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ABSTRACT

In this work two applications of Quantum Mechanics
in problems involving biological macromolecules are pre-
sented. Firstly, the guanine and uracil of tRNAPhe po.
tentially reactive sites towards electrophiles are studied
by calculations on the associated molecular electrostatic
potentials and the static steric accessibilities. Each of these
sites is treated in its environment within the macromole-
cule. The possible significance of the electrostatic potentials
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and accessibilities in connection with observed chemical
reaction is discussed.

In the second part, some aspects of the base sequence
influence on B-DNA attraction for water molecule are
described. The homopolymeric sequences poly(dA). poly
(dT) and pdy(dG). poly(dC) on the double helical struc-
ture of B-DNA are employed as a model segments of the
polymer. The results are used to discuss the general hydra-
tion features of those systems and are compared with
experimental studies of DNA single crystals.



1. INTRODUCAOQ

Dentro do vasto campo de pesquisas da biologia male-
cular serdo apresentadas nesta exposi¢do duas abordagens
tedricas envolvendo a aplicagdo da Quimica Quantica ao
estudo de macromoléculas biologicas: uma delas no sentido
de avaliar a interagdo deste sistema com compostos eletro-
filicos e a outra implicando intera¢Ges de substratos biol6-
gicos com moléculas de agua.

Ji é bem estabelecido que os acidos nucléicos, suportes
quimicos da matéria viva, quando atacados por uma deter-
minada classe de compostos, agentes alquilantes ou hidro-
carbonetos aromdticos policiclicos, podem acarretar desor-
ganizagdo do funcionamento do codigo genético caracteri-
zando assim o cancer causado por agente quimico.

Nimero elevado de trabalhos experimentais tem mostra-
do que varias substdncias cancerigenas so agentes forte-
mente eletrofilicos, fons positivos ou moléculas neutras
cujos atomos deficientes em elétrons tornam-se centros
reativos, procurando assim se fixar nas regides ricas em
elétrons de macromoléculas biologicas, tais como as pro-
teinas e os 4cidos nucléicos™2.

Estes ultimos apresentam numerosos centros nucleofi-
licos (grupos fosfatos e certos atomos ricos em elétrons
das bases puricas e pirimidicas) e constituem lugares impor-
tantes de fixacdo de grande niimero de moléculas canceri-
genas. Uma das caracteristicas destes compostos constitui
a afinidade seletiva para com sitios especificos dos dcidos
nucléicos; por exemplo, para o ADN o cancerigeno ben-

zo(a) pireno se fixa preferencialmente sobre os grupos.

amino das bases nucléicas®.

Uma das técnicas utilizadas para abordar teoricamente
o problema da reatividade de moléculas bioldgicas com
compostos que tém as caracteristicas acima apresentadas
consiste no calculo do potencial eletrostdtico molecular
gerado pelo conjunto dos elétrons e nticleos da molécula
em estudo* ®. Esta técnica pode fomecer informagdes
valiosas sobre as propriedades reativas de biomoléculas
e grande numero de estudos foi devotado i molécula do
ADN7-®_ Neste trabalho sera apresentada uma aplica-
¢40%'% para a molécula do 4cido ribonucléico (ARN)
de transferéncia especifico da fenilalanina (tARNPhe)
em que € calculado o potencial gerado por este sistema
molecular nas vizinhangas dos principais centros nucleo-
filicos das guaninas e uracilas, estas Ultimas sendo duas
das bases nucléicas que constutiem o tARNFhe,

Com respeito ao segundo enfoque mencionado no
inicio desta exposi¢do, sua motivagdo decorre das nume-
rosas pesquisas realizadas no sentido de estudar o efeito
ambiente sobre as estruturas conformacionais da molécu-
la do ADN logo ap6s sua descoberta por Watson e Crick
em 1953'! Os trabalhos efetuados sobre a difragdo de raios
X por fibras de ADN mostraram que esta molécula apre-
senta diferentes conformagSes em fungdo da taxa de hidra-
tagdo e da concentra¢do idnica do meio. O primeiro destes
trabalhos'?!* comprovou a existéncia de dois tipos de
diagramas de difragdo produzidos pelas fibras de ADN
(designadas pelos autores de B e A, respectivamente), se-
gundo o estado mais ou menos hidratado destas fibras,

Este fato levou a uma série de estudos experimentais,
utilizando diferentes métodos, no sentido de obter infor-
magdes sobre a interagdo de solvente com os 4cidos
nucléicos (uma revisdo sobre este assunto esti exposta
na ref. 14),

Um estudo tedrico ou experimental detalhado sobre
a natureza da hidratagdo de macromoléculas bioldgicas
continua ainda problemdtico, tendo em vista as dimen-
sGes e a complexidade destes sistemas. Investiga¢Ges teo-
ricas tém sido feitas no sentido de obter a distribuigdo
média de moléculas de dgua em tomo de substratos tais
como o ADN ou proteinas usando o método Monte Carlo
e empregando potenciais semi-empiricos para as intera-

¢Oes entre os d4tomos do solvente e os dtomos do substra-
tol15:16

O enfoque que serd apresentado aqui objetiva deter-
minar, através de uma abordagem eletrostdtica, os sitios
preferenciais de atragdo de macromoléculas biologicas
por moléculas de agua, calculando as energias de interagdo
entre a molécula do substrato com as moléculas do solven-
te!?7 1%, Uma aplicagdo sera feita para a molécula do ADN
na sua conformagdo B. A razio para este estudo é o fato
de que esta conformagdo parece ser a melhor representagdo
do ADN em solugdo ou na célula?.

2. METODOS

O termo eletrostitico na decomposi¢do da energia de
interagdo intermolecular, dentro do quadro do método
de perturbagdo de London? | é dada por:

(ta) 7B (B)
‘Eel.zf M dTA dTB (1)

ltp -1

em que os indices A ¢ B se referem a dois sistemas molecu-
lares em interagdo.
Por exemplo, para a molécula A

YA(R) =—-PAGA)* = Zy8(Ia—T%) )
KeA

o primeiro termo sendo a distribuigdo total de carga eletro-

nica no ponto r_‘:\ e o segundo, o conjunto de cargas nuclea-

res em que estamos supondo estes nucleos imoéveis, ou

seja, a fun¢do de onda W, depende somente das coorde-

nadas eletrdnicas (aproximagdo de Born-Oppenheimer).
Podemos escrever Eg) igualmente como:

Eel. =/ Va (i) 7p (Tp) drp
3
N A (rZ) drp
onde Vu (rg) = [ ——————
|Tp — 1B

O termo V, (fﬁ) depende somente do ponto fﬁ e a densi-
dade de carga da malécula A. Designaremos V (fﬁ) como
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potencial eletrostatico molecular gerado por A no ponto
r_ﬁ; podemos também considerd-lo formalmente como a
energia eletrostatica de interagdo entre dois sub-sistemas
constituidos pela molécula A e uma carga igual i de um
proto situada no ponto ?B

Utilizando as egs. (2) e (3) obtém-se:

Zy pA(TA)

-

> > —>—>dTA
| g — 1B frg —r1Al

Vaip)= Z (€
K

—> o > ©
em que ry) =< L S(A-T)|¥ >
Qe PACR) =<y | 2 SGA-T)I¥,
Se \Ilz é constituido por um determinante de Slater cons-

trurdo a partir de N orbitais moleculares (N = n/2) dupla-

n
mente ocupados ay (;;) e sendo Z & (r_g - fD uma soma
i

de operadores monoeletronicos tem-se:
—> N * > o>
paltp)=2 Z 1 fap(f-f)&(ra—ri)a#(?i’)d'ri
# =

pA(rZ)=2 21 lap(l’:&)lz (5)
M=

Expressando as orbitais moleculares a,, como combinagGes
lineares dos orbitais atdmicos chega-se a:

a, = £ CH x
#aaa

pA (fA) =2
M

(6

Iz

* *
KoM =
 IEc CH,x (R X, (1)

Desta maneira, a expressdo do potencial eletrostatico mo-
lecular criado pela molécula A no ponto r_];, no quadro
da teoria LCAO é escrita como:

V4 N
VA(R) = . Z _ _2 3 EZC*“C’;,
keA |r—1: _ f_l;l u=1 a a
%
X (TA) X o (TR A7
! n Y]
IIB —rx|

2.i. Uma Aproximagdo Multipolar para os Cilculos Eg e
VaB

A expressdo de Vp (r_é) dada pela eq. (7) mostra que o
calculo pritico tanto de Vy (r_ﬁ) quanto de Eg] necessita
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a determinagdo de um grande nimero de integrais do tipo

*
Xq (A X o (TA)

O drp 5
frg —ral

célculo este que revela extremamente longo e dispendioso.

Ap6s os trabalhos de London, foram realizadas numero-
sas tentativas para determinar a energia eletrostatica, utili-
zando no lugar da distribuigdo de carga molecular um con-
junto de multipolos convenientemente escolhido e aplican-
do as formulas clissicas da eletrostitica (ver, por exemplo,
Ref. 22 e referéncias ai mencionadas). Diferentes autores
recorreram a desenvolvimentos multipolares a partir de
fungGes de onda para o cdlculo de interagdes molecula-
res: Amos e Crispin?? utilizam orbitais localizados SCF para
calcular, via tal desenvolvimento, a interagdo de duas molé-
culas de metano ou de duas moléculas de dgua. Mulder e
Huiszoon?* empregam este método para o célculo de inte-
ragdo de moléculas organicas e comparam os resultados
assim obtidos com resultados baseados em potenciais
itomo-atomo. Rein et al.2*~27 langam mdo de expansdes
multipolares a partir de fungGes de onda moleculares
UEHT ou CNDO, para o cdlculo da contribui¢do eletros-
tatica das energias de interagdo envolvendo as bases puricas
e pirimidicas. Pullman e Perahia?® mostraram que os esque-
mas de hidratagdo das bases pirimidicas obtidos a partir de
uma soma de termos de interagdo multipolo-multipolo sdo
aptos para reproduzir corretamente as caracteristicas prin-
cipais dos esquemas de hidratagdo destes sistemas, obtidas
no quadro do método ab initio supermolecular. A expansdo
utilizada consiste em desenvolver em multipolos atdmicos
e de recobrimento (até os termos quadrupolares) as distri-
buigdes continuas ab initio SCF de densidade eletronica das
moléculas individuais ?®

A abordagem apresentada aqui neste trabalho para cal-
cular as grandezas tedricas que serdo analisadas nos nossos
estudos macromoleculares € a mesma empregada por estes
ultimos autores.

A fim de indicar como o desenvolvimento multipolar
é obtido a partir da fun¢o de onda molecular vamos expor
em seguida os aspectos principais deste procedimento.

Reescrevendo a expressdo que encontramos para a
densidade total de carga eletronica para a molécula A
temos:

pa) (7 =2
(a) "

Iz

* *
M 7 ?
| ZECHCux, Ty x, (@)

Podemos notar que ela nos leva a considerar dois tipos de
distribuigdes :

— distribui¢cGes de um centro: os orbitais atomicos x* e
Xg centrados sobre 0 mesmo dtomo. «

- dist’l;ibuigc”)es de dgkis centros: sdo as distribuigdes do
tipo Xy Xgr€MmaQuex ex,, sdo centrados em dois niicleos

diferentes.



Se definimos P ,=2 X c*u cH segue-se que
oo o

u=1 «
>, _ * >
PA)=ZZ R, x, ) X (D) (®)

Sejam k e £ os indices dos atomos sobre os quais estdo cen-
trados Xo € X considerando igualmente que, na pratica,
os orbitais atomicos e seus coeficientes sdo reais. Podemos,
pois, reescrever a eq. 8 da seguinte maneira:

PA=Z2 Z X P ,x x,t2X ZZZ P ,
A kaegk o’ k@ @7 yS9 a o @
Xaxa: (9)

explicitando assim os dois tipos de distribuides : atomicas
e de recobrimento. Desta maneira podemos expandir estas
distribui¢Ges de carga em diferentes momentos multipala-
res:

monopalares, dipolares e quadrupolares gerados pelo total
de centros atdmicos e de recobrimento da molécula em
estudo. Célculos te6ricos foram realizados®! no sentido de
comparar o potencial ab initio [eq. (7)] criado por uma mo-
lécula de agua ao longo da bissetriz do dngulo HOH, com o
potencial criado "pelo conjunto de multipolos descritos
acima. Os resultados mostraram que, a partir de uma dis-
tancia de 2A do dtomo de oxigénio, os potenciais b initio
e multipolares sdo praticamente idénticos, sendo do tipo
7s, 3p/3s a base de gaussianas utilizadas para a molécula
de 4gua. O tempo de cédlculo para potenciais multipolares
¢ aproximadamente 30 vezes mais rdpido (considerando
um computador IBM 370-168) que o célculo do potencial
ab initio para a mesma molécula®!.

2.2. O Cdlculo do Potencial Eletrostdtico de um
Biopolfmero

Considerando-se sistemas macromoleculares, um proble-
ma deve ainda ser resolvido quanto ao calculo de seus po-
tenciais eletrostaticos; obter diretamente as fungGes de

distribuicdo atomica

k k
ab=Zb — *
monopolos: gk = Zk i i,f P oo Xo Xe 47

dipolos: uk com trés componentes do tipo

R M=
M=

Bk x J P XoX Xy 47

b

quadrupolos: Qg com nove componentes:

k k
Qxy= = 2, f Bogp Xy XY X d7

distribuicdo de recobrimento

k2
= *
Qg 255 TR o Xo X 97

Uk de componente :

k ¢
= — *
BRRx = =2F D f Py Xl XX d

Qk ¢ de componente

k
= _ *
Uckixy= =22 2 [ B x3xY X0 d7

Para as distribuigdes de recobrimento, a origem da
expansfo multipolar é escolhida arbitrariamente; no nosso
caso ela é tomada no centro do segmento que une os dois
dtomos. '

Pode-se mostrar, utilizando as leis da eletrostética classi-
ca?? | que o potencial criado por um quadrupolo Q depende
somente de dois parametros se este € levado a sua forma
diagonal. Isto significa que a diagonalizagdo da matriz de
elementos Qyy nos levara a somente dois auto-valores ndo
nulos e desta maneira podemos tratar o quadrupdo consi-
derando simplesmente dois quadrupolos axiais, o que sim-
plifica o cdlculo das propriedades eletrostiticas de molé-
culas a partir de procedimentos wtilizando expansGes mul-
tipalares.3®

O potencial eletrostitico de um sistema molecular pode
ser entdo determinado a partir da soma dos potenciais

onda de tais sistemas ¢é invidvel em nossos dias mesmo com
os computadores mais modemos. A técnica adotada para
realizar nossos célculos consiste em fragmentar a macromo-
lécula em subunidades escolhidas de maneira adequa-
da®?73*, No caso dos 4cidos nucléicos estas subunidades
sdo as bases, os grupos fosfatos e os aguicares, e as ligagGes
inter-unidades que sdo seccionadas pela divisdo sdo ‘‘satura-
das” pela adi¢do de um atomo de hidrogénio a cada um des-
tes componentes. Desta maneira, torna-se possivel calcular
a fungdo de onda ab initio SCF de cada subunidade e a
partir das distribui¢Ges eletronicas correspondentes obter
o desenvolvimento multipolar como mostramos anterior-
mente. O potencial eletrostitico da macromolécula é entdo
calculado superpondo os potenciais gerados pelos multipo-
los das subunidades, convenientemente orientadas segundo
a geometria macromalecular.
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Se a divisdo da macromolécula é corretamente escolhida,
a perturbagdo eletronica introduzida nas subunidades
pela divisdo pode ser minimizada e o potencial obtido pela
superposicdo pode reproduzir o potencial eletrostatico
macromolecular com precisio em regides nfo muito pro-
ximas das ligagGes inter-unidades32~34,

Esta técnica foi amplamente aplicada no estudo das
propriedades eletrostiticas de diferentes conformagdes de
dupla-hélices de 4cidos desoxiribonucléicos, com mode-

los comportando aproximadamente 500 4tomos cada
umb8-35

3. APLICACOES

3.1. Aspectos Reativos do ARN de Transferéncia
Especifico da Fenilalanina: tARNPhe

A importincia dos 4cidos ribonucléicos de transferéncia
(tARN) no metabolismo celular é indiscutivel. Eles desem-
penham varios papéis nos processos bioquimicos e ocupam
lugar fundamental na sintese de proteinas. A sequiéncia
nucleotidica do ADN € inicialmente transcrita na seqiiéncia

SEGMENTO T

L
T

complementar do ARN mensageiro (mARN). Em seguida
este dirige o conjunto dos amino-dcidos em seqiiéncia linear
especifica que caracteriza uma dada proteina, processo
este denominado translagio. As moléculas do ARN de
transferéncia agem como vefculos para transferir os amino-
acidos do sitio livre, no interior dos nbosomas, para a
cadeia de proteinas.

A fim de realizar estudos te6ricos neste domfnio, uma
etapa essencial consiste em obter a estrutura detathada
da macromolécula. Entretanto, inmeras dificuldades sfo
encontradas na realizagio destes experimentos e somente
foram superadas no estudo da estrutura tridimensional do
ARN de transferéncia da fenilalanina do levedo *yeast
tRNAPM®” Para esta molécula, um cristal altamente ordena-
do foi obtido na presenga de sais de magnésio e de soédioe
de poliaminas®%~ 38,

As moléculas de tARN formam um grupo de polinucleo-
tideos pequenos e globulares (a serem distinguidos das
cadeias fibrosas encontradas no ADN e no mARN) tendo
aproximadamente 75 a 90 nucleotideos distribuidos ao
longo de estrutura muito complexa.

Cada nucleotideo é formado a partir da associagdo dos
seguintes sistemas moleculares: uma ribose (aglcar), um

SEGMENTO D

L AGO
ANTICODON

TERMINAL 3'
" ACCEPTOR"

ANTICODON

HAMADA.

Figura 3.1. Lagos e segmentos em dupla-hélice do tARNFhe A figura indica igualmente a orientagdo de suas bases nucléicas.
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4cido fosforico (grupo fosfato), uma base nucléica usual
(guanina, adenina, citosina, uracila) ou uma base nucléica
modificada (também designada ndo usudais). E importante
realgar que a presencga destas ultimas constitui feicdo de
todos os tARN, Estas bases nfo usuais, em sua maior parte
se diferenciam das bases usuais pela adi¢gdo de um ou mais
grupos metilas, sendo comum denotar as regides dos tARN
em fung¢do de suas posi¢des nas diversas partes da molécula
(Fig. 3.1). Por exemplo, para o tARNPhe ¢ lago TV C ¢
assim denominado visto que ele contém a timina; o lago
D contém a diidrouracila. Por outro lado, o lago de anti-
codon € assim designado porque ele contém as trés bases
nucléicas que reconhecem o codon.

A estrutura cristalina do tARNPh possui grosseiramente
forma em L, os dois segmentos “‘aceptor” e TWC formam
uma dupla-hélice continua e os dois segmentos ‘D>’ e anti-
codon formam outra dupla-hélice. As duas duplas-hélices
constituem os dois bragos do- “L”, cada um tendo compr-
mento de aproximadamente 60 A ¢ diametro de cerca de
20 A. O terminal 3’ “aceptor”, onde se faz a elongagdo do

peptideo na cadeia protéica, encontra-se em uma das extre-
midades da molécula, ao passo que o anticodon que reco-
nhece o codon sobre 0 ARN mensageiro se encontra na
outra extremidade.

E freqiiente considerar, por razdes de comodidade, o
diagrama chamado ‘‘folha de trevo” representado na Fig,
3.2. Este diagrama apresenta a vantagem de mostrar mais
claramente o encadeamento ¢ a natureza das bases, as partes
helicoidais e ndo helicoidais da molécula e a natureza das
interagGes entre as bases. Todos os pares de bases, encon-
trados nas duplas hélices, sdo do tipo Watson Crick: adeni-
na-uracila e guanina-<itosina, com exce¢do do par guanina
4 G (4) -uracila 69 U (69). Todavia, como é mostrado na
Fig. 3.2, as intera¢Ses pontes de hidrogénio ‘‘padrSes’ nio
sdo as tnicas a contribuir para a estabilidade da macromolé-
cula. Nas partes ndo helicoidais, algumas bases usuais € mo-
dificadas participam em liga¢Ges hidrogénio ndo convencio-
nais e sdo chamadas interagGes tercidrias. Tais ligagGes
podem ocorrer entre duas ou trés bases como também entre
uma base e o filamento fosfodiéster da cadeia macromole-

A
c TERMINAL
c 3' "ACEPTOR"
A
pG C
c G
[ ] c 70
G u
.a U SEGMENTO T
A 60
cC u
SEGMENTO D ° A c A
| ) °
8 A
G 5
DL‘Acucmzs\ mcueusT c
¢ ¥y
b
hd U
6 G A G m’G
G
G A A G4s
LI
* G
A U
s
306 [ ] C™'m
A * ¥ ANTICODON
Cm A
Y
Gm A
A

Figura 3.2. Diagrama “Folha de Trevo™ do tARNPhe, Og tragos continuos indicam as interagdes terciarias, via pontes de hidrogénio, entre as

bases nucléicas.
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cular ou mesmo entre regides diferentes do tARNPhe*®37

Para que uma reagdo possa ocorrer entre uma macromo-
lécula e um reativo, é necessario que este tltimo possa
atingir estereoquimicamente um determinado sitio ou
alvo da macromolécula. Portanto, que a um tal alvo esteja
associado um potencial favoravel 4 interagdo é uma condi-
¢do necessdria mas insuficiente. Em conseqiiéncia, paralela-
mente ao estudo do potencial eletrostitico, foram conside-
radas as acessibilidades estereoquimicas associadas aos ito-
mos das bases estudadas. Elas serdo apresentadas como
medidas quantitativas das dreas acessiveis sobre os dtomos
em considera¢do (ou dtomos receptores) em relagdo a uma
esfera teste em contato com eles®.

A primeira etapa para a obtengdo destas dreas consiste
em construir uma superficie envelope para a macromolécu-
la: cada um de seus dtomos é envolvido por uma esfera
cujo raio é o raio de van der Waals do dtomo. Os valores
tomados para estes raios sio os seguintes:*® H(1,2A);
C(1,6A); N(1,54); O(14A) ¢ P(194). Em seguida,
uma rede de N pontos uniformemente distribuidos é
gerada sobre a superficie da esfera de van der Waals envol-
vendo o dtomo receptor. A esfera atacante é colocada
em contato com cada um destes pontos (da esfera do recep-
tor) e para cada configuragdo ¢ estudada a intersegao entre
esta. esfera atacante com as esferas envolvendo os outros
atomos da macromolécula. Verificase assim a configuragdo
é estereoquimicamente acessivel dentro do quadro do
modelo de esferas rigidas utilizado. Apds o exame das N
configuracGes e supondo ter encontrado entre elas N’
acessiveis, a drea acessivel A (em A?) do 4tomo receptor
€ definida como:

N,
A=— 4n1?
N

A fim de obter boa precisdo no cilculo destas dreas to-
mamos 600 pontos para o valor de N; o erro deste cilculo
é inferior a 0,1 A%2. O valor considerado para o radio da
esfera atacante é 1,24, representando um itomo de hidro-
génio.

No decorrer destes estudos, levou-se em conta, além de
todas as subunidades da macromolécula, a influéncia dos
quatro cdtions de magnésio localizados no cristal do
tARNPhe®” &obre os potenciais e as acessibilidades dos
sitios reativos das bases nucléicas.

Como fungGes de onda atdomica para os dtomos da segun-
da fila da classificacdo periddica utilizamos uma base de
gaussianas de dimensdo (7s, 3p/3s) contraidas em base
minima (5, 2, 3/3) empregadas por Clementi et al. em estu-
dos de moléculas de interesse biologico.*! A base atdomica
utilizada para o atomo de fosforo foi construida a partir
da base de gaussianas (10s, 6p) proposta por Roos e
Siegbahn*?, 4 qual foram adicionados seis orbitais d com o
objetivo de fornecer representagdo mais apropriada deste
itomo na cadeia fosfodiéster®3. '

A seguir apresentaremos uma discussgo sobre os poten-
ciais e acessibilidade associados aos sitios das bases nucléi-
cas, guanina e uracila, e sua utilizagdo na interpreta¢do
da reatividade destes componentes no interior da macromo-
lécula.

Virios reativos, atacantes de sitios especificos das bases
dos 4cidos nucléicos, sdo conhecidos e foram realizados
diversos trabalhos experimentais envolvendo o tARNPhe
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Figura 3.3. Os potenciais e as acessibilidades dos dtomos N; (G) e N5 (G) do tARNPhe,
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No presente estudo consideraremos dois reativos eletrofi-
licos: cetoxal e o carbodiimido.

Os potenciais e as acessibilidades, extraidas de nossos
calculos, associados aos sitios de ataque destes reativos
estdo apresentados graficamente nas Figs. 3.3 ¢ 3.4. Para
cada uma destas figuras, os potenciais sdo dispostos sobre
o eixo vertical e as acessibilidades sobre o eixo horizontal.

As bases s30 indicadas pelo nimero de seus nucleolideos
(1-76) na cadeia polinucleotidica do tARNPhe ; os ntimeros
no interior de um circulo correspondem is bases que ndo
se emparelham com outras no interior desta macromolé-
cula. Os sitios para os quais a acessibilidade calculada é
nula ndo estdo indicados.

Como conseqUiéncia da clara correlagdo entre a acessi-
bilidade e a reatividade podemos prever que N,, sendo
mais acessivel que N,, deve ser provavelmente o sitio de
ataque inicial (esta também foi a conclusio dos estudos
quinticos de uma reagdo similar entre uma guanina e o
glioxal*®).

3.1.2. O Carbodiimido

O carbodiimido (mais precisamente, 1-<icloexil 3-{2-
morfolino (4)-etil] carbodiimido) pode reagir com a guani-
na, uracila ou as uracilas modificadas — pseudouracila PU
e diidrouracila DU - atacando N; no caso da guanina e
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Figura 3.4. Os potenciais e acessibilidades dos sitios N3(U), N3 (DU)e N3 (PU) do tARNFhe,

O estudo destas figuras permite fazer as seguintes obser-
vagdes:
3.1.1. Cetoxal
Estudos experimentais****® indicaram que este compos-
to (8-etoxi-a-cetobutiraldeido) reage simuitaneamente
com os dtomos N; e N,, sejam da guanina G20 sejam da
guanina G34 (ver Fig. 3.3. para a localizagdo destes sitios
na guanina). Podemos notar, pela figura 3.4, que nossos
cdlculos indicam que as guaninas sujeitas a reagGes no
tARNPhe t&m os sitios N; e N, acessiveis. Estes sitios sfo
também acessiveis para somente uma das outras guaninas,
G19, mas esta é emparelhada (com C56), ao contririo de
G20 e G34, e podemos supor que isto diminui sua reativi-
dade. E interessante constatar que G57, também ndo empa-
relhada, nfo reage com o cetoxal, o que se correlaciona
bem com a fraca acessibilidade desta base, como indicado
na Fig. 3.3. Sendo o cetoxal um reativo eletrofilico, o po-
tencial macromolecular deveria favorecer sua reacdo com
G20 em relagdo a G34, mas isto s6 poderia ser verificado
por observagGes experimentais mais detalhadas.

N, no caso destas ltimas*’. Com a guanina, tais reagdes
foram observadas para G20 e G34, as mesmas bases poten-
cialmente reativas com o cetoxal, reagdo esta que, como
ja indicamos, implica também o sitio N;. Podemos, assim,
aplicar a mesma interpretagdo para a reatividade destas gua-
ninas calcada nos resultados na Fig. 3.3.

Com respeito 4 uracila e as uracilas modificadas, trés
bases foram observadas experimentalmente reagindo com o
carbodiimido: U47, DU16 e U33 (moderadamente). Os
resultados da Fig. 3.4 mostram que estas trés bases bem
como DU17, sgo as {inicas que apresentam o atomo N,
acessivel. A razao pela qual DU17 ndo reage pode ser atri-
buida ao seu potencial em N3, o menos atrativo das quatro
bases acessiveis. E interessante notar que U33, reagindo
moderadamente, tem também potencial menos atrativo
que aqueles associados as duas bases que reagem forte-
mente.

3.2. Sitios Preferenciais de Atracdo de uma Molécula de
ADN-B por Moléculas de Agua

Nosso modelo para este polimero comporta 11 grupos
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fosfatos e 10 agiicares sobre cada hélice fosfodiéster e 10
pares de bases complementares, constituindo assim um
passo da dupla hélice do ADN.

A macromolécula é construida a partir de seus fragmen-
tos constituintes segundo a mesma técnica utilizada no
estudo do potencial eletrostatico do tARNPhe (se¢do ante-
rior). Desta maneira, a energia total de interagdo, entre a
dupla hélice de ADN e a molécula de igua, é expressa
através de uma soma de interagSes individuais entre os
multipolos de cada subunidade e os multipolos da molé-
cula de igua. Propusemo-nos nio somente estabelecer a
posi¢do de minimo de energia da molécula de dgua mas
também caracterizar sua flexibilidade, investigando rigo-
rosamente todas as orientagSes possiveis desta molécula
nos seus sitios de interagdo com o substrato!8:1%. Este
estudo nos levou a considerar aproximadamente 300.000
configuragbes de uma molécula de dgua e os cdlculos nos
fomneceram, além do minimo energético da molécula de
dgua, toda uma gama de configuragGes tendo energias
muito préxima uma da outra. Desta maneira, nos foi
possivel caracterizar a flexibilidade da molécula de agua
representando, por meio de graficos simples — para cada
sitio estudado — todas as configuragGes que tém energias
compreendidas em intervalo de 1 Kcal/mol, a partir do
minimo de energia. Impusemos um limite de aproximagdo
de 2A entre os atomos da molécula de 4gua e os do subs-
trato. Esta mesma distancia foi imposta aos dtomos vizi-
nhos do receptor, susceptiveis de formar pontes de hidro-
génio com a molécula de 3gua. A escolha deste limite
minimo foi calcada nos resultados de trabalhos anteriores
sobre os esquemas de hidratagdo de sistemas biomolecula-
res.”® Estes esquemas foram obtidos utilizando a aproxima-
¢do eletrostatica para a energia de interagdo e comparados
com aqueles que resultam da aplicagdo do método ab initio

SCF para a supermolécula substrato-molécula de agua.
Para os outros dtomos o limite minimo foi considerado
como a soma de seus raios de van der Waals.

Os resultados apresentados na tabela 3.1 estdo divididos
em trés segGes. Cada uma delas se refere is interagGes de
moléculas de dgua com uma dadg regido da dupla hélice.
Essas regiGes sdo: o grande entalhe (“major groove”),
0 pequeno entalhe (“minor groove’”) e os grupos fosfatos
da cadeia fosfodiéster. '

A molécula do ADN compreende dois entalhes de
profundidades diferentes. As defini¢Oes dos entalhes estdo
associadas 2 geometria dos pares de bases: o ‘“‘grande
entalhe” se situa do lado do 4ngulo externo formado pelas
ligagGes glicosidicas respectivas das duas bases; “‘o pequeno
entalhe”, do lado interno deste angulo. Assim, os dtomos
das bases podem ser classificados em duas categorias: aque-
les que pertencem ao grande entalhe e aqueles que perten-
cem ao pequeno entalhe (Fig. 3.5). Foram utilizadas duas
seqiiéncias diferentes de pares de bases: uma constituida
de pares adenina-timina (AT) e a outra de pares guanina-
citosina (GC). Assim, para examinar a influéncia das dife-
rentes seqiiéncias de bases nucléicas sobre a estrutura¢do
de maléculas de dgua nos seus entalhes, nosso modelo para
0 ADN compreende duas duplas-hélices distintas, poly(dA).
poly(dT) e poly(dG). poli (dC).

Focalizamos somente as interagSes de maléculas de dgua
com os nucleotideos centrais de nosso modelo; ndo foram
levados em consideragdo os efeitos gerados pelas extremida-
des das duplas-hélices sobre suas hidratagGes. Para as bases
centrais investigamos estas intera¢Ges com 0s heterodtomos
eletronegativos e com os hidrogénios dos grupos aminos
que ndo participam das pontes de hidrogénio formadas
pelos pares de bases dos 4dcidos nucléicos. Denominamos,
por exemplo, o itomo de hidrogénio do grupo amino N,,

Tabela 3.1. Sitios preferenciais de interago entre uma molécula de 4gua e um fragmento modelo do ADN-B, NC indica o
mimero de configuragdes de uma molécula de 4gua em cada sitio de interagdo tendo energias compreendidas
em um intervalo de 1 Kcal/mol a partir do minimo de energia.

Seqiiéncia Atomos Envolvidos AE
Regiao de Pares no Sitio de (Kcal/mol) NC
de Base Interagdo '
Grande AT N,;(A), He(A) —14.6 9
Entalhe 04(T) -~ 84 24
GC N4(G), 04(G) —-153 3
Ha(C) -11.0 96
Pequeno N3(A), 04, (S) -12.3 15
Entalhe AT 02(1),0,,(S) -119 20
02(C)’ HZ(G)yola(S) —-11.8 5
GC N3 (G) -11.0 4
Grupo 0,;,0, —25.5 103
Fosfato Os, —20.8 2
03 ’
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Figura 3.5. Definicdo do pequeno e grande entalhe.

no caso da citosina, por Hy (C). O nimero 4 se refere ao
atomo N4 no qual o hidrogénio ¢ ligado e a letra C designa
a citosina. Para os grandes entalhes de poly (dG). poly(dC)
e poly(dA). poly(dT) os 4dtomos estudados sZo: N;(G),
06(G), H4(C), N, (A), He(A) e O4(T) e para os pequenos
entalhes os dtomos seguintes: N3 (A), O, (T),N3(T),N;(G)
e H,(G). Na cadeia fosfodiéster foram estudados os oxigé-
nios do agucar (O,,), os anidonicos (O, e O,) e os estéricos
(03, ¢ O5,) dos grupos fosfatos.

Os sitios de interagdo das moléculas de d4gua da primeira
camada de hidratagdo nos entalhes das duas duplas-héli-
ces estdo ilustrados nas Figuras 3.6 a 3.11. A fim de simpli-
ficar a visualizagdo destes resultados, mostramos somente
3 nucleotideos de cada hélice dos polimeros; as moléculas
de 4gua estdo indicadas nas suas posi¢Ses de minimo ener-
gético e o conjunto das posi¢des dos dtomos de oxigénio
— das outras configuragGes — € representado por umazona
hachurada. Para os valores das energias e sitios especificos
de interagdo ver estes resultados na tabela 3.1.

Os resultados indicam que diferengas importantes sio
estabelecidas quando se compara a maneira pela qual se
apresentam as moléculas de dgua no grande e no pequeno
entalhe de poly (dA). poly(dT) e poly (dG). poly(dC).'?

Os grandes entalhes dos dois polimeros apresentam
caracteristicas similares de hidratagdo; as moléculas de

dgua interagem com uma unica base nucléica e algumas
delas podem formar pontes de hidrogénio com dois dtomos
de uma mesma base. No interior do grande entalhe foram
igualmente observadas moléculas de dgua apresentando
grande flexibilidade, estando associadas a um dnico dtomo
da base.

Nos pequenos entalhes, as moléculas de 4gua sdo pouco
flexiveis e formam pontes de hidrogénio entre itomos
de diferentes constituintes das duplas-hélices, implicando
uma base e uma desoxirribose (poly (dA). poly(dT)) ou
mesmo duas bases e uma desoxirribose (poly(dG).paly
(d0)). |

Prosseguimos este trabalho no sentido de estabelecer
uma correlagdo com resultados experimentais recente-
mente obtidos*®~52, Esses se referem acs estudos de cris-
tais de fragmentos de uma dupla-hélice sintética do ADN-B
contendo a seqiiéncia de bases CGCGAATTCGCG. Pela
difragdo de raio X sobre os cristais estudados puderam
ser localizadas com precisdo moléculas de dgua presentes
nesta estrutura.

Uma das caracteristicas de hidratagdo do dodecimero
acima apresentado refere-se ao modo particular pelo qual
se estruturam as moléculas de dgua nas camadas de hidra-
tagdo no interior dos pequencs entalhes das diferentes
regides — constituidas de pares de bases ou GC ou AT —
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Figuras 3.6, 3.7, 3.8 ¢ 39. As figuras 3.6.e 3.7 indicam os sitios preferenciais de interagdo de uma molécula de agua nos grandes entalhes de
poly (dA). poly (dT) e poly (dG). poly (dC), respectivamente. As figuras 3.8 e 3.9 indicam estes sitios nos pequenos entalthes de
poly (dA). poly (dT) e poly (dG). poly (dC), respectivamente.

Figuras 3.10 e 3.11. As figuras 3.10 e 3.11 mostram os esquemas obtidos nas figuras 3.6 a 3.9, mas vistos de um plano perpendicular aos
eixos helicoidais de poly (dA). poly (dT) e poly (dG) . poly (dC), respectivamente.
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da dupla-hélice’®52,

Fizemos tal estudo comparativo, através de um mo-
delo simples para a primeira camada de hidratagdo nos
pequenos entalhes de poly(dA). paly(dT) e poly (dG).
poly(dC); desta maneira obtivemos as fei¢Ses de uma se-
gunda camada de hidratagdo e a geometria de moléculas
de dgua obtidas reproduziu satisfatoriamente aquela deter-
minada pelas experiéncias.

Nossos resultados mostraram que, no pequeno entalhe
de poly(dA).poly(dT), as moléculas de dgua da segunda
camada unem as primeiras camadas de hidrata¢do de cada
filamento helicoidal da dupla-hélice (*‘cross-linking confi-
guration”) através de pontes de hidrogénio (Figuras 3.12
e 3.14). No caso de poly(dG).poly(dC) ndo se observa

esse “cross-linking”; a presen¢a do grupo amino da guani-
na no interior do pequeno entalhe desempenha papel
fundamental no. sentido de proibir — via impedimentos
estereoquimicos — tal tipo de configuragdo (Figuras 3.13
e 3.15).

4. CONCLUSOES

Quanto ao cédlculo dos potenciais eletrostaticos gerados
pelo tARNPhe os resultados tedricos que foram apresenta-
dos poderdo ser utilizados para interpretar outras obser-
vagOes experimentais com respeito as reatividades especi-
ficas deste sistema molecular. N4o obstante, alguns fato-

Figuras 3:12, 3.13,3.14 e 3.15. As figuras 3.12 ¢ 3.13 mostram uma representagdo esquemadtica da primeira e segunda camada de hidratagdo
" nos pequenos entalhes de poly (dA) . poly (dT) e poly (dG). poly (dC), respectivamente. Nas figuras 3.14 e 3.15 este mesmo

esquema ¢ mostrado visto de um plano perpendicular ao eixo helicoidal das seqiiéncias poly (dA) . poly (dT) e poly (dG) . poly

(dC), respéctivamente.
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res experimentais podem influir na probabilidade de
obter uma boa correlagdo:

a) para que uma correlagdo seja obtida, é preciso que a
estrutura -cristalogrdfica utilizada para os calculos tedricos
€ a estruturma em solugdo do tARNPhe sejam praticamente
as mesmas; os estudos experimentais foram realizados sob
condi¢Oes diferentes, o que pode influenciar a estrutura
da macromolécula. Além disso, ndo deve ser excluido o
fato de que as proprias reagSes podem acarretar modifica-
¢Oes estruturais importantes. Tendo em vista que as acessi-
bilidades sdo calculadas levando em conta a geometria
molecular detalhada na vizinhanga do sitio estudado, é
provavel que esta grandeza seja mais afetada que os poten-
ciais em fungdo de-pequenas variagGes estruturais.

b) para confirmar as reatividades relativas dos sitios de
tARNPhe  seria importante que cada tipo de sitio pudesse
ser estudado levando em consideragdo uma variedade de
reativos diferentes e que os resultados fossem coerentes
entre si. Este estudo poderia também dissipar as dividas
quanto 3s possiveis mudangas estruturais da macromolé-
cula devidas aos reativos. Neste sentido, até o momento,
tais informagGes ndo estdo disponiveis na literatura deste
dominio.

Tendo em mente estes fatores, € no entanto estimulante
observar que, para os reativos considerados, os resultados
te6ricos apresentados para a reatividade das bases nucléi-
cas estudadas indicam concorddncia satisfatéria com aque-
les obtidos experimentalmente.

Os esquemas de hidratagdo, nos entalhes do ADN-B,
determinados teoricamente mostraram igualmente, boa
correlagdfo com os resultados obtidos pelas experiéncias,
Observase configuragdo aproximadamente tetraedral de
ligagGes entre moléculas de dgua nos pequenos entalhes
das regioes centrais (compostas de pares AT) do dodeci-
mero CGCGAATTCGCG, enquanto que nas extremidades
deste polimero (compostos de pares GC) tal ordenagdo
¢ interrompida. Nos grandes entalhes desta dupla-hélice
as moléculas de 4gua observadas, em sua maior parte,
se associam com uma Gnica base nucléica.

Os pimeiros trabalhos experimentais sobre a hidrata-
¢d0 deste dodecamero foram realizados em cristais a tem-
peratura ambiente. Esta temperatura originou vibragoes
térmicas considerdveis no interior do cristal, tornando
dificil a observagdo de motéculas de 4gua®®. Estudos pos-
tefiores a temperatura de 160K°'"2 permitiram refinar
as conclusdes iniciais. A maior diferenga observada entre
os dois estudos experimentais esta relacionada com a hidra-
tagdo dos grupos fosfato da dupla-hélice; o primeiro indica
uma fraca concentragdo de moléculas de 4gua em tomo
desses grupos e o segundo coloca em evidéncia uma alta
capacidade de hidratag&o dos mesmos.

Nossos estudos mostraram que as moléculas de dgua
associadas aos grupos fosfato do ADN-B sdo as que apre-
sentam as mais fortes energias de interagdo com a dupla-
hglice' (Tabela 3.1). Como para o caso da hidratagdo do
grupo fosfato isolado'®, essas moléculas de 4gua sdo carac-
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terizadas — igualmente — por suas altas flexibilidades nesta
regifo. Este pode ser um dos fatores preponderantes que
dificultou encontrar moléculas de 4gua em tomo dos grupos
fosfato, no caso de estudos experimentais em altas tempe-
raturas.
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A nomenclatura de compostos organicos em lingua por-
tuguesa tem recebido atengdo por parte dos quimicos brasi-
leiros ja hd algum tempo. A drea do Rio de Janeiro tem se
mostrado particularmente atenta ao problema. Assim, a
primeira publicagdo a tratar do assunto de forma abrangen-
te, e com vistas a adaptar as regras da Unido Internacional
de Qufmica Pura e Aplicada (IUPAC) ao vernéculo, foi
apresentada em 1944 pelos Professores O. Rothe, A. Difini
e P.S. Lacaz ao IV Congresso Brasileiro de Quimica. A sua
publicagdo na fntegra, s ocorreu, no entanto, em 1955,
através da revista Engenharia e Quimica®.

Muito embora os Professores Rothe e Lacaz pertences-
sem 4 (entdo) Universidade do Brasil, as sugestdes conti-
das naquele artigo encontraram uma série de barreiras no
ambito da Escola de Quimica daquela Universidade, devido
is novidades que apresentava: por exemplo, a proposta
do uso do termo alqueno ao invés de alceno, a utiliza¢do

dos termos pirrola, tiofena etc. Talvez por que as propos-
tas deste documento fossem contririas as tradicdes da
EQ, as sugestSes do citado artigo permaneceram nele mes-
mo e 14 nfo tiveram ressonéncia.

No V Congresso Brasileiro de Quimica; realizado em
Porto Alegre em 1947, o Professor Militino C. Rosa, da
mesma Escola de Quimica, apresentou uma série de suges-
tOes 4 nomenclatura dos compostos orginicos?, mas foi s6
em 1961 que publicou® um longo e substanciado comenta-
rio sobre o trabalho de Rothe et al.. Neste artigo, volta a
tona a discussdo sobre a propriedade do uso dos termos
alcoila ou alquila, alqueno ou alceno etc. Em 1964, o Dire-
tério Académico da Escola de Quimica republicou, em
homenagem péstuma, os artigos sobre Nomenclatura de
Quimica Organica do Professor Militino*, acrescido de mais
um, inédito, que tratava do uso de hifen, posi¢do de nume-
rais etc.
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