-
proved oral bicavailability.

Extensive structurc-acdviny  reladons
{SARs) establizhed for C2-spmmerric diols
indicared that the disl impares signifieant
potency as compared with corresponding
mono-ol transitlon state analogs (3, 8).
Thus, we wanted to incorporate this feature
aof the dicl-HIV PR interaction into o 30
pharmacophore model. However, no x-ray
struetere of o Clsymmetric dicl-protease
complex was available when this work was
initiated; two independent reports of struc-
tures have since appeared (18). Therefore,
computer models for Cl-symmetric diols
bound to the acdve site of HIV-1 PR were
developed from the cryseal structure coordis
nates of a hydeoxyethylene inhibitor bouwnd
to HIV FR {153) by means of distance
geometry (19) (Fig. 2, A and B) and several
pharmacophores were genernted

The simplest pharmacophore model
(Fig. 2C) was hased on two key intramolec-
ular distances: thar between symmetric hy-
draphobic groups, designated P1 and P1',
that occupy corresponding enzyme pockets
51 and 51" and that from P1 and F1° o a
hydrogen bond donorfacceptor group for
groups) that binds to catalyric aspareares, A
3D database search (20, 21} with this phas-
macophore model yielded the "hit™ (22)
showm in Fig. 2D, which not only met the
initial search celterla, but als included an
oxygen that matched the structural water
found in HIV PRe-inhibitor complexes.
“This 31 search indicated that 2 phenyl ring
could peopetly position groups te interact
with aspartates 25 and 25' a5 well as w0
mimic the structural water (Fig. 2E). How-
ever, becamse a phenyl ring might not
properly position all substiouents in the

(1994) Science 263:380-384

inhibitor, a cyclohexanone ring (Fig. 2F)
was chosen as the initial synthetic scaffold,
with the ketonic oxygen as the structural
water mimic. The cyclohexanone ring was
cnlalgcd to a seven-membered ring (Flg
2G) the diol functi

That the cyclic urea oxygen is posi-
tioned to serve as a surrogate for the struc-

REPORTS

In contrast, substitution of D-phenylala-
nine-derived cyclic urea with allyl groups
on the nil resulted in cyclic urea 1

tural water molecule in thc

100t lex is ill n the modeled

complcx shwn in Fig. 2] 'nns modl:l also
at the diol functi should

(Table 1, K; = 4.7 nM), which is 1000-fold
more pou'mdch_zn the corresponding L-phe-

d cyelic urea.

This synthetic target was further modified
to a cyclic urea (Fig. 2H) on the basis of
wo considerations. First, eyclic ureas have

blished a precedent as excellent hydro-
gen-bond aoceplors bo(h m nature [for ex-
ample,  bi
(23)] and in symhmc systems (24). Sec-
ond, it was realized that the

hydrogen bond with both Asp 25 and Asp
25' of the HIV PR.

While the above design and modeling
studies were based on a static, x-ray struc-
tural view of the HIV PR active site, the
design insights and predictions were con-
firmed by the biological results and subse-

bered cyclic urea was synthetically accessi-
ble by cwhzanon of thc precursor (a pho—

quent I studies. Cyclic ureas de-
rlw.'d ﬁom l.- and D-phenvhlanmc, when
d at thc urea have

There are several factors responsible for
the potency of nitrogen-substituted eyelic
ureas: (i) the eyclic ureas are preorganized
(28) for highly complementary binding to
HIV PR, with the conformational entropic
penalties typically associated with binding a
lincar, flexible inhibitor being “prepaid”
during synthesis rather than during binding;
(ii) displaccment oi the water uwlcculc is

alle id, 1 inhihiti

used in
the lincar C2-symmetric diol series (8).
Additional modeling studies were per-
formed with the cyclic ureas to predict the
optimal hemistry and confc i

Y
needed for complementary interaction with
the HIV PR. The predicted optimal stereo-
chemistry for eyclic ureas with substituents
on the nitrogens is 4R, 55, 65, 7R (Fig. 2I),
which is derived from unnatural (D) phe-
nylalanine. This is in contrast to the lincar
C2-symmetric diol inhibitors where natural
(1) phenylalanine at P1/P1’ provides opei-
mal stereochemistry (25). The optimal ste-
reoisomer prefers the conformation with
pseudo diaxial benzyl groups and psendo
diequatorial hydroxyl groups (26). On the
other hand, if the nitrogens of the cyclic
ureas are not substituted, enantiomers de-
rived from L- or D-phenylalanine fit equally
well at the acnve site. These cunformauon-
alp
by small molcculc X- rav crystallography
(27). Thus, the N-substituted cyclic urea
ring provides a rigid framework such that
with the proper sterecchemistry and confor-
mation, the P1/P1'/P2/P2" and hydroxyls
should be highly complementary to the
corresponding S1/51'/82/S2° pockets and
caralytic aspartates of HIV PR.

\LCZ ‘Symmetry

axis for dimer

Flg. 1. Key featuras of the HIV PR dimar. HIV
PR is a C2-symmatric dimer, with paired as-
parlic acid residues located at the fioor of the
active site and a water molecule juxtaposi-
tioned between the inhibitoe and flexible en-
zyme flaps. The complex shown is that of
Swain et al. (15}).

(K)) values (3000 nM and 4500 nM, respec-
mely) in agreement with modeling. Nitro-
d analogs of L-phenylalani
derived cyelic urea do not result in in-
creased potency as compared with the un-
substituted cyclic urea (for le, the

[17) and (Lu) hydrophoblc interactions
and the

S2 and SZ subsites of HIV PR are optl-
mized with the preferred conformation and
stereochemistry.
As  part of our discovery program on HIV
ibi criteria for devel

N, N-bis-allyl analog has a K; of 4500 nM).

p ofa

wmvound as an oral agent for the treat-

A
™ C2-gymmetric diol
e docked into HIV PR
NN active site
™ A

ch [T T 30 pharmacophore
medel derived from
\i"“%‘l ash | B) and used in 3D
W bord database search
sceoratestze

D were miwie” Mt from 3D search
suggested usinga
Py o or seemembered ring
o ow| to position a structural
warter mimic
w' om
W bone
scnraccapror
° initial icaa for &
nerpeptide intbitor
that includes a

structural water mimic

G Mono-of moddied to a
diol in order to increase
" - inhibitor binding %
% catalytic aspertates
H )OL Urea group usec to
Pl swenginen hydrogen
.,w " Donds to e flaps
W om
1 o . d
LN W Pradicted condormaticn
e and sterecchemistry
&, ) that optimally pasions
» T P1.PY, P2, P2, and

diol substituents

Fig. 2. Strategy and sleps involved in the design of cyciic wea inhibilors of HIV PR,
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Trade

Generic Structure Mechanism Disease area Date Company
name’ name launched
Capoten Captopril ; Angiotensin- Hypertension 1981 Bristol-Myers
0 SH converting enzyme Squibb
(N).»OOOH
Trusopt Dorzolamide  Og ,/0 Carbonic anhydrase Glaucoma 1995 Merck
Wi S S SOzNH;
Viracept Nelfinavir HIV protease HIV/AIDS 1999 Agouron
(Pfizer) and Lilly
Agsnerase  Amprenavir NHz HIV proteass HIV/AIDS 1999 Vertex and GSK
B
T s
o N
H
Aluviran Lopinavir o HIV protease HIV/AIDS 2000 Abbott
KEKOJN
Relenza Zanamivir COOH Neuraminidase Influenza 19¢9 Monash
University and
il GlaxoSmithKline
H N '
& [y
AcNH OH
Tamiflu Oseltzmivir COOCEt Neuraminidase Influenza 1999 Gilead and

AL

AchNH

Roche



Name

Saquinavir

Ritonavir

Indinavir

Melfinavir

Amprenavir

Lopinavir

Atazanavir

Fosamprenavir

Tipranavir

Darunavir

Trade
name

Fortovase,
Invirase

Morvir

Crixivan

Viracept

Agenerase

Kaletra

Reyataz

Lexiva

Aptivus

Prezista

Antiretrovirais inibidores de protease

Company Patent Notes

Hoffmann-La Roche It was the first protease inhibitor approved by the FDA (December &, 1995).

Abbott Laboratories
Merck & Co.

Japan Tobacco

The FDA approved it April 15, 1999, making it the sixteenth FDA-approved antiretroviral. It was the first protease
U.5. Patent inhibitor approved for twice-a-day dosing instead of needing to be taken every eight hours. The convenient dosing
5,585,397 | M came at a price, as the dose required is 1,200mg, delivered in eight very large gel capsules. Production was

discontinued by the manufacturer December 31, 2004, as it has been superseded by fosamprenavir.

GlaxoSmithKline

Abbott - Is only marketed as a combination, with ritonavir.

Is a pro-drug of amprenavir. The FDA approved it October 20, 2003. The human body metabolizes fosamprenavir in
order to form amprenavir, which is the active ingredient. That metabolization increases the duration that amprenavir is
available, making fosamprenavir a slow-release version of amprenavir and thus reduces the number of pills required
versus standard amprenavir.

GlaxoSmithKline -

Boehringer-Ingelheim |- Also known as tipranavir disodium

It was approved by the Food and Drug Administration (FDA) on June 23, 2006. Several ongoing phase Il trials are
— showing a high efficiency for the PREZISTA/tv combination being superior to the lopinavir/rtv combination for first-line
otee i therapy!'!. Darunavir is the first drug in a long time that didn't come with a price increase. It leapfrogged two other

approved drugs of its type. and is matching the price of a third 22140



	Slide 1: Conceitos de Modelação  Molecular
	Slide 2: O que é ?
	Slide 3: Para que serve ?
	Slide 4: Como se faz ?
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Slide 17
	Slide 18
	Slide 19
	Slide 20
	Slide 21
	Slide 22
	Slide 23
	Slide 24
	Slide 25
	Slide 26
	Slide 27
	Slide 28
	Slide 30
	Slide 31
	Slide 32
	Slide 33
	Slide 34
	Slide 35
	Slide 36
	Slide 37
	Slide 38
	Slide 39
	Slide 40
	Slide 41: Cálculo de cargas parciais por métodos ab initio
	Slide 42: Dinâmica molecular de Born-Oppenheimer
	Slide 43
	Slide 44
	Slide 45
	Slide 46
	Slide 47
	Slide 48
	Slide 50
	Slide 51
	Slide 52
	Slide 53
	Slide 54
	Slide 55
	Slide 56
	Slide 57
	Slide 58
	Slide 59
	Slide 60
	Slide 61
	Slide 62
	Slide 63
	Slide 64
	Slide 65
	Slide 66
	Slide 67: A energia é função das posições atómicas
	Slide 68
	Slide 69
	Slide 70
	Slide 71
	Slide 72
	Slide 73
	Slide 74
	Slide 75
	Slide 76
	Slide 77
	Slide 79
	Slide 80
	Slide 81
	Slide 82
	Slide 83
	Slide 84
	Slide 85
	Slide 86
	Slide 87
	Slide 88
	Slide 89
	Slide 90
	Slide 91
	Slide 92
	Slide 93
	Slide 94
	Slide 95
	Slide 96
	Slide 97
	Slide 98
	Slide 99
	Slide 100: “Docking” ligando-proteína
	Slide 101
	Slide 102
	Slide 103
	Slide 104
	Slide 105
	Slide 106
	Slide 107: Ligação da cânfora ao citocromo P450cam
	Slide 108: Ligação do inibidor benzamidina à tripsina
	Slide 109
	Slide 110
	Slide 111
	Slide 112
	Slide 113
	Slide 115
	Slide 116
	Slide 117
	Slide 118
	Slide 119
	Slide 120
	Slide 121

