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RESUMO  

 

SILVA-JUNIOR, Newton Célio da. Estudo teórico relacionado a candidatos de vacina para 

dependência de cocaína. 2023, 102 f. Dissertação de Mestrado, Faculdade de Filosofia, 

Ciências e Letras de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto. 

A cocaína é uma substância estimulante que pode causar dependência cujo uso tem crescido 

em várias regiões do mundo. Nesse contexto, é importante pensar em estratégias de redução de 

danos, isto é, práticas que levem à redução dos problemas associados ao uso dessa droga. 

Atualmente, no entanto, o tratamento psicossocial vigente aliado a medicamentos que agem 

sobre os sítios de ligação da cocaína não representa uma boa metodologia de redução de danos 

visto a alta taxa de evasão enfrentada. Assim, o desenvolvimento de uma vacina para a 

dependência de cocaína surge como uma abordagem promissora para o tratamento de 

dependentes químicos dessa substância e, até mesmo, para a prevenção de overdoses. Neste 

trabalho investigou-se as vacinas para dependência de cocaína conjugadas testadas in vivo – 

compostas de uma combinação proteína carreadora e hapteno - através de métodos 

computacionais, colocando em destaque o sistema Antígeno Leucocitário Humano (HLA) de 

classe II. Esse sistema, caracterizado por um grau elevado de polimorfismo, é o responsável por 

apresentar os antígenos para as células T CD4+, sendo necessário a ativação destas para que a 

vacina seja capaz de elicitar uma resposta imune adequada. Considerando a variedade de alelos 

encontrados na população, uma vacina desejável é aquela que dê origem a epítopos de células 

T reconhecidos com alta afinidade pelas moléculas de HLA da classe II. Destarte, as vacinas já 

elaboradas foram avaliadas diante desse parâmetro de cobertura populacional com base em 

Quimiometria sobre cálculos de descritores físico-químicos e biológicos, além de simulações 

de docking e dinâmica molecular para entender o caráter e a estabilidade das interações 

estabelecidas nesse sistema químico. A análise de componentes principais (PCA) conseguiu 

distinguir a proteína subunidade B da toxina da Cólera (rCTB) das demais proteínas 

carreadoras, pelos peptídeos gerados a partir desta apresentarem índices de instabilidade mais 

altos. Apesar disso, os dados obtidos não foram suficientes para gerar agrupamentos 

relacionados aos alelos ou haptenos. A proteína rCTB seria a pior escolha como proteína 

carreadora pela maior parte dos resíduos de aminoácidos envolvidos na reação de conjugação 

da vacina não estarem acessíveis ao solvente, além dos peptídeos apresentarem baixa 

promiscuidade. A albumina do soro bovino (BSA), por sua vez, se destacou por gerar peptídeos 

que se ligavam a até quatro alelos diferentes, além de ser a proteína carreadora cujos peptídeos, 

em média, apresentaram menor energia de interação intermolecular nos dockings para o 

mecanismo de apresentação dos peptídeos não conjugados. Levando em consideração a 

possível apresentação de peptídeos conjugados, notou-se que a presença do hapteno 

majoritariamente favorece a formação de ligações de van der Waals e ligações hidrogênio, 

sendo um mecanismo mais energeticamente favorável. A dinâmica molecular demonstrou que 

os complexos peptídeo-hapteno-HLA de classe II são estáveis ao longo do tempo, mas que 

existe uma variação da quantidade total e na força das ligações hidrogênio quando se varia a 

formulação da vacina conjugada e o alelo sob estudo. As evidências apontam que o mecanismo 

de apresentação de peptídeos conjugados é de fato possível, no entanto, não é possível afirmar 

que a diferença de interações intermoleculares possa ser um fator determinante na 

imunogenicidade das vacinas visto que não se sabe a frequência biológica desse mecanismo.  

 

Palavras-chaves: cocaína, vacinas conjugadas, métodos in silico, HLA de classe II, 

quimiometria, docking, dinâmica molecular.  

 



   
 
 

ABSTRACT 

 

SILVA-JUNIOR, Newton Célio da. Theoretical study applied to vaccine candidates for 

Cocaine Use Disorder (CUD). 2023, 102 f. Dissertação de Mestrado, Faculdade de Filosofia, 

Ciências e Letras de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto. 

Cocaine is an addictive stimulant drug, whose use is increasing in several regions of the world. 

In this scenario, it is important to think about harm reduction principles, that is, strategies aimed 

at reducing negative consequences associated with drug use. Nowadays, however, psychosocial 

treatment combined with interventions on cocaine binding sites does not represent a good harm 

reduction methodology due to high evasion. Thus, the development of a vaccine for cocaine 

use disorder emerges as a promising approach for the treatment of drug users and even for 

overdose prevention. In this work, in vivo evaluated conjugate vaccines for cocaine dependence 

were investigated through computational methods, highlighting Human Leukocyte Antigen 

(HLA) class II roles. This system, characterized by a high degree of polymorphism, is 

responsible for presenting antigens to CD4+ T cells, which in turn elicit an adequate immune 

response when activated. Considering human allelic variation, a desirable vaccine would 

generate high affinity T cell epitopes to bind as many alleles as possible. Therefore, the vaccines 

were evaluated based on Chemometrics performed on physicochemical and biological 

descriptors, in addition to docking and molecular dynamics simulations in order to understand 

the nature and stability of interactions in this chemical system, always keeping up with 

population coverage parameter. Principal Component Analysis (PCA) was able to distinguish 

cholera toxin subunit B protein (rCTB) from the other carrier proteins, because the peptides 

generated from it presented higher instability index. Despite this, data were not sufficient to 

generate clusters related to alleles or haptens. rCTB protein would be the worst choice as a 

carrier protein by virtue of most of amino acid residues involved in conjugation reaction are not 

accessible to solvent, besides peptides having low promiscuity. On the other hand, Bovine 

Serum Albumine (BSA) stood out for generating peptides that bound up to four different alleles, 

as well being the carrier protein whose peptide, on average, exhibited lower intermolecular 

energy in dockings for the presentation mechanism of unconjugated peptides. Taking into 

consideration the possible presentation of conjugated peptides, it was observed that hapten 

presence mostly favors formation of van der Waals interaction and hydrogen bonds, as a result, 

being more energetically favorable. Molecular dynamics demonstrated that peptide-hapten-

HLA class II complexes are stable over time, but there is variation among total amount and 

force of hydrogen bonds when varying formulation of conjugate vaccine and allele under study. 

Evidences indicate that the mechanism of presentation of conjugated peptides is indeed 

possible, however, it is not possible to state that difference in intermolecular interactions can 

be a determining factor in vaccine immunogenicity, since biological frequency of this 

phenomena is not known. 

 

Keywords: cocaine, conjugate vaccines, in silico methods, HLA class II, chemometrics, 

docking, molecular dynamics. 
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1. Capítulo 1: INTRODUÇÃO GERAL E CARACTERIZAÇÃO DO PROBLEMA 

 

1.1 Breve histórico do uso da cocaína e cenário atual 

 

 Historicamente, o uso de cocaína foi observado pela primeira vez pelas tribos nômades 

que dariam origem ao império Inca para lidar com o mal-estar ocasionado pelas altitudes 

elevadas [1]. Ainda hoje, o hábito de mascar folhas de coca é culturalmente existente entre a 

população andina, fazendo-se presente em celebrações tradicionais e religiosas [2].  

 A cocaína foi isolada das folhas de coca apenas em 1859 por Albert Niemann, vindo a 

ganhar destaque em 1884, quando o oftalmologista Karl Koller descobriu seu efeito anestésico 

tópico [3]. Ao passo que a utilização de cocaína como anestésico se popularizava em diversas 

áreas da medicina, também crescia o medo dessa substância pela dependência desenvolvida, 

principalmente, em quem a usava para tratamento de vício em morfina. Esses casos levaram, 

em sua maioria, ao encerramento do uso da cocaína com esse objetivo pela comunidade médica 

[4].  

 Na mesma época de popularização da cocaína no campo medicinal, era comum 

encontrar bebidas que empregassem quantidades que não produziam toxicidade aos humanos. 

Com a criação de uma técnica que convertia as folhas de coca em cocaína pré-refinada, 

facilitaram-se o transporte e o armazenamento pelo fato de o produto não ser perecível. Dessa 

forma, o preço dos amplos estoques de cocaína se tornou baixo, o que possibilitou que os 

produtores de bebidas adicionassem quantidades maiores nas suas mercadorias, resultando em 

casos de toxicidade e mortes [5].   

 A legalidade do comércio de cocaína começou a findar a partir da Convenção 

Internacional de Ópio de 1912, na qual restrições que viriam a ser crescentes já começaram a 

ser aplicadas, levando no fim das contas à proibição da droga [6]. Junto a isso, o conhecimento 

difundido entre a população acerca dos efeitos da cocaína e o surgimento de estimulantes mais 

duradouros e baratos contribuíram para a redução no consumo dessa substância [7]. Contudo, 

uma tendência contrária começou a ser observada a partir do surto de usuários de “crack” em 

1983 nas Bahamas, uma forma de cocaína base livre capaz de estabelecer o vício com maior 

rapidez [8]. 

Segundo o último relatório do Escritório das Nações Unidas sobre Drogas e Crime 

(UNODC-United Nations Office for Drugs and Crimes) publicado em 2021, mas com dados 



14 
 

sobre uso de cocaína não atualizados desde 2019, cerca de 0,4 % da população global na faixa 

de 15-64 anos foi usuária de cocaína durante os 12 meses anteriores à publicação, o que equivale 

a aproximadamente 20 milhões de pessoas. 

Os tratamentos psicossociais vigentes, embora necessários, não são eficazes por si só 

para o tratamento da dependência para usuários que assim desejarem, fato comprovado pela 

alta taxa de evasão [9]. Não existem medicamentos aprovados pelo órgão estadunidense FDA 

(Food and Drug Administration) para tratamento da dependência de cocaína ainda que existam 

diversos estudos clínicos que busquem tratamentos capazes de estabelecer abstinência e/ou 

evitar relapso [10]. Diferentemente da maioria das intervenções terapêuticas propostas, a vacina 

para dependência de cocaína representa uma intervenção farmacodinâmica afetando 

diretamente a distribuição da droga no organismo humano, ao fim impedindo que ela atinja seu 

sítio de ação [11].  

A primeira tentativa de desenvolvimento de uma vacina para transtorno por uso de 

substâncias ocorreu no início dos anos 70, sendo voltada para casos de abuso de morfina e 

heroína [12]. O potencial de criação de uma vacina para a dependência de cocaína só foi 

explorado a partir dos anos 90, iniciando-se com a imunização por cocaína conjugada à 

hemocianina de lapa  buraco de fechadura  [13].  

Apesar das diversas formulações de vacinas já testadas, os resultados sempre decaem 

em eficácia quando se passa para a etapa de estudos clínicos, isto é, realizados em humanos 

[14]. Nesse contexto, a TA-CD, única vacina que avançou para a fase II nos estudos clínicos, 

foi capaz de elicitar altos níveis de anticorpos apenas em 38% dos participantes [15]. Essa 

variação na resposta pode estar relacionada ao mecanismo de funcionamento de uma vacina 

conjugada, o qual envolve apresentação pelo sistema Antígeno Leucocitário Humano de classe 

II (HLA de classe II) [16].  Esse sistema é conhecido pelo seu alto grau de polimorfismo que, 

no sítio de ligação, define a afinidade e especificidade de cada molécula [17]. 
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1.2 Extração e produção da cocaína 

 

A cocaína é uma substância de ocorrência natural em plantas nativas da América do Sul. 

Trata-se de um alcaloide, isto é, um composto orgânico nitrogenado com propriedades básicas 

[2]. Quimicamente, pode ser encontrada em duas formas principais: a forma de sal e a de base 

livre. Não existe um consenso quanto ao processo de fabricação voltado para o tráfico uma vez 

que vários aditivos podem ser inclusos com o objetivo de aumentar o rendimento e, 

consequentemente, o lucro com essa atividade [18]. Contudo, no geral, a primeira etapa envolve 

a extração das moléculas de cocaína das folhas da Erythroxylum novogranatense ou 

Erythroxylum coca [19] por meio de solventes orgânicos. O resultado dessa extração é o que se 

denomina pasta base de cocaína, a qual já pode ser utilizada para obtenção de efeitos 

recreativos, mas também é transformada em outras formas mais puras. Cabe ressaltar que 

embora, comumente, os termos pasta de cocaína e base de cocaína sejam usados como 

sinônimos, pasta de cocaína tende a se referir ao primeiro intermediário comercial obtido no 

processo de manufatura, contendo ainda muitos produtos residuais ao passo que base de cocaína 

é utilizada para denominar o segundo intermediário, apresentando pureza maior que a pasta 

[20]. 

Por existirem muitas formas de cocaína base livre e pouca disseminação quanto a 

composição dos produtos e como devem ser nomeados, é comum que alguns termos sejam 

usados de forma equivocada por civis, autoridades e pela mídia. Essa categorização pode ser 

feita com base nos ingredientes utilizados e modo de produção, sendo necessário entender as 

possíveis mudanças introduzidas por diluição e adulterantes [21].  
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1.3 Formas de administração, biodisponibilidade e farmacologia da cocaína 

 

Entre as formas de base livre, podem-se citar o Oxi e o Crack que, por possuírem baixo 

ponto de fusão, são consumidos pelo fumo. Já o cloridrato de cocaína, a forma de sal, possui 

alto ponto de fusão, sendo aspirado pelas vias aéreas ou injetado diretamente na corrente 

sanguínea ao ser solubilizado em água. Cada uma dessas vias de administração resulta em 

velocidades de absorção e biodisponibilidade diferentes [22]. 

Por meio das vias de administração oral e nasal a cocaína apresenta uma velocidade de 

absorção mais baixa, quando comparada àquelas observadas por fumar ou injetar. No caso da 

administração oral, a lentidão pode estar relacionada ao fato da cocaína estar ionizada no meio 

ácido estomacal, sendo bem absorvida somente ao alcançar o intestino delgado, ambiente mais 

alcalino [23]. Existem evidências de que após a administração nasal a maior parte da cocaína 

que alcança a circulação sistêmica seja devida à absorção oral uma vez que parte da dose 

utilizada seria engolida e, consequentemente, absorvida pelo sistema gastrointestinal [24].   

A biodisponibilidade da cocaína fumada é cerca de 70% já que ocorre a pirólise e 

condensação dessa substância no utensílio utilizado para administração, geralmente, um 

cachimbo [25,26]. Já a biodisponibilidade da cocaína injetada na corrente sanguínea é 

praticamente 100% já que não é submetida ao metabolismo de primeira passagem no fígado, 

responsável pela baixa biodisponibilidade da rota oral [27].  

Após injetada a cocaína produz efeito dentro de 15-30 segundos, ao passo que quando 

absorvida pelo alvéolos pulmonares ou membranas nasofaríngeas, atinge o seu sítio de ação em 

cerca de 6 segundos [28].  

Uma das etapas essenciais à ação da cocaína é atravessar a barreira hematoencefálica, a 

partir da qual vai se encaminhar para o sistema límbico, mais especificamente para a região do 

nucleus accumbens. Nesse local, a cocaína bloqueia o transportador de dopamina, impedindo a 

captura desse neurotransmissor e aumentando a sua concentração na fenda sináptica, 

desencadeando uma intensa sensação de prazer [29]. A utilização da cocaína é associada a essa 

sensação no hipocampo e amígdala, centros de memória  [30]. 

Na tentativa de reestabelecer concentrações normais de dopamina, mecanismos de 

metabolização de dopamina e inibição de estímulos [31] entre os neurônios são ativados. 

Alguns desses mecanismos são duradouros, reduzindo a dopamina a níveis muito baixos até um 

ponto denominado depleção da dopamina que ocasiona o sentimento de depressão 
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experimentado por usuários [32]. Também devido a algumas alterações de caráter duradouro, 

para obter a mesma intensidade de efeito recreativo de uma utilização anterior, gradativamente 

o usuário precisa consumir quantidades maiores dessa substância.  

A cocaína também age sobre o sistema nervoso simpático, levando a um aumento na 

vasoconstrição e frequência cardíaca, o que pode desencadear uma overdose dependendo da 

dose administrada [33]. Efeitos agudos no sistema cardiovascular incluem arritmia e infarto 

agudo do miocárdio enquanto existem evidências de efeitos crônicos como cardiomiopatia, 

aterosclerose e doenças das artérias coronárias  [34].   

Figura 1 - Farmacologia da cocaína 

Fonte:Elaborada pelo autor 

Legenda: Após atravessar a barreira hematoencefálica, a cocaína promove aumento de dopamina na sinapse por 

bloquear os transportadores desse neurotransmissor. Esse efeito ocorre no sistema límbico, mais especificamente 

no nucleus accumbens, sendo responsável pela intensa sensação de prazer. Essa sensação é associada ao uso da 

droga nos centros de memória hipocampo e amígdala. Para reestabelecer níveis normais de dopamina, alguns 

mecanismos de metabolização e inibição de estímulos entre os neurônios são ativados, o que por sua vez pode 

levar à redução da dopamina a níveis abaixo do normal (depleção da dopamina). Esse estado é associado ao 

sentimento de depressão experimentado por alguns usuários, bem como à necessidade de utilizar mais cocaína, 

podendo levar ao vício.  

O uso crônico da cocaína promove mudanças no Sistema Nervoso Central, de forma a 

ocasionar fenômenos como tolerância e sensibilização. A tolerância se refere justamente à 

necessidade de doses cada vez maiores para se obter os efeitos subjetivos associados a uma 

utilização anterior. Existem evidências de que seja desenvolvida por mecanismos 

farmacodinâmicos, uma vez que não há diferenças significativas nas taxas de absorção e 

metabolização da cocaína entre usuários crônicos e usuários ocasionais [35]. Além disso, 

observou-se que o uso contínuo reduz a capacidade da cocaína em inibir os transportadores de 
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dopamina e mesmo após um longo período de abstinência, uma única dose de cocaína é capaz 

de reestabelecer esse efeito, o que possivelmente levaria a um episódio de “recaída” [36]. 

Embora esse modelo de autoadministração a longo prazo que estabelece uma condição 

hipodopaminérgica seja capaz de explicar alguns comportamentos relacionados ao vício, 

também existe um modelo de autoadministração intermitente que leva à sensibilização, 

possivelmente um mecanismo com bases neurobiológicas diferentes das observadas na 

tolerância [37].    

  A sensibilização seria o aumento da atividade motora e das respostas comportamentais 

estereotipadas após a exposição repetida à cocaína, relacionada a mudanças neuroadaptativas. 

Essas mudanças podem ser acompanhadas a partir de padrões de descarga (oscilações) que 

dependem da atividade coordenada dos neurônios, isto é, da arquitetura anatômica de uma 

população de neurônios [38]. A intensidade de uma oscilação de baixa frequência (~ 0,8 Hz) 

nos disparos dos neurônios da área tegmental ventral apresentou correlação com o nível de 

sensibilização [39].  Fatores ambientais como locais, situações e objetos podem desencadear 

essa mesma exacerbação [40,41].  

 A cocaína é metabolizada por hidrólise espontânea e esterases teciduais para 

benzoilecgonina e através da buritilcolinesterase no plasma em éster metílico de ecgonina [42]. 

Esses sãos os metabólitos majoritários, sendo ambos farmacologicamente inativos. Além deles, 

destaca-se a formação de norcocaína, um metabólito minoritário ativo da cocaína, promovida 

pela desmetilação da cocaína por enzimas hepáticas do citocromo P-450 [43]. A norcocaína 

pode ser metabolizada para N-hidroxinorcocaína, nitróxido de norcocaína e íon norcocaína 

nitrosônio. Essas espécies químicas geradas são reativas e produzem, principalmente, espécies 

reativas de oxigênio, responsáveis por efeitos de toxicidade observados no fígado, sistema 

nervoso central, sistema cardiovascular, sistema genital e nos rins [44]. Um fator que também 

contribui para a toxicidade dessas espécies reativas de oxigênio é a interrupção de uma parte 

do sistema de defesa antioxidante, a glutationa, existindo evidências de que a redução em sua 

atividade esteja atrelada aos comportamentos induzidos por cocaína [45]. 

A detecção da cocaína ou seus metabólitos pode ser realizada em fluidos corporais como 

saliva, urina, sangue e nos fios de cabelo, onde se acumulam. O limite de tempo para detecção 

de cocaína, benzoilecgonina ou cocaetileno, um metabólito derivado do uso conjunto de cocaína 

e álcool,  nos fios de cabelo é de 6 meses após o início da abstinência [46]. Na saliva, a detecção 

de cocaína ou benzoilecgonina, após uso de uma dose de 100 mg de cocaína, pode ser realizada 
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de 1-2 dias [47]. Não é viável detectar cocaína a longo prazo em amostras de sangue ou plasma 

devido ao baixo tempo de meia-vida nessas matrizes [48], mas através da benzoilecgonina 

também é possível obter resultados na faixa de 1-2 dias após o uso. Na urina, o tempo de 

detecção assim como em outros fluidos depende da dose administrada, podendo a 

benzoilecgonina ser detectada quando administrada doses extremamente altas até 3 semanas 

depois [49]. 
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1.4 Vacina para dependência de cocaína: características e mecanismo de ação 

 

Uma vacina para dependência de cocaína ao elicitar a formação de anticorpos de alta 

afinidade faz com que as moléculas de cocaína sejam retidas na corrente sanguínea por não 

conseguirem ultrapassar a barreira hematoencefálica, sendo esse efeito dependente da 

concentração de anticorpos e da concentração plasmática da cocaína [50]. As moléculas retidas 

são metabolizadas majoritariamente em benzoilecgonina e éster metílico de ecgonina, ambos 

farmacologicamente inativos [51]. Contudo, a norcocaína, que se trata de um metabólito 

minoritário, é capaz de suscitar efeitos semelhantes ao da cocaína. Isso faz com que seja 

desejável que os anticorpos gerados pelo processo de imunização sejam capazes de reconhecer 

a cocaína, bem como seus metabólitos ativos [52]. 

Nesse sentido, uma vacina para dependência de cocaína consegue ajudar um usuário a 

manter abstinência caso seja de sua vontade abandonar o vício. Além disso, evita possíveis 

casos de overdose. Essas funcionalidades vão ao encontro dos objetivos da nova Política 

Nacional sobre Drogas determinada pelo decreto N° 9761, de 11 de Abril de 2019 na qual é 

instaurado que “as ações, os programas, os projetos [...] objetivarão que as pessoas mantenham-

se abstinentes em relação ao uso de drogas” e “buscar equilíbrio entre as diversas frentes que 

compõem de forma intersistêmica a Pnad [...] em políticas de redução da demanda (prevenção, 

promoção e manutenção da abstinência [...], suporte social e redução dos riscos e danos sociais 

e à saúde [...])”  

As vacinas para dependência de cocaína pertencem à classe de vacinas conjugadas uma 

vez que a cocaína não é uma molécula imunogênica por si só. A cocaína é, então, um hapteno, 

uma molécula de baixo peso molecular que, apesar de ser reconhecida por alguns anticorpos 

específicos, não desencadeiam etapas como geração de células B de memória [53]. Dessa 

forma, conjuga-se a cocaína a uma proteína carreadora, que se trata de uma proteína que já se 

sabe gerar uma resposta imune. Essa conjugação envolve a formação de ligação covalente entre 

a molécula de cocaína e algum resíduo de aminoácido na superfície da proteína. As proteínas 

carreadoras se diferenciam em estrutura, quantidade de anticorpos e quantidade de haptenos 

que podem carregar [54].  

Inicialmente, a estrutura hapteno-proteína carreadora é capturada por uma célula 

dendrítica folicular, uma célula apresentadora de antígenos (APC), e encaminhada para os 

linfonodos, onde dois tipos celulares primordiais à resposta humoral estão presentes: célula B 

e linfócito T auxiliar [55]. Então, a estrutura hapteno-proteína carreadora é apresentada ao 
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receptor da célula B que se trata de um anticorpo que reconhece a estrutura do hapteno ou da 

proteína carreadora. Paralelamente, as moléculas de HLA da Classe II são sintetizadas no 

retículo endoplasmático e associadas a uma proteína denominada cadeia invariante. O 

complexo de Golgi é responsável por transportá-las em vesículas exocíticas que se fundem com 

os endossomos. Ao início do transporte, ocorre a clivagem da cadeia invariante deixando apenas 

um pequeno fragmento que ocupa o sítio de ligação do HLA da Classe II, o peptídeo de classe 

invariante associado à classe II (CLIP) [56]. 

A partir daí a estrutura hapteno-proteína carreadora é submetida ao processamento 

mediado por proteases, como catepsinas, em ambiente ácido, após fusão do endossomo com 

lisossomo [57]. Dessa forma, são gerados peptídeos que podem ou não estar conjugados a 

molécula de cocaína. O CLIP é removido pela ação da molécula HLA-DM, possibilitando que 

os peptídeos gerados a partir dos antígenos se liguem à fenda do HLA da Classe II.  

O complexo peptídeo-HLA da Classe II migra para a superfície da célula B, onde vai 

ser apresentado para o receptor do linfócito T auxiliar. Assim, dois mecanismos de apresentação 

são possíveis: o de um peptídeo não conjugado à cocaína e o de um peptídeo conjugado à 

cocaína [58]. O primeiro possui comprovação enquanto o segundo foi observado apenas uma 

vez durante um experimento com vacinas para polissacarídeos, que também são vacinas 

conjugadas [59]. 

Quão maior a estabilidade do complexo peptídeo-HLA da Classe II, maior a chance do 

peptídeo ser capaz de estimular o linfócito T auxiliar, o qual é responsável por liberar citocinas, 

sinalizadores que regulam o processo de maturação de afinidade [60]. 

As etapas até aqui descritas ocorrem na zona clara de uma estrutura denominada centro 

geminal. A célula B que contém o anticorpo que reconhece alguma porção da estrutura hapteno-

proteína carreadora migra para a zona escura, região em que ocorre a expansão clonal dessa 

célula B, formando células idênticas que sejam igualmente capazes de estimular a liberação de 

citocinas. Ao mesmo tempo, algumas dessas células passam por hipermutação somática, uma 

mutação nos genes que altera aminoácidos localizados no sítio de ligação do receptor da célula 

B [61].  Essas células B mutadas retornam a zona clara para serem testadas. Caso sejam capazes 

de reconhecer alguma porção da sequência da estrutura hapteno-proteína carreadora e 

promover, por fim, a liberação de citocinas por linfócitos T auxiliares, essas células mutadas 

também são submetidas a expansão clonal. Caso contrário, elas sofrem apoptose celular. Nesse 

sentido, essas mutações auxiliam na produção de anticorpos de maior afinidade já que as células 
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B primárias e as células B mutadas competem entre si, o que dá nome ao processo “maturação 

de afinidade” [62]. 

Figura 2 - Maturação de afinidade no centro geminal 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Legenda: Na zona clara, as células B com anticorpos distintos em sua superfície competem pela estrutura hapteno-

proteína carreadora apresentada por uma célula apresentadora de antígenos (em azul). As células B que possuírem 

maior afinidade pelo antígeno e conseguirem estimular a liberação de citocinas pelas células T auxiliares migram 

para a zona escura onde são submetidas a expansão clonal e hipermutação somática, esta última gerando células 

B com mutações nos anticorpos. Essas novas células B migram para a zona clara, passando pela seleção já descrita. 

As células B que não forem capazes de promover a ativação de células T auxiliares sofrem apoptose. 

 

As moléculas de HLA da classe II possuem sítio de ligação aberto o que possibilita que 

se liguem a um repertório de peptídeos de diversos tamanhos [63]. Nos humanos, elas são 

codificadas em três loci principais: HLA- DP, -DQ e -DR. Cada molécula é constituída por duas 

cadeias, α e β, cada uma produzida pela tradução de um gene diferente. O polimorfismo desses 

genes é uma característica bem notável, principalmente para os genes que codificam a cadeia β 

[64]. Para o gene DRB que codifica a cadeia β da molécula de HLA-DR, já foram descobertos 
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e nomeados 4419 alelos possíveis que se traduzem em 2903 moléculas diferentes [65]. Os 

aminoácidos que se alteram de uma sequência para outra podem estar presentes no sítio de 

ligação ou nas regiões que o flanqueiam, influenciando diretamente nas interações 

intermoleculares que podem ser estabelecidas e, consequentemente, no repertório de peptídeos 

reconhecido por cada molécula. Destarte, deseja-se que uma vacina seja promíscua no sentido 

de gerar peptídeos que se liguem com afinidade ao maior número de alelos possíveis. Isso 

garante uma cobertura maior sobre a população [66]. 

Os genes do HLA se expressam de maneira codominante, isto é, os alelos herdados do 

pai e da mãe se expressam igualmente. Cada indivíduo herda um par de genes HLA-DQ (DQA1 

e DQB1, codificando as cadeias α e β), um par de genes HLA-DP (DPA1 e DPB1, codificando 

as cadeias α e β), o gene HLA-DRAα (DRA1) e um ou dois genes HLA-DRβ (normalmente, 

DRB1 ou DRB3, -4 ou -5). Então, um indivíduo heterozigoto pode herdar seis ou oito alelos de 

MHC de classe II, três ou quatro de cada progenitor. Além disso, algumas moléculas DQα 

codificadas em um cromossomo podem se associar com moléculas DQβ codificadas em outro 

cromossomo, resultando em um número de moléculas expressas de HLA de classe II maior que 

o esperado [56]. 

A nomenclatura dos alelos ocorre conforme a seguinte regra [67]: 

 

A numeração do grupo de alelos e da proteína HLA específica surgem, respectivamente, 

dos métodos de tipificação sorológico e molecular. O método sorológico mais comum é o 

método de citotoxicidade celular mediada por anticorpo e dependente de complemento. Essa 

técnica reconhece similaridades estruturais entre alelos, agrupando-os, porém, não sendo capaz 

de distingui-los individualmente. Dessa forma, para esse fim, são utilizadas técnicas baseadas 

em PCR e sequenciamento de DNA que conseguem determinar a sequência primária de cada 

proteína [68]. 
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1.5 Objetivos  

 

O objetivo geral é estudar potenciais candidatos a vacinas para a dependência de cocaína 

já testadas in vivo de forma a compreender e definir propriedades bioquímicas que contribuam 

para o sucesso desse tipo de vacina.   

 Os objetivos específicos podem ser elencados como: 

- Entender as limitações e potencialidades relacionadas à formulação estrutural de 

vacinas conjugadas, principalmente aquelas pertinentes à eficácia in vivo e à interação com as 

moléculas HLA de classe II.  

- Determinar a natureza e a estabilidade das interações intermoleculares estabelecidas na 

apresentação do antígeno pelas moléculas de HLA de classe II; 

- Investigar os mecanismos de apresentação de peptídeos conjugados e não conjugados; 

- Guiar o desenvolvimento de uma vacina para dependência de cocaína, oferecendo 

percepções sobre os caminhos a serem ou não seguidos. 
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2. Capítulo 2: TÉCNICAS IN SILICO PARA INVESTIGAÇÃO DO PROBLEMA 

 

2.1 Docking 

 

O docking consiste em uma técnica que prediz a conformação e orientação de um 

possível ligante dentro do sítio de ligação de uma molécula alvo. Essa predição pode ser 

compreendida por meio de dois processos principais: amostragem conformacional do ligante e 

avaliação das interações intermoleculares [69]. A amostragem conformacional do ligante é 

realizada por meio de um algoritmo de busca que se ramifica em três categorias: sistemático, 

estocástico ou determinístico. O algoritmo de busca sistemático explora basicamente todo o 

espaço conformacional por alterar os parâmetros estruturais de forma incremental, o que pode 

levar a um problema de explosão combinatória [70]. Esse problema pode ser contornado ao 

substituir a busca sistemática exaustiva por uma busca baseada em fragmentos, na qual um 

fragmento é tratado como rígido e ancorado a uma região complementar no sítio de ligação e 

os outros são acrescidos a ele enquanto são submetidos ao algoritmo de busca [71]. Outra 

alternativa possível é a geração prévia de um ensamble conformacional, restringindo assim o 

número de poses candidatas [72].  

O algoritmo de busca estocástico altera aleatoriamente os graus de liberdade 

(translacional, rotacional e conformacional) do ligante gerando poses que são avaliadas por um 

critério probabilístico. Apesar de gerar poses diversificadas, esse algoritmo não garante a 

convergência para um mínimo global, sendo necessário então que seja performado múltiplas 

vezes para garantia de um resultado ótimo [73]. No algoritmo de busca determinístico, o estado 

do ligante a cada iteração é determinado pelo estado anterior, levando a uma minimização da 

energia que pode aprisionar o sistema em um mínimo local [74].  Como exemplo de algoritmo 

de busca estocástico, pode-se citar o algoritmo genético em que valores de variáveis são 

utilizados para descrição da translação e orientação do ligante, sendo sua manipulação e 

interpretação associados a conceitos biológicos [75]. 

Grolmusz e Ördög (1994) [76] explicam como as ideias baseadas na linguagem da 

genética e da evolução podem ser aplicadas ao desenvolvimento de um algoritmo 

Um indivíduo é um ponto no espaço de busca, e seu genótipo é a fita de 

números (ou vetor) que o descreve. O fenótipo é a coleção de atributos do indivíduo, 

e sua aptidão é o valor da função correspondente ao indivíduo. Uma população é 

simplesmente uma coleção de indivíduos. O algoritmo primeiro seleciona uma 

população de indivíduos (geralmente aleatórios) que formam a primeira geração, 
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então entra em um ciclo de derivar a enésima geração de indivíduos a partir da geração 

anterior. Toda geração possui o mesmo tamanho fixo. Um ciclo do algoritmo 

performa uma seleção e aplica operadores de variação aos indivíduos da população 

atual. 

 No docking molecular, o genótipo corresponde aos parâmetros que descrevem a 

translação, orientação e conformação do ligante em relação à molécula receptora, ao passo que 

o fenótipo equivale às coordenadas atômicas. A aptidão é avaliada por uma função de energia 

que avalia as interações envolvidas no processo de ligação, sendo utilizada como critério 

durante a seleção para decidir quais poses permanecem a cada iteração. As poses de cada 

geração podem sofrer mutação (alteração aleatória de algum parâmetro do genótipo) ou 

crossover (quando um par de poses gera novas poses com parâmetros herdados de ambos 

precursores) [77].  

 Quanto às funções de pontuação, elas podem se encaixar em cinco categorias: i) 

baseadas em físicas, ii) em métodos de mecânica quântica, iii) em conhecimento, iv) em 

aprendizado de máquina ou v) empíricas [78].  

As funções de pontuação baseadas em física se dividem em duas outras categorias: 

baseadas em campo de força e em métodos de mecânica quântica. As funções de pontuação 

baseadas em campo de força consistem em equações de energia potencial que descrevem as 

interações eletrostáticas e de van der Waals entre os pares de átomos proteína-ligante. 

Naturalmente, essas funções não levam em consideração a contribuição entrópica associada à 

mudança torcional do ligante e ao efeito do solvente, sendo aprimoradas pela criação de 

modelos que levam em consideração esses fatores entrópicos [79].  

As funções de pontuação baseadas em métodos de mecânica quântica geralmente levam 

a uma melhor acurácia em comparação à mecânica molecular já que descrevem fenômenos que 

requerem o tratamento explícito dos elétrons: formação de ligação covalente, polarização, 

transferência de carga, rearranjo de ligações químicas e ligações de halogênio. Devido ao alto 

custo computacional desses cálculos, é mais comum que seja empregada uma versão híbrida de 

mecânica quântica e mecânica molecular, sendo a primeira aplicada somente ao ligante e seus 

arredores [80].   

Já as funções de pontuação empíricas consistem em equações em que são atribuídos 

coeficientes a cada fator energético, sendo estes otimizados a partir de uma regressão 

performada sobre dados de afinidade proteína-ligante de um conjunto de treinamento bem 

caracterizado [81]. Representa uma alternativa computacionalmente eficiente devido à 

simplicidade dos termos e permite que descritores de qualquer tipo sejam correlacionados com 
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a energia livre de ligação [82]. O AutoDock, por exemplo, emprega uma função de pontuação 

classificada em seu guia como semiempírica por possuir a estrutura associada a um campo de 

força, porém sendo ponderada por constantes ajustadas a valores experimentais (equação 1) 

[83].  

𝑆 = 𝑊𝑣𝑑𝑤 ∑(

𝑖,𝑗

𝐴𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
12

−
𝐵𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
6

) + 𝑊ℎ𝑏 ∑ 𝐸(𝑡)

𝑖,𝑗

(
𝐶𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
12

−
𝐷𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
10

) + 𝑊𝑒𝑙𝑒 ∑
𝑞𝑖𝑞𝑗

𝜀(𝑟𝑖𝑗)𝑟𝑖𝑗𝑖,𝑗

+ 𝑊𝑠𝑜𝑙 ∑(𝑆𝑖𝑉𝑗

𝑖,𝑗

+ 𝑆𝑗𝑉𝑖)𝑒
(−

𝑟𝑖𝑗
2

2𝜎2)

 

Equação 1: Função de pontuação semiempírica do Autodock 4.2 

 

Na Equação 1, as constantes Wvdw, Whb, Wele e Wsol foram calibradas conforme a energia 

livre empírica obtida de constantes de ligação obtidas experimentalmente. 

O primeiro termo é um potencial 6/12 (Lennard-Jones) que descreve interações 

intermoleculares dispersivas (forças de Van der Waals) e repulsivas cujos parâmetros são 

baseados no campo de força Amber. O segundo termo, por sua vez, é um potencial 10/12 

voltado para as ligações hidrogênio, no qual os parâmetros C e D são ajustados para atribuir o 

máximo de energia potencial de 5 kcal mol-1 em ligações hidrogênio de 1,9 Å com oxigênio ou 

nitrogênio, e o máximo de energia potencial de 1 kcal mol-1 a 2,5 Å com enxofre. A função E(t) 

é responsável por averiguar a direcionalidade com base no ângulo t da geometria ideal de uma 

ligação hidrogênio. O terceiro termo descreve o potencial de Coulomb enquanto o último é um 

potencial de dessolvatação baseado no volume dos átomos (V) que circunvizinham um dado 

átomo e o isola do solvente, ponderado por um parâmetro de solvente (S) e um termo 

exponencial dependente de distância.   

As funções de pontuação baseadas em conhecimento derivam os potenciais desejados 

por meio das estruturas tridimensionais de um grande conjunto de complexos proteína-ligante 

de acordo com o inverso do princípio estatístico de Boltzmann. Assim, assume-se que a 

frequência de um par de átomos em diferentes distâncias está relacionada à posição ótima dos 

átomos dos ligantes em relação aos átomos da molécula receptora e se converte essa frequência 

em um potencial de força média [84].  

Por último, existem também as funções de pontuação baseadas em aprendizado de 

máquina que incluem a utilização de diversos algoritmos como máquina de vetores de suporte, 

floresta aleatória, rede neural artificial, e aprendizagem profunda [78]. 
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2.2 Quimiometria 

 

A Análise de Componentes Principais (PCA) é uma técnica de aprendizagem não 

supervisionada aplicada sobre um conjunto de dados de alta dimensão com o intuito de diminuir 

a dimensionalidade e possibilitar a observação de tendências e padrões [85].  

As variáveis originais são combinadas linearmente para formar variáveis latentes, 

também conhecidas como componentes principais. Os pesos que ponderam as variáveis 

originais são otimizados de modo a maximizar a variância observada na variável latente, o que 

significa que a maior parte da informação relevante está sendo retida. Cada variável latente é 

construída ortogonalmente às demais, de forma sempre a abranger a variação ainda não 

explicada. Trata-se de um problema de álgebra linear em que se busca o autovetor de maior 

valor da matriz de covariância [86]. 

 Os elementos dos autovetores (pesos) são denominados loadings por meio dos quais é 

possível determinar a contribuição de cada variável original para a construção das componentes 

principais enquanto os elementos da combinação linear são denominados scores, sendo 

correspondentes ao valor das amostras (coordenadas) no novo espaço dimensional [87]. A 

proximidade de duas amostras no espaço definido pelas componentes principais indica uma 

similaridade entre elas, assim como a posição dos vetores unitários das variáveis originais 

define uma correlação positiva ou negativa observada na representação gráfica dos loadings 

[88].  

Os dados podem ser submetidos a um pré-processamento antes da análise primária, o 

qual consiste em uma operação matemática com o intuito de remover fontes indesejáveis de 

variação que podem afetar o resultado da análise de dados, como dados faltantes, ruído, 

variáveis com grande diferença de intensidade, linha de base, efeitos multiplicativos e 

mudanças de pico [89]. O pré-processamento pode ser realizado sobre as amostras (linhas da 

matriz de dados) ou sobre as variáveis (colunas da matriz de dados). Os principais tipos de pré-

processamento sobre as variáveis incluem centrar os dados na média e autoescalar. Dados 

centrados na média são obtidos quando a média de cada variável é subtraída de seus respectivos 

elementos ao passo que autoescalar envolve centrar na média seguido pela divisão de cada 

elemento de uma variável pelo seu desvio padrão [90]. 

A regressão por mínimos quadrados parciais (PLS) consiste em performar uma PCA 

sobre a matriz de variáveis independentes e, depois, utilizar as componentes principais obtidas 

como regressores da matriz de variáveis dependentes. Como as componentes principais são 

ortogonais, esse tipo de regressão é adequada para os casos em que o número de observações é 
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maior que o número de preditores, o que implica em multicolinearidade entre as variáveis [91]. 

Contudo, não há garantia que as primeiras componentes principais que explicam a variação da 

matriz de variáveis independentes sejam relevantes para explicar a informação da matriz de 

variáveis dependentes. A estratégia empregada na PLS é a decomposição simultânea de ambas 

matrizes de forma que as componentes extraídas expliquem o máximo da covariância entre elas 

[92].  

O cálculo do erro de validação pode ser feito por meio de amostras independentes que 

não foram utilizadas durante a etapa de calibração do modelo de regressão ou pelo emprego de 

validação cruzada. A validação cruzada consiste em deixar n-amostras fora do conjunto de 

validação, utilizando-as posteriormente para mensurar a capacidade preditiva do modelo. Esse 

procedimento é repetido até que todas as amostras sejam empregadas no conjunto de validação.  
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2.3 DFT 

 

A mecânica quântica provém de uma descrição de sistemas químicos a partir da 

aplicação de operadores apropriados sobre uma função de onda 𝝍 cujo resultado são variáveis 

observáveis.  

 O produto da função de onda 𝝍 com seu complexo conjugado 𝝍* (𝝍|𝝍*) possui 

unidade de densidade de probabilidade. A probabilidade que um sistema químico seja 

encontrado em uma região do espaço multidimensional é igual à integral de (|𝝍|2) sobre essa 

região do espaço [93,94].  

Alguns postulados definem restrições quanto ao que constitui uma função de onda 

aceitável: a integral normalizada de |𝝍|2 sobre todo o espaço deve ser igual a 1, o que significa 

que a função de onda deve ser quadraticamente integrável. Além disso, 𝝍 deve ser contínua e 

ter um único valor associado a cada ponto do domínio [95].   

O operador que retorna a energia E do sistema é denominado Hamiltoniano 𝑯, a partir 

do qual podemos descrever a equação de Schrödinger independente do tempo, não-relativística 

(equação 2). 

𝑯𝝍 = E𝝍 

Equação 2: Equação de Schrödinger independente do tempo, não-relativística 

 A forma mais comum do operador Hamiltoniano, capaz de descrever sistemas com 

múltiplos elétrons interagindo, leva em consideração cinco contribuições para a energia total 

do sistema: energia cinética dos elétrons; energia cinética dos núcleos; atração dos elétrons e 

núcleos; repulsão intereletrônica e repulsão internuclear [96] (equação 3).  

𝐻 = − ∑
ℏ

2𝑚𝑒
𝛻𝑖

2

𝑖

− ∑
ℏ

2𝑚𝑘
𝛻𝑘

2

𝑘

−  ∑ ∑
𝑒2𝑍𝑘

𝑟𝑖𝑘
𝑘

 

𝑖

+ ∑
𝑒2

𝑟𝑖𝑗
𝑖<𝑗

+  ∑
𝑒2𝑍𝑘𝑍𝑙

𝑟𝑘𝑙
𝑘<𝑙

   

Equação 3: Operador Hamiltoniano 

 onde i e j percorrem os elétrons, k e l percorrem os núcleos, ℏ é a constante de Planck 

dividida por 2π, me é a massa do elétron, mk é a massa do núcleo k, 𝛁2 é o operador Laplaciano, 

e é a carga de um elétron, Z é o número atômico e rab é a distância entre partículas a -b. 

A correlação do movimento entre as partículas faz com que seja difícil expressar funções 

de ondas precisas. Uma forma de simplificar esse problema é adotar a aproximação de Born-

Oppenheimer [97], a qual assume que o movimento dos núcleos é mais lento que o movimento 

dos elétrons. Assumindo-se posições fixas para os núcleos, o termo da energia cinética nuclear 

se torna independente dos elétrons, a correlação do termo potencial de atração elétron-núcleo é 
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eliminada e o termo potencial de repulsão núcleo-núcleo se torna apenas uma constante para 

determinada geometria [98].  

 Uma função tentativa Φ pode ser construída a partir de uma função de variação linear, 

isto é, uma combinação linear de funções de onda já conhecidas 𝜑𝑖 (conjunto de bases) 

ponderadas por coeficientes 𝑎𝑖 (equação 4). Essa abordagem dá origem a métodos como a 

Combinação Linear de Orbitais Atômicos (LCAO), muito utilizada para construção de orbitais 

moleculares [99]. 

Φ =  ∑ 𝑎𝑖𝜑𝑖

𝑁

𝑖=1

  

Equação 4: Função de Variação Linear 

Determinado o conjunto de bases para descrever o sistema químico, buscam-se por 

coeficientes que possam minimizar a energia para todas as combinações lineares possíveis do 

conjunto de bases. A condição para uma função estar em seu mínimo é que suas derivadas em 

relação a suas variáveis independentes seja zero.  

O Princípio Variacional (equação 5) provê um parâmetro que permite a escolha de uma 

função 𝜱 que descreva o estado fundamental de um sistema (mesmo que as funções 𝝍i sejam 

desconhecidas). Uma vez que qualquer função de onda sempre apresente energia maior ou igual 

àquela do estado fundamental, a qualidade das funções de onda, determinadas por quaisquer 

métodos,  podem ser determinada pelo seu valor de energia associado, sendo que valores 

menores indicam que a função 𝜱 se aproxima mais do comportamento real do sistema [100].  

∫ Φ𝐻Φdr

∫ Φ2𝑑𝑟
 ≥  𝐸0  

Equação 5: Princípio Variacional 

 A partir do formalismo de um elétron, o qual assume que a energia de um sistema de 

muitos elétrons pode ser determinada simplesmente através da soma de orbitais ocupados com 

um único elétron, desenvolveu-se um modelo de aproximação capaz de lidar com os efeitos 

eletrônicos: as funções de onda produto Hartree [101].  

O hamiltoniano Hartree assimila a repulsão intereletrônica por meio de um termo que 

representa a interação de um elétron com um campo potencial médio representado pelos demais 

elétrons [102] (equação 6). 

ℎ𝑖 = −
1

2
𝛻𝑖

2 −  ∑
𝑍𝑘

𝑟𝑖𝑘

𝑀

𝑘=1

+ ∑ ∫
𝜌𝑗

𝑟𝑖𝑗
𝑗≠𝑖

𝑑𝑟  

Equação 6: Hamiltoniano Hartree 
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onde i e j percorrem os elétrons, k percorre os núcleos, 𝛁 é o operador Laplaciano, Z é o número 

atômico, rab é a distância entre partículas a -b e 𝜌𝑗é a densidade da carga associada ao elétron 

j.  

 Hartree propôs o algoritmo iterativo chamado método do campo autoconsistente (SCF). 

O primeiro passo do processo SCF é a suposição das funções de onda para todos os orbitais 

moleculares ocupado, utilizando-as para montar os operadores hamiltonianos de um elétron 

necessários. A solução da equação de Schröndiger fornece um novo conjunto de funções de 

onda. Dessa forma, os hamiltonianos de um elétron passam a ser formados por funções de onda 

mais acuradas para obter o campo potencial médio, sendo esse processo repetido para obter 

gradativamente melhores funções de onda. O algoritmo só chega ao fim quando a diferença 

entre dois conjuntos de funções de onda sucessivos se encaixa em determinado critério limite, 

idealmente até a função de início e de saída do algoritmo seja as mesmas [103,104].  

 A princípio, a função de onda produto-Hartree não satisfazia ao princípio de Pauli que 

determina que as funções de onda sejam antissimétricas, isto é, o sinal das funções de onda 

eletrônicas deve mudar sempre que as coordenadas de dois elétrons são trocadas. Isso também 

quer dizer que não pode existir mais de um elétron descrito pelos mesmos números quânticos. 

Modificações para contornar esse problema foram realizadas por Fock e, por essa razão, o 

método passou a ser denominado Hartree-Fock SCF [99].   

 Em termos práticos, o método Hartree-Fock SCF não é aplicado a moléculas grandes, 

principalmente, devido à transformação das integrais de repulsão de dois elétrons de quatro 

índices, envolvida  no cálculo de efeitos de correlação [105]. Cada índice é executado sobre o 

número total de funções de base, sendo assim, existem a princípio N4 integrais para serem 

avaliadas. Esse comportamento que escala conforme o tamanho do conjunto de bases representa 

um empecilho para a teoria Hartree-Fock [106]. 

 A partir desse entrave, existem duas abordagens principais: as teorias semiempíricas e 

a teoria ‘ab initio’. As teorias semiempíricas propõem a aproximação de integrais de dois 

elétrons por meio da parametrização de valores experimentais para simplificar a solução das 

equações HF [107]. Enquanto isso, a teoria ‘ab initio’ acredita que as equações HF no limite de 

um conjunto de bases infinito são o caminho para a solução exata da equação de Schrödinger, 

sendo necessário uma correção à energia de correlação eletrônica que não é tratada pela teoria 

HF por si só [108].  

 Uma alternativa ao uso das funções de onda para determinação da energia e demais 

propriedades de um sistema químico é a utilização da densidade eletrônica por meio da teoria 

denominada Teoria do Funcional de Densidade (DFT). Hohenberg–Kohn conseguiram 
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demonstrar que a construção de um hamiltoniano é possível pois toda a informação química de 

um sistema está contido na densidade eletrônica: a integral da densidade define o número de 

elétrons, os máximos da densidade definem as posições dos núcleos e a altura dos máximos 

define as cargas nucleares [109]. Além disso, eles demonstraram que a densidade eletrônica 

obedece ao princípio variacional. Kohn e Sham foram responsáveis por definir o funcional de 

densidade [110] (equação 7). 

 𝐸[𝑝(𝑟)] = 𝑇𝑛𝑖[𝑝(𝑟)] + 𝑉𝑛𝑒[𝑝(𝑟)] + 𝑉𝑒𝑒[𝑝(𝑟)] + 𝛥𝑇[𝑝(𝑟)] + 𝛥𝑉𝑒𝑒[𝑝(𝑟)]  

Equação 7: Funcional de Densidade 

 Os termos se referem respectivamente à: energia cinética para elétrons não interagentes, 

interação elétron-núcleo, repulsão clássica elétron-elétron, correção para a energia cinético 

devido à natureza interativa dos elétrons e correção não clássica para o termo de repulsão 

elétron-elétron. Os dois últimos termos geralmente são tratados juntos num termo denominado 

energia de troca e correlação, 𝐸𝑥𝑐. As diferentes possibilidades de tratamento dessa energia dão 

origem aos vários funcionais existentes. 

 Uma das abordagens para obtenção de 𝜀𝑥𝑐 é a Aproximação de Densidade Local (LDA), 

na qual se assume que o valor de 𝜀𝑥𝑐 em qualquer posição r pode ser calculado exclusivamente 

através do valor de 𝑝 naquela posição [111]. Entre os funcionais de densidade que se encaixam 

nessa definição, aquele com mais aplicações é derivado da análise de um gás de elétrons 

homogêneo, onde a densidade possui o mesmo valor em toda posição. Quando esse funcional 

leva em consideração a polarização de spin, geralmente recebe a nomenclatura Aproximação 

de Spin-Densidade Local (LSDA) [112]. 

 Como tipicamente a densidade eletrônica está longe de assumir uma uniformidade 

espacial, a abordagem LDA apresenta limitações. Assim, desenvolveram-se funcionais que 

calculam a energia de troca e correlação a partir do valor da densidade e do gradiente da 

densidade, denominados “Aproximação do Gradiente Generalizado” (GGA) [113]. 

Geralmente, esses funcionais são construídos com a correção do gradiente sendo adicionada ao 

valor do funcional LDA. 

 Além das aproximações propostas acima, existem os funcionais híbridos que são 

considerados métodos de conexão adiabática. Nesses métodos, a energia de troca e correlação 

é obtida por meio da contribuição da energia exata de um sistema de elétrons fracamente 

interagentes, dada pelo cálculo da energia Hartree-Fock 𝐸𝑥
𝐻𝐹utilizando os orbitais Kohm-Sham, 

acrescida de uma contribuição 𝐸𝑥𝑐
𝐷𝐹𝑇 determinada por algum funcional DFT. Essas 

contribuições são ajustadas por uma constante 𝛼 a ser otimizada [114] (equação 8). 
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𝐸𝑥𝑐 = (1 − 𝛼)𝐸𝑥𝑐
𝐷𝐹𝑇 + 𝛼𝐸𝑥

𝐻𝐹   

Equação 8: Funcionais Híbridos 

 Como extensão dessa proposta e forma de aumentar a exatidão dos cálculos, outros 

funcionais que levam em consideração mais parâmetros ajustáveis foram criados, como o 

B3LYP [115,116] (equação 9). 

𝐸𝑥𝑐
𝐵3𝐿𝑌𝑃 = (1 − 𝑎)𝐸𝑥

𝐿𝑆𝐷𝐴 + 𝑎𝐸𝑥
𝐻𝐹 + 𝑏𝛥𝐸𝑥

𝐵 + (1 − 𝑐)𝐸𝑐
𝐿𝑆𝐷𝐴 + 𝑐𝐸𝑐

𝐿𝑌𝑃  

Equação 9: Funcional B3LYP 

 onde 𝑎 = 0,20,  𝑏 = 0,72, 𝑐 = 0,81,  𝐸𝑥
𝐿𝑆𝐷𝐴 é a energia de troca para o funcional VWN3 

LSDA, 𝐸𝑥
𝐻𝐹é a energia de troca obtida pelo método HF, 𝛥𝐸𝑥

𝐵 é a correção da energia de troca 

proposta por Becke,  𝐸𝑐
𝐿𝑆𝐷𝐴 é a energia de correlação para o funcional VWN3 LSDA e 𝐸𝑐

𝐿𝑌𝑃 

é a energia de correlação para o funcional Lee-Yang-Parr. 

 Esse funcional se popularizou principalmente pela boa capacidade preditiva de 

propriedades moleculares, sendo bem validado para sistemas orgânicos [117]. E mesmo após o 

desenvolvimento de funcionais que corrigem as desvantagens apresentadas no B3LYP, ele 

continua se destacando pelo relativo baixo custo computacional que compensa seus defeitos 

[118].  
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2.4 Dinâmica Molecular 

 

A Dinâmica Molecular consiste em um método de simulação computacional que 

permite acompanhar o movimento de todos os átomos de um sistema molecular ao longo do 

tempo por meio de um modelo físico que rege as interações interatômicas.  

Um dos princípios da Dinâmica Molecular é a solução numérica da equação de 

movimento de Newton cujo resultado provém os novos vetores de posição a cada passo da 

simulação [119]. Inicialmente, calcula-se a força atuante sobre cada átomo por intermédio da 

primeira derivada da energia potencial em relação às posições dos átomos. Dessa forma, 

determina-se a aceleração com base nas forças calculadas e na massa já conhecida dos átomos. 

Integrando-se a aceleração, obtém-se a velocidade cuja integral, por sua vez, resulta no 

deslocamento das partículas. Essas novas variáveis definem a energia potencial e cinética do 

sistema, a partir das quais será realizada sucessivas integrações da equação de movimento que 

definirão uma trajetória durante o tempo de simulação definido [120]. 

A energia potencial do sistema é definida a partir de um campo de força, uma função 

matemática que estabelece a dependência dessa grandeza com as coordenadas das partículas. 

Um típico campo de força possui termos referentes a comprimento e ângulos de ligação, 

ângulos diedros, torções, interações van der Waals e de Coulomb [121]. Como exemplo, temos 

os campos de forças GROMOS [122,123] que assumem a forma definida pela equação 10. 

𝐸𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙 = ∑
𝐾𝑏,𝑖

4𝑙𝑖𝑔𝑎çõ𝑒𝑠
(𝑏𝑖

2 − 𝑏𝑖,0
2)2 + ∑

𝐾𝜃,𝑖

2â𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜𝑠
(cos 𝜃𝑖 − cos 𝜃𝑖,0)2

+ ∑
𝐾𝜉,𝑖

2𝑖𝑚𝑝𝑟ó𝑝𝑟𝑖𝑜𝑠
(𝜉𝑖 − 𝜉𝑖,0)2 +  ∑ 𝐾𝜑,𝑖

𝑑𝑖𝑒𝑑𝑟𝑜𝑠
[1 + 𝑐𝑜𝑠δ𝑖 cos(𝑚𝑖𝜑𝑖)

+  ∑ 4𝜀𝑖,𝑗

𝑝𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑑𝑒 á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠

[ (
𝜎𝑖,𝑗

𝑟𝑖,𝑗
)

12

− (
𝝈𝑖,𝑗

𝑟𝑖,𝑗
)

6

] +
𝑞𝑖𝑞𝑗

4𝜋𝜀0𝑟𝑖,𝑗
+ 𝑅𝐹𝑖,𝑗 

Equação 10: Forma funcional de um típico campo de força GROMOS 

 Na equação 10, o primeiro termo avalia a variação do comprimento das ligações 

covalentes em relação ao seu valor de equilíbrio, Kb,i é uma constante de força em kJmol-1nm-

4. O segundo termo representa a deformação do ângulo entre átomos ligados covalentemente 

em relação ao valor de equilíbrio, K𝛉,i é uma constante elástica em kJmol-1. 

O terceiro termo leva em consideração ângulos impróprios que basicamente envolvem 

qualquer configuração angular não baseada em quatro átomos ligados sucessivamente, sendo 
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K𝜉,i a constante que define a altura da barreira de rotação. O quarto termo abrange a torção 

própria dos ângulos diedros, K𝝋,i é a barreira de rotação, m é o número de mínimos para a 

torção e δ é a diferença de fase do ângulo diedro (0 ou 180º). O sexto termo é a interação para 

átomos não ligados covalentemente, definida pelo potencial de Lennard-Jones. O penúltimo 

termo é o potencial de Coulomb e o último termo é a contribuição do método reaction field 

[124], utilizado para tratar as interações eletrostáticas de longo alcance. A partir de certo 

limite, o sistema começa a ser tratado como homogêneo por meio da representação de um 

contínuo dielétrico, capaz de ser polarizado pela distribuição de cargas do “soluto”.  

A fim de evitar efeitos de superfície que poderiam ser ocasionados por um tratamento 

isolado de um sistema finito, introduzem-se as chamadas condições periódicas de contorno. 

Essas condições consistem na replicação da caixa que contém o sistema químico, gerando 

imagens idênticas e equidistantes deste em todas as direções do espaço. Assim, durante as 

simulações, quando um átomo se move na caixa original, se move da mesma maneira em sua 

imagem periódica, o que leva a uma conservação da quantidade de átomos na caixa principal 

[125]. 

Os sistemas moleculares podem englobar fenômenos que variam em escala de tempo, o 

que é importante ser observado durante a determinação dos passos de integração que 

correspondem ao intervalo de tempo, Δt. Desse modo, Δt deve ser menor que o tempo 

correspondente ao(s) evento(s) de interesse bioquímico, sendo comum que assuma valores na 

faixa dos femtossegundos [126].Com o intuito de aumentar os passos temporais de integração 

e, consequentemente, reduzir o custo computacional dessa técnica, podem-se aplicar restrições 

moleculares que restringem os graus de liberdade que correspondem aos movimentos de maior 

frequência como os vibracionais [127].  

As simulações são capazes de auxiliar na avaliação da flexibilidade de uma biomolécula 

com estrutura determinada, o que permite a identificação de outras conformações que podem 

estar envolvidas no desempenho de sua função [128].  Por outro lado, conseguem refinar 

estruturas modeladas computacionalmente para que se aproximem da estrutura nativa [129]. As 

poses de ligações derivadas de docking molecular podem ser complementarmente analisadas 

por dinâmica molecular, sendo capaz de aumentar o poder preditivo de ligantes [130].  

Além disso, é possível determinar como o sistema sob análise se comporta quando 

submetido a alguma perturbação, o que inclui os ligantes ligados a ele, mutações ou 



37 
 

modificações pós-traducionais, presença de moléculas no ambiente, estado de protonação, 

temperatura, voltagem através da membrana, entre outros [131]. 

 Um dos passos da Dinâmica Molecular é o equilíbrio NPT e NVT que qualificam o 

sistema, respectivamente, em um ensemble isotérmico-isobárico e ensemble canônico. 

Ensembles são uma coleção de todos os possíveis estados de um sistema com estados 

microscópicos distintos, mas que representam um único estado termodinâmico [132]. O 

ensemble canônico garante que um número constante de átomos N, assim como um volume 

constante V e uma temperatura constante T sejam mantidos durante a simulação. Já o ensemble 

isotérmico-isobárico assegura que um número constante de átomos N, assim como uma pressão 

constante P e uma temperatura constante T sejam mantidos durante a simulação. Dessa maneira, 

a calibração permite uma comparação mais direta com os processos do mundo real que 

acontecem sob condições semelhantes, além de prover um jeito de lidar com as flutuações do 

sistema [133]. 

Em termos de análise de resultados, uma das técnicas mais comuns para determinar se 

o sistema químico realmente atingiu o equilíbrio (convergência) é a Raiz Quadrada do Desvio 

Quadrático Médio (RMSD) entre duas estruturas estáticas (equação 9).  

𝑅𝑀𝑆𝐷 =  √
1

𝑁
 ∑ (𝑁

𝑖=1 𝑟𝑖
𝑋 −  𝑟𝑖

𝑌)2      

Equação 11: RMSD 

onde N é igual ao número de átomos, i é o i-ésimo átomo, rX é a estrutura alvo (os frames da 

dinâmica molecular) e rY é a estrutura de referência (ponto de início da simulação). 

 Além disso, é comum realizar uma investigação sobre a formação de ligações 

hidrogênio entre o ligante e a proteína receptora, pois se trata de uma força intermolecular que 

confere bastante estabilidade ao complexo final. 

 

 

 

 

 

 



62 
 

5. CONCLUSÕES 

 

Em relação aos objetivos desse trabalho, conclui-se que os métodos computacionais 

foram hábeis em auxiliar no estudo aqui proposto. Na primeira parte desse estudo, embora os 

descritores físico-químicos e biológicos calculados para os peptídeos tenham sido suficientes 

para distinguir a proteína subunidade B da toxina da Cólera das demais proteínas carreadoras, 

eles não foram adequados para definir uma separação entre os alelos. Posteriormente, os 

descritores provenientes do docking, voltados ao caráter da interação peptídeo-hapteno-

molécula de HLA da classe II, não foram suficientes para definir a formação de agrupamentos 

baseados nas proteínas carreadoras, hapteno e alelos.  

 Buscando compreender as limitações e potencialidades relacionadas à formulação 

estrutural, as análises realizadas sobre os peptídeos não conjugados aos haptenos levaram à 

conclusão que a subunidade B da toxina da Cólera seria a pior escolha para proteína carreadora 

visto que a maior parte dos resíduos de lisina não se encontra acessível ao solvente e os 

peptídeos com possibilidade de ligação aos haptenos apresentam baixa promiscuidade. Por 

outro lado, a proteína BSA se destaca por gerar peptídeos que se ligam a quatro alelos 

diferentes, fator pertinente à eficácia in vivo. 

Aplicando o mesmo critério sobre as simulações de docking, segundo o mecanismo em 

que só o peptídeo ocupa o sítio de ligação da molécula HLA de classe II, a proteína BSA 

também se destaca como a melhor proteína carreadora por apresentar, em média, menor energia 

intermolecular na interação com todos os alelos. Considerando o possível mecanismo de 

apresentação da estrutura peptídeo-hapteno, a melhor combinação entre as analisadas, segundo 

o critério de afinidade, seria KLH-GND. Em termos da natureza e estabilidade das interações 

intermoleculares durante a apresentação do antígeno, os resultados indicaram que os haptenos 

predominantemente não prejudicam a apresentação, inclusive favorecendo ligações de van der 

Waals e ligações hidrogênio. O único alelo em que isso não se demonstrou verdade foi o 

DRA*0101/2-DRB1*0401. 

Com o intuito de investigar a factibilidade do mecanismo de apresentação do peptídeo 

não conjugado, analisou-se o comportamento do sistema químico durante a dinâmica 

molecular. No geral, para os casos verificados, o complexo peptídeo-hapteno-HLA de Classe 

II foi estável ao longo do tempo, indicando que esse mecanismo de apresentação é de fato 

possível.  As ligações hidrogênio formadas variaram consideravelmente em quantidade total e 

ocorrência nos frames da trajetória de um caso para o outro. Em termos energéticos, essa 

discrepância teria impacto direto na imunogenicidade da resposta imune. A mesma afirmação 
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não poderia ser feita em termos biológicos, uma vez que não se sabe com certeza a proporção 

desse tipo de apresentação. 

Como um todo, o trabalho forneceu percepções sobre os caminhos a serem seguidos 

(utilização de BSA como proteína carreadora considerando mecanismo de apresentação de 

peptídeo não conjugado e KLH considerando mecanismo de apresentação conjugado) ou não 

(utilização da subunidade B da toxina da cólera como proteína carreadora) durante a elaboração 

de uma vacina para dependência de cocaína, além de construir caminhos para pesquisa ainda 

mais profunda sobre a relação de moléculas HLA de classe II com vacinas conjugadas. Destarte, 

é importante entender todas as nuances envolvidas no mecanismo da apresentação de vacinas 

conjugadas, mais especificamente naquelas voltadas para a dependência de cocaína, para que 

finalmente seja possível atingir a eficácia clínica desejada, e, posteriormente, sejam utilizadas 

como estratégia de redução de danos. 
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