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RESUMO

Em todo o mundo, o cincer afeta a vida de diversas pessoas. Nao apenas com sintomas graves,
podendo levar ao ébito do paciente, mas também por apresentar tratamentos de alto custo. Uma
das grandes contribui¢des para a problemaética apresentada reside no fato de que o diagnéstico
precoce desta doenca é de grande complexidade, diminuindo as chances de um tratamento ou
intervencdo bem sucedida. Assim sendo, o uso de sondas espectroscépicas, como 0S Senso-
res fluorescentes, em exames clinicos de imagem, se mostram como uma boa estratégia a fim
de aprimorar o diagndstico em estagio inicial da enfermidade mencionada. Atualmente, existe
uma gama de moléculas disponiveis para tal tarefa, sendo elas baseadas em fendmenos fotofi-
sicos como a Transferéncia Intramolecular de Prétons no Estado Excitado (ESIPT). Entretanto,
pouco se estuda sobre os efeitos de estados metaestdveis de sensores na fluorescéncia ESIPT.
Dessa maneira, o estudo apresentado visou investigar como conformacdes em estado de nao
equilibrio afetam a fluorescéncia ESIPT da molécula 2-(2’-hidroxi-4’-aminofenil)benzotiazol
(HABT), um composto da classe dos fenilbenzotiazéis (PBTs). Para isso, trés simulacdes de
Dinamica Molecular (DM) enviesadas foram performadas, de forma a obter arquivos de traje-
toria para posterior andlise utilizando a Andlise de Componentes Principais (PCA). Os trés sis-
temas estudados foram: HABT no vacuo (1), HABT em édgua (2) e HABT ancorado na proteina
PI3K em &gua (3). Com isso, foi observado como o solvente e a ancoragem em proteina mar-
cadora afetam o acesso de estados metaestaveis do HABT, em que estes foram caracterizados
em termos conformacionais. Foi observado que, em um estado de ndo equilibrio e conside-
rando as interagdes entre a molécula HABT e a proteina PI3K, a maior parte das conformagdes
acessadas mantiveram sua performance no ESIPT. Portanto, ao se trazer a complexidade de ndo
equilibrio para a modelagem de um sistema bioldgico, sendo esta de grande importancia no
desenvolvimento de novos farmacos, o estudo foi capaz de elucidar a performance do sensor
proposto para um diagnéstico precoce de cancer. Em suma, o presente trabalho contribui de
maneira significativa na busca por solugdes para o cancer, em que mostrou ser possivel a utili-
zacdo da abordagem complexa de ndo equilibrio na proposicao de sensores fluorescentes para
o diagndstico de doengas.

Palavras-chave: Cancer; simulagdo de DM; ESIPT; estados metaestaveis; sondas espectroscopicas;
sensores fluorescentes; fenilbenzotiazdis; HABT.



ABSTRACT

Cancer affects the life of many people worldwide. Not only by the severe symptoms, which
can lead the patient to death, but also due to the high cost of the treatments. One of the major
contributions for the presented problem lies in the fact that the early diagnosis of the mentioned
disease is of great complexity, reducing the chances of a successful treatment or intervention.
Hence, the use of spectroscopic probes, like fluorescent sensors, with imaging clinical exami-
nation, shows to be a good strategy for enhancing the early stage diagnosis of the mentioned
illness. Nowadays, there is a range of molecules available for such a task, being based on pho-
tophysical phenomena like the Excited State Intramolecular Proton Transfer (ESIPT). Despite
that, there are few works studying metastable states effects on the ESIPT fluorescence. There-
fore, the present study main goal was to investigate how different conformations in a state of no-
nequilibrium affects the ESIPT fluorescence of the 2-(2’-hidroxi-4’-aminophenyl)benzothiazole
(HABT), a molecule of the class of the phenylbenzothiazoles (PBTs). Thereunto, two biased
MD simulations were carried out, obtaining the trajectory files for further analysis with the Prin-
cipal Component Analysis (PCA). The three systems studied were: HABT only (1), HABT in
water reservoir (2) and HABT anchored in protein PI3K in the presence of water (3). Therewith,
it was observed how the solvent and protein anchoring affects the access of metastable states of
the HABT molecule, in which they were characterized in conformational terms. It was observed
that, by considering a nonequilibrium state and the interactions between the HABT molecule
with PI3K protein, the most part of the accessed conformations were capable of performing
the ESIPT process. Therefore, by bringing the complexity of a nonequilibrium approach for
modelling a biological system, being this perspective of great importance in modern drug de-
velopment, the present study sheds light on the performance of the proposed sensor in early
cancer diagnosis. In that regard, the present work significantly contributes to the search for bet-
ter solutions for cancer disease, in which it was shown to be possible to use the nonequilibrium
approach in order to propose new fluorescent sensors for disease diagnosis.

Keywords: Cancer; MD simulation; ESIPT; metastable states; spectroscopic probes; fluorescent
sensors; phenylbenzothiazoles; HABT.



INDICADORES DE IMPACTO

O cancer é uma doenca extremamente complexa, e que acomete muitas pessoas em todo o
mundo. E estimado que 1 em cada 5 pessoas irdo desenvolver cincer ao longo de suas vidas,
em que um montante considerdvel dessas pessoas virdo a obito pela enfermidade. Nesse sen-
tido, o desenvolvimento de estratégias para o combate desta doenca é de suma importancia.
Dessa maneira, o presente estudo se mostra como mais uma contribui¢do para o esfor¢o global
realizado neste combate. E notério como o diagnéstico precoce da enfermidade em questio
aumenta considerdvelmente a chance de sobrevivéncia do paciente, uma vez que, a partir de
um diagnodstico em estdgios iniciais da doenca, as chances de uma interven¢do e tratamento
bem sucedido aumentam consideravelmente. Nesse sentido, a partir de uma abordagem ainda
pouco explorada na literatura, o presente trabalho propde a utilizacdo de compostos quimicos
para fins diagnésticos. Com a abordagem utilizada, tal proposic¢ao seria capaz de considerar a
complexidade enfrentada em sistemas bioldgicos, complexidade essa que se mostra um grande
desafio quando se deseja desenvolver estratégias para o combate ao cancer e demais doengas.
Assim sendo, o presente trabalho possui o potencial de impactar a vida de muitas pessoas em
todo o planeta, sendo este capaz de propor estratégias para o diagndstico de cancer, além de
servir como um ponto de partida para o desenvolvimento de novas estratégias para esta doenca.

IMPACT INDICATORS

Cancer is an extremely complex disease, which affects the life of many people worldwide. It is
estimated that 1 in 5 people will develop cancer during its lifetime, where the outcome can be
death. In this sense, developing new strategies against this disease is of great importance. The-
refore, the present study is a contribution for this global effort against cancer. It is notorious that
an early diagnosis of this illness substantially increases the chances of survival of the patient,
once in early stages of the disease, the rate of a successful medical intervention and treatment
is considerably higher. Hence, from a little explored approach, the present work proposes the
utilization of chemical compounds for an early diagnosis of cancer. With the used approach,
such proposal would be able to consider the complexity faced when working with biological
applications, complexity which is a strong challenge when aiming to develop new strategies
against cancer and other diseases. Hence, the present work has the potential of impacting the
life of many people worldwide, being capable of proposing strategies for cancer diagnosis, and
serve as a starting point for the development of new strategies against this disease.
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1 INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenca extremamente complexa, e acomete diversas pessoas em todo
o mundo, levando a 6bito um montante consideravel de individuos (U. S. CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2023; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
- INCA, 2023). De acordo com o Instituto Nacional de Cancer - INCA (2023), no Brasil,
231.694 pessoas vieram a 6bito por cancer em 2021. Parte da contribuicdo para essa estatistica
vem do fato que o diagnostico precoce desta enfermidade € complexo. Dessa maneira, o uso de
sondas espectroscdpicas se mostra bastante vantajoso, uma vez que possibilita um diagndstico
ndo invasivo e eficiente, utilizando-se de proteinas marcadoras (HAN et al., 2022; ZHOU et al.,
2020).

Nesse sentido, a técnica de Ressonancia Magnética de Imagem (RMI) se mostra a al-
tura da complexidade da problemadtica apresentada, uma vez que permite um diagndstico ndao
invasivo de doencas como o cancer (GONCALVES et al., 2015; HEQUET et al., 2020; KHA-
LIGHINEIJAD et al., 2020). Assim sendo, de forma a aumentar a eficiéncia da técnica de RMI,
os chamados agentes de contraste sao utilizados, uma vez que sdo capazes de aumentar a razao
sinal/ruido, melhorando assim a eficiéncia e exatidao do diagndstico (KHALIGHINEJAD et al.,
2020; HEQUET et al., 2020; HOBSON et al., 2019). Dessa maneira, diversos agentes de con-
traste estdo disponiveis comercialmente, sendo os mais utilizados aqueles a base de gadolinio
(Gd**), uma vez que estes apresentam propriedades magnéticas tinicas (WYSKOCKA-GAJDA
et al., 2021; WANG et al., 2019; ROHRER et al., 2005).

Entretanto, devido  alta toxicidade do fon Gd*>*, e ao fato de que a longo prazo sdo
liberados no organismo a partir da utilizacdo sistemdtica de agentes de contraste, sua utiliza-
cdo € restringida, e novas estratégias devem ser pensadas no anseio de um diagndstico rapido
e eficiente (WANG et al., 2019; YI et al., 2019). A partir disso, pode-se pensar na utilizacao
de sondas espectroscopicas Opticas, como os sensores fluorescentes (KIM et al., 2020; GEOR-
GIEV et al., 2023). Quando comparado a técnica de RMI, sondas fluorescentes apresentam
alta seletividade, baixo custo e maior biocompatibilidade, mostrando-se assim como uma boa
alternativa (GEORGIEV et al., 2023; ZHOU et al., 2020).

Na temadtica de sondas fluorescentes, diversos fendmenos fotofisicos podem explicar seu
mecanismo de acdo, sendo um dos mais famosos a Transferéncia Intramolecular de Pr6tons no

Estado Excitado (ESIPT) (GEORGIEYV et al., 2023; SEDGWICK et al., 2018). Moléculas ca-
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pazes de performar o ESIPT, dentre elas os derivados de benzotiazéis como os fenilbenzotiazéis
(PBTs), se apresentam como excelentes sondas espectroscopicas, uma vez que devido ao fato de
emitirem luz em dois comprimentos de onda diferentes, apresentam alta seletividade e eficién-
cia (SEDGWICK et al., 2018). Neste contexto, a diferenca entre os dois comprimentos de onda
emitido, chamada de desvio de Stokes, € de suma importancia quando se pensa na eficiéncia do
sensor (PADALKAR et al., 2012; SEDGWICK et al., 2018).

Contudo, as diferengas conformacionais podem afetar a eficiéncia do processo ESIPT,
aumentando ou diminuindo a fluorescéncia ESIPT de um dado sensor fluorescente (HU et al.,
2017; Ql et al., 2020). Portanto, estudos como o publicado por Hu et al. (2017) buscam entender
como diferentes conformacdes de uma molécula afetam o processo ESIPT, de forma a ampliar
a gama de moléculas disponiveis como sensores fluorescentes a partir da otimizagdao do sensor.
Nao apenas isso, € importante ressaltar que sistemas em equilibrio sdo raros na natureza, uma
vez que constantemente estdo trocando matéria e energia com o ambiente (DEMIREL, 2014;
GHASSEMI; SHAHIDIAN, 2017; ZHANG; OUYANG, 2021). Um grande exemplo de sis-
tema com diversos processos em um estado de ndo equilibrio s@o os sistemas bioldgicos, estes
em constante troca com o ambiente, absorvendo energia e nutrientes necessarios para realizar
reacdes bioquimicas, e expelindo residuo e calor proveniente destas reacdes (SCHRODINGER,
1944; ZHANG; OUYANG, 2021). Portanto, o fato de sistemas biol6gicos apresentarem inu-
meros processos em um estado de ndo equilibrio termodinamico faz com que estes assumam
estados ndo estdveis ou metaestaveis, fazendo com que assim, conformacdes metaestaveis te-
nham grande relevancia no estudo de sensores fluorescentes (DEMIREL, 2014; SRINIVASAN,
2023). Entretanto, devido a falta de literatura performando estudos desse tipo, trabalhos como
este mostram um avancgo na busca por sensores fluorescentes mais eficientes, baratos e de facil
utilizacao.

Assim sendo, este estudo visa investigar como os efeitos conformacionais de sistemas
fora do equilibrio afetam a fluorescéncia ESIPT do composto 2-(2’-hidroxi-4’-aminofenil) ben-
zotiazol (HABT), molécula esta pertencente a classe dos PBTs e de grande interesse como
sensor fluorescente (SEDGWICK et al., 2018; MANCINI et al., 2015). Com isso, o estudo visa
também avaliar a eficiéncia deste sensor no diagndstico de cancer, a partir da proteina marca-
dora PI3K. A via PI3K estd associada com a progressao da enfermidade mencionada (PAUL;
MUKHOPADHYAY, 2004; JIANG; JI, 2019; LIU et al., 2009; JHA et al., 2015; YU; KOH,
2017; RAZANI et al., 2021), em que existem evidéncias de que o composto HABT interage
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fortemente com essa enzima (ANDOLPHO et al., 2022; MANCINI et al., 2014; MAVROIDI et
al., 2016; MACHURA et al., 2013). De forma a avaliar os efeitos conformacionais de sistemas
fora do equilibrio no processo ESIPT, uma metodologia robusta foi utilizada para acessar, iden-
tificar e caracterizar diferentes estados metaestaveis do HABT, em que diferentes conformacoes
puderam ser investigadas. O intuito € que, a partir do estudo, a fluorescéncia ESIPT possa ser

compreendida em uma perspectiva de um sistema fora do equilibrio.
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2 OBJETIVOS DA PESQUISA

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos dos estados metaestdveis do sensor fluorescente 2-(2’-hidroxi-4’-

aminofenil)benzotiazol (HABT) no processo ESIPT para fins de diagndstico de cancer.

2.2 Objetivos especificos

Assim sendo, os objetivos especificos do presente trabalho sao:

a) Empregar uma metodologia para identificacdo e caracterizacdo de estados metaestiveis;

b) Selecionar conformagdes representativas dos estados metaestaveis para posteriores cdlcu-

los quanticos;

¢) Investigar como conformacdes metaestaveis afetam o processo ESIPT e, posteriormente,

avaliar os parametros espectroscépicos do HABT dentro do sitio ativo da enzima PI3K.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cancer

De acordo com o U. S. National Cancer Institute (2021), o cancer € uma doenca em que
algumas células do corpo crescem descontroladamente e espalham para outras partes do corpo.
Dessa maneira, essa rdpida e anormal reproducao de células pode formar o que sdo chamados
tumores, que nada mais sdo que pedacos de tecidos. Entretanto, nem todos os tumores sdao
cancerigenos. Para que um tumor seja considerado cancerigeno ele tem de ser capaz de se
espalhar ou invadir tecidos préximos, viajando longas distancias no corpo e formando novos
tumores, processo esse chamado metdstase.

No ano de 2020, 1.603.844 novos casos de cancer foram reportados nos Estados Unidos,
em que 602.347 pessoas morreram de cancer (U. S. CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION, 2023). Ja no Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Cancer -
INCA (2023), até 18 de julho de 2023, foram reportados 704.080 novos casos de céncer, € em
2021, 231.694 pessoas vieram a 6bito pela doenca. Portanto, faz-se extremamente necessario
pesquisas capazes de aprimorar estratégias para o combate dessa doenga, responsavel por um
nimero considerdavel de 6bitos em todo o mundo.

Dessa maneira, uma das estratégias fundamentais para o combate ao cancer consiste no
aprimoramento do rdpido diagndstico, aumentando assim a chance de sucesso do tratamento,
em que para isso a utilizacdo de sondas espectroscopicas para detecc¢ao de proteinas marca-
doras de tumores apresenta grande relevancia (HAN et al., 2022). Nesse sentido, tem-se as
tirosina quinases (TKs), um grupo de proteinas com grande relevancia na patofisiologia do can-
cer (PAUL; MUKHOPADHYAY, 2004). Além disso, a superexpressao de TKs € um indicativo
do desenvolvimento e progressao dos mais diversos tipos de cancer (HICKS et al., 2010; PAUL;
MUKHOPADHYAY, 2004). Portanto, a utilizacao desse marcador, aliado com compostos flu-
orescentes, um tipo especifico de sondas espectroscopicas, chamado de sensores fluorescentes,
como os derivados de benzotiazdis, se mostra uma boa estratégia no diagndstico precoce e tra-
tamento do cancer (HICKS et al., 2010; PAUL; MUKHOPADHYAY, 2004). Isso ocorre uma
vez que os derivados de benzotiazdis apresentam atividade antitumoral (YADAV et al., 2023),
em que a acdo antitumoral desses compostos reside na sua interacdo com TKs (HICKS et al.,

2010; PAUL; MUKHOPADHYAY, 2004).
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Outro importante marcador relacionado ao cancer € a fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K),
uma enzima que pertence a familia das lipidio quinases, estando ela relacionada ao funciona-
mento e crescimento de células (D’ANGELO et al., 2011; COLLIER et al., 2015). Nesse
cendrio, a via da PI3K € uma das vias mais conhecidas no desenvolvimento e progressdao do
cancer humano, uma vez que tem papel central na ploriferacao, diferenciacdo e sobrevivén-
cia das células (PAUL; MUKHOPADHYAY, 2004; JIANG:; JI, 2019; LIU et al., 2009). Além
disso, a ativacdo dessa via geralmente esta relacionada a receptores tirosina quinase (RTKs),
cuja ativacao constitutiva se d4 por meio de mutacdes de ganho de fun¢do, amplificacdo génica,
entre outros (JIANG; JI, 2019).

Nesse sentido, como diversos canceres em humanos estdo associados a uma alteracao
genética somadtica, a qual resulta na ativacao da sinalizacdo da PI3K, é notério a importancia
da enzima mencionada como alvo no desenvolvimento de novas drogas no combate ao cancer
(D’ANGELO et al., 2011; COLLIER et al., 2015). Dessa forma, estudos vém direcionando sua
atencdo em utilizar a PI3K como alvo de pequenas moléculas inibidoras ATP-competidoras,
uma vez que a inibi¢cao dessa via se mostra de suma importancia no combate ao desenvolvimento
da patologia em questdo (D’ANGELO et al., 2011; COLLIER et al., 2015; KARAKAS et
al., 2006; VOGT et al., 2007; YAP et al., 2008). Portanto, no anseio do desenvolvimento de
novos sensores a fim de aprimorar o diagndstico de cancer em humanos, é razodvel inferir a
importancia do alvo PI3K no planejamento de novas estratégias.

Assim sendo, os derivados de fenilbenzotiazdis se apresentam como um possivel sen-
sor quando considerado o alvo PI3K (ANDOLPHO et al., 2022). Isso ocorre uma vez que,
derivados de benzotiazol, em especial o composto HABT, interagem fortemente com a enzima
PI3K, logo, sua alta seletividade e atividade antitumoral fazem deste composto uma interes-
sante proposta como sensor fluorescente para o diagnostico de cancer (ANDOLPHO et al.,
2022; MANCINI et al., 2014; MAVROIDI et al., 2016; MACHURA et al., 2013). Este fato
motivou trabalhos, como o publicado por Andolpho et al. (2022), o qual propds um complexo
de Rénio (Re), conjugado com o composto HABT, sendo o complexo resultante chamado de
ReABT, como possivel sonda fluorescente no diagndstico de cancer. Portanto, o uso de deriva-
dos de benzotiazéis, como o HABT, com o marcador PI3K, se faz de grande interesse para a
busca de um diagndstico aprimorado para os mais diversos tipos de cancer.

Nesse sentido, € notdrio a relevancia das sondas espectroscopicas, em especial os sen-

sores fluorescentes, na busca por um diagndstico precoce de cancer. Assim sendo, a fim de
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elucidar seu papel no desenvolvimento de estratégias para o combate ao cancer, € necessario
explorar o que seriam sondas espectroscépicas. Além disso, também faz-se necessario avaliar

seu papel no desenvolvimento de um diagnéstico mais rdpido e acurado.

3.2 Sondas espectroscopicas

As sondas espectroscopicas podem ser definidas como substancias, geralmente exdge-
nas, que ao interagir com analitos ou fatores ambientais t€ém suas propriedades espectroscopi-
cas alteradas, sendo estas: absorcdo e emissdo de luz, fluorescéncia e propriedades magnéticas
(ZHOU; MA, 2016; BARTOSZ, 2006). Portanto, devido as alteragdes mencionadas, alvos de
interesse podem ser determinados, permitindo assim diversas aplica¢des (ZHOU; MA, 2016).
Entretanto, para que uma sonda espectroscopica seja considerada ideal, a mesma tem de intera-
gir de forma eficiente com seu alvo, além de ser altamente especifica (BARTOSZ, 2006). Essas
caracteristicas permitirdo com que a sonda em utiliza¢do possa ser utilizada em baixas concen-
tragdes, impedindo a perturbacdo do sistema em estudo e evitando imprecisdes (BARTOSZ,
2000).

Dessa maneira, sondas espectroscopicas podem ser utilizadas para as mais diversas apli-
cacoes, sendo uma destas as aplicacdes biomédicas para deteccao de doencas (ZHOU; MA,
2016). No contexto de diagnostico de patologias, a Ressonincia Magnética de Imagem (RMI)
se tornou uma das técnicas mais amplamente utilizadas, uma vez que é capaz, de forma nao
invasiva, diagnosticar com alta resolugdo estdgios iniciais de doencgas como cancer e Alzheimer
(GONCALVES et al., 2015; HEQUET et al., 2020; KHALIGHINEJAD et al., 2020). O RMI
usual consiste na detecc¢do de sinais dos protons de hidrogénio da dgua, entretanto, este sinal
pode por muita das vezes ndo ser o suficiente para uma deteccdo com boa resolucdo, sendo
necessdrio a utilizagao de agentes de contraste (KHALIGHINEJAD et al., 2020; HEQUET et
al., 2020; HOBSON et al., 2019).

Agentes de contraste em RMI sdo compostos capazes de alterar o tempo de relaxacao
dos hidrogénios da dgua, fazendo com que a resolu¢@o do sinal aumente, facilitando assim a dis-
tingdao na imagem (SHARMA ; PERVUSHIN, 2020; CHO et al., 2023). Dessa maneira, agentes
de contraste sdo geralmente divididos em dois tipos, aqueles que alteram o tempo de relaxagdo
longitudinal (T{) e aqueles que alteram o tempo de relaxagao transversal (T,) quando aplicado
um pulso de radio apropriado, ambos sendo tteis para os mais diversos diagnosticos (Y1 et al.,

2019; HEQUET et al., 2020). Atualmente, muitos agentes de contraste estdo disponiveis comer-
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cialmente, sendo a maioria composto por fons inorginicos como Gd** ou Mg, devido a sua
alta capacidade de alterar o tempo de relaxacdo nas suas vizinhancas (WYSKOCKA-GAJDA
et al., 2021; WANG et al., 2019; ROHRER et al., 2005).

Entretanto, agentes de constraste a base de gadolinio possuem uma consideravel toxici-
dade a longo prazo, uma vez que os fons Gd>* liberados no organismo apresentam alta toxici-
dade, limitando sua bioaplicabilidade (WANG et al., 2019; YI et al., 2019). Portanto, diversas
estratégias vem sendo desenvolvidas de forma a contornar este problema, sendo uma delas, a
utilizacdo de sondas espectroscopicas opticas (KIM et al., 2020; GEORGIEV et al., 2023).

Quando uma luz incide na superficie de um tecido biolégico, uma combinacao de pro-
cessos Opticos ocorrem, como absor¢do, reflexdo e fluorescéncia (KIM et al., 2020). Dessa
forma, a andlise dessas combinacdes fornece informagdes quanto ao estado metabdlico e pato-
16gico desses tecidos, provendo uma possibilidade de diagndstico para diversas doengas (WU
etal., 2021; KIM et al., 2020). Com isso, o diagndstico baseado em tecidos permite a avaliacao
do estado de uma doenca a partir da avaliacdo dos tecidos do corpo (KIM et al., 2020). Neste
contexto, a utilizacdo de exames de imagem Optica permitem um diagndstico ndo invasivo e em
tempo real das mais diversas doengas, uma vez que a visualizag¢do dos tecidos € possivel, em que
sondas espectroscopicas podem ser utilizadas para aumentar a razdo sinal-ruido, aumentando a
eficiéncia do diagnéstico (WU et al., 2021).

Nesse cendrio, a utilizacdo de sondas fluorescentes se encaixa perfeitamente bem, pos-
suindo alta seletividade, eficiéncia e simplicidade, além de um baixo custo e toxicidade quando
comparado a técnicas como a RMI (GEORGIEYV et al., 2023; ZHOU et al., 2020). Assim
sendo, o estudo feito por Zhou et al. (2020) mostra como sondas fluorescentes podem ser uti-
lizadas para o diagndstico de doengas extremamente complexas, como a doenga de Alzheimer.
Outro estudo, publicado por Han et al. (2022), mostra os recentes avangos na utilizacdo de son-
das espectroscopicas para o diagndstico dos mais variados tipos de cancer a partir de enzimas
marcadoras. Este importante avango se faz estritamente necessario, uma vez que o diagndstico
precoce de doengas neurodegenerativas, como o Alzheimer e Parkinson, e também de diversos
tipos de cancer, levam a um répido inicio do tratamento, aumentando assim sua chance de su-
cesso (ZHOU et al., 2020; HAN et al., 2022). Dessa forma, o estudo de sondas fluorescentes
¢ de suma importancia no anseio de novas tecnologias que permitam o rapido diagndstico de
patologias extremamente complexas, 0 que consequentemente aumenta a chance de sucesso do

tratamento, melhorando a qualidade de vida da populagao.
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Contudo, diversos fenomenos fotofisicos servem de base para entender a deteccdo e
exames de imagem utilizando fluorescéncia, em que dentre eles, temos a Transferéncia Intra-
molecular de Prétons no Estado Excitado (ESIPT) (GEORGIEYV et al., 2023; SEDGWICK et
al., 2018). Dado a importancia deste fenomeno na performance e aplicacao de sensores fluores-
centes, uma secdo serd dedicada a este tema ao longo deste referencial teérico. No contexto de
moléculas capazes de realizar o processo ESIPT, temos os derivados dos benzotiazois, classe de

compostos explorada na proxima se¢ao.

3.3 Benzotiazois e derivados

Um benzotiazol € um composto heterociclico aromatico e biciclico, no qual um anel
benzeno € ligado a um anel tiazol, como mostra a Figura 3.1 (SUMIT et al., 2021). Nesse
cendrio, os derivados de benzotiazdis se mostram como moléculas de grande interesse, uma vez
que moléculas que exibem fluorescéncia ESIPT sdo aquelas que possuem uma interagdo por
ligacdo de hidrogénio intramolecular entre um doador de ligacdo de hidrogénio (como -OH e
NH;) e um aceptor de ligagdo de hidrogénio (como =N- e C=0) (SEDGWICK et al., 2018).
Além disso, foi observado que o desvio de Stokes, sendo esta a diferenca entre o0 comprimento
de onda absorvido e emitido pela molécula, é mais intenso em moléculas contendo a unidade

benzotiazol em sua estrutura (PADALKAR et al., 2012).

Figura 3.1 — A figura apresenta a estrutura do benzotiazol, em que esta € constituida da por¢ao
benzeno (em vermelho) e porcao tiazol (em azul).

)

Fonte: Do autor (2023)

Dessa forma, no contexto de sondas espectroscopicas fluorescentes cujo mecanismo de
acdo consiste na capacidade de performar o ESIPT, temos diversos derivados de benzotiazdis
(SEDGWICK et al., 2018; PADALKAR et al., 2012; LONG et al., 2020; SUMIT et al., 2021;
MANCINI et al., 2015). Dentre eles, tem-se o composto 2-(2’-hidroxi-4’-aminofenil)benzotiazol
(HABT), cuja estrutura é mostrada na Figura 3.2, em que este composto contém unidade ben-

zotiazol e interacdo de ligacdo de hidrogénio intramolecular entre um grupo -OH e um grupo
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=N-, pertencendo a classe dos fenilbenzotiazéis (PBTs) (SEDGWICK et al., 2018; MANCINI
et al., 2015).

Figura 3.2 — Estrutura do HABT, um derivado de benzotiazol, constituido da por¢do benzeno
(vermelho), tiazol (azul) e fenil (preto).
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Fonte: Do autor (2023)

O esqueleto benzotiazol estd presente em varios heterociclos bioativos e produtos natu-
rais, sendo esta unidade considerada a principal por¢do em diversos compostos biologicamente
ativos (SUMIT et al., 2021). Portanto, os derivados de benzotiaz6is apresentam diversas ativi-
dades terapeuticas, como atividade antitumoral, antimicrobiana, analgésica, antifiingica, entre
outras (SUMIT et al., 2021; MANCINI et al., 2015; LAW; K.Y., 2022; YADAV et al., 2023).
Assim sendo, estudos como o publicado por Mancini et al. (2015) sdo de grande interesse, uma
vez que ao utilizar a capacidade de performar o ESIPT por parte de derivados de benzotiazdis,
o diagndstico de diversas patologias pode ser aprimorado, € o monitoramento de tratamentos

também ¢ possibilitado.

3.4 Transferéncia Intramolecular de Prétons no Estado Excitado (ESIPT)

Sensores fluorescentes sdo utilizados para as mais diversas aplicacOes, sejam elas far-
macoldgicas, bioldgicas, fisioldgicas, entre outras (SEDGWICK et al., 2018). Nesse sentido,
um dos principais mecanismos para se entender a fluorescéncia de sondas € a Transferéncia
Intramolecular de Prétons no Estado Excitado (ESIPT) (SEDGWICK et al., 2018; GEORGIEV
et al., 2023; LIU et al., 2021; JOSHI; ANTONOV, 2021). No geral, moléculas que exibem
fluorescéncia ESIPT sdo aquelas que apresentam um doador de ligacdo de hidrogénio (-OH e
NH;) e um aceptor de ligagdo de hidrogénio (=N- e C=0), uma vez que no estado excitado
existe o aumento da acidez e basicidade dos componentes da molécula capaz de performar o

ESIPT (SEDGWICK et al., 2018; JOSHI; ANTONOV, 2021; GRANDJEAN et al., 2021).
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O ESIPT foi primeiramente reportado por Weller (1955), sendo observado a partir do
estudo com 4cido salicilico (SA). Foi observado na estrutura do SA, apresentada na Figura 3.3,
que no estado excitado, o hidrogénio do grupo hidroxila se torna mais eletropositivo, enquanto
o oxigénio do grupo carboxilico se torna mais eletronegativo, facilitando a transferéncia de

prétons intramolecular (JOSHI; ANTONOV, 2021; GRANDJEAN et al., 2021).

Figura 3.3 — Estrutura do 4cido salicilico, em que em azul tem-se o grupo hidroxila e em ver-
melho, o grupo carboxilico.
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Fonte: Do autor (2023)

Dessa maneira, o processo ESIPT € classificado como um processo que ocorre em duas
etapas (LIU et al., 2021). Partindo de uma molécula na sua forma enol, tem-se que apds a
excitacao ocorre uma transferéncia de prétons em uma curta distancia, entre o grupo doador de
ligacdo de hidrogénio e o grupo aceptor de ligacdo de hidrogénio, formando um contato entre
pares de fons (SEDGWICK et al., 2018; GRANDJEAN et al., 2021; LIU et al., 2021). Ap6s
iss0, 0 que ocorre € a separacdo do contato entre os pares de ions, formando assim pares de fons
livres, configurando este momento como o fim da formacao da configuragado ceto (SEDGWICK
et al., 2018; LIU et al., 2021). Por fim, a emissdo de luz é feita, entretanto, a emissao feita
agora pelo composto na sua configuracao ceto € menos energética, ou seja, a luz emitida possui
um maior comprimento de onda A do que o da luz absorvida (SEDGWICK et al., 2018). A
Figura 3.4 mostra um esquema representativo do processo ESIPT com a molécula HABT, como
descrito acima.

O Mecanismo do processo ESIPT ¢ descrito pelo modelo de Eigen-Weller (LIU et al.,
2021; WELLER, 1955; EIGEN, 1964). Dessa forma, conforme mostra a Figura 3.5, o me-
canismo proposto segue da seguinte forma: excitacdo do fotodcido ROH por absor¢ado de luz,

reduzindo drasticamente seu valor de pK, (1), transferéncia ultrardpida do hidrogénio do fotod-
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Figura 3.4 — Esquema representativo do processo ESIPT utilizando a molécula de HABT para
exemplificacdo.

Energia
I
< :
A
| o}

- o & ’

Fonte: Do autor (2023)

cido para moléculas de solvente ou uma base presente na vizinhanga (2), formagdo do par de
fons em contato (3), separacdo do par de ions por moléculas de solvente (4) (GRANDJEAN et
al., 2021). Vale ressaltar que a transferéncia de prétons ultrardpida ocorre na ordem de femtos-
segundos (fs), ou seja, 10715 segundos (GRANDIJEAN et al., 2021; LIU et al., 2021).

A fotofarmacologia € uma disciplina inovadora no ambito da quimica médica, uma vez
que utiliza de técnicas para controlar a atividade biolégica de moléculas através da luz (VE-
LEMA et al., 2014; BROICHHAGEN et al., 2015). Nesse sentido, o estudo de revisdo publi-
cado por Kobauri et al. (2023) mostra os avancos nessa drea, € como a luz pode ser utilizada
para "ativar"conformacdes biologicamente ativas de moléculas.

Dessa maneira, o mecanismo ESIPT vem sendo estudado em aplica¢des bioldgicas para
o diagnostico de diversas doengas, como cancer e Alzheimer, além de outras aplicac¢des de si-
naliza¢do fluorescente (ZHOU et al., 2020; HAN et al., 2022; SEDGWICK et al., 2018; LONG
et al., 2020). Entretanto, em alguns estudos, como os publicados por Hu et al. (2017) e Qi et
al. (2020), vem sendo investigado como diferentes conformacdes de uma molécula capaz de
performar o processo ESIPT afetam este processo. Neste escopo, € importante entender como
diferentes conformacdes afetam o ESIPT, uma vez que, como exemplo, a salicilidenoanilina
apresenta fraca fluorescéncia ESIPT, em que a principal motivacdo é devido a isomerizagdo
conformacional via rotacdo (HU et al., 2017). Assim sendo, o estudo feito por Hu et al. (2017)

buscou, a partir da andlise de derivados de salicilidenoanilina com conformacdes travadas, in-



27

Figura 3.5 — Ilustragdo do mecanismo geral proposto pelo modelo de Eigen-Weller para a trans-
feréncia de proétons intra e intermolecular.
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Fonte: Adaptado de Grandjean et al. (2021)

vestigar quais conformagdes apresentam maior fluorescéncia ESIPT, fornecendo alternativas de
moléculas com propriedades Opticas mais atraentes.

Portanto, entender como diferentes conformagdes apresentam diferentes fluorescéncias
ESIPT é uma boa estratégia para ampliar a gama de moléculas disponiveis como sensores flu-
orescentes, uma vez que novas sinteses podem ser desenvolvidas a partir deste conhecimento.
Além disso, diversos processos quimicos em seres vivos ocorrem fora do estado de equilibrio
termodinamico (ZHANG; OUYANG, 2021; SRINIVASAN, 2023). Nesse sentido, a maior
parte das interacOes droga-alvo de pequenas moléculas clinicamente aprovadas consistem em
um sistema em nao equilibrio (SRINIVASAN, 2023). Dessa maneira, estudar o ESIPT, uti-
lizando conformagdes fora do equilibrio, pode ser de grande relevancia no desenvolvimento
de novos sensores fluorescentes. Assim sendo, as proximas duas se¢des se comprometem em

explorar a relevancia de sistemas fora do equilibrio e metaestabilidade nesta tematica.

3.5 Sistemas fora do equilibrio

De acordo com Ghassemi e Shahidian (2017), a termodinamica de ndo equilibrio € um
ramo da termodinamica que estuda sistemas fisicos que nao estdo em equilibrio termodinamico,

entretanto podem ser descritos por varidveis de estado que representam uma extrapolacdo da-
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quelas varidveis que sdo utilizadas para descrever um sistema em equilibrio termodinamico. As-
sim sendo, indmeros sistemas encontrados na natureza nao estao em equilibrio termodinamico,
indicando que sistemas que permanentemente apresentam comportamento estavel e reversivel
sdo raros (DEMIREL, 2014; GHASSEMI; SHAHIDIAN, 2017). Isso ocorre uma vez que, Sis-
temas reais estdo sujeitos a mudarem ao longo do tempo, uma vez que ocorre constantemente
um fluxo de matéria e energia para dentro e fora do sistema, além de estarem sujeitos a ocorrén-
cia de reagoes quimicas (GHASSEMI; SHAHIDIAN, 2017). Nesse sentido, enquanto sistemas
préximos do equilibrio termodinamico apresentam pequenas flutuagdes, aqueles que estdo fora
do equilibrio termodinamico tém suas flutuacdes amplificadas, o que pode levar o sistema a um
estado nao estavel ou metaestavel (DEMIREL, 2014).

Afinal, o que seriam sistemas fora do equilibrio termodindmico? Para responder essa
pergunta, pode-se recorrer a uma explicacdo entropica. A fim de exemplificar, considere a
mistura de dois gases ideais inertes (A e B), estando eles a temperatura e pressdo constantes,
onde assume-se este sendo um sistema termodinamico isolado, ou seja, ndo ha fluxo de matéria
nem troca de energia entre o sistema e o meio. O movimento das moléculas dos gases é com-
pletamente aleatdrio, e suas moléculas ndo interagem uma com as outras, uma vez que foram
considerados dois gases ideais (LEVINE, 2008).

Assumindo o estado inicial como um recipiente, em que a esquerda tem-se o gas A,
e a direita o gas B, separados por uma parede rigida, impermedvel e adiabdtica, o que ocorre
quando os gases A e B sdo colocados em contato pela remog¢ao da parede que os separa? O
estado final deste sistema, sendo esta a posi¢do de equilibrio termodinamico, € caracterizado
pela completa mistura desses gases (LEVINE, 2008). Ou seja, aproximadamente 0 mesmo
nimero de moléculas de A que estardo na por¢ao esquerda do recipiente também estardo na
por¢do direita, e o mesmo ocorre com o gds B (LEVINE, 2008). Entretanto, apesar de esta ser
a posi¢do de equilibrio termodinamico, € curioso o fato de esta ser uma posi¢do tdo definida.
Isso pois, de certa maneira, € contraintuitivo pensar que o movimento aleatério de moléculas
levariam a uma posi¢ao definida e ndo aleatdria ao longo do tempo. Dito isso, a fim de explicar
0 porqué isso ocorre, faz-se necessdrio recorrer a segunda lei da termodinamica.

Dessa forma, a segunda lei da termodindmica diz que, para um sistema isolado, a medida
que o mesmo avanga em dire¢ao ao equilibrio termodinamico, a entropia S do sistema aumenta

(LEVINE, 2008). Portanto, retomando o exemplo criado, na posi¢do de equilibrio termodina-

033 023 moléculas

mico, assumindo 1 mol (6 x 10°° moléculas) do gds A e do gés B, tem-se ~ 3 x 1



29

do gés A na por¢do esquerda do recipiente, € a mesma quantia na por¢ao direita do recipiente. O
mesmo pode ser dito para as moléculas do gés B. Logo, uma vez que as moléculas nao apresen-
tam restricdo de movimento, j4 que movimentam-se randomicamente, a resposta para o porqué
o descrito seria a posicao do equilibrio termodinamico do sistema reside na probabilidade de
ocorréncia desse estado (LEVINE, 2008). Assim sendo, no equilibrio termodinamico de um sis-
tema isolado, o qual € caracterizado pela maximizagao da entropia, a entropia seria interpretada
como uma medida da probabilidade (p) de um estado do sistema, ou seja, uma funcao da proba-
bilidade S = f(p) (LEVINE, 2008). Logo, o equilibrio termodindmico pode ser compreendido
pela entropia do sistema, em que este tende a assumir o estado de maior probabilidade.

Dessa maneira, definido o equilibrio termodinamico como o estado de mdxima entro-
pia, ou seja, estado de maior probabilidade de ocorréncia, faz-se necessario entender agora o
que seria o ndo equilibrio termodinamico. Para isso, é necessdrio desviar da premissa central,
a qual foi utilizada a fim de definir o equilibrio termodinadmico, sendo esta a premissa de um
sistema estar isolado do ambiente externo. Isso pois, quando considerado sistemas "abertos",
como sistemas bioldgicos, as implicacdes sdo diferentes, uma vez que as flutuagdes sdao de
grande relevancia, devido a troca de matéria e energia que ocorre com o ambiente (LEVINE,
2008; DEMIREL, 2014; GHASSEMI; SHAHIDIAN, 2017; ZHANG; OUYANG, 2021). Em
seu livro What is Life? The Physical Aspect of the Living Cell (SCHRODINGER, 1944), Erwin
Schrodinger proporciona uma contribuicao dos fisicos para compreensdo da vida como conhe-
cida, uma vez que o mesmo relata como quimicos e bidlogos fizeram contribui¢des essenciais
para esta tematica. O autor propde que a diferenca crucial entre um sistema "vivo"e um sistema
"morto"consiste no seu ordenamento, ou melhor dizendo, no comportamento da sua entropia
(SCHRODINGER, 1944; ZHANG; OUYANG, 2021).

Nesse sentido, em um sistema sem atividade biolégica, como a mistura de dois gases
ideais em um recipiente isolado, exemplo discutido em pardgrafos anteriores, ¢ uma questdo de
tempo até que este atinja uma posicao estavel, desordenada, em que todas as suas atividades
intrinsecas irdo cessar uma vez atingido o equilibrio termodindmico, estado este em que a en-
tropia € maximizada (LEVINE, 2008; ZHANG; OUYANG, 2021). Enquanto isso, a maioria
dos sistemas bioldgicos s@o mantidos ordenados, em um curso estdvel, e dificilmente atingem
o equilibrio termodinamico (SCHRODINGER, 1944; ZHANG; OUYANG, 2021). Como dis-
cutido, para um sistema isolado, o estado de equilibrio é aquele cuja entropia € maximizada

(LEVINE, 2008), logo, o que confere a sistemas bioldgicos a constante posi¢dao de ndo equili-
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brio € o fato de que estes trocam matéria e energia com o ambiente externo, absorvendo energia
e nutrientes necessarios para realizar reacdes bioquimicas, e expelindo residuo e calor proveni-
ente destas reacoes, retardando a maximiza¢do da entropia (SCHRODINGER, 1944; ZHANG;
OUYANG, 2021). Portanto, a posi¢do de ndo equilibrio termodinamico seria definida por um
ordenamento, este sendo possivel, com mais facilidade, em sistemas onde ha troca com o am-
biente, seja de energia ou matéria. Definindo agora em termos entropicos, esta posicao seria
aquela em que a entropia nao foi maximizada, em que a troca de energia e matéria com o am-
biente € crucial para retardar o aumento de sua entropia e evitar o estado de maior probabilidade
de ocorréncia.

Dessa maneira, o ponto chave para que um sistema bioldgico se mantenha vivo reside na
sua capacidade de se manter com "baixa entropia”, em que para isso € necessario absorver "en-
tropia negativa"do ambiente externo para anular o aumento de sua entropia (SCHRODINGER,
1944; ZHANG; OUYANG, 2021). Portanto, na tendéncia de atingir o estado de equilibrio ter-
modinadmico, sendo este o estado mais provdvel (LEVINE, 2008), sistemas bioldgicos buscam
atrasar este inevitavel curso, em que este, segundo Schrodinger (1944), seria a morte do sistema
vivo. A contribui¢do do cientista mencionado teve grande impacto nos campos da biologia e
fisica, apresentando grande aceite na comunidade cientifica, uma vez que o metabolismo, pro-
cesso esse descrito como a troca de matéria e energia em sistemas bioldgicos, € essencial para
a vida (ZHANG; OUYANG, 2021). Por fim, o que torna um sistema biolégico vivo é o fato
de tentarem se manter em um estado constante de ndo equilibrio termodinamico, retardando a
maximizacao de sua entropia.

Assim sendo, a termodinamica de ndo equilibrio foi aplicada, de maneira bem sucedida,
para explicar processos bioldgicos, como a dobra e desdobra de proteinas e transporte atra-
vés de membranas (EBELING; SOKOLOV, 2005; GHASSEMI; SHAHIDIAN, 2017). Além
disso, conceitos de ndo equilibrio podem ser utilizados para desvendar as condi¢des genéticas
e epigenéticas para o desenvolvimento de tumores, e assim, explorar novas estratégias para o
combate da doenca (FANG et al., 2019; WELTER; RIEGER, 2013). Nesse sentido, fatores
ambientais podem levar a mudancas ou desequilibrios na regulacdo de genes, em que algumas
dessas condi¢des podem favorecer o desenvolvimento do cancer (FANG et al., 2019).

Na tematica do desenvolvimento de novos farmacos para o combate das mais diversas
doencas, € necessdrio compreender que a maior parte das interagdes droga-alvo de pequenas

moléculas clinicamente aprovadas sdo de natureza ndo equilibrada (SRINIVASAN, 2023). Isso
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pois, a matéria viva consiste de sistemas longe do equilibrio, em que o uso de energia externa é
de suma importancia para manter o sistema fora do equilibrio, utilizando-se de barreiras cinéti-
cas adequadas (SRINIVASAN, 2023). Portanto, para o planejamento de um novo farmaco, pode
ser relevante considerar abordagens fora do equilibrio (SRINIVASAN, 2023; COPELAND,
2013; COPELAND, 2016; COPELAND, 2021). Assim sendo, para um desenvolvimento mo-
derno de sensores fluorescentes, levar em consideracao o ndo equilibrio termodinamico, faz-se
necessdrio, englobando assim a compreensdo de estados metaestdveis de um sistema, estes ca-
racterizados por estarem fora do equilibrio e apresentarem barreiras cinéticas que os separam

dos demais estados de um sistema.

3.6 Estados metaestaveis

Por definicdo, um estado metaestdvel é aquele que se encontra de forma estavel por
periodo de tempo relativamente longo, entretanto, este nao se encontra no estado de equilibrio,
estado esse verdadeiramente estidvel (CHENG, 2008). A Figura 3.6 mostra uma curva de energia
potencial, onde é possivel reconhecer o estado de metaestabilidade e o estado de equilibrio. E
possivel notar que, como o estado metaestdvel representa um minimo local na curva de energia
potencial, e que sistemas tendem ao equilibrio (minimo global), a tendéncia € que um sistema
que se encontre em um estado metaestavel ndo ficard no mesmo para sempre (CHENG, 2008).
Entretanto, para que um sistema passe de um estado metaestavel para o estado de equilibrio,
uma barreira energética AV deve ser vencida, assim sendo, a depender da energia necessdria
para superar essa barreira, um metaestado pode apresentar um tempo de vida mais longo ou
mais curto (CHENG, 2008).

Dessa forma, a identificacdo de estados metaestdveis pode ser de grande interesse para
compreender as diferengas conformacionais de compostos em sistemas complexos, como por
exemplo, de proteinas (GHOSH; RANJAN, 2020). Assim sendo, um estado metaestdvel de uma
proteina € uma estrutura cineticamente presa a um minimo local de energia livre, em que este se
encontra separado do minimo global por uma barreira de energia (GHOSH; RANJAN, 2020).
Logo, nem toda conformacdo pertence a um metaestado, uma vez que para que isso ocorra duas
condicdes devem ser satisfeitas: ser um estado com estabilidade diferente dos demais estados
(1) e ter uma barreira energética a ser vencida para que possa assumir outros metaestados ou
o estado de equilibrio (2) (GHOSH; RANJAN, 2020). Contudo, os diferentes metaestados de

uma molécula, como uma proteina, sdo caracterizados por fendmenos que estabilizam uma
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Figura 3.6 — Ilustracdo de uma curva de energia potencial. No ponto Vi, em azul, tem-se um
minimo local (estado metaestdvel), separado do ponto Vj, o minimo global (equi-
librio), por uma barreira de energia AV.

Vn

v

Fonte: Do autor (2023)

nova estrutura, como criacdo e quebra de interacdes intramoleculares, portanto, a identificacdo
dos estados metaestaveis se mostra uma ferramenta ttil para entender e investigar diferencas
conformacionais (GHOSH; RANJAN, 2020).

Apesar de estados metaestdveis serem de grande interesse na compreensdo das diferen-
cas conformacionais da estrutura de proteinas, moléculas menores também podem ser investiga-
das dessa maneira, como mostra o estudo publicado por Marinova et al. (2021). Nesse sentido,
vale ressaltar que no mundo moderno, a compreensao de conformacgdes e suas caracteristicas €
de suma importancia no desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que a interagdo de um
potencial firmaco e seu alvo € controlada pelo seu arranjo conformacional (MARINOVA et al.,
2021; PISANI et al., 2014).

Um estudo publicado por Mandal e Panda (2023) mostrou ao estudar alguns oligdmeros
de 2-fenilpiridina que, a diferenca conformacional desse oligdmero tem um efeito significativo
nas propriedades do estado excitado do composto em estudo. Em outros dois estudos, sendo
eles feitos por Hu et al. (2017) e Qi et al. (2020), foram observados como diferentes arranjos
conformacionais de moléculas orgénicas pequenas apresentam diferentes resultados para a flu-
orescéncia ESIPT. Apesar disso, existe uma caréncia na literatura investigando como o ESIPT

¢ afetado por diferentes metaestados, caracterizados por diferentes arranjos conformacionais.
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Assim sendo, o estudo, através da identificacdo e caracterizagdo de metaestados, de como o
ESIPT ¢ afetado por diferentes arranjos conformacionais, e consequentemente qual o efeito
dessas conformacdes na sua qualidade enquanto sensor fluorescente, se faz necessario. Isso
pois, no desenvolvimento moderno de novos farmacos, o entendimento do efeito conformacio-
nal, considerando o ndo equilibrio termodindmico, apresenta grande relevancia como discutido
na secdo 3.5, em que a utilizagdo da estratégia descrita se faz uma novidade na comunidade

cientifica.

3.7 Métodos para acessar estados metaestaveis

Abaixo serdo descritos os métodos que podem ser utilizados para identifica¢do e carac-

terizagcdo de estados metaestaveis, assim como posteriores andlises.

3.7.1 Simulacao de Dinamica Molecular (MD Simulation)

O estudo de estruturas macromoleculares a nivel atdbmico, como por exemplo o estudo de
proteinas, se faz de grande interesse no descobrimento e estudo de novas drogas (HOSPITAL
et al., 2015; HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Dessa maneira, a simulacdo de dindmica
molecular (DM) é uma importante ferramenta para contornar este problema, devido a sua alta
precisdo e bom custo beneficio ao analisar fendmenos moleculares (SRIVASTAVA et al., 2021).
Através da simulag¢do de dinamica molecular € possivel investigar, em nivel atdbmico, como um
sistema molecular complexo se comporta, contornando assim as limitacdes tecnolégicas vigen-
tes para este tipo de estudo (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018; DURRANT; MCCAMMON,
2011).

As simulagdes de DM tem a capacidade de predizer como cada dtomo de um sistema
molecular ird se mover ao longo do tempo, em que para isso utiliza-se um modelo fisico cldssico
para delinear os potenciais interatdmicos (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018; KARPLUS;
MCCAMMON, 2002). Nesse cendrio, como as fun¢des moleculares e as interacdes intermo-
leculares dependem da dinamica do sistema, as simula¢des de DM s@o uma interessante ferra-
menta para compreender fendmenos a nivel atomico (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018).

Para tal predicdo, sao utilizados os chamados campos de forca, que nada mais sdao que
a descri¢do de uma série de potenciais classicos do sistema, cujos pardmetros sdo provenien-
tes de cdlculos quanticos e/ou dados experimentais (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018; SRI-
VASTAVA et al., 2021; ZHANG et al., 2022). O campo de for¢a € uma série de parametros
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necessdrios para descrever as interacoes em um sistema molecular, os quais sdo descritos por
func¢des de energia potencial das contribuicdes estruturais, sendo elas: comprimento de ligacao

(Vbonds)» angulos de ligagdo (V, ¢)» angulos diedros (Vihedrals) € Interagdes entre atomos

ngle
nao ligados (Veoulomb € Viennard-Jones) (MARTINEZ et al., 2007). Assim sendo, a Equacgao
3.1 mostra a expressao implicita de um campo de forca genérico, levando em consideragdo as

contribui¢des mencionadas acima

Viotal = Vbonds + Vangles + Vdihedrals + YCoumlomb T VLennard-Jones G.1)

em que os termos ligados, sendo eles Vi 4> Vangles € Vdihedrals- descrevem a con-
tribui¢do do estiramento de ligacdo, estiramento de angulo de ligacdo, e potencial do diedro,
respectivamente. J4 os termos nao ligados sao divididos em potencial eletrostatico intra e inter-
molecular e interagdes de Van der Waals, Voguliomb € VLennard-Jones respectivamente (KOS-
TAL, 2016). Dessa maneira, a Equacdo 3.1 pode ser reescrita explicitamente como a Equagao

3.2

Viotal = Z ky(b—bo)* + Z ke (6 — 60)* + Z kg [cos (n¢
bonds angles dihedrals

. 6] (3.2)

qiq; (o} o
—o)+1]+ ¥ [—}+ ) 4e,~j[T——6
Coulomb ATeorij Lennard-Jones Tij r

ij

sendo ky,, kg € k¢ as constantes de forga, em que b e 6 correspondem ao comprimento e
angulo de ligacao, respectivamente, e b € 0 os valores de equilibrio. J4 n é a periodicidade, ¢ o
angulo diedro, ¢ 0 ngulo de fase, r;; a distincia entre os dtomos i € j, g; € g as cargas pontuais
de cada atomo, & a permissividade elétrica do vicuo, € a profundidade do pogo potencial e
o a distancia o qual o potencial de Lennard-Jones € 0. Dessa maneira, dado a quantidade de
parametros a serem descritos, existe uma dificuldade inerente em modelar um sistema molecular
a partir de um campo de forca (MARTINEZ et al., 2007).

Entretanto, através dos potenciais descritos, dado as coordenadas iniciais do sistema, é
possivel calcular a for¢a exercida em cada d4tomo devido a presenca dos outros dtomos (HOL-

LINGSWORTH; DROR, 2018). Com isso, as equagdes do movimento de Newton podem ser

utilizadas para prever a posicado espacial de cada &tomo ao longo do tempo (HOLLINGSWORTH;
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DROR, 2018; DURRANT; MCCAMMON, 2011). Dessa forma, as Equacgdes 3.3 e 3.4 sdo re-
solvidas simultaneamente, fornecendo um conjunto de equagdes para cada particula do sistema,

o que implica a necessidade de resolucao por meio métodos numéricos de integracdo (ALAVI,

2020; MARTINEZ et al., 2007; PEREIRA, 2020).

F = md;(t) (3.3)

thotal(rlar%---yrn)

F=-—
87‘1

(3.4)

Nas equagdes apresentadas logo acima, Féa for¢ca agindo na particula i, m; a massa
dessa particula, d; a sua aceleragdo e V,,,,; 0 potencial total dependente a posicdo da particula,
o qual € representado por r;. Dessa forma, ao calcular as forcas e velocidade dos dtomos, re-
petidamente ao longo do tempo, as simulacdes de DM sao capazes de fornecer uma trajetéria
tridimensional do sistema molecular, em que a mesma funciona como um filme, descrevendo
a configuracdo atOomica do sistema em cada ponto ao longo do tempo de simulagdo (HOL-
LINGSWORTH; DROR, 2018; DURRANT; MCCAMMON, 2011; HOSPITAL et al., 2015).

Portanto, simulacdes de DM vem sendo utilizadas, por exemplo, para o desenvolvi-
mento de potenciais sondas espectroscOpicas para o diagndstico de doencas, como mostrado
nos trabalhos publicados por Santos et al. (2023a) e Gongalves et al. (2019). Além disso, as
simulagdes de DM também podem ser utilizadas no estudo de sondas fluorescentes, também
para o diagnoéstico de doencas a partir da interacdo de pequenas moléculas organicas com alvos
bioldgicos, motivacdo essa que levou ao desenvolvimento do estudo publicado por Mancini et
al. (2015). Dessa forma, o uso de simulacdes de DM se mostra como uma excelente estraté-
gia no desenvolvimento de sondas espectroscOpicas, uma vez que, ao se comparar simulagoes
feitas em diferentes condigdes, € possivel avaliar os efeitos, a nivel atdmico, das mais diversas

perturbacdes (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018).

3.7.2 Simulacao de Dinamica Molecular enviesada (biased MD Simulation)

Como descrito em se¢des anteriores, identificar e caracterizar estados metaestiveis de
moléculas organicas pequenas se mostra uma boa estratégia para compreender efeitos confor-
macionais de nao equilibrio em mecanismos como o ESIPT, fornecendo assim informacdes de

como a qualidade de um sensor fluorescente € afetada. Além disso, foi também discutido como
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as simula¢gdes de DM podem ser titeis no estudo e desenvolvimento de novas sondas espectros-
copicas. Entretanto, ndo foi discutido como, a partir desta técnica, € possivel identificar estados
metaestdveis para que posteriormente os mesmos possam ser caracterizados e interpretados.
Dessa maneira, esta secdo se propoe a isso.

Enquanto o espaco configuracional de um sistema fisico é extremamente grande, o que
ocorre, por muita das vezes, é que apenas uma fracao desse espaco € visitada com uma probabi-
lidade razodvel (NOVELLI et al., 2022). Isso muitas vezes leva a uma distribui¢do multimodal
de Boltzmann, o que acaba por refletir a presenca de estados metaestaveis com longa duragdo
(NOVELLI et al., 2022). Exemplos disso s@o os estados iniciais e finais de um processo qui-
mico, dobra e desdobra de proteinas ou até mesmo estados fisicos de um material (NOVELLI
et al., 2022; GHOSH; RANJAN, 2020). Dito isso, € importante ressaltar que a transi¢do entre
esses estados € rara, e ocorrem em uma escala de tempo muito maior do que outros processos
caracteristicos de um sistema molecular (NOVELLI et al., 2022).

Atualmente, a possibilidade de se fazer longas e acuradas simulagdes se deve muito
ao fato de que houve um avanco significativo em algoritmos e hardwares (NOVELLI et al.,
2022). Com isso, simulagdes mais longas puderam ser realizadas, abrangendo inclusive esca-
las de tempo onde transi¢cdes entre metaestados podem ser acessadas (NOVELLI et al., 2022;
JAIN; STOCK, 2012). Entretanto, performar longas simulagdes de sistemas complexos pode
ser computacionalmente caro, além de que uma grande quantidade de dados é gerado, em que
analisar esse grande volume de dados ndo € nada trivial, sendo interessante a busca por novas
alternativas (NOVELLI et al., 2022).

Nesse cendrio, o estudo feito por Ivernizzi e Parrinello (2020) desenvolveu uma técnica
de amostragem, esta chamada on-the-fly probability enhanced sampling (OPES) expandido, a
fim de observar esses metaestados em simulacdes de MD, e por fim, acessar a barreira de energia
livre que os separam. Em resumo, a técnica criada pelos autores segue da seguinte forma: um
conjunto expandido € obtido somando um conjunto de conjuntos em condi¢des termodinami-
cas ligeiramente diferentes, ou com hamiltonianos ligeiramente diferentes. Dessa maneira, tais
conjuntos podem ser amostrados, permitindo entdo que estados metaestdveis, os quais provavel-
mente ndo seriam acessados em simulagdes de MD curtas, possam ser observados. Entretanto,
a técnica nado € nada trivial, fazendo com que tal sofisticacao necessite ser melhor explorada.

Quanto aos principios fundamentais da amostragem aprimorada, estes seguem basica-

mente duas estratégias (IVERNIZZI et al., 2020). A primeira seria a chamada umbrella sam-
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pling, as quais foram primeiramente apresentadas por Torrie e Valleau (TORRIE; VALLEAU,
1974; TORRIE; VALLEAU, 1977; IVERNIZZI et al., 2020). Esta estratégia se inicia ao se
identificar pardmetros de ordem, ou varidveis coletivas (CVs), s = s(x), as quais sdo fungéo da
configuracdo microscopica do sistema fisico, e sdo responsaveis por codificar os modos len-
tos do sistema, ou seja, descrever estados raros do sistema. Assim sendo, uma vez obtido os
descritores capazes de descrever os modos mais lentos do sistema, um potencial enviesado,
este funcdo das CVs, € aplicado ao potencial total do sistema, sendo assim capaz de acelerar a
amostragem desses eventos raros.

A respeito da segunda estratégia, esta podendo ser utilizada conjuntamente com a pri-
meira, consiste no chamado parallel tempering (SWENDSEN; WANG, 1986; MARINARI; PA-
RISI, 1992; IVERNIZZI et al., 2020). A estratégia consiste em combinar, no mesmo conjunto
generalizado, configuracdes do sistema as quais foram acessadas em diferentes temperaturas
(IVERNIZZI et al., 2020). Sua utilizagdo pode aprimorar a amostragem pois, em temperaturas
mais altas € mais provdvel que os modos lentos do sistema sejam acessados, uma vez que tran-
si¢Oes raras sdo aceleradas e € menos provavel que o sistema se econtre preso em um ou outro
estado metaestavel IVERNIZZI et al., 2020).

Explicitado as duas principais estratégias para aprimorar a amostragem de modos lentos
de um sistema, faz-se necessdrio ressaltar que estas técnicas foram vistas na literatura como
distintas e complementares (IVERNIZZI et al., 2020). Entretanto, apesar de em alguns estudos
estas técnicas serem utilizadas de forma combinada, elas tipicamente foram vistas como aborda-
gens hibridas (IVERNIZZI et al., 2020). Dessa maneira, o trabalho desenvolvido por Ivernizzi
e Parrinello (2020), em que a técnica OPES expandido foi apresentada, visou unificar as duas
abordagens e evidenciar como o seu uso conjunto amplia a amostragem de eventos raros. Nao
apenas isso, a técnica OPES € tida como uma evolu¢do da metadynamics, método desenvolvido
por Laio e Parrinello (2002) baseado na estratégia de parallel tempering.

O método on-the-fly probability enhanced sampling (OPES) expandido € um método
baseado em varidveis coletivas (CVs), em que estas sdo fun¢des da configuracdo microscépica
do sistema, s = s(x), a qual é capaz de descrever, em menores dimensdes, um sistema fisico
(IVERNIZZI et al., 2020). Assim sendo, o OPES expandido foca na resconstrucao da distribui-
¢do de probabilidade fisica de s, P(s) (IVERNIZZI et al., 2020; IVERNIZZI; PARRINELLO,
2020). A partir desta reconstrucdo € possivel entdo atingir uma distribui¢do de probabilidade

alvo, p'8(s) (IVERNIZZI et al., 2020; IVERNIZZI; PARRINELLO, 2020; RIZZI et al., 2023).
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De forma a atingir este objetivo, um potencial enviesado deve ser adicionado ao potencial do
sistema, em que este € definido abaixo pela Equagdo 3.5 como

V(s) :_llogplg(s)

B Pls)

em que f3 é a temperatura inversa, esta advinda da estatistica termodindmica. Como o

(3.5)

OPES expandido € tido como uma evolucao do metadynamics, o método a principio utilizou-se
da distribuicdo alvo well-tempered, definida como p"7 (s) o [P(s)]!/7, em que ¥ > 1 é conhecido
como o bias factor, uma espécie de fator de enviesamento (IVERNIZZI et al., 2020). Dessa
maneira, a distribui¢do alvo descrita tem como finalidade o aumento da taxa de transicdes entre
metaestados do sistema, em que para isso, diminui em um fator y a barreira de energia livre
que separam as CVs em metaestados (IVERNIZZI et al., 2020). No limite limy ;. tem-se o
equivalente a escolher uma distribui¢do alvo uniforme (IVERNIZZI et al., 2020).

Entretanto, a principio P(s) ndo é conhecido, assim sendo, o método OPES expan-
dido consiste de um esquema iterativo (IVERNIZZI et al., 2020; IVERNIZZI; PARRINELLO,
2020). A ideia por tras do método € entdo estimar a distribuicao de probabilidade em cada etapa
n, P,(s), reponderando de forma iterativa, conhecido também como um procedimento on the fly,
uma simulac@o enviesada com V,,(s), a qual é construida a partir da distribui¢do estimada B, (s)
como mostra a Equacdo 3.5 (IVERNIZZI et al., 2020). A P,(s) é obtida através de um ker-
nel estimador de densidade ponderado, adicionando um novo kernel em um pequeno intervalo
fixado (IVERNIZZI et al., 2020).

Em termos mais simples, o método expressa a distribui¢cdo alvo como uma fungdo da
distribui¢do de probabilidade ndo enviesada p"7 (s) o< [P(s)]'/?, estima P,(s) via reponderagdo
e, por fim, calcula o fator de enviesamento (IVERNIZZI; PARRINELLO, 2020). Para isso, a
distribui¢do de probabilidade € estimada iterativamente, ou on the fly, em que periodicamente
sdo adicionadas gaussianas (IVERNIZZI; PARRINELLO, 2020). Nesse sentido, cada nova
gaussiana adicionada é ponderada de acordo com o potencial enviesado previamente utilizado,

como mostra a Equacgado 3.6

(3.6)
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em que os pesos wy, sao dados por wy = ePVi1(80) ¢ G(s,s) sdo as gaussianas adicionadas
(IVERNIZZI; PARRINELLO, 2020). Ao final, a expectativa é que o fator de enviesamente
atinja a convergéncia (IVERNIZZI; PARRINELLO, 2020).

Acima foi descrito como opera o método OPES, entretanto, no trabalho publicado por
Ivernizzi et al. (2020) os autores proporam outro avango com relagdo a métodos de aprimoragao
de amostragem, como o metadynamics. No trabalho mencionado, diferentemente do feito para
o metadynamics, que consiste em combinar, no mesmo conjunto generalizado, configuragdes
do sistema as quais foram acessadas em diferentes temperaturas (IVERNIZZI et al., 2020), os
autores proporam expandir os conjuntos, ou seja, amostrar multiplos conjuntos termodinamicos
em uma mesma simulagao.

Dessa forma, primeiramente assume-se #(Xx) como sendo o potencial reduzido adimen-
sional que contém todos os termos dependentes das restri¢cdes termodindmicas, tais como tem-
peratura, pressdo, ou outros (IVERNIZZI et al., 2020). Vale ressaltar que x indica as coorde-
nadas atOomicas e qualquer outra varidvel configuracional a qual o potencial reduzido pode vir
a depender (IVERNIZZI et al., 2020). Como exemplo, no caso do conjunto candnico, tem-se
u(x) = BU(x), em que P é a temperatura terdodindmica inversa e U(x) é a energia potencial
do sistema (IVERNIZZI et al., 2020). Assim sendo, considerando um sistema com potencial
reduzido u) (x), a qual é fungdo de A, em que A pode ser um tinico pardmetro ou um conjunto
de parametros, e pode indicar um parametro termodinamico, como temperatura, no equilibrio
sua distribui¢do de probabilidade segue a distribuicao de Boltzmann, como mostra a Equacao

3.7 IVERNIZZI et al., 2020)

Py (x) = (3.7)

em que Z; é a fungdo de parti¢do, Z; = [e " %) gx.

Dessa maneira, o interesse do método OPES expandido consiste em amostrar configura-
¢Oes em um intervalo AA de valores de A. Portanto, ao invés de performar mdltiplas simula¢des
independentes em diferentes valores de A, o método é capaz de amostrar um conjunto generali-
zado o qual contém todas as configuragdes microscopicas relevantes, e entdo reponderd-los de
formar a retornar a estatistica correta para qualquer A € AA (IVERNIZZI et al., 2020).

Nesse cendrio, uma distribui¢do alvo, a qual contém todas as configuracdes microsco-
picas relevantes para o intervalo AA escolhido, deve ser escolhida (IVERNIZZI et al., 2020).

Portanto, um conjunto A de Ny} valores 4 € AA, tal que haja uma boa sobreposigdo entre P (x)
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e distribui¢des adjacentes, € escolhido IVERNIZZI et al., 2020). Portanto, a distribuicao alvo

¢ definida como segue na Equacao 3.8

Py ( 3.8
N{;L} —— ) Pi(x (3.8)

em que essa classe de distribui¢des de probabilidade alvo s@o usualmente chamadas de
distribui¢des alvo de conjunto expandido (IVERNIZZI et al., 2020). E importante mencionar
que para o método OPES expandido o mesmo peso 1 /N{ 2} € dado para todos os subconjuntos.
Seguindo adiante, sem perder a generalizacdo do método, € possivel assumir A = 0 como perten-
cente ao intervalo AA, portanto, € possivel performar uma simulacdo em A = 0 e usar o esquema
OPES para itertivamente otimizar um fator de enviesamento capaz de amostrar p;3 (x) AVER-
NIZZI et al., 2020). Entretanto, antes definir explicitamente a distribuicao alvo e o potencial

enviesado, define-se P) (x) como expresso pela Equacéo 3.9

2y

Py (X) = Py(x)e a1 +uo(x) =2
Z

=P (X)e—ul (X)+AF(A) (39)
em que Auy (X) = uy (x) —up(x) € a diferenca de energia potencial e AF(A) é como

expresso na Equacao 3.10
AF(A) = —log 2% = —log(e %) ,, (3.10)

sendo AF (1) a diferenca adimensional de energia livre com relagdo ao sistema de refe-
réncia ug, a qual também pode ser expressa como a média de um conjunto (IVERNIZZI et al.,

2020). Com isso, a Equacdo 3.11 mostra como fica, explicitamente, o alvo expandido

Y e bua (AR (A) (3.11)

Dessa maneira, de forma a obter o fator de enviesamento alvo, primeiro reescreve-se a

Equacio 3.5 como mostrado na Equacao 3.12.

v(s) = —log p;ig) (3.12)

Por fim, o bias adimensional necessdrio para amostrar o alvo expandido p(y) (x) é ex-

presso na Equacgdo 3.13
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_ 1w A x+aFQ)
v(x) = —log (N{l} ;e > (3.13)

em que o valor do potencial enviesado v(x) depende das coordenadas x, apenas através
das Ny quantidades de Auy,, sendo essas as varidveis coletivas de expansdo, em que Au (x) =
uy (x) — up(x) representa a diferenca de energia potencial, e AF,(A) a diferenga adimensional
de energia livre em relacdo ao sistema de referéncia uy (IVERNIZZI et al., 2020). Nesse sen-
tido, as ECVs caracterizam completamente a expansdo, uma vez que nio apenas o bias (v(X)),
mas também AF (1) sio definidos a partir dessas varidveis, em que AF (1) = —log(e 22},
(IVERNIZZI et al., 2020).

E possivel observar na Equagdo 3.13 a dependéncia de v(x) da AF(A), este definido
como AF(A) = —log(e ®“),,. Assim sendo, é praticamente impossivel estimar (e=242),,
a partir de uma trajetéria ndo enviesada, isso pois e %4 pode ser significativamente grande
em regides onde Py € extremamente pequeno, estando assim inapropriadamente amostradas
(IVERNIZZI et al., 2020). Dessa maneira, € utilizado assim um procedimento de reponderagao

para escrever este valor como uma média sobre o conjunto enviesado, como mostra a Equagao

3.14

—AF () < —Au,1> <67Aul+v>

e = (e otV (3.14)

S <ev>uo+v

em que a média do conjunto (-),,+, ¢ calculada como um tempo médio ao longo de
uma trajetéria enviesada (IVERNIZZI et al., 2020). Entretanto, como visto na equacao 3.13, o
bias alvo é ele proprio uma func¢do de AF(A), assim sendo um conjunto iterativo de equagdes
¢ montado para resolver tal problematica. O esquema iterativo consiste em performar uma

simulag@o enviesada cujo bias é baseado na estimativa de AF(A) obtido pela Equagdo 3.14

(IVERNIZZI et al., 2020). Na etapa n, a simulagdo segue com potencial uy(X) + v,(X), em que

va(x) = —log (N—;} Y e hn <X)+AFM>> (3.15)
A

A estimativa reponderada de AF;(A) é atualizada em cada etapa n, em que entre essas
etapas existe um passo curto fixo em que a simulagdo segue com AF,(A) e v,(X) constantes
(IVERNIZZI et al., 2020). A estimativa da diferenca de energia livre na n-ésima etapa pode ser

escrita, explicitamente, como sendo
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Z;(zi . e —AME{O +VI((k,) 1

k
n vy
Zkile k=1

AF,(A) = —log (3.16)

em que ¢é utilizado as notacdes Au%k) = Auy (xg) e vS,k)

= vu(Xx ), com X, sendo a configu-
racdo da k-€ésima etapa iterativa. A medida que o bias se aproxima da convergéncia, o conjunto
amostrado se aproxima do conjunto alvo, e os valores de AF,(A) se tornam cada vez mais
acurados (IVERNIZZI et al., 2020). Dessa maneira, as Equagdes 3.15 e 3.16 sdo as equagdes
iterativas explicitas utilizadas pelo método OPES para amostragem de conjuntos expandidos
definidos pela distribui¢do alvo py;1(x) (IVERNIZZI et al., 2020).

Portanto, a partir desta técnica é possivel ndo somente observar estados metaestaveis
em simulagcdes de menor duracdo, mas também quantificar a barreira energética que separa
esses estados. Dessa forma, a partir da técnica de amostragem, obtendo-se assim simulacdes

enviesadas, € possivel aplicar métodos estatisticos para identificar, caracterizar e interpretar

esses estados metaestaveis (NOVELLI et al., 2022).

3.7.3 PCA na identificacio e interpretacao de estados metaestaveis

Ap0s obtidos os dados provenientes de uma simulagdo de DM enviesada, utilizando
técnicas de amostragem, o principal objetivo € identificar e interpretar os estados metaestaveis.
Para isso, técnicas de aprendizado de mdquina sdo de suma importincia, permitindo maior
rapidez e facilidade na andlise (NOVELLI et al., 2022). Alguns trabalhos vem concentrando
esforcos em propor métodos, utilizando aprendizado de maquina, para atingir este objetivo,
cobigado por diversos pesquisadores (NOVELLI et al., 2022; JAIN; STOCK, 2012; SITTEL,;
STOCK, 2018).

Em outros estudos, ¢ mostrado também como a Andlise de Componentes Principais
(PCA) pode ser utilizada para contribuir nesta andlise (JAIN; STOCK, 2012; SITTEL; STOCK,
2018). A PCA ¢ uma popular ferramenta exploratdria, ou seja, um método estatistico nao su-
pervisionado, o qual pode ser utilizado para reduzir a dimensionalidade dos dados, aumentando
a interpretabilidade e a0 mesmo tempo minimizando a perda de informacao (JOLLIFFE; CA-
DIMA, 2016; JAIN; STOCK, 2012; SITTEL; STOCK, 2018). Dessa maneira, a PCA consiste
em uma transformacao linear a qual € capaz de extrair os elementos mais importantes do con-
junto de dados, em que para isso utiliza-se a matriz de covariancia ou a matriz de correlagao

(BALSERA et al., 1996; DAVID; JACOBS, 2014).
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A PCA faz isso a partir da criacdo de novas varidveis ndo correlacionadas, as quais
maximizam a variancia contida na matriz de dados originais (JOLLIFFE; CADIMA, 2016).
Ao encontrar essas varidveis, as componentes principais, a solu¢do consiste na resoluciao de
um problema de autovalor/autovetor, e as novas varidveis sao definidas pelo conjunto de dados
(JOLLIFFE; CADIMA, 2016). Dessa maneira, a PCA funciona de forma que, a primeira com-
ponente principal (PC1) representa a direcdo com maior variancia na matriz de dados (LI et al.,
2011). Ja a segunda componente principal (PC2), representa a dire¢do que contém a segunda
maior variacdo entre os dados, sendo ortogonal a anterior, em que as proximas PCs seguem a
mesma légica (LI et al., 2011).

Nesse cendrio, a PCA comega com o conjunto de dados de geometria, ou matriz de
geometria G,x,,, em que n representa o nimero de amostras, e m a quantidade de varidveis
descritoras (DU; ZHU, 2019; LI et al., 2011). Assim sendo, a matriz de geometria nada mais
seria do que a matriz original de dados. Com isso, a PCA pode ser computada ao calcular os
autovalores e autovetores da matriz de covariancia da geometria centrada G (LI et al., 2011).
Dessa maneira, como mostrado por Li et al. (2011), G pode ser decomposta de acordo com as

Equacodes 3.17 e 3.18

G =SP (3.17)

S =GP’ (3.18)

em que S é uma matriz n X [ chamada de scores da PCA e P sdo os autovetores de G, que
¢ uma matriz normalizada [ x [. E notério que, como a matriz de scores S tem dimensdes n X [,
isso implica que para cada amostra n haverd um valor de scores associado. Como mencionado
anteriormente a respeito da distribuicdo da varidncia explicada pelas PCs calculadas, a matriz
G pode ser aproximada, para contendo mais de 90% da variincia cumulativa, ao se pegar as

primeiras k PCs calculadas, como mostra a Equacdo 3.19 (LI et al., 2011)

G* =S, P, (3.19)

em que G* é a aproximacéo de G, Sy € a primeira coluna k de S, e P, sdo as primeiras

linhas de P.
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Dessa forma, a utilizacdo da PCA também pode ser de grande interesse na busca por
observar e interpretar estados metaestaveis, sendo estes descritos por variacdes estruturais. As-
sim sendo, o estudo publicado por Buslaev et al. (2016) mostrou, a partir da investigacdo das
diferencas estruturais em uma molécula de lipidio, e utilizand-se da PCA e de dados prove-
nientes de simula¢des de DM, como esta ferramenta se mostra uma boa estratégia para inves-
tigar diferencas conformacionais de moléculas. Além disso, o artigo publicado por Palma e
Pierdominici-Sottile (2023) faz uma revisdo extensa acerca da utilizagdo da PCA, em que a fi-
nalidade da utilizacdo do método seria a de caracterizar macromoleculas bioldgicas a partir de
dados provenientes de simulacdes de DM. Portanto, a utilizacdo da PCA para caracterizar siste-
mas moleculares a partir de dados de simula¢des de DM se faz recorrente na literatura, uma vez

que de forma pratica e rdpida é capaz de fornecer interpretabilidade para sistemas moleculares.

3.8 Estudando o ESIPT

O uso de simulagdes de DM e métodos estatisticos sao de suma importancia para identi-
ficacdo e interpretacao de estados metaestdveis. Entretanto, dado a maior acurécia dos calculos
quanticos, sua utilizacdo € interessante em um estudo apropriado de reacdes quimicas. Apesar
disso, o custo computacional de cdlculos quanticos € relativamente mais alto, fazendo necessa-
rio a selecao de algumas poucas geometrias para estudo. Dessa maneira, como visto na se¢ao
anterior, a PCA pode ser uma boa ferramenta para esta tarefa, permitindo a exploragdo e a se-
lecdo de geometrias a partir da distribuicdo gerada no método. Dito isso, esta secdo se dedica a
descrever o proximo passo, o qual consiste na utilizagdo de calculos quanticos para o estudo de
reacOes quimicas como o ESIPT.

Nesse sentido, a quimica computacional € uma importante ferramenta para compreender
fendmenos que, por muita das vezes, sdo extremamente dificeis de serem investigados experi-
mentalmente (MA, 2020). O desenvolvimento da teoria e de métodos computacionais fazem
com que, atualmente, a quimica deixe de ser apenas uma ciéncia empirica, se tornando também
uma ciéncia téorica rigorosa (MCARDLE et al., 2020). A principio, qualquer sistema quimico
pode ser estudado teoricamente através de métodos tedricos computacionais, entretanto, devido
ao fato de que a complexidade desses métodos aumenta rapidamente com o aumento do nimero
de elétrons do sistema, calculos acurados estao usualmente restritos ao estudo de pequenas mo-

léculas (MCARDLE et al., 2020).
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Nesse sentido, a quimica computacional é construida baseada nas teorias e descobertas
da mecéanica quantica (MCARDLE et al., 2020). Dessa forma, o método de Hartree-Fock (HF)
¢ o método mais bésico de calculo ab initio baseado em func¢des de onda, sendo o precurssor
de métodos mais modernos e acurados, chamados post Hartree-Fock (MCARDLE et al., 2020;
MA, 2020). No método HF, uma aproximacao de primeira ordem foi proposta assumindo que
elétrons nao interagem uns com os outros, resolvendo assim o problema apresentado pela equa-
cao de Schrodinger para sistemas multieletronicos, separando o hamiltoniano em operadores de

um elétron, como mostra a Equacao 3.20 (MCARDLE et al., 2020; MA, 2020).

=

—_

=Y n (3.20)

i

Entretanto, em um sistema real a correlacdo eletronica € significativa, assim sendo, como
a aproximac¢ao de HF ndo leva isso em conta, métodos posteriores, os post Hartree-Fock, foram
criados para resolver essa problematica (MCARDLE et al., 2020; MA, 2020). Estes métodos
comec¢am com cdlculos HF, aplicando posteriormente uma corre¢do para contabilizar a cor-
relacdo eletronica (MCARDLE et al., 2020). Apesar disso, métodos baseados na funcio de
onda apresentam um problema inerente: o custo computacional a medida que o sistema cresce
(aumenta o ndmero de elétrons) aumenta exponencialmente (MCARDLE et al., 2020).

Dessa forma, o desenvolvimento de célculos baseado na fun¢do de densidade eletronica
foi um grande salto no aprimoramento de célculos ab initio, em que esses métodos estdo atre-
lados a Teoria do Funcional de Densidade (DFT) (MCARDLE et al., 2020). A DFT € baseada
nos teoremas de Hohenberg-Kohn, os quais descrevem que: a densidade eletronica do estado
fundamental descreve todas as propriedades do estado fundamental, incluindo energia e fung¢ao
de onda, e a fun¢do de densidade eletronica que minimiza a energia do sistema € a funcdo de
densidade eletronica real do sistema (MCARDLE et al., 2020). Portanto, o funcional descrito
por Hohenberg-Kohn pode ser expresso na forma da fun¢do de onda de um unico elétron, como

mostra a Equacao 3.21 (MCARDLE et al., 2020).

E[{¥i}] = Exnown {¥i}] + Exc[{¥i}] (3.21)

Em que E,. € o funcional de correlagdo e troca, o qual deve ser aproximado, e a parte co-
nhecida da expressao (Eyp,own)- € descrita por potenciais que podem ser calculados a partir da

func¢ao de densidade eletronica (MCARDLE et al., 2020). Dessa forma, o uso de cdlculos base-
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ado na densidade eletronica do sistema pode ser bastante util para compreender os mais diversos
sistemas quimicos, com um custo computacional aprecidvel. Nesse cendrio, sua utilizagao para
o estudo dos mais diversos sistemas se mostra bastante atrativo.

Um exemplo consiste no estudo de propriedades dpticas de sistemas quimicos, este cru-
cial em diversos campos, como por exemplo, para o estudo de sensores fluorescentes através
do mecanismo ESIPT (MOURIK et al., 2011; ROOHI; POURYAHYA, 2023). Extensoes da
DFT convencional foram desenvolvidas de forma a acessar as propriedades do estado excitado,
como por exemplo, a TDDFT (MOURIK et al., 2011). Assim sendo, o estudo desenvolvido por
Roohi e Pouryahya (2023) investigou o mecanismo ESIPT performado por corantes cumarina-
benzotiazol para potencial aplicacdo em sistemas de entrega de drogas. Portanto, com o uso da
DFT, o estudo do mecanismo ESIPT pode ser realizado de forma acurada e com custo compu-
tacional razodvel. Nao apenas isso, a utilizacdo deste método na investigacdo dos efeitos con-
formacionais da molécula HABT na sua capacidade de performar o processo ESIPT se mostra

uma interessante estratégia.
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4 ARTICLE

Molecular Dynamics-assisted interaction between HABT and PI3K enzyme: Metastable

States to biological application for Cancer diagnosis

4.1 Introduction

In 1944, Schrodinger added a new perspective about how living systems work with his
book What is life? The Physical Aspect of the Living Cell (SCHRODINGER, 1944). From its
perspective, the living system stays alive because it is constantly struggling against its entropy
increase (DEMIREL, 2014; GHASSEMI; SHAHIDIAN, 2017; ZHANG; OUYANG, 2021).
However, once the inevitable entropy increase through the equilibrium is reached (ZHANG;
OUYANG, 2021), it causes the death of the living system.

Schrodinger’s approach was quite innovative in that moment, and the main reason is that
because he considered living systems as open systems, which keeps many processes in a local
nonequilibrium regime (ZHANG; OUYANG, 2021; ARISTOV, 2019). Therefore, from that
scientific foundation, this perspective gained much attention and had a great impact on natural
sciences (ZHANG; OUYANG, 2021).

Local nonequilibrium states have recently become a valuable tool for modeling biolo-
gical systems (ARISTOV, 2019). From this scenario, it was possible to investigate the fold
and unfold events of proteins, through membrane transport, cell signaling, and many other fun-
damental processes that occur in living systems (EBELING; SOKOLOV, 2005; GHASSEMI,;
SHAHIDIAN, 2017; HERNANDEZ-LEMUS, 2012). In addition to that, the local nonequili-
brium approach was used in many works to investigate ligands interaction with target enzymes,
a crucial step in drug design and optimization (CHAN et al., 2023; WOLF et al., 2019; MAC-
CHIAGODENA et al., 2021).

Furthermore, one of the primary objectives of using a nonequilibrium perspective was
to unravel the genetic and epigenetic causes of tumor development, which can lead to cancer
(FANG et al., 2019; WELTER; RIEGER, 2013). It is well known that cancer is one of the
leading causes of death worldwide, being estimated that 1 in 5 people will develop cancer
during its lifetime (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2024; U. S. NATIONAL
CANCER INSTITUTE, 2021). Therefore, efforts to understand and combat this illness is of

great value.
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In this scenario, it is known that cancer treatments are not efficient enough for giving
full protection against this disease, being also very expensive, limiting its access (SERRANO et
al., 2019; CHAKRABORTY; RAHMAN, 2012). In addition to that, developing new treatments
is of great complexity, facing strong knowledge barriers (KAUR et al., 2023; STROBL et al.,
2023). An alternative strategy is to develop an early and effective diagnosis. In fact, an early di-
agnosis considerably improves the survival rate of the patients affected by this disease, allowing
intervention in an early stage, preventing development and lethality of cancer (CROSBY et al.,
2022).

That said, in the attempt of developing new compounds for the cancer diagnosis, pre-
vious works shed light on a very important subject for drug development: the drug-target in-
teraction. It was verified that a great amount of drug-target interactions of small molecules
clinically approved are of a nonequilibrium nature (SRINIVASAN, 2023; COPELAND, 2013;
COPELAND, 2016; COPELAND, 2021). Thus, bringing this knowledge to an early diagnosis
improvement may be of great value, adding the needed complexity when facing this challenge.

Therefore, aiming for a better, biocompatible, and early diagnosis of cancer, fluorescent
spectroscopic probes may be a great choice for this job (HAN et al., 2022; KIM et al., 2020;
GEORGIEV et al., 2023; ZHOU et al., 2020). When compared to other spectroscopic probes,
the so called fluorescent sensors present high selectivity, low cost, and better biocompatibility
(GEORGIEYV et al., 2023; ZHOU et al., 2020). For this, many photophysical phenomena can
explain its action, like the Excited State Intramolecular Proton Transfer (ESIPT) (GEORGIEV
et al., 2023; SEDGWICK et al., 2018).

Molecules capable of performing ESIPT, such as phenylbenzothiazoles (PBTs), can emit
light at two different wavelengths (SEDGWICK et al., 2018). In some cases, dual emission flu-
orescence can occur when the ESIPT process takes place (GRANDIJEAN et al., 2021). It is
important to note that this proton transfer is often referred to as ultrafast, as it occurs on a fem-
tosecond (1017 s) scale (GRANDJEAN et al., 2021; LIU et al., 2021). Therefore, considering
the nonequilibrium nature of biological systems and the far-from-equilibrium time scale of the
ESIPT process, it is crucial to evaluate the effects of metastable states of the sensor in the ESIPT
process when aiming to develop a better fluorescent sensor for cancer diagnosis.

In that regard, fluorescent sensors capable of performing ESIPT could be used for signa-
ling enzyme targets related to cancer development. In this sense, the Phosphoinositide 3-kinase

(PI3K) protein may be a great target, once it is widely associated with the progression of the
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mentioned illness (PAUL; MUKHOPADHYAY, 2004; JIANG:; JI, 2019; LIU et al., 2009; JHA
et al., 2015; YU; KOH, 2017; RAZANI et al., 2021). Now, considering a sensor for this target,
the 2-(2’-hydroxy-4’-aminophenyl)benzothiazole (HABT) can be an appropriate probe, once
it is capable of performing ESIPT, and there are evidences of strong interaction between the
HABT molecule and the PI3K protein (ANDOLPHO et al., 2022; MANCINI et al., 2014; MA-
VROIDI et al., 2016; MACHURA et al., 2013). Therefore, evaluating HABT in signaling the
PI3K target, adding the complexity of a local nonequilibrium regime, can be a powerful tool
when aiming to improve early diagnosis of cancer.

However, from a methodological point of view, the non-triviality of this task conside-
rably hampers such a goal. Despite that, the work published by Ivernizzi e Parrinello (2020)
provided a fresh new methodology for accessing metastable states of molecular systems, where
this could be done by enhancing the sampling of rare events in MD simulations. The proposed
technique, which is a collective variable based method (IVERNIZZI et al., 2020), was called
on-the-fly probability enhanced sampling (OPES). As shown by (ANSARI et al., 2022), the
OPES method was successfully used in a complex biological system, being able to enable the
evaluation of benzamidine residence time in trypsin enzyme.

Therefore, from a fresh new perspective and methodology, the present work’s main goal

is to evaluate how the metastable states of HABT affects the signaling of the PI3K protein target.

4.2 Methodology

4.2.1 HABT structure and parametrization

The studied molecule was the 2-(2’-hydroxy-4’-aminophenyl)benzothiazole (HABT),
whose structure is shown above in Figure 4.1. In order to perform MD simulations, first was
needed to construct the HABT molecule. For that, the software GaussView 6 (DENNINGTON
et al., 2019) was used.

After that, it was necessary to optimize the structure and generate parameters for the
force field. Thus, the Automated Force Field Topology Builder (ATB) 3.0, available at <https:
/latb.ug.edu.au/> (MALDE et al., 2011; STROET et al., 2018), was used for both tasks, where
ATB used B3LYP functional and 6-311g basis set for such a calculation.


https://atb.uq.edu.au/
https://atb.uq.edu.au/

51

Figura 4.1 — HABT structure, a benzothiazole derivative, constituted from a benzene (red), thi-
azole (blue), and phenyl (black).
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4.2.2 Unbiased Molecular Dynamics (MD) simulations

With the HABT structure and force field parameters in hand, unbiased MD simulations
were carried out in order to obtain the needed data from trajectory files to perform further
analysis. This occurs in a scenario where the main goal is to achieve physical interpretation,
thus the unbiased simulation is of great value.

In this scenario, three MD simulations of 100 ns were carried out. Therefore, three diffe-
rent systems were studied, being: HABT in vacuum (1), HABT in water (2), and protein-docked
HABT in water (3). The protein studied was the PI3K (PDB ID: 3QJZ) (D’ANGELO et al.,
2011), where the docking position was provided by the work published by Santos et al. (2023b).
In order to simplify the text, the systems were named as: HABT+VAC (1), HABT+WAT (2),
and HABT+WAT+PROT (3).

The simulations were carried out using GROMACS 2021.4 (LINDAHL et al., 2021),
where GROMOS 54a7 (SCHMID et al., 2011) force field was used to describe the system’s
potential. For water, the simple point-charge (SPC) model was used. The performed simulations

consisted of the steps of minimization, equilibration and production.

4.2.3 Biased Molecular Dynamics (MD) simulations

From unbiased MD simulations, it is possible to obtain physical information about a
certain studied molecular system. Now, from biased MD simulations, it is possible to enhance
sampling of metastable states and characterize them. Therefore, three biased MD simulations
of 100 ns were carried out, each one for each of the three studied systems. From the biased
trajectory, it was possible not only to access different metastates and characterize them, but also

to understand the effects of solvent and protein docking in their distribution and population. The
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technique used to bias the simulation was the on-the-fly probability enhanced sampling (OPES)
expanded, developed by (IVERNIZZI et al., 2020).

In order to perform the biased MD simulations, PLUMED 2 v2.8.0 software (TRI-
BELLO et al., 2014), patched with GROMACS 2021.4, was used. In order to expand the
simulation to sample multiple temperatures simultaneously, a multi thermal expansion collec-
tive variable (ECV_MULTITHERMAL) was used, where a maximum temperature of 600K was
set, with a pace of 500. With the obtained trajectories for all three systems, it was possible to

identify and characterize the accessed metastates with Principal Component Analysis (PCA).

4.2.4 Principal Component Analysis (PCA) and conformational selection

With the calculated descriptors from biased MD trajectories, PCA analysis was carried
out for all the three studied systems. From PCA analysis, it was possible to analyze how the
accessed metastable states were distributed, and then characterize them in terms of the chosen
descriptors. In order to observe their distribution, their PCA scores were observed, and to
characterize them, it was observed the variable loadings. Thus, with a biplot graph from PCA
analysis it was possible to see how conformations grouped in metastates and how the descriptors
behaved in each metastable state.

Therefore, after identification and characterization of the accessed metastable states,
representative conformations were selected from each metastate of system 3. For that, the mean
value of the descriptors was calculated in each identified metastate, accessed from biased MD
trajectories. After that, in the unbiased MD trajectories, the conformations whose descriptor
values were closest to the calculated averages of its respective metastate, were selected. In this

scenario, with the selected conformations, it was possible to move forward for QM calculations.

4.2.5 QM calculations setup

In order to study how metastable states affect the ESIPT process, QM calculations were
carried out with the selected conformations. With the selected HABT structure from the un-
biased trajectory, it was also collected residues to simulate the protein environment in QM
calculations. The residues selection was based on an h-bond and RMSD analysis, conducted
for system 3. The two residues which most interacted with HABT were collected. Thus, in the
selected frame of the unbiased trajectory, it was collected the coordinates of HABT and of the

two major interacting residues verified by h-bond and RMSD analysis.
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In this scenario, DFT and TDDFT calculations were carried out using Gaussian 09
software (FRISCH et al., 2009), in order to obtain conformation energies. The calculations
were performed in order to construct the following path: enol configuration at ground state (1),
enol configuration at the first excited state (2), keto configuration at the first excited state (3),
and keto configuration at ground state (4). From this path it was possible to analyze how the
accessed metastates affected the ESIPT process.

For the calculations in the ground state, the B3LYP functional (LEE et al., 1988) was
used with the tzvp basis set (SCHAFER et al., 1992). Now, for the excited states calculation,
CAM-B3LYP functional (YANALI et al., 2004) was used with the tzvp basis set. All conforma-
tion calculations were carried out as a single point charge calculation, in order to evaluate the
metastable conformational effect. Both B3LYP and CAM-B3LYP functionals are widely used
to study benzothiazole derivatives, where the tzvp basis set follows the same (MANCINI et al.,

2015; MANOJAI et al., 2017; WANG et al., 2024).

4.3 Results and discussions

4.3.1 Unbiased MD simulation analysis

As a starting point, unbiased MD simulations were carried out for all studied three sys-
tems, being them: HABT in vacuum (1), HABT in water (2), and protein-docked HABT in
water (3). From systems 1 and 2, it was possible to evaluate the solvent effect on HABT metas-
tates distribution. In the other hand, from system 3, it would be possible to evaluate the proteic
environment, to select conformations for the QM calculations, and then, obtain physical in-
terpretation about how metastates of HABT affects its performance in signaling PI3K protein.
In this scenario, a Root Mean Square Deviation (RMSD) analysis was performed in order to
evaluate the simulation stability for all studied systems.

Therefore, Figure SI.6.1 shows the obtained RMSD values for HABT in system 1 and
2. For system 1, it was found a mean RMSD value of 0,13 A, and a standard deviation of 0,05
A. Now, for system 2, a mean RMSD value of 0,15 A was obtained, and a standard deviation
of 0,05 A. The values found for both systems implies the simulation stability.

Now for system 3, Figure 4.2 shows the obtained RMSD values of HABT and PI3K for
each simulation step. In that regard, it was obtained a RMSD average of 5.13 A for the HABT
molecule, with a standard deviation of 0.90 A. For PI3K, a RMSD average of 4.89 A was
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obtained, with a standard deviation of 0.36 A. Therefore, the obtained values are considered
low for large systems, implying reasonable stability for the performed simulation.

Figura 4.2 - RMSD (A) vs Time (ns). The RMSD profile of HABT is shown in red, and PI3K
in blue. In the figure caption, it appears values of: average / standard deviation.
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In addition to that, the obtained value for PI3K was close for the one obtained by Santos
et al. (2023b), which was a RMSD mean of 3.68 A, and a standard deviation of 0.65 A. Despite
the fact that the mentioned published work used a different force field for PI3K, the closer
values reinforce the simulation stability. In that direction, from the unbiased trajectory it would
be possible to collect reliable conformations for further QM calculations.

For a better understanding about the nature of the systems, it is important to evaluate
interactions that may help stabilize the observed evolution of the systems. Since system 1 was
simulated in vacuum, only intramolecular interactions can occur. In that scenario, by observing
the HABT structure (Figure 4.1), the only h-bond interaction that can occur is the one between
the -OH group of its phenyl portion and the -N= group of its benzothiazole portion, shown in
Figure SI.6.2. Thus, this interaction was held for almost all simulated frames of system 1.

However, after the addition of water, intermolecular h-bond must be taken into account.
In this scenario, despite for system 2 the -OH and -N= intramolecular h-bond interaction still

occur with great relevance, competitive intermolecular h-bond can occur with water molecules.
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Therefore, it was verified that for system 2 an intermolecular h-bond between the hydrogen of
-OH group of HABT and oxygen of water molecules can takes place of the intramolecular h-
bond interaction (see Figure S1.6.3). Nevertheless, only a slight increase in its RMSD average
was observed for system 2 when compared to system 1. Thus, it was possible to imply that the
-OH an -N= intramolecular h-bond interaction still kept its great relevance.

On the other hand, for system 3, much more relevant competitive intermolecular h-
bonds can occur, since in this system the HABT molecule was docked in the PI3K protein.
However, the evaluation of h-bonds in this scenario is much more complex, once many amino
acid residues can form interactions of this nature. Therefore, a h-bond analysis between the
HABT and PI3K was performed using the VMD (Visual Molecular Dynamics) (HUMPHREY
et al., 1996). A cutoff radius of 3.0 A and cutoff angle of 30° were considered. It was verified
one very important h-bond, formed between the hydrogen of the -OH group of HABT and the

carboxilic group of the aspartic acid residue (ASP950), shown in Figure 4.3.
Figura 4.3 — Captured interactions between HABT and protein PI3K. The ASP-HABT interac-
tion occurs between the carboxilic group of ASP and the -OH group of HABT. The

LYS-HABT interaction occurs between the LYS carbonic chain and the benzene
group of HABT.

HABT

The HABT:OH- - - O: ASP intermolecular h-bond interaction represented 69.75% of these
interactions. This interaction starts occurring after 20 ns of simulation production, shown by
the RMSD stabilization in Figure 4.2. Meanwhile, at the beginning of the simulation, it was
verified h-bonds with the valine residue (VAL882), as pointed out by Santos et al. (2023b), re-
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presenting 11.46% of the h-bond interactions. However, this interaction did not hold with the
simulation evolution. Its occurrence was only observed before 20 ns of simulation, indicated
by an increasing of RMSD until 20 ns, where the observed stabilization after this point is due
to HABT:OH- - - O:ASP interaction formation, shown in Figure 4.2.

Another important interaction, that is not captured in the h-bond analysis, is the in-
teraction between the lysine residue (LYS833) and the benzene portion of HABT, shown in
Figure 4.3. It is important to mention that this hydrophobic interaction is not as stabilizing
as the mentioned h-bonds interactions. However, it follows from the simulation point that the
HABT:OH- - - O:ASP h-bond interaction starts occurring.

In this regard, exploring the interactions between the HABT molecule and its environ-

ment could provide valuable insights into the stabilization of the accessed metastable states.

4.3.2 Biased MD simulations: assessing metastates distribution and evaluating the solvent

effect

From biased trajectories it was possible to evaluate the accessed metastable states for all
three systems. For that, PCA analysis was conducted in order to identify and characterize the
accessed metastable states. The characterization was made in terms of descriptors, specifically
chosen considering the nature of the HABT molecule.

The descriptor’s source is the obtained trajectory files (R)f.V: , of the biased MD simu-
lations, where i goes up to the N steps of the performed simulation. However, R represents
cartesian coordinates, which vary considerably from step to step, making it prudent to calculate
more appropriate descriptors to encode the slow modes of the system. In this scenario, dihedral
angles can be a good choice of descriptor, once internal coordinates are capable of providing a
correct separation between the internal and overall motion (ALTIS et al., 2007).

Therefore, since the main goal by performing biased MD simulations is to identify and
characterize the metastable states of the HABT molecule, and not the metastates of the entire
system, only HABT descriptors were calculated. The HABT molecule consists of a conjugated
heterocyclic structure, therefore mostly rigid. Thus, the dihedrals chosen as descriptors, shown
in Figure 4.4, were chosen based on non-rigid portions of the molecule. Hence, dihedral 1 was
chosen since the C-C bond that connects the benzothiazole and phenyl parts can rotate with a
certain degree of freedom. Now, dihedral 2 was chosen based on the fact that the C-OH bond of

the phenyl portion can also rotate with some degree of freedom. In addition to that, dihedral 2
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is of particular interest when studying the ESIPT process, once the hydrogen of the -OH group
is transferred to the -N= group of the benzothiazole portion when ESIPT occurs. Therefore, it

is expected that the distortion of the dihedral 2 may affect the ESIPT fluorescence.

Figura 4.4 — Chosen descriptors for further analysis, being (a) dihedral 1, and (b) dihedral 2.
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With the calculated descriptors, it was possible then to perform PCA for all three sys-
tems. Hence, comparing the obtained metastates distribution of system 1 and 2, it was possible
to evaluate the solvent effect. Starting from system 1, Figure 4.5 shows the biplot graph made
for this system. It was possible to observe that two long lived metastable states were accessed
((1)Meta 1 and (1)Meta 2), being differentiated by PC1 (99.3% of explained variance).

Figura 4.5 — Biplot graph made from PCA analysis for system 1. Metastates were labeled ac-

cording to (N)Meta n, where N denotes the system label, and n, the metastate label
in that system.
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After performing a population analysis, it was observed that (1)Meta 1 and (1)Meta
2 contain almost the same population, being 5,012 conformations for (1)Meta 1, and 4,989
conformations for (1)Meta 2. In this scenario, these conformations were differentiated only
by a dihedral 1 (Figure 4.4.a) fluctuation, presenting no considerable fluctuation of dihedral 2
(Figure 4.4.b). Therefore, for (1)Meta 1 it was observed more positive values of dihedral 1, and
for (1)Meta 2, more negative ones.

Exploring the interactions that could explain the observed results, it is clear that system
1 does not present any intermolecular interactions, since this system was simulated in vacuum.
Thus, only intramolecular interactions can stabilize the accessed metastable conformations.
Therefore, one important interaction that prevents dihedral 2 fluctuation is the -OH and -N=
intramolecular h-bond interaction, shown in Figure SI.6.2. Thus, once there is no other inte-
raction capable of stabilizing the dihedral 2 fluctuation, the -OH and -N= groups are kept close
enough to maintain this interaction.

Now, for system 2, Figure 4.6 shows the biplot graph made for this system. Differently
from what was observed for system 1, after the solvation, it was possible to notice the appea-
rance of new metastable states with a smaller population, being differentiated by PC2 (12.6%
of explained variance). After population analysis, it was shown that the new appeared metas-
tates presented a population that varies between 50 to 83 conformations. This new accessed
metastates are characterized by its dihedral 2 fluctuation, which has no considerable fluctuation
for the main group (located around PC2=0). Therefore, the main group maintained almost the
same population as observed for system 1, consisting of 4,849 conformations for (2)Meta 1,
and 4,876 conformations for (2)Meta 2. Hence, after the addition of water, a relevant dihedral
2 fluctuation could be stabilized.

In this scenario, intermolecular interactions should be taken into account to explain the
stabilization of the accessed metastable conformations. It was verified that, for system 2, re-
levant dihedral 2 fluctuations are stabilized by intermolecular h-bond between the hydrogen of
-OH group of HABT and oxygen of water molecules. This interaction is shown in Figure SI1.6.3.
However, the population analysis implies that the occurrence of this interaction is much lower
than the -OH and -N= intramolecular h-bond interaction. Hence, it was verified that only water
is not capable of effectively stabilizing a relevant dihedral 2 fluctuation in long-lived metastable

state.
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Figura 4.6 — Biplot graph made from PCA analysis for system 2. Metastates were labeled ac-
cording to (N)Meta n, where N denotes the system label, and n, the metastate label
in that system.
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Therefore, by evaluating the solvent effect, valuable insights could be obtained about
the descriptor’s behavior. The discussed analysis showed that by adding possible intermolecu-
lar interactions to the system, dihedral 2 starts to gain relevance in explaining the metastates
distribution of the HABT molecule. This is of great importance, once this knowledge led to a
better comprehension of the obtained distribution for system 3. In this scenario, it was possible

to move further and evaluate the HABT metastates in a much more complex scenario.

4.3.3 Biased MD simulations: assessing the distribution of metastable states and evalua-

ting the effect of the protein environment

For system 3, a separate discussion was held, since this is the system of interest in this
work, which will provide conformations for further ESIPT study with QM calculations. Hence,
Figure 4.7 shows the biplot graph obtained from the PCA analysis done for system 3. At a
first glance, it was noticed that differently from what was observed for system 1 and 2, for
system 3, three long-lived metastates were accessed, being them separated in PC1 axis, which

contains 54.6% of the explained variance. Also, there was a substantial increase in the variance
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explained by PC2, which for system 3 is 45.4%, almost four times higher than the one observed

for system 2.

Figura 4.7 — Biplot graph made from PCA analysis for system 3. Metastates were labeled ac-
cording to (N)Meta n, where N denotes the system label, and n, the metastate label
in that system.
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In this scenario, by performing a population analysis, it was observed that (3)Meta 2 con-
tains almost 63% of the explored conformations, where 6294 conformations belong to (3)Meta
2. For those metastates at the ends of PC1 axis ((3)Meta 1 and 3), approximately 37% belongs
to them, where they are almost split in half, where (3)Meta 1 contains 1916 conformations, and
(3)Meta 3, 1791 conformations. Furthermore, all three long-lived metastates are decomposed
in two shorter-lived metastates, which is observed in the separation performed by the PC2 axis.
This decomposition occurs in a way that the long-lived metastate were split in half, where both
clusters separated by the PC2 axis represent approximately 50% of the conformations of its
respective long-lived metastate.

Concerning the descriptor’s behavior in the differentiation of the long and shorter-lived
metastates, it was observed an inversion of relevance when compared to systems 1 and 2. For
system 3, dihedral 2 was relevant to differentiate long-lived metastates, being more positive in
(3)Meta 3, more negative in (3)Meta 1, and presenting irrelevant fluctuation in (3)Meta 2. Now,

dihedral 1 was relevant to differentiate the decomposition of the three long-lived metastates,
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in other words, to differentiate the shorter-lived metastates. For those metastates with shorter
lifespan, the ones located more positively in the PC2 axis, the dihedral 1 was verified to be more
positive, and for those more negative in PC2 axis, more negative.

Therefore, after docking the HABT molecule in the protein PI3K, it was observed a
considerable increase in dihedral 2 fluctuation. As discussed for system 2, the water molecules
affect the fluctuation of dihedral 2, in which this occurrence is due to the presence of intermo-
lecular interactions between the HABT and water molecules. These intermolecular interactions
are also present in system 3, being part of the explanation for the observed, since HABT is doc-
ked in a water exposed cavity of PI3K. However, the main reason for an increase in the dihedral
2 fluctuation remains on the new intermolecular interactions of HABT and amino acid residues
of the protein PI3K. Thus, exploring the interactions that occur between the HABT molecule
and the PI3K protein is important to understand how such metastates could be accessed.

That said, the h-bond analysis conducted for system 3 showed the h-bond interactions
between the HABT molecule and PI3K. It was verified that 69.75% of the h-bond interacti-
ons between the HABT molecule and PI3K occurs with the aspartic acid residue (ASP950).
Despite the lower percentage of lysine residue (LY S833) interacting by h-bond with the HABT
molecule, it was verified that lysine residues remains very close to the benzene part of the ben-
zothiazole portion of HABT, implying hydrophobic interactions between carbon chains. Figure
4.3 shows both ASP-HABT and LYS-HABT interactions. The aspartic acid residue mainly inte-
racts by h-bond with the -OH of the phenyl portion of HABT, and lysine residue mainly interacts
by hydrophobic interactions with the benzene part of the benzothiazole portion of HABT.

In this scenario, both interactions may be relevant to explain the stabilization of the
accessed metastable states. The aspartic acid residue interactions can stabilize the fluctuations
of dihedral 2. Now, the lysine residue can help stabilize the fluctuations of dihedral 1, where
this can occur by preventing the C-C bond that connects the benzothiazole to the phenyl part of
HABT to rotate.

Therefore, an investigation was performed in order to verify specific interactions that
stabilized each metastable conformations. In this sense, Figure 4.8 shows the observed interac-
tions that stabilize the conformations of its respective metastates. In order to clearly explain
the observed interactions, the accessed shorter-lived metastates were divided into (3)Meta nA
and nB, where n is the number of the respective long-lived metastate, and the label A and B is

associated with its location in PC2. Figure S1.6.4 shows how the labeling was defined.
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Figura 4.8 — Shows the stabilizing interactions that a) stabilizes conformations of (3)Meta 1A
and 3A, b) stabilizes conformations of (3)Meta 1B and 3B, and c) stabilizes con-
formations of (3)Meta 2A and 2B.
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From Figure 4.8.a), it was possible to observe that the conformations of (3)Meta 1A and
3A stabilizes its dihedral 2 fluctuation by making an intermolecular h-bond interaction between
the -OH group of HABT and the carboxylic group of ASP residue. Now, from Figure 4.8.b), it
was possible to observe that the conformations of (3)Meta 1B and 3B stabilizes its dihedral 2
fluctuation by making an intermolecular h-bond interaction between the -OH group of HABT
and water molecules. This difference occurs once in the metastates 1B and 3B, the dihedral 1
fluctuation prevents the h-bond interaction with the ASP residue. Finally, Figure 4.8.c) shows
that the conformations of (3)Meta 2A and 2B are stabilized by the -OH an -N= intramolecular
h-bond interaction. It is important to mention that, in all accessed metastable states, the LY S-

HABT hydrophobic interaction is present, helping the stabilization of the dihedral 1 fluctuation.



63

Therefore, from population analysis done in this subsection, it was possible to observe
that the -OH an -N= intramolecular h-bond interaction is the most stabilizing. This is possible
to conclude in a scenario where almost 63% of the accessed conformations belongs to (3)Meta
2, metastable state whose conformations are stabilized based on the mentioned interaction. On
the other hand, it is possible to observe that the protein environment was capable of stabilizing
much more conformations than only the water environment. From system 2 to system 3, the
conformations stabilized by h-bond intermolecular interactions increased substantially. In that
way, the results presented so far show the challenge when dealing with biological environments,
and the need for new approaches, like considering a nonequilibrium environment.

Despite MD simulations providing valuable information about metastates distribution
and stabilization, it does not provide information about ESIPT spectroscopy. For that, more
accurate calculations, like QM calculations, should be performed. However, due to the fact
that QM calculations are much more computationally expensive, for a feasible analysis it is
necessary to reduce the number of conformations that will go through expensive calculations.
Therefore, selecting representative conformations of each accessed metastate may be a good

strategy for ESIPT study.

4.3.4 Conformational selection

Once identified and characterized the accessed metastable states of system 3, it was pos-
sible to move forward and select representative conformations of these metastates. This selec-
tion is of great importance in order to study the effect of metastable states on the ESIPT reaction
for PI3K signaling. In this scenario, all accessed metastates, being them long or shorter-live me-
tastable states, were treated in accordance with the previously mentioned labeling, presented in
Figure SI1.6.4. Now, about the conformational selection, the criteria was based on the average
values of dihedral 1 and 2.

In each metastate, the average of dihedral 1 and 2 were calculated, as shown by Table
SI.6.1, and the conformation whose dihedral 1 and 2 values were the closest of the averages,
were selected. In addition to that, the equilibrium conformation was also selected using the
same criteria. However, the dihedral 1 and 2 were calculated from the unbiased trajectory.
In this scenario, the average value was computed from all the 10000 frames of the unbiased
trajectory. Then, the conformation with the closest dihedral 1 and 2 values from its average was

selected. These values are also shown in Table SI1.6.1.
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In this scenario, Table 4.1 was constructed in order to show the values of dihedral 1 and 2
of all selected conformations, including a third variable, being it the distance between the group
-N=and the hydrogen of the group -OH of HABT molecule. The mentioned distance is of great
importance. Since both groups are involved in the ESIPT reaction, it is expected a hampered
ESIPT for those conformations whose distance N---H are larger. The selected conformations

for each metastate can be observed in Figure 4.9.

Tabela 4.1 — Table shows the values of dihedral 1, 2 and distance N- - - H of each representative
conformation selected.

Conformation Dihedral 1 (rad) Dihedral 2 (rad) Distance N---H (A)

1A 1.52 -2.90 4.40
1B -1.74 -2.91 4.49
2A 1.49 -0.04 2.94
2B -1.46 0.02 2.61
3A 1.72 291 4.53
3B -1.58 292 4.48
EQ 0.03 -0.16 2.30

Note: EQ stands for the selected equilibrium conformation used for comparison with the selected
metastable conformations.

Therefore, as a general description, it was possible to see that conformations of (3)Meta
2 are the most similar to the equilibrium one, shown in Figure 4.9.g). This occurs once in
conformations of (3)Meta 2 the fluctuation of dihedral 2 is irrelevant, presenting only fluctuation
for the dihedral 1.

On the other hand, conformations of (3)Meta 1 and 3 are the most different of the equi-
librium one, presenting fluctuations on both dihedrals, and a higher N---H distance. For the
equilibrium conformation, as expected, no relevant fluctuation was verified for dihedral 1 and
dihedral 2, being the closest of the optimized structure.

Thereby, from the selected conformations, it was possible to move further for QM cal-
culations. With that, it was possible to evaluate the effect of the metastates of HABT in the
ESIPT process. Not only that, this effect could be verified in spectroscopic terms of the HABT

molecule.
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Figura 4.9 — The figure presents the six selected conformations, being them: 1A, 1B, 2A, 2B,
3A e 3B. Also, the equilibrium conformation is also shown.
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4.3.5 Fluorescence properties in the protein environment

After QM calculations, it was possible to evaluate the ESIPT process for all selected
metastable conformations. Therefore, in order to understand the obtained results, the collected
data was summarized in Table 4.2, where the values contained in table follow the values shown
in Figure 4.10, being them the energy difference between the states. In this scenario, it was
verified that the equilibrium conformation is capable of performing ESIPT, thus following the
expected, as shown by the work published by Mancini et al. (2015). However, when observing
the obtained results for the meta conformations, it was observed that only the ones belonging
to (3)Meta 2 (2A and 2B) were capable of performing ESIPT, indicating only enol emission for
those belonging to (3)Meta 1 and 3.

Figura 4.10 — Shows the ESIPT scheme, where AE1, AE2 and AE3 represents the energy varia-
tion between the states, values which are presented in Table 4.2.
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Therefore, what was possible to conclude by observing the values in Table 4.2 and the
conformations in Figure 4.9 is that, the ESIPT only occurs when there exists an intramolecular
interaction by h-bond between OH- - - N (Figure SI.2). This conclusion is in accordance with the
proposed mechanism for this reaction by Eigen and Weller (EIGEN, 1964; WELLER, 1955),
once it reinforces the need of the h-bond contact between the photoacid and the near basis. In

that way, it was only verified the occurrence of ESIPT for the ones where the distance N--- HO

is below 3.00 A.
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Tabela 4.2 — Shows the obtained energy differences between states, in eV, according to the
shown in Figure 4.10.

Conformation AE1 AE2 AE3

1A 3.98 - -
2A 3.17 -0.03 2.28
3A 3.56 - -
1B 3.84 - -
2B 3.81 -0.50 2.68
3B 3.70 - -
EQ 337 -043 243

Note: EQ stands for the selected equilibrium conformation used for comparison with the selected
metastable conformations.

Thus, the appropriate geometry for ESIPT is only achieved when a negligible fluctua-
tion of dihedral 2 is observed. In other words, only conformations where there exists an in-
tramolecular interaction by h-bond between OH- - - N are capable of performing ESIPT. Hence,
conformations 1A, 1B, 3A and 3B did not present ESIPT occurrence. In the other hand, despite
the fact that dihedral 1 fluctuation had a minor impact on favoring or disfavoring the ESIPT,
its fluctuation did not prevented the ESIPT occurrence, once it not inhibited the mentioned
intramolecular interaction

Therefore, at closer distances of intramolecular interaction by h-bond between OH- - - N,
the ESIPT process is favored. Between the three conformations that verified the ESIPT occur-
rence, being them the conformations EQ, 2A, and 2B, the worst favored was the conformation
2A, with an AE2 of -0.03 eV. For this conformation, the distance N- - - HO was the highest, being
2.94 A. Now for conformations 2B and EQ, it was verified to have a close value of AE2, being
-0.50 eV for 2B, and -0.43 eV for EQ. The distance N- - - HO values were lower than the one for
2A, being 2.61 A for 2B, and 2.30 A for EQ.

Observing the spectroscopy of the conformations in which there is the ocurrence of
ESIPT ((3)Meta 2 and EQ), it was observed a near violet enol emission for all of those confor-
mations (AE1 of 3.17-3.81 eV). For conformations 2B and EQ, the enol emissions occurs in the
UVA region, being 325.42 and 367.91 nm, respectively. However, for conformation 2A it was
observed a higher wavelength of 391.12 nm, located in the visible violet.

For the keto emissions, it was observed for conformations 2A and EQ a near green
emission (AE3 of 2.28-2.43 eV), with 543.79 and 510.22 nm, respectively, while for the 2B

conformation, a blue emission (AE3 of 2.68 eV), with 462.63 nm. Therefore, conformations
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2A and EQ presented the highest stokes shift, implying a higher redshift, with 152.67 and
142.31 nm respectively, while conformation 2B presented a lower stokes shift, implying a lower
redshift, with 137.21 nm. Thus, all conformations where it was verified the occurrence of ESIPT
presented a considerable stokes shift, appropriate for dual emission fluorescent sensors.

Now, for conformations of (3)Meta 1 and 3, competitive intermolecular h-bond interac-
tions caused an inappropriate geometry for ESIPT occurrence, verified from the fact that no
AE3 emission was observed for those conformations. The inappropriate geometry could also be
verified from the higher values of N- - - HO distance, where these values are kept around 4,50 A
for those conformations. This increase is caused by dihedral 2 fluctuations, which are stabilized
by h-bonds with the surroundings.

Therefore, it was verified that for the conformations of (3)Meta 1A and 3A, the dihe-
dral 2 fluctuation is stabilized by an intermolecular h-bond interaction between the hydrogen
of -OH group of HABT and the carboxylic group of ASP residue, interaction shown in Figure
4.8.a). On the other hand, dihedral 1 fluctuation to more negative values inhibits the OH- - - ASP
intermolecular h-bond interaction. Therefore, the stabilization of dihedral 2 fluctuation in con-
formations 1B and 3B occurs due to intermolecular h-bond interaction between the hydrogen
of -OH group of HABT and oxygen of water molecules. In Figure 4.8.b) it is shown the men-
tioned interaction. Therefore, conformations of (3)Meta 1 and 3 are not dual emission sensors,
implying a much poorer performance as a fluorescent sensor.

Summarizing the obtained results, it was observed that the ESIPT only occurs when an
intramolecular h-bond interaction between OH- - - N exists, since it keeps HABT in an appro-
priate geometry. In addition to that, closer interactions favored the ESIPT occurrence. Now,
once this interaction is inhibited, there is no occurrence of ESIPT. Hence, this interaction ends
once a dihedral 2 fluctuation is observed, where this fluctuation is stabilized by intermolecular
h-bond interactions with the surroundings. Figure 4.11 summarizes the presented results in this
subsection.

In this scenario, remembering the population analysis performed when observing me-
tastates distribution, it was possible to evaluate the HABT performance as a dual emission
fluorescent sensor. As discussed in this subsection, only conformations 2A and 2B presented
an ESIPT occurrence. Those conformations represent almost 63% of all the accessed con-
formations in a nonequilibrium scenario. Therefore, since most conformations are capable of

performing ESIPT, it is possible to imply that, despite a decrease of performance is observed,
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the HABT molecule is still efficient as a dual emission fluorescent sensor in a nonequilibrium
scenario. Thus, the HABT molecule would be capable of signaling the PI3K protein target for

cancer diagnosis with reasonable efficiency.

Figura 4.11 — Shows a summary of the obtained spectroscopic results.
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4.4 Conclusion

In the present work, it was possible to observe that the HABT remains as an efficient dual
emission fluorescent sensor for PI3K signaling. However, when evaluated in a nonequilibrium
scenario, a decrease in its efficiency was observed. This occurs once the ESIPT was observed in
approximately 63% of the accessed conformations, and not observable in 37% of the accessed
conformations.

In this scenario, it was verified that dihedral fluctuations had a considerable impact on
the ESIPT occurrence. Both dihedral 1 and 2 fluctuations had an impact on the HABT per-

formance in ESIPT, where the last was the most important. It was observed that fluctuations
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of dihedral 2 were crucial in preventing the ESIPT occurrence. That occurred in a scenario
where these fluctuations were the cause for an inappropriate geometry for ESIPT occurrence.
From this, the intramolecular OH- - - N h-bond interaction could be inhibited, interaction that is
of great relevance for the tautomerization process.

In this sense, the present work is a step forward through development of new fluorescent
sensors for cancer diagnosis. From Schrodinger’s point of view, explored in several works, it
was possible to add a more realistic comprehension of biological systems, necessary to develop
new probes for disease diagnosis. Therefore, when dealing with theoretical methodologies,
adding the necessary complexity to models is the main goal. Thus, the present work shows that
from an entirely theoretical methodology, it was possible to achieve fresh conclusions about the
performance of a dual emission fluorescent sensor for cancer diagnosis.

In this sense, these results reveal very important data for future tests, considering that the
cancer remains without cure, and the early diagnosis of this disease can save many lives. Besides
that, this study can also serve as a basis for future experiments and other theoretical studies, as
a starting point for the development of compounds derived from ciprofloxacin antibiotic, which

can act as even more efficient fluorescent probes, and with lower levels of toxicity.
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5 CONCLUSAO

A partir da metodologia executada, foi possivel concluir que a PCA, aliada a simulagdes
de dindmica molecular enviesadas, se mostrou uma boa ferramenta para explorar os estados
metaestaveis acessados. Esta conclusdo se fez possivel principalmente quanto a sua capacidade
de diferenciar agrupamentos com base nos descritores escolhidos, além de permitir uma anélise
populacional destes agrupamentos. Nas trés PCAs feitas, uma para cada um dos trés sistemas,
foi evidenciado a importancia dos diedros calculados na caracterizagdo dos estados metaestaveis
acessados.

Além disso, foi possivel concluir que a adicao de perturbacdes ao sistema, sendo elas
a adi¢do do solvente dgua e posteriormente da ancoragem da molécula de HABT na proteina
PI3K, apresentaram um efeito significativo na distribuicdo das conformagdes em estados me-
taestaveis. N@o apenas isso, foi observado que estas perturbacdes aumentam a relevancia do
descritor diedro 2 na diferenciacdo dos metaestados acessados, acompanhada de uma crescente
queda na relevancia do descritor diedro 1 para tal tarefa. Tal conclusdo pdde ser feita a partir
da observacdo de um decréscimo na variancia explicada pela PC1 e aumento da variancia ex-
plicada pela PC2 do sistema 1 para o 2, além de inversdo de relevancia dos diedros, o qual foi
observado no sistema 3.

Para mais, foi possivel concluir que a interacdo intramolecular de ligacao de hidrogénio
N---H foi fundamental para conter a flutuacio do diedro 2, mantendo a performance do ESIPT.
Isso ocorre pois, para as conformagdes cuja flutuacdo do diedro 2 se mostrou relevante, nao
foi observado a performance do ESIPT. Nesse sentido, a partir da avaliacdo espectroscopica
com métodos quanticos, observou-se que 63% das conformagdes performam o ESIPT, em que
37% nao performam devido a uma flutuacdo relevante do diedro 2, esta que proporciona uma
geometria desfavordvel para o processo.

Por fim, o presente estudo revela informagdes valiosas para futuros testes, considerando
que o cancer se mantém um problema atual, e o diagnéstico precoce desta enfermidade € ca-
paz de salvar muitas vidas. Além disso, o presente estudo pode servir como base para futuros
experimentos e outros estudos tedricos, sendo um ponto de partida para o desenvolvimento de
compostos derivados do antibidtico cicloproxacino, os quais podem agir como sensores fluo-

rescentes ainda mais eficientes, e com niveis mais baixos de toxicidade.
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6 SUPPORTING INFORMATION
6.1 Unbiased MD simulation analysis

A RMSD analysis was conducted for system 1, HABT in vacuum, and 2, HABT in
water. Figure 6.1 shows the analysis performed for both systems. For system 1, it was found
a mean RMSD value of 0,13 A, and a standard deviation of 0,05 A. Now, for system 2, it was
found a mean RMSD value of 0,15 A, and a standard deviation of 0,05 A. The values found for

both systems implies the simulation stability.

Figura 6.1 — RMSD analysis of HABT done for a) system 1, and b) system 2.

~—— HABT RMSD 02259 HABT RMSD

== RMSD mean: 0.13 A === RMSD mean: 0.15 A

0.200

0.175

_ 0150

0.125

RMSD (A

0.100

0.075

0.050

10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Time (ns) Time (ns)

(a) (b)

Figura 6.2 — Shows the -OH an -N= intramolecular h-bond interaction of HABT.
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Figura 6.3 — Shows the competitive intermolecular h-bond interaction observed after solvation.
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6.2 Labeling metastable states

Figura 6.4 — Shows the labels assigned for each accessed metastate.
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6.3 Conformational selection

Tabela 6.1 — Table shows the mean values of dihedral 1, 2 and distance N- - - H.

Metastate Dihedral 1 (rad) Dihedral 2 (rad) Distance N---H (A)

1A 1,53 -2,92 4,46
1B -1,75 -291 4,58
2A 1,50 -0,03 2,96
2B -1,47 0,04 2,93
3A 1,75 2,91 4,59
3B -1,61 2,93 4,49

EQ 0.07 -0.16 3.75
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