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RESUMO

Os quassinoides sdo terpenoides altamente oxigenados produzidos apenas por espécies
da familia Simaroubaceae. Os quassindides isobruceina B e neosergeolida apresentam
atividades antitumorais e antimalaricas experimentalmente comprovadas. Porem a
isobruceina B e a neosergeolida apresentam valores altos de citotoxidade, eles atingem
tanto as células neoplasicas como as células sadias, agindo da mesma forma contra o
plasmddio da maléria e as células sadias. Mediante a essa situacdo se faz necessario a
utilizacdo do docking molecular, que é um procedimento computacional capaz de prever
a melhor orientacdo e ligacdo entre duas moléculas. O docking indica um caminho para
a elaboracdo de farmacos e ajuda a diminui os problemas de citotoxidade atraves de
conformacdes. Nesse contexto, um estudo que combina dados quanticos e experimentais
em nivel de teoria do funcional da densidade (DFT) das propriedades estruturais,
vibracionais e eletrdnicas da isobruceina b e neosergeolida sdo apresentados. Para
obtencdo dos resultados foi utilizada a funcdo base 6-311G (2d,p) e o funcional de troca
e correlagdo introduzido por Axel Becke utilizando os parametros Lee-Yang-Parr
(B3LYP). Os dados de otimizagdo de geometria tedrica foram comparados com os dados
de raios X para uma estrutura similar na literatura associada, mostrando valores préximos.
O valor do gap HOMO-LUMO calculado mostra que a isobruceina B e a neosergeolida
sdo consideradas moléculas macias (reativas), cujo respectivos valores séo 4,96 (e.V) e
4,63 (e.V) e esta diretamente relacionada as propriedades quéanticas e fisico-quimicas das
moléculas. Através da verificacdo dos estudos de IV (Infra-vermelho) e dos MEPS
(Mapas de potencial eletrostatico) é possivel identificar uma possivel formagédo de
dimeros intermoleculares na isobruceina B, e esta forma dimérica é estabilizada através
de ligacBes de hidrogénio que revelaram varias vibracOes caracteristicas para a estrutura.
O estudo de docking molecular com o complexo Dihidrofolato Redutase de Plasmodium
vivax mostrou energias livres de ligacdo de -8,3 kcal / mol para a isobruceina B e de -9,3
kcal/mol para a neosergeolida, e isso sugere que a neosergeolida pode ser considerada
um bom composto lider no desenvolvimento de novos inibidores de DHFR do que a
pirimetamina, utilizada para o tratamento da malaria, a energia livre de ligacdo AG

apresentou um valor de -7,5 kcal / mol.

Palavras-chave: Isobruceina B, neosergeolida, DFT, Docking molecular.



ABSTRACT

The quassinoids are highly oxygenated terpenoids produced only by species of the family
Simaroubaceae. The quassionoids isobrucein B and neosergeolide have experimentally
proven antitumor and antimalarial activities. Nevertheless, isobrucein B and
neosergeolide have high cytotoxicity values, they affect both neoplastic cells and healthy
cells, acting in the same way against malaria plasmodium and healthy cells. Due to this
situation it is necessary to use molecular docking, which is a computational procedure
capable of predicting the best orientation and binding between two molecules. Docking
indicates a pathway for drug development and helps through conformations decrease
cytotoxicity problems. In this context, a study combining quantum and experimental data
on the density functional theory (DFT) of the structural, vibrational and electronic
properties of isobrucein b and neosergeolid are presented. To obtain the results, the base
function 6-311G (2d, p) and the exchange and correlation functional introduced by Axel
Becke using the Lee-Yang-Parr (B3LYP) parameters were used. The theoretical energy
optimization data were compared with the X-ray data for a similar structure in the
associated literature, showing close values. The calculated HOMO-LUMO gap values
show that isobrucein b and neosergeolid are soft (reactive) molecule whose values is 4.96
(e.V) and 4.63 (e.V) respectively and is directly related to the quantum and
physicochemical properties of both molecules. By checking the studies of IR (Infrared)
and MEPS (Electrostatic potential maps) it is possible to identify a possible formation of
intermolecular dimer in isobrucein B, and this dimeric form is stabilized through
hydrogen bonds that revealed several characteristic vibrations to the structure. The
molecular docking study with Plasmodium vivax Dihydrofolate Reductase complex
showed free binding energies of -8.3 kcal / mol for isobrucein B and -9,3 kcal/mol for
neosergeolid, and this suggests that neosergeolid can be considered a good leader
compound in the development of new inhibitors of DHFR than pyrimethamine, used for

the treatment of malaria, the binding free energy AG presented a value of -7.5 kcal / mol.

Keywords: Isobrucein B, neosergeolid, DFT, Molecular Docking.
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INTRODUCAO

O Brasil possui entre 15 a 20% da biodiversidade de todo o planeta, e é
provavelmente visto como o pais com a maior quantidade de espécies vegetais endémicas
(VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006). Apresentando, assim, uma fonte
imensa de substancias com potencial biologico para serem utilizados como futuros
farmacos contra diversas doencas que prejudicam a populacdo brasileira e mundial (DEL
FIOL et al., 2010). Isso porque na constituicdo das plantas estdo presentes substancias
que possuem uma gama de atividades bioldgicas, podendo ser dessa forma utilizados na
producdo de farmacos essenciais no tratamento de diversas doencas como, por exemplo,
as diferentes variagdes da malaria (FRAUSIN et al., 2015). Um exemplo € a quinina
(figura 1), uma substancia natural retirada da casca de uma planta medicinal conhecida
como Chinchonacalisaya da familia da Rubiaceae, abundante na América do Sul e no
Brasil. Em geral as suas folhas, as cascas da raiz, dos ramos e do tronco sdo as partes mais
utilizadas, principalmente para producao de chas com propriedades febrifugas, digestivas
e antimalaricas (JONES; PANDA; HALL, 2015).

H /N
HO” ~F

|
M

MeQ

Figura 1: Estrutura da molécula de quinina, utilizada no tratamento da maléria.

Como tantas outras, a planta amaz6nica Picrolemma sprucei Hook pertencente a
familia Simaroubaceae, é conhecida pela populacdo local como uma planta medicinal,
onde através das cascas da raiz, dos ramos e do tronco sdo produzidos chas com
propriedades antimalaricas (AMORIM; POHLIT, 2006). Essa familia também ¢é
conhecida pelo seu forte sabor amargo causado pela presenca de quassinoides, que sao
triterpenos biodegradados com alto padrdo de oxigenacao. A presenca dessas substancias
é praticamente restrita a familia Simaroubaceae (AMORIM; POHLIT, 2006).

Os quassindides possuem uma variedade de atividades biologicas, incluindo
propriedades antineoplasica e anticancerigenas (ALMEIDA et al., 2007), antitumoral
17



(KUO et al., 2004), inseticidas (LATIF et al., 2000), antimalarica(SILVA et al., 2009),
antifagicas (AMORIM; POHLIT, 2006) e antiparasitarias (HEISEY, 1996).

Os quassindides podem ser divididos em grupos distintos de acordo com seus
esqueletos basicos C18, C19, C20, C22 e C25. Desta maneira, devido a sua gama de
caracteristicas farmacéuticas e tendo em vista a quantidade de quassinoides ja isolados
que ndo possuem propriedades estruturais, eletrénicas, quimicas e biolodgicas conhecidas,
0 estudo desses compostos ainda € um campo em expansao de vastas possibilidades.
Especificamente, as moléculas de isobruceina B e neoergeolida (figura 2) apresentam
potenciais medicinais relatados na literatura, onde podemos destacar seu potencial
antimalarico. Estudos prévios indicam que essas moléculas conseguem inibir o
plasmodium falciparum e vivax através da dihidrofolato redutase (DHFR) de maneira
mais eficiente que a piremetamina e a cloroquina, que sdo farmacos utilizados no
tratamento contra a malaria (ALMEIDA et al., 2007; ALVES et al., 2014; AMORIM,;
POHLIT, 2006; FANDEUR; MORETTI; POLONSKY, 1985; SILVA et al., 2009).

55' (1)

Figura 2: Quassindides com grandes potenciais bioldgicos: Neorgeolida (estrutura 1) e
Isobruceina B (estrutura I1). Fonte: Préprio autor

Nesse cenario, considerando o grande potencial bioativo dos quassindides
isobruceina B e neosergeolida em conjunto com uma abordagem teérica computacional
e com dados experimentais ja obtidos (RMN, UV, 1V e espectrometria de massas), torna
possivel, por meio de célculos tedricos quanticos uma apresentacdo mais completa a
respeito da estrutura e do comportamento espectral dessas moléculas (COSTA et al.,
2017), e é possivel até mesmo prever, explicar e detalhar atividades quanticas da mesma.
Dessa forma, através dos calculos de modelos quanticos tedricos, dentre eles, a Teoria do
Funcional da Densidade (DFT) e juntamente com uma abordagem cléssica, como o

docking molecular, é possivel obter dados e ter analises que antes eram considerados
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impossiveis. Isso porque 0 avango computacional possibilitou um desenvolvimento da
quimica quantica, sendo assim, é possivel e viavel observar comprimentos e angulos de
ligagéo entre atomos, orbitais HOMO-LUMO e as caracteristicas reativas das moléculas,
da mesma forma os mapas de potencial eletrostatico (MEPS) e o estudo de propriedades
6ticas ndo lineares das moléculas em questdo. Semelhantemente, outra valiosa ferramenta
do estudo tedrico, o docking molecular, torna possivel a realizacdo de simulacdes de
mecanismos de interacdo enzima-substrato (TROTT; OLSON, 2010) através da mecanica
molecular que juntamente com a quimica teérica faz uma interacdo poderosa no estudo

desses metabélitos secundarios.

Nesse contexto, tendo em vista o grande potencial bioativo dos quassindides
isobruceina B e neosergeolida, e a falta de estudos tedricos desses quassinoides, neste
trabalho seré feito o estudo tedrico dos quassinoides isobruceina B e neosergeolida. Dessa
forma, o presente estudo tem com o objetivo caracterizar teoricamente (analises de
comprimentos de ligacdo, MEPs, espectros tedricos de IV e UV, analises de HOMO-
LUMO, NBO e estudo de docking molecular) os quassindides oriundos da planta da
regido Amazonica Pricolemma sprecei, com o intuito de contribuir para a compreensao
destas substancias e verificar a inibicdo do quassindide na dihidrofolato redutase (DHFR),
uma proteina importante para substancias antimalaricas do tipo antifolato (FIDOCK;
NOMURA; WELLEMS, 1998).
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1. Objetivos

1.1.Geral

Prover uma descricdo completa das caracteristicas espectroscdpicas e quanticas dos
quassindides neosergeolida e isobruceina B, aplicando a teoria do funcional de densidade
(DFT), comparando os dados calculados com os experimentais, fornecendo um retrato
mais completo dos dados vibracionais, estruturais e quanticas dessas estruturas. Modelar
e simular via técnica de docking a interacdo entre os quassinoides isobruceina B e
neosergeolida e a dihidrofolato redutase (DHFR) a fim de propor um modelo teorico de
atividade contra a DHFR.

1.2.0bjetivos especificos

> Realizar modelagem tedrica das moléculas neosergeolida e isobruceina b, através
de abordagem DFT, para comparar com os resultados obtidos experimentais.

» Verificar o potencial reativo da neosergeolida e isobruceina b, a partir de valores
de energia dos orbitais HOMO-LUMO.

» Modelar e simular, via técnica de docking molecular, a interacdo entre os
quassindides neosergeolida e isobruceina B e a dihidrofolato redutase (DHFR) a

fim de avaliar as atividades bioldgicas dos quassindides estudados.

2. Revisdo Bibliogréafica

2.1. Familia Simaroubaceae

A familia simaroubaceae € caracterizada por arvores e arbustos distribuidas nas
regides tropicais e subtropicais, € caracterizada pela presenca de substancias amargas na
casca (quassinoides), pelas folhas grafadas da maioria dos géneros, pelos filetes
apendiculados e pelos carpelos distintos ou levemente unidos, sendo estes 0s originarios
do fruticulo livre. E importante destacar que a familia simaroubaceae ¢ morfologicamente
diversificada e frequentemente relacionada com as familias Rutaceae, Meliaceae e
Burseraceae. Dentro deste grupo, esta mais proximo a familia Rutaceae no que se refere
a composicdo quimica, anatomia da madeira, auséncia de vasos condutores de resina na
casca e estames livres; diferenciando-se apenas pela auséncia de cavidades secretoras de
6leos aromaticos nas folhas e partes florais (FERNANDO, E; QUINN, 1992).
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As espécies vegetais dessa familia sdo conhecidas por apresentarem sabores
amargos principalmente na casca das arvores. Possuem notaveis propriedades medicinais
e sdo muito utilizadas popularmente como vermifugos, antivirais e no combate a febres,
entre outras propriedades e aplicacoes (BERRY; DA S. RIBEIRO, 2000).

O principal centro de distribuicdo das espécies dessa familia ocorre na América
do Sul (Brasil, Equador e Guiana Francesa) estendendo-se para o oeste da Africa,
Madagascar, Asia, Malésia e regido da Australia banhada pelo pacifico (FERNANDO,
E; QUINN, 1992).

A familia simaroubaceae é objeto de muitos estudos sobre sua constituicdo
quimica e seus desdobramentos(ALVES et al., 2014;BUCHANAN; GRUISSEM;
JONES, 2015). Desde 1930 inimeros compostos foram isolados e suas estruturas
elucidadas; podemos citar, quassinoides, alcaldides, triterpenos, esteroides, cumarinas,
antraquinonas, flavonoides e outros metabolitos (BARBOSA; BRAZ-FILHO; VIEIRA,
2011). Dentre todas essas substancias encontradas na simaroubaceae, os quassinoides se
destacam pelo fato de serem o grupo natural de substancia mais abundante. Alguns
autores como ALVES et al., 2014 sugerem que 0s quassindides podem ser considerados

um marcador taxonémico da familia Simaroubaceae.

Simaroubaceae é importante na pesquisa etnofarmacolégica, muitas das suas
espécies sdo utilizadas na medicina popular, com espécies sendo empregadas no
tratamento de malaria, doencas estomacais e inflamatdrias e diabetes com plantas que

possuem uma variedade na sua diversidade (ALVES et al., 2014).

2.1.1. Picrolemma sprucei

A Picrolemma sprucei (figura 3) € um arbusto que atinge até 2,5 m de altura,
muito amargo em todas as suas partes. Apresenta foliolos cartaceos simétricos, verde-
escuros e brilhantes. Quando em inflorescéncia, apresenta flores de pétalas alaranjadas e
estames amarelos. Os frutos sdo apocarpicos. A raiz central é espessa e penetrante,
frequentemente alcancando 2 m ou mais de comprimento. A planta pode ser encontrada
principalmente em regides de platd, na capoeira e na mata de terra firme, no norte da
América do Sul, onde abrange os estados do Amap4, Par4, Amazonas e Ronddnia, ver
figura 4 (PIRANI; DEVECCHI, 2016).
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Figura 3: Folhas, flores, frutos, caules e raizes de P. sprucei. Fonte: Marcos Tulio Silva, aluno da
PPGQ-UFAM.

A anatomia foliar e caulinar de P. sprucei ja foi estudada por Saraiva et al. (2003).
“As epidermes das folhas sdo glabras, apresentam células de paredes onduladas e
estdmatos anomociticos. O mesofilo é dorsiventral com uma camada de células em
palicada e um parénquima lacunoso. Os feixes vasculares sdo bicolaterais e apresentam
idioblastos escuros de conteudo tanico. No caule evidencia-se um parénquima cortical
desenvolvido, com células de natureza esclerenquimatica, isoladas ou reunidas em
pequenos grupos, de paredes espessas. Internamente observa-se a regido vascular com
vasos xilematicos isolados ou em grupos imersos em tecido fibroso, sendo o parénquima
do tipo paratraqueal, vasicéntrico. Na regido central encontra-se uma medula
desenvolvida. A nervura mediana do terco medio do limbo foliar e o peciolo possuem um

conteldo tanico e 6leo-resinoso em algumas de suas células. ” (SARAIVA et al., 2003)

2.2. Quassinoides

Os quassindides sao classificados em grupos de acordo com a quantidade de
atomos de carbono presente em sua estrutura basica: C18, C19, C20, C22 e C25 (figura
4), porém a maioria possui a estrutura basica de C20, como a quassina, 0 primeiro
quassindide isolado. A maioria dessas substancias pertencente a esta classe € altamente
oxigenada, contendo lactonas (ésteres ciclicos) em suas estruturas basicas e,
dificilmente possuindo mais de uma dupla ligacdo. Apresentam diferentes grupos
funcionais oxigenados em seus esqueletos, como alcoois, cetonas, éteres e ésteres, com
excecdo das posicBes C-5, C-9 e dos grupos metilas nas posi¢cbes C-4 e C-10
(ALMEIDA et al., 2007). Quando a primeira estrutura de quassinoides foi elucidada,
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0 crescente interesse em varias espécies da familia Simaroubaceae resultou no

isolamento e identificacdo dos mais de 200 quassindides atualmente conhecidos
(CURCINO VIEIRA; BRAZ-FELHO, 2006). Neste trabalho a numeracao utilizada é
a mesma do oficial para os quassindides, os anéis A, B, C e D foram organizados de
acordo com (ZUKERMAN-SCHPECTOR et al., 1994).

Figura 4 Esqueletos basicos dos quassindides. Fonte: Proprio autor.

Os quassinoides sdo divididos em 6 grupos principais (figura 4):
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e O C18 é denominado de esqueleto de lauricolactino, com esqueleto de

apenas 3 anéis, sendo o anel A de cinco membros e uma ponte de oximetileno

no anel C. Quantidades variaveis de grupo hidroxila, hidroxila esterificada,
metoxila e carbometoxilo.

e Os C19 com esqueleto de apenas 3 anéis, sdo denominados esqueleto de
cedralidano, onde todos os anéis da molécula possuem 6 &tomos de carbono
e uma ponte oximetileno no anel C.

e A maioria dos quassindides apresenta a estrutura basica C20, denominado
esqueleto de quassotidano, 4 anéis, uma ponte de oximetileno, cetona a,f3-
insaturada no C2, hidroxila no anel A e um éster no C15.

e A estrutura C22 apresenta uma estrutura carbdnica de 4 anéis, sendo a
substituicdo da cetona no anel A por uma lactona de cinco membros.

(ALMEIDA et al., 2007).

e A estrutura C25 é denominada esqueleto de simarolidano, quantidades
variaveis de grupo hidroxila, hidroxila esterificada, metoxila e

carbometoxilo.

No geral os quassinoides originarios da P. sprucei Hook apresentam estrutura C20
e C22. A isobruceina b apresenta uma estrutura C20 e a neosergeolida estrutura C22.
Estes quassinoides sdo conhecidos pelas diversas atividades bioldgicas atribuidas a ele
tais como: atividade antimaldrica, antileucémica, antitumoral, antifagica e inseticida
(ALMEIDA et al., 2007;AMORIM; POHLIT, 2006; SILVA et al., 2009).

Além disso, a isobruceina B apresenta elevada atividade antiplasmédio tanto in
vitro quanto in vivo. Utilizada uma concentracdo de 50ng/ml onde foi capaz de inibir em
64% o crescimento in vitro da cepa FUP de plasmodium falciparum em culturas com até
48 h com Clso de 6ng/ml.(ALMEIDA et al., 2007; AMORIM; POHLIT, 2006).

Em relacdo as atividades antimalaricas da neosergeolida nos testes in vitro
realizados com as cepas resistentes a cloroquina 98/83, 96/83 e 97/83, a neosergeolida foi
capaz de inibir de maneira eficiente o crescimento do parasita, a uma concentracao de 6
ng/mL, enquanto que para a cloroquina ter um resultado idéntico a neosergeolida, foi
necessario uma concentracdo cem vezes maior. Contagens de parasitas mostraram que a
neosergeolida, de forma semelhante a cloroquina, foi efetiva contra todos os estagios
assexuados do parasita no sangue (AMORIM; POHLIT, 2006; ALMEIDA et al., 2007).
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Okano e colaboradores testaram mais de 44 quassindides e dentre todos se
destacaram aqueles contendo grupos carbonila e hidroxilas no anél A (figura 2), no caso
como na isobruceina B, e nos anéis de lactona com 5 membros (esse tipo de anel também
conhecido como é-valerolactona), da mesma forma que séo encontrados na neosergeolida
(figura 2) (OKANO; FUKAMIYA,; LEE, 2000).

A isobruceina B apresenta potente atividade antifagica frente a espécie de Pulgéo
Myzuspersicaes s.s. (Sulzer) (Hemiptera, Aphididae), a uma concentracao de 0,05%, com
baixa fitotoxidade a Brassia campestris var. Chinensis (L) Makino (repolho branco
chinés). (AMORIM; POHLIT, 2006). Todas essas caracteristicas citadas dos
quassindides e especialmente da isobruceina B e da neosergeolida mostram sua

importancia para estudos farmacoldgicos, atividades antifagicas, fitotdxicas e inseticidas.

2.2.1 Isobruceina B

E de conhecimento que a isobruceina B é um metab6lito secundario bioativo
pertencente a classe dos terpendides altamente oxigenados conhecidos como
quassinoides, classe encontrada exclusivamente na familia de plantas Simaroubaceae. A
isobruceina B ja foi isolada pelos caules e raizes da P. sprucei (FANDEUR; MORETTI;
POLONSKY, 1985) e a partir do extrato de folhas da P. sprucei (SILVA et al., 2009).

A isobruceina B apresenta uma estrutura C20, e € composta por 4 anéis (sendo o
anel D uma lactona), uma ponte de oximetileno entre C8 ¢ C13, cetona a,f3- insaturada
no C2, hidroxila no anel A, e um éster no C15. Essas caracteristicas na estrutura
apresentam boa atividade citotdxica e antimalarica (ALMEIDA et al., 2007). Vide figura
5.

CH,

Figura 5: Estrutura da molécula Isobruceina B. Fonte: Proprio autor
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Como mencionado no item anterior, a isobruceina B apresenta varias atividades
bioldgicas experimentalmente comprovadas. Podemos destacar as atividades anti-
helminticas (Nunomura et al., 2006), antimalaricas (FANDEUR; MORETTI,
POLONSKY, 1985), antileucémico (Andrade-Neto et al., 2007), antifagica e antitumoral
(ALMEIDA et al., 2007).

Além de apresentar as atividades para as areas ja citadas, a isobruceina B,
especificamente, apresentou citotoxicidade contra 3 linhagens de células cancerigenas de
multidrogas-resistentes (KB-VIN, KB-7d, KB-CPT) e de carcinoma nasofaringeal e
efeito inibitdrio contra a ativacdo do antigeno do virus Epstein-Barr (ALMEIDA et al.,
2007).

Em relagdo a citotoxidade da isobruceina B em testes com camundongos no
tratamento de malaria mostrou que DLso (indicador de letalidade correspondente a dose
capaz de matar 50% dos individuos de uma populacéo em teste) de 5 mg/kg € suportavel,
mas um valor maior que esse é fatal devido a sua elevada toxicidade comprovada
experimentalmente (FANDEUR; MORETTI; POLONSKY, 1985).

2.2.2. Neosergeolida

A neosergeolida apresenta uma estrutura C22, e € composta por 5 anéis, uma ponte
de oximetileno entre C8 e C13 no anel C, ligado ao anel A uma lactona de 5 membros (6-
valerolactona). Estudos sobre a neosergeolida comprovam suas atividades bioldgicas
contra a maléria, como anti-helmintico, larvicida, citotoxica e antitumoral. (SILVA et al.,
2009). Vide figura 6:

Figura 6. Estrutura da molécula neosergeolida.
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Testes in vitro com compostos (dentre eles a neosergeolida) obtidos a partir de
extratos da p. sprucei hook contra a resistente (cloroquina) cepa K1 da p. falciparum
constatou que a neosergeolida apresentou uma significante atividade antimalarica I1Cso =
2.0 nM (concentracdo do farmaco capaz de inibir 50% da populacdo parasitaria) contra o
p.falciparum (KRETTLI et al., 2001). A neosergeolida testada in vivo apresentou forte
atividade antimalarica contra a infeccdo por P. berghei em camundongos em uma dose
pequena devido a citotoxidade apresentada (DEso 0.26 mg/kg/dia), quanto menor a
quantidade melhor o resultado (POHLIT et al., 2013).

A neosergelida no cha da P.sprucei hook se mostrou eficiente em Haemonchus
contortus, um nematoide gastrintestinal encontrado em ovinos e outros animais. Onde a
concentracédo de 225 e 450 ppm, respectivamente (Saraiva, 2001), ou aproximadamente
1/6 a 1/3 das concentracdes do teste de extrato que foram eficazes em matar H. contortus
in vitro (SILVA et al., 2009). A neosergeolida se mostrou muito ativa in vitro em L3,
produzindo mortalidade semelhante ao levamisol (farmaco comercial comumente usado

em vermes intestinais na pratica veterinaria) na faixa de concentracdo de 80-90 ppm.

Como mencionado no item 2.2, a neosergeolida apresenta varias atividades
bioldgicas experimentalmente comprovadas. Podemos destacar as atividades anti-
helminticas (Nunomura et al., 2006), antimalaricas (FANDEUR; MORETTI;
POLONSKY, 1985), antileucémico (Andrade-Neto et al., 2007), antifagica e antitumoral
(ALMEIDA etal., 2007). Estudos indicam que a neosergeolida apresenta maior eficiéncia
antimalarica quando comparada a isobruceina B, isso se deve a sua estrutura quimica que
sera discutida na secédo de resultados (HUEY; MORRIS; FORLI, 2012).

2.3. Estudo teorico de moléculas e vantagens do DFT

Diante de varias moléculas ja estudadas e catalogadas, com diversas propriedades
ainda ndo conhecidas, e 0 concomitante avango da quimica computacional dos ultimos
30 anos, a utilizacdo e implantacéo de ferramentas computacionais tornou-se essencial no
avanco da area de quimica. Os métodos quanticos tedricos como por exemplo, o DFT e
0 Hartree-Fock (HF) tornaram possiveis a criacdo e desenvolvimento de programas e
plataformas que disponibilizam célculos de otimizacdo, energia de ligacdo, energia de
adsorcdo, propriedades fisico-quimicas, descritores de reatividade e de facil manuseio e
utilizacdo (BRANCHES et al., 2019; COSTA et al., 2017; SHIVA PRASAD et al., 2019).
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No mundo cientifico o estudo teérico de moléculas vem apresentando resultados
promissores na area farmacolOgica, ao estabelecer estratégias para aumentar a
especificidade e desempenho de catalisadores e compreender mecanismos impossiveis de
serem estudados experimentalmente (ABREU, 2004;YANG; AYERS, 2003). Esses

estudos sdo em nivel molecular e acarretam no problema da correlacao eletrénica.

A correlacdo eletrébnica mostra a interacdo entre os elétrons em um sistema
molecular, esse termo é proveniente da estatistica e significa quando duas funcdes de
distribuicdo ndo sdo independentes uma da outra. Essa fungdo é resolvida numericamente
ou através de uma expansao de orbitais em um conjunto de funcdes base de modo auto
consistente. Dessa forma quando temos um sistema com muitos elétrons existe uma

dificuldade maior para se resolver essas fungoes.

Existem métodos que ndo interpretam a interacdo elétron-elétron e elétron-nucleo,
esses métodos sdo mais complexos pois levam a resultados que necessitam de um maior
tratamento posterior, como € o caso do método Hartree-Fock que descreve um conjunto
de elétrons aproximado por um sé determinante de Slater (LOWDIN, 1954). Por outro
lado, o método DFT diminuiu o problema drasticamente, onde de maneira geral reduziu
0s muitos elétrons a um funcional de energia exato da densidade eletronica, partindo de
um entendimento de que os elétrons estéo distribuidos uniformemente no espaco. Dessa
forma, a DFT tem sido mais atrativa no tocante a estudos tedricos de sistemas cada vez
mais complexos (DUARTE, 2001) de modo que numa pesquisa do Google académico

encontramos mais de cinco milhdes de trabalhos que utilizam o DFT.

O método DFT também € vantajoso por apresentar baixo custo computacional (o
esforco computacional do DFT é na ordem N* contra N* para calculos HF, onde N é o
namero de funcdes de base orbitalar) o que a torna a primeira op¢do em relacdo aos
demais métodos ou niveis de teoria utilizados. Outra capacidade essencial do DFT é o
fato de que ela tem como variavel bésica a densidade eletr6nica do sistema, ou seja, uma
propriedade observavel do sistema. O DFT prediz a estrutura eletrénica incluindo
geometrias, constantes de forcas e potenciais de ionizacdo dentre outros. Ja em
comparacdo com o método Hartree-Fock (HF) apresenta uma precisdo superior nos
resultados (ABREU, 2004).

Por motivos ja citados anteriormente, os resultados obtidos usando o DFT sdo uma

melhoria em relacdo ao uso do HF além de contemplar adequadamente varios métodos
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p6s-HF que envolvem efeitos de correlagdo eletrénica tal como a teoria de perturbagéo
de Moller-Plesset de segunda ordem (MP2) (BERNARDO, 2006). Além de tudo isso, a
teoria do DFT esta sendo largamente utilizada para calcular dados de espectroscopia
como por exemplo: espectros infravermelho, ultravioleta-visivel e ressonancia magnética
nuclear com 6&tima precisdo e que servem, por exemplo, para confirmar dados
experimentais obtidos para moléculas inéditas (BRANCHES et al., 2019; COSTA et al.,
2017; SHIVA PRASAD et al., 2019; SIEVANEN et al., 2010).

2.4. Calculos de docking molecular e busca por novos farmacos

“No comego do século XIX a maioria dos medicamentos era remédios de origem
natural, de estrutura quimica e natureza desconhecidas” (LAPORTE; TOGNONI;
ROZENFELD, 1989). Apds 1940, aconteceu uma grande chegada de novos farmacos,
que trouxeram a populacdo a possibilidade de cura para até entdo enfermidades fatais,
principalmente quando se tratava de doengas infecciosas. (SILVA et al., 2009). Dessa
forma, a busca por novos farmacos que impliqguem em menores efeitos colaterais e melhor
eficacia contra quaisquer doencas é um campo que talvez nunca pare de crescer (CERA;
PANCOTE, 2012). Aliado a isso, a cooperacdo de ferramentas computacionais tem se
mostrado um norteador eficaz reduzindo em até 50% tanto o custo quanto o tempo de

pesquisa para essa busca (PHILLIPS et al., 2018).

A principal ferramenta utilizada para esse tipo de estudo com farmacos é o docking
molecular, em portugués docking molecular significa ancoragem molecular. E uma
técnica que busca prever as ligacdes nao-covalentes feitas em uma macromolécula
(receptor) e uma molécula pequena (ligante), através de simulacdo computacional. O
processo de docking envolve dois passos: (1) predicdo da conformacéo, posicéo,
orientacdo do ligante dentro dos sitios e (2) avaliacdo da afinidade de ligagdo. Desta
forma, além de prever o sitio ativo de uma estrutura, permite elucidar as interagdes
moleculares existentes entre receptor-ligante o que o caracteriza como forte ou fraco
inibidor potencial (HUEY; MORRIS; FORLI, 2012; MENG et al., 2008). Portanto, o
principal objetivo do docking é obter uma melhor ligacdo para a proteina e o ligante além
da orientacdo relativa entre a proteina e o ligante, de modo que a energia livre do sistema

geral seja minimizada e um melhor acoplamento entre as moléculas acontega.
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2.5. O mecanismo do docking molecular

O docking molecular é um método computacional que simula a interacdo entre
duas moléculas, geralmente uma proteina, chamada receptor, e uma pequena molécula,
chamada ligante, onde se faz a predicdo da melhor orientacdo entre as mesmas e se calcula
a energia de ligacdo. Os resultados sdo obtidos em energia livre de ligagcdo (AGP®), onde
quanto mais negativo o valor melhor o resultado, sendo possivel assim mensurar a

afinidade de ligacdo entre as duas moléculas.

Utilizando o docking molecular é possivel ter trés abordagens para se realizar um
docking: 1° docking rigido-rigido, no qual tanto o ligante quanto receptor séo
considerados como estruturas rigidas sem nenhuma flexibilidade para sofrer tor¢des em
seus angulos de ligacdo; 2° docking rigido-flexivel, onde o ligante possui certa
flexibilidade mas o receptor permanece no estado rigido; 3° docking flexivel-flexivel,
dessa vez ambos receptor e ligante podem sofrer tor¢des em sua estrutura. A primeira
abordagem tem a vantagem de ser a mais rapida, permitindo a docagem de uma
diversificada biblioteca de compostos quimicos em reduzido espa¢o de tempo, entretanto
seus resultados sdo apenas aproximados, visto que na realidade tanto receptor como
ligante possuem flexibilidade e se ajustam um ao outro no momento da interagdo. O
docking rigido-flexivel procura fazer um balanceamento entre a qualidade dos resultados
e 0 tempo de execucdo do processo de docking, tende a ser a mais utilizada em pesquisas,
inclusive nesse presente trabalho de dissertacdo. A terceira abordagem apresenta 0s
resultados mais precisos, por simular com melhor acuraria as interacdes. Entretanto o
custo computacional para a sua implementacao é elevado e o tempo gasto para calcular

uma Unica interacao pode se tornar impraticavel.

O docking molecular é fundamentado na mecanica classica, dessa forma utiliza
um campo de forca. O campo de forca é conhecido como uma funcéo energia potencial,
que autoriza e distribui a energia total do sistema (V(), seu célculo abrange a estrutura
tridimensional (3D) do sistema. A funcdo energia potencial (V) inclui os termos para
atomos ligados (comprimentos e angulos de ligacdo, angulos diedros) e atomos néo
ligados (interacdo de Van der Waals e de Coulomb)(NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).

A acuracia dos resultados é fundamentada na elaboracdo de um campo de forca
com parametros bem definidos (NAMBA,; SILVA; SILVA, 2008). No caso de sistema
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biomoleculares, o campo de for¢ca mais utilizado e importante € 0o AMBER (MENG et al.,
2008)

Normalmente € possivel obter uma estrutura receptora complexada com um
farmaco padrdo no banco de dados Protein Data Bank (PDB: http://www.rcsb.org/pdb/).
O farmaco padrdo normalmente ja vem juntamente com a enzima em questdo e seu sitio
é determinado experimentalmente a partir de alguma técnica como cristalografia de raios
X ou espectroscopia de RMN e adicionada no PDB, mas pode derivar da construcdo de
modelagem por homologia.

Nesse processo do docking molecular, sdo realizadas as coordenadas de gridbox
que melhor comportam o sitio do farmaco padrdo, e assim nesse préprio sitio seja
introduzido o novo ligante, a molécula alvo de estudo, no caso desse trabalho de
dissertacdo utilizaremos a isobruceina B e a neosergeolida. Uma vez determinadas as
coordenadas do gridbox, inicia-se 0 processo chamado de redocking. Onde o ligante
padrdo é removido e em seguida € reinserido no sitio com as mesmas coordenadas. Se
esse procedimento for executado de maneira correta é totalmente viavel a execucdo do
docking molecular, a maneira tradicional de verificar se funcionou corretamente € através
do valor de RMSD (desvio da raiz quadrada media). O valor de RMSD ¢ calculado a fim
de validar o grid, sendo aceitavel para um bom resultado um valor de desvio da ligacao
do ligante ao sitio for de até 2 (KIRCHMAIR et al., 2008).

Em seguida, é executado o calculo de varredura com as moléculas alvo de estudo,
0s potenciais novos farmacos. Nessa etapa os fatores entalpicos e entropicos sdo
determinantes, considerando a mobilidade do ligante e da proteina, o impacto do
ambiente proteico na distribuicdo de cargas do ligante e até possiveis interacdes com
moléculas de dgua presentes no meio, principalmente quando se refere aos organismos
organicos (MENG et al., 2011).

O resultado positivo, ou ndo, dessa varredura € creditada a dois componentes: o
algoritmo que executa a busca e a funcédo de score, que mede a energia de interacdo entre
receptor e ligante, quanto mais negativo seu valor, melhor seré a interacéo, a funcéo de
score € usada também para se escolher qual ligante dentro de uma biblioteca de compostos
possui melhor afinidade com determinado receptor. No Auto Dock Vina (ADTV),
programa utilizado para obtengdo dos resultados deste trabalho, o procedimento de

docking usa um algoritmo que seleciona as melhores amostragens e executa a melhor
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interacdo. Realiza docking do tipo rigido-flexivel, onde o receptor permanece imovel e o
ligante possui flexibilidade, (é possivel também definir alguns residuos de aminoacido do
sitio ativo como sendo flexiveis). Em cada etapa ha uma mutacdo (uma perturbacao
aleatoria da conformacdo) e uma otimizacdo local usando o algoritmo de Broyden-
Fletcher-Goldfarb-Shanno. Utiliza algoritmos genéticos e implementa uma funcdo de
score que considera tanto as interagdes entre receptor e ligante, quanto as interacdes
intramoleculares do ligante, sendo calculadas interagdes estéricas, interacOes
hidrofdbicas, interaces de hidrogénio (TROTT; OLSON, 2010).

2.6. Virtual screening

Entidades engajadas no descobrimento de novas possiveis drogas (firmas
farmacéuticas) estdo a procura de metodologias docking mais rapidas, mais eficientes e
mais precisas. A abordagem de virtual screening tornou-se uma importante ferramenta na
procura de lead compounds (potenciais farmacos). O Virtual screening é uma técnica
computacional que utiliza o docking para avaliar a afinidade de ligacdo de um receptor
contra uma biblioteca de compostos quimicos, a fim de selecionar aqueles com melhor
interacdo para futuros estudos experimentais (MUKESH; RAKESH, 2011). Ela é
utilizada para varrer uma extensa database de moléculas, determinando aquelas que séo

ligantes ativos para um determinado alvo molecular (sitio ativo de uma proteina).

2.6. Malaria

A maléria é uma doenca infecciosa febril aguda, que afeta principalmente
populacdes pobres de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (SUH; KAIN;
KEYSTONE, 2004). E transmitida pela picada de fémeas de mosquitos de género
Anopheles, esses mosquitos vivem em regides tropicais, com elevadas temperaturas e alta

umidade relativa, o que favorece a proliferagdo desses mosquitos.

Os agentes etioldgicos sdo protozoarios pertencentes a familia Plasmodiidae e
género Plasmodium. Apenas quatro espécies se manifestam em humanos, P. falsiparum,
P. vivax, P. malariae e P. ovale, sendo, esta Ultima ndo presente no Brasil. (KRETTLI et
al., 2001). Plasmodium falciparum é a espécie que causa a doenga mais grave, sendo
responsavel por grande parte das mortes por malaria, embora outras espécies, como

Plasmodium vivax possam ser responsaveis por quadros letais (SNOW et al., 2005).

Alguns tratamentos para combater a P. vivax, P. malariae sdo feitos com a

cloroguina e a primaquina (para evitar recaidas) (KRETTLI et al.,, 2001) e com a
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pirimetamina. No entanto, a disseminacdo de protozodrios resistentes a esse conjunto de
drogas, vem tornando o tratamento dificil (KONGSAEREE et al., 2005).

O Brasil vinha em uma tendéncia de queda no numero de casos de maléria, porém
no Gltimo ano ouve um aumento de 28% de casos em relagdo a 2016, totalizando 88.757
casos até o més de julho. E esse aumento acaba sendo muito mais agravante no norte do

pais por conta da facil proliferacdo dos mosquitos (FORMENTI, 2018).

Em 2019 houve uma reducgéo de 40% dos casos de maléria, o motivo para explicar
tal situacdo € a integracdo das acGes de saude realizadas pelo Governo Federal em
cooperacao com os Estados, Municipios e a populagdo, como podemos observar na tabela
1 (PENIDO,2019). De fato, uma melhor organizagéo ajuda a combater a disseminacéo de
doencas como a maléria, mas vale destacar que esses resultados positivos ndo estdo
relacionados aos medicamentos utilizados, estes precisam ser trocados por novos
farmacos ou serem modificados. Devido a resisténcia das novas cepas do p. vivax aos

farmacos que utilizam a cloroquina, primaquina e a pirimetamina.
Tabela 1- Casos de malaria no Brasil ano 2018 e 2019.

Casos notificados de malaria - Brasil

UF 2018 (ano fechado) 2019 (janeiro a 2018 (janeiro a margo)
margo)

AC 26.306 3.334 9.787

AM 71.729 11.240 19.280

AP 15.246 2.879 2726

MA 935 132 308

MT 878 81 186

PA 45.705 7.550 10.751

Tendo em vista essa situagdo alarmante se faz necessario analisar outros meios
para combater a malaria. Neste trabalho utilizamos a isobruceina B e a neosergeolida,
simuladas via docking molecular, como alternativas contra o Plasmodium vivax. Estudos
realizados por AMORIM, 2006 comprovam a utilizacdo da isobruceina B e neosergeolida

como alternativas no combate da malaria.
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3.0. METODOLOGIA

3.1. Fundamentacéo tedrica da metodologia

3.1.1. Método Hartree-Fock

O método de campo auto-consistente de Hatree-Fock (HF) é a base para o uso de
orbitais atdmicos e moleculares em sistemas com muitos elétrons. E um método que
considera que cada elétron se move sob a influéncia de um potencial atrativo devido ao
nucleo e a média das interagdes repulsivas dele com os elétrons restantes. Neste modelo,
cada um dos elétrons do sistema é considerado como independente em um sistema com

muitos elétrons e é descrito por uma funcao de onda propria (HARTREE, 1928).

A funcéo total de um sistema eletrénico é definida por meio de um processo
iterativo, ou seja, as funcBes de onda de um elétron séo atualizadas até que as funcGes de

onda total de duas iteracdes consecutivas sejam idénticas (HARTREE, 1928).

Diferente de outras funcdes, a funcdo de onda total de Hartree nao apresenta anti-
simetria em relacdo a substituicdo de coordenadas espacial e de spin em um sistema com
dois elétrons qualquer. Por isso, o método sofreu uma modificacdo por Slater e Fock
(SLATER, 1930; FOCK et al., 1930) que relaciona a anti-simetria e o spin eletronico da
funcdo de onda total de acordo com o principio de exclusdo de Pauli. Esta adigdo da teoria
de Hartree levou a formulacdo do atual nome do método, no caso Hartree Fock (HF)
(SLATER, 1951).

No método HF temos uma funcdo de onda multi-eletronica, ¥ para os estados
invariaveis que pode ser calculada, primeiramente, pela obtencdo do resultado da equacao

de Schrdodinger ndo relativista, que ndo considera o spin do elétron, de forma que:
HY = EY 1)

Onde H € o operador hamiltoniano que contem no primeiro termo o operador de
energia cinética e nucleo, no segundo a atragdo elétron-nicleo, em seguida as interacdes
elétron-elétron e, por Gltimo no caso de moléculas a repulsdo entre os nicleos. A teoria
HF se baseia no método variacional, este método significa que a energia total do sistema
pode ser descrita como um conjunto de parametros variacionais, A, € a energia total do
estado fundamental pode ser calculada como o minimo do funcional, E[¥(L)], ou seja, E°
= min E[¥(M)] (ABREU, 2004).
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Zg 1 1
He =—3 E Vi-ZaZigo+ Zj2i>ja= —SLiVE 4V (60,9 (2)
i

Com relacdo ao hamiltoniano molecular, existe uma aproximacéo simplificadora
muito precisa. Como 0s nlcleos sdo muito mais pesados que os elétrons, os elétrons se
movem muito mais rapido que os ndcleos. Consequentemente, para uma boa aproximacao
no que diz respeito aos elétrons, podemos considerar os nucleos como fixos enquanto 0s
elétrons realizam seus movimentos. Portanto, considerando os nucleos como fixos, omiti-
se 0s termos energia cinética-nuclear para obter a equagdo de Schrodinger para o
movimento eletrdnico, conhecida como a aproximacao de Born-Oppenheimer (PISANA
et al., 2007). Ao considerar as coordenadas de spin, definem-se fungdes yi (x) nas
coordenadas de espaco e spin, X, como os produtos das orbitais espaciais yi(r) pelas

componentes de spin ci(®w) = o ou 3, como:
xi(X) = ¥i(ro(w) ®3)

No caso o termo “orbitais-spin” é dado para y,(X) e o termo “orbitais” é dado para
W;(r) e um sistema multi-eletronico. As funcdes y,;(X) satisfazem a equacdes de

autovalores nas quais os elétrons ocupam orbitais-spin y; de energia ¢;, ou seja:

hx(X) = &x; (x) (4)

Ignorando as interacOes elétron-elétron é plausivel imaginar um sistema com N

elétrons independentes com o hamiltoniano:

H = Zi‘v=1 h(’b) (5)

Assim, a equacéo (1) que se reduz a um conjunto de N equacGes semelhantes a (4),

sendo ¥ o produto a seguir:

W (xq, X2, cor eee e %) = XaXD)xp(X2) o o . X0 (X)) (6)
E=¢g,+e+..+¢, (7)

Dessa maneira se pode confirmar que esta atendendo a condicdo de que as fungdes de

.(E
onda tem uma dependéncia temporal do tipo complexa yx ) = )((X)el(ﬁ).

35



A funcdo de onda total ¢, portanto, o produto da parte orbital de todas as possiveis
permutacdes de pares de elétrons em um sistema com N elétrons, seguindo o a condi¢édo
do Principio de Pauli de que em cada troca de dois elétron a funcdo de onda muda de
sinal, ou seja, ,¥ (x4, x5, ... ... Y )= —W(r, Xpy e e x,,21) (FISCHER, 1987).

Esses orbitais s&éo chamados orbitais do tipo Slater, uma vez que escrever uma fungéo
de onda de &tomos polieletronicos desta forma garante que ela seja antissimétrica sob a
troca de qualquer par de elétrons, dessa forma é construido o chamado determinante de
Slater, de modo geral (SLATER, 1951):

| [Xa(X1) - Xn(X1)

VN! Xa(-Xn) Xn('Xn)

Que abreviadamente é dado como:

Y= = lxa(X 1), 2p o Xn (XM = XX D5 (X2) . (X)) (8)

Num exemplo para um sistema de dois elétrons, como ocorre para 0 &tomo de
hélio, o determinante de Slater seguiria a forma:

v = N Y = G URED - HxDn 0 ©)

Seguindo o principio de exclusdo de Pauli, onde um orbital ndo pode ser ocupado por
mais de um elétron, equacdo (9) (MASSIMI, 2005). Além disso, utilizando um
determinante de Slater como uma funcdo de onda de um sistema multieletrénico com N
elétrons independentes que é apropriada a um hamiltoniano H = Y. h(i). Representando

no estado fundamental seria:

(Eo) = (WolH|W,) = flIUOH Yodt (10)

1 z z
He = _211\15‘712 -xyyy Iri—(;AI + YNy, |rk_ak1| =T+ Vne+Vee (11)

Onde dt é o elemento de volume das coordenadas X, y e z de espago e spin de

todos os elétrons. A equacdo (11) pode ser escrita da seguinte forma:

He = = XY h() + I By = H™™ + Vee 12)
I

36



Na equacdo (12) H™°™°é a soma de operadores hamiltonianos de um elétron
cada h(i), e Vee é o0 operador que configura as interacbes multieletrdnicas (elétron-
elétron) — é uma soma de operadores de dois elétrons. Nesse formato, é possivel escrever
0 hamiltoniano para um sistema de N elétrons e M ndcleos como a soma de operadores
de Fock (EDWARDS; ZERNER, 1987):

H=%5fQ® (13)

Onde as fungdes orbitais-spin ya(x) sao solugdes para as equacOes de Hartree-Fock
da forma:

fXa=€axea=12.......0n (14)

Na sequéncia € importante distinguir se a molécula tem suas camadas de valéncia
completas ou ndo, é necessario saber se a molécula ou 4tomo € paramagnético ou
diamagnético. No caso para elementos paramagnéticos utiliza-se a versdo sem restri¢cdes
do método HF (UHF, unrestricted Hartree-Fock). Enquanto que para elementos
diamagnéticos o estado é singleto e cada um de seus orbitais possuem dois elétrons com
spins inversos. Para o Gltimo, usa-se a versdo restrita do método HF (RHF, restricted
Hartree-Fock)(AMOS; SNYDER, 2004; EDWARDS; ZERNER, 1987). A energia da
versao restrita é dada por:

Enur = X959 haa + S%.95% (Jab — Kab) (15)

O uso do método restrito implica em orbitais espaciais duplamente ocupados, para

iSSO:
Erur = 2X5%9haa + X%9%°¢,(2Jab — Kab) (16)

Para melhor compreensdo do calculo computacional é preferivel a utilizacdo de

notacdo matricial. A expressao (16) é descrita na notacdo matricial (F —&S) C =0, ou:
FC = eSC (17)

Em que C é a matriz cujas colunas séo as orbitais moleculares de coeficientes C¢ =
(Cg), F e S sdo as matrizes de Fock e de sobreposicdo de componentes Fpq € Spq,

respectivamente. A equacdo (17) ndo é, no entanto, muito adequada de utilizar visto que

a base de C ndo é ortogonal. Entdo a equacéo (14) fica melhor descrita da seguinte forma:
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F'C' = &C' (18)

3.1.2. Teoria do Funcional da Densidade

A teoria do funcional da densidade (DFT, density functional theory) surgiu como
uma alternativa aos tradicionais métodos ab initio e semi-empiricos no estudo das
propriedades moleculares e do sistema fundamental. Em termos comparativos ao método
HF a maior vantagem do DFT esta no ganho de velocidade computacional e espaco em
memodria. O fato de a velocidade computacional ser maior na DFT vem do conceito de
densidade de probabilidade eletrénica (p) na qual a teoria esta firmada. Por esse motivo
é que a DFT pode ser utilizada, onde em calculos de moléculas de 40 ou mais atomos
num tempo significativamente menor do que os correspondentes obtidos com métodos
HF. Como exemplo desses métodos pos-HF temos Interacdo de Configuragdo (Cl), a
Teoria de perturbacdo Moller-Plesset (MP2, MP3, MP4, etc), Coupled-cluster (CC) e 0

Campo multi configuracional auto consistente (MCSCF).

A densidade eletronica (p) possibilita uma formagao conceitual mais simples em
termos de quimica descritiva, onde ndo precisamos utilizar o carater abstrato da funcéo
de onda multieletronica. Em um sistema de N elétrons, p(r) denota a densidade eletrénica
total com valor bem definido em um ponto do espaco r. Sendo representada de forma
(SZABO; OSTLUND, 2012):

p(r) = ni|¥_i (N> (19)

Onde,
p(r) = E7ni |¥_i (N (20)
[p(r)dr=N (21)

A densidade eletrénica no ponto de coordenadas r esta associada ao orbital
molecular yi(r), supostamente ocupada por ni elétrons. O somatorio de todos 0s orbitais
ocupados ¢ a densidade eletronica total, e na medida que a funcdo da densidade eletrénica

total é integrada obtém-se o total de elétrons.

Para moléculas com um estado fundamental ndo-degenerado, a energia molecular

no caso a funcdo de onda e todas as outras propriedades eletrdnicas moleculares sdo
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determinadas unicamente pela densidade de probabilidade eletrbnica do estado
fundamental p (x, y, z) (HOHENBERG; KOHN, 1964). Hohenberg e Kohn forneceram
os fundamentos da DFT moderna e mostraram que os modelos baseados nela devem ser
vistos como uma aproximacgéo exata (DUARTE, 2001). Os dois teoremas mostram que
existe um funcional de energia exato da densidade eletronica E[p] e um principio

variacional exato para este funcional, semelhante a:

8{Erprlp] —nN(p)} =0 (22)

Kohn e Sham (secéo 3.1.2.3) propuseram uma forma de contornar o problema de
se encontrar o funcional de energia exato (KOHN, W. SHAM, 1965) e dessa maneira a
DFT tem se tornado a mais utilizada técnica em varios programas de modelagem

molecular bem como o programa Gaussian utilizado neste trabalho.

3.1.2.1. Modelo Thomas-Fermi

E importante entender o modelo de Thomas-Fermi (FERMI,1927; THOMAS,
1927) para compreender a DFT, uma vez que esse € o modelo antecessor da DFT. Nesse
modelo inicialmente, Thomas e Fermi (TF), na década de 1920, sugeriram a descricéo de
atomos como elétrons uniformemente distribuidos (nuvens carregadas negativamente)
em torno de nacleos em um espaco de fase de trés dimensdes (momento e coordenadas)
ao invés de utilizar fungdes de onda que possuem 3N coordenadas. Desta forma, o nimero
de integrais para a descri¢cdo de um sistema foi reduzido e, consequentemente, 0 custo

computacional também foi reduzido.

O modelo Thomas-Fermi esta firmado na deducdo que os elétrons estdo
uniformemente distribuidos no espaco e, procedendo de fundamentos estatisticos para
aproximar a distribuicdo dos mesmos, foi desenvolvido o funcional de energia TF.
Seguindo a abordagem TF, a energia total do sistema poderia ser apresentada como uma
funcdo (funcional) da densidade eletronica (PARR, 1989). Um sistema multieletrénico,
que pode ser uma molécula, uma superficie metalica ou qualquer agrupamento de &tomos,
como um gas de Fermi (gas composto por particulas denominadas de féermions que néo
interagem entre si e férmion é qualquer particula que obedecem ao principio da exclusao

de Pauli) dependente da energia potencial de todos os nucleos.
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Considerando um atomo no seu estado fundamental, temos um elemento de
volume AV, dessa forma podemos definir um volume de espaco de momento esférico até

0 momento Fermi pr para a particula de forma que:

_ 4

Ve =3 pg>(7) (23)

Onde 7 é um ponto em AV. Considerando o correspondente volume de fase para

0 conjunto de particulas temos:
4 -
AVyp = VAV = gﬂpﬁ(r)AV (24)

Os elétrons uniformemente distribuidos ocupam o espago AVpy,, dois elétrons h3
do volume considerado, onde h é a constante de Planck. Podemos descrever a quantidade

de elétrons da seguinte forma:

2 8 >
ANpp, = — AVp, = 5 pf° (HAV (25)

O namero de elétrons em AV é definido como produto da densidade eletrdnica,

(p) ou (1), pelo volume do sistema:
AN = n(¥)AV (26)

Aplicando na equacdo (25):
(@)= —=pp* () (27)

O fragmento de elétrons em 7 que possuem momento entre p e p + dp, ou seja, a

variacdo infinitesimal p, pode ser aplicado da seguinte forma:

(ani/dp) _ (@Vy/dp) _  ampdp

= z >
2N n 3P I G)

Fz(p)dp = (28)

Aplicando a expressdo da energia cinética de uma particula, onde a massa do
elétron é variada no intervalo de dp, a densidade de energia cinética de um fragmento de

volume de elétrons pode ser facilmente obtida como:
t) = [ 5o Fr(p)dp (29)
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3m2N 2

O momento de Fermi é dado por pf = ./2mEr (onde Ep = zm—z( )3) a
densidade de energia cinética é definida e substituindo as (24) e (25):
—. 5
t(7) = Ce[n(r)]s (30)

Dessa forma integrando a energia cinética por unidade de volume ¢(#)por todo o
espaco (d3r) obtém-se a energia cinética total dos elétrons, no caso os férmions que néo

interagem.
T = [t@dr,Cp==(3n%)3 = 2871 (31)

Substituindo e integrando na equacdo (30) a seguinte expressao para energia

cinética os elétrons (férmions) no modelo Thomas-Fermi € obtida:
T = Cr [[n(P]¥3d?r (32)

Na qual o limite AV — 0, com n(#) = AN/AVfinito, foi definida assim afim de
integrar e aplicar aos elétrons.A expressdo (32) € o funcional de energia cinética de
Thomas-Fermi citado anteriormente, esse funcional foi aplicado por Thomas-Fermi em

situacBes com moléculas mais complexas.

A partir da expressao (32) ocorre uma aproximacao da energia cinética em termos
da densidade eletronica n(7), também representada por p(r), dessa forma partindo desta
definicdo é possivel desenvolver um funcional de densidade eletronica. A energia total é
dada pela soma da energia cinética e energias potenciais:

E[p] =T+ UeN + Uee (33)
Na qual:
Uen = [ p(r) Vy(P)d®r (34)

A equacdo (31) é a energia potencial devido a atracdo que o nucleo carregado

positivamente exerce sobre os elétrons:
ﬂ p(rl)p(r2) d3r,d?r, (35)

A descricao total da densidade eletronica é obtida substituindo as expressoes (32),
(35) e (34) na expressao (35):
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Erppp) = Cr [N d3r + [ p(r) Vy(@d3r +

1 p(rDp(r2)
IS ”;1_’;2? d3ryd3r, (36)

O modelo de Thomas-Fermi fornece previsfes razoavelmente boas para atomos.
Ja foi usado antes para estudar campos potenciais e densidade de carga em metais e
equacdo de estados dos elementos. No entanto, este método é considerado bastante
grosseiro para sistemas mais complexos, porque ndo incorpora a estrutura orbital real dos
elétrons, ja que ndo leva em conta fendmenos quanticos como a interacdo de troca. Em
vista da teoria moderna de DFT, o método de Thomas-Fermi poderia ser considerado
como uma aproximacao a teoria mais precisa. Esses problemas contornados foram anos
depois na teoria do funcional de Kohn-Sham (KS) (KOHN, W. SHAM, 1965).

3.1.2.2. Teoremas Hohemberg-Kohn

A despeito de a DFT em parte ser fruto da teoria de Thomas e Fermi, foi legitimada
a partir de dois teoremas elaborados por Kohn e Hohenberg (teoremas HK) (KOHN, W.
SHAM, 1965).

Hohenberg e Kohn (1964) forneceram os fundamentos da teoria moderna da DFT
e mostraram que os modelos fundamentados no funcional de energia TFD devem ser
analisados como uma aproximacdo de uma teoria exata através de dois teoremas. O
primeiro teorema comprova que as propriedades de estado fundamental de um sistema de
muitos elétrons sdo unicamente determinadas através da densidade eletronica ou

densidade de carga p(r) dependente de trés coordenadas espaciais.

A energia do estado fundamental e a funcdo de onda do estado fundamental sdo

determinadas pela minimizag&o do funcional:
Ely] =45t onde (p|Aly) = [ y* Ay @

Nesse caso (37) cada quantidade de energia fornece um autovalor de H onde
E[y] = E,, nesse caso a energia minima serd maior que a energia real do estado
fundamental. Em um sistema com N elétrons e um hamiltoniano nédo relativistico o
potencial externo v(r) corrige o hamiltoniano e dessa forma N e v(r) determinam todas
as propriedades do estado fundamental. O numero de elétrons (N) e o potencial externo

v(r) no qual os elétrons se movem, definem completamente o sistema de muitos elétrons.

42



O primeiro teorema de HK estabele que o potencial externo v(r)é um funcional Unico.
Dessa forma a densidade eletronica do estado fundamental de um sistema de muitos
elétrons é determinada de maneira univoca, a menos de uma constante aditiva, pelo
potencial externo (PARR, 1989).

O primeiro teorema relaciona o nimero de elétrons com p(r) encontrando o estado
fundamental da funcdo de onda i e todas as demais propriedades do sistema. Por outro
lado, dois valores diferentes de v(r) e ¥ ndo fornecem 0 mesmo p para seus estados
fundamentais. Assim podemos expressar a equacao (36) em dependéncia de v(r) em

termos de p da seguinte maneira:

Eylp]l = [ p(r)v(r)dr + Fyklp] (38)
Com,
Fuk[p] = Tlp] + Veelp] (39)
O termo V,.[p] referente ao potencial de repulsdo elétron-elétron tem como
componentes:

V.elp] = Jlp] + termo néo classico (40)

O termo J[p] refere-se a repulsio classica: J/[p] = %ffrip(rl)p(rz)drldr2 eo
12

outro termo refere-se a uma quantidade muito importante e indispensavel na DFT, que

antes era desconsiderada no modelo Thomas-Fermi, a energia de troca e correlagéo.

O segundo teorema de HK prova que a densidade eletrénica correta do estado
fundamental minimiza a energia funcional, e este teorema define uma energia funcional
para o sistema. Na pratica, utilizando o principio variacional, o segundo teorema diz que
para uma tentativa de densidade eletronica g(r), onde g(r) =0 e [p(r)dr =N ,a
energia total do sistema sera sempre maior ou igual a energia exata do sistema, ou seja
E, < E,[p], onde E,[p] € o funcional de energia da equacdo (38). A funcao de onda, por
sua vez, pode ser usada como uma fungdo tentativa para um sistema com potencial
externo v. De acordo com o segundo teorema tem-se (HOHENBERG; KOHN, 1964):
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Eo = Ey[p] = Fuxlp] + [ p(r)v(r)dr < E,[p] = Fuxlp]l + [ p(r)v(r)dr  (41)

3.1.2.3. Equacdes de Kohn-Sham

A equacdo de Kohn-Sham pode ser comparada com a equacdo de Schrodinger
tendo em vista um sistema ficticio composto de particulas que nao interagem entre si,
onde a densidade gerada seja igual a do sistema real original com particulas que interagem

entre si.

Para um sistema multieletronico estado fundamental de energia pode ser obtido a

partir do minimo da energia do funcional:
Elp]l = [ p(r)v(r)dr + F[p] (42)
Com:

Flp] = T[p] + Veelp] (43)

A densidade do estado fundamental é a densidade que caracteriza o E[p], partindo
da hipotese que a quantidade de elétrons por unidade de volume é a densidade eletronica
total

N =N[p(")] = [ p(r)dr (44)

O metodo de Lagrange ¢é utilizado afim de inserir essa condicéo, onde a densidade

eletronica do estado fundamental deve satisfazer o seguinte principio variacional

S{Elp] — ulf p(r)dr —N]1 =0 (45)
Com:
_ SElp] _ SF[p]
=50 = "D+ 50 (46)

Na equacdo (46) temos u, o multiplicador de Lagrange que se refere ao potencial
quimico. Esse funcional esta estruturado na base do modelo Thomas-Fermi que consiste
em uma aproximagdo das formas da energia cinética T[p] e potencial de repulséo

eletronica 1/,,,, essa aproximacdo ndo é tdo precisa, existem diversas limitacdes a ele. Em
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funcédo disso Kohn e Sham propuseram a introducéo de orbitais no funcional de energia
cinética, o resultado seria obtido com uma boa precisao, deixando uma pequena corre¢ao
residual que é tratada separadamente (PARR, 1989). O ideal ¢ utilizar a formula exata da

energia cinética para o estado fundamental:
1
T, = i (]~ 2 77| (@)

Na equacéo (47), y; ndo € uma funcdo de onda, mas sim o spin-orbital e n; 0s
nameros de ocupacdo (numero particulas que ocupam um determinado estado quantico),
onde de acordo com o principio de Pauli, 0 < n; < 1. Segundo os principios dos teoremas

de Hohenberg-Kohn, T € um funcional da densidade eletronica total que é dada por:

p(r) = XN ny Zsli(r, )17 (48)

Nas equacOes (47) e (48) existem infinitos termos em um sistema interativo,
contudo Kohn e Sham apresentaram um termo que poderia solucionar o problema
assumindo n; = 1 para N orbitais e a representacdo da energia cinética se torna valida

para a fungédo de onda determinante que descreve elétrons ndo interativos, onde se tem:
1
0] = 2 (|- 29[ (49)
Onde:

p(r) = XY Xslpi(r, 5)I? (50)

Dessa forma se faz valido para a funcdo de onda determinante que descreve

elétrons ndo interativos:

¥ = =detlpiphr s . Yu] (51)
E
Tolo] = (¥| 2172 |#) = 52w - 3 72| (52

Na formula (52), Tg[p] é o funcional de energia cinética de um sistema de elétrons,
um sistema que os elétrons ndo interagem na mesma densidade eletrdnica do sistema. A
fim de ter uma Unica decomposicao em termos de orbitais que fornecessem um anico

valor de Tg[p], Kohn e Sham propuseram que T[p] fosse o funcional de cinética puro e
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exato de um sistema em que o0s elétrons ndo interagissem, desta forma a teoria acaba
sendo de particulas independentes (PARR, 1989; KOHN, W. SHAM, 1965). Para isso €

necessario invocar o funcional F[p] (45) de modo que:

Flp] = Tslpl + J[p] + Exc[p] (53)

Com:

Evclp] = Tlp] = Ts + Veelp] — Jlp] (54)

Assim, o funcional E,.[p] é o termo de interacdo ndo classica T[p] mais a parte
residual da energia cinética Ts,,, sendo a diferenca a energia cinética exata para o sistema

de elétrons que interagem. Substituindo esse argumento na equagéo (46):

8Ts[p]
= V() + 2 (55)

Na qualv.s(r) € o potencial efetivo de Kohn-Sham, que é definido na seguinte equacéo:

SJlp] | SExclp] _ p) )
Verf = V(1) + —— 5o() 4 —xcd So(r) v(r) + f dr + Uy (1) (56)

onde v, € 0 potencial de troca de correlacdo ou potencial efetivo e é dado por

8Exc|
e (r) = 222 (57)

O potencial efetivo possui uma densidade eletronica que satisfaz a equacao (55)

pela simples relagdo do somatério de N elétrons:
1
(=292 + ver ™| wi(r) = e (8)

p(r) = LY Xl (r, 5)1? (59)

Esse conjunto de equacdes trabalha de forma autoconsistente, onde a partir de uma
p tentativa é obtido um v (56) que aplicado nas equacdes (58) e (59) geram uma nova
p(r), onde um valor exato satisfaca as condi¢des da na equacao (42) somando-se assim
a energia total minima do sistema em questdo. Assim as equagdes de KS, de maneira
parecida as equacdes de Hartree Fock, utilizam equacdes de um elétron que descrevem
sistemas de muitos elétrons. Importante destacar que as equagfes de KS possuem um

valor exato pelo fato de incorporarem totalmente os efeitos da corregdo eletronica e
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resolverem os problemas variacionais da DFT (DUARTE, 2001). Para sistemas
multieletronicos o aspecto de suma importancia é a aplicacédo de funcionais de troca e de

correcdo como 0s expressos nas equacoes (53), (54), (56) e (57).

Os funcionais da energia de troca e correlagdo sdo modelados usando
considerac@es teoricas do comportamento da densidade em varias situacfes extremas, e
normalmente um valor empirico € introduzido, neste trabalho utilizamos o funcional

B3LYP o qual tem trés parametros de Becke e mais outros trés de Lee, Yang e Parr:

Ext"" = Exp? + ao(EX" — Ex") + ax (X" — Ex"") + ac(EC® — ECPY)

No qual aq=0.20, ax=0.72 e a.=0.81, EZ¥ é o funcional de troca e correlagdo de
Hartree-Fock, E$%4 € o funcional de troca de Axel Becke (KOHN; BECKE; PARR,
1996) e EE%4 é o funcional de correlagdo eletronica de C.Lee, Weitao Yang e Robert Parr
(PARR e YANG, 1989; KOHN; BECKE; PARR, 1996).

3.2. Metodologia

Os quassinoides Isobruceina B e Neosergeolida foram isolados da espécie vegetal
Picrolemma sprucei Hook., coletada na mata do campus universitario da Universidade
Federal do Amazonas (Manaus, Amazonas) proximo a FACED (Faculdade de Educacéo).
Foi feita uma triagem das plantas separando-as em raizes, caules (talos) e folhas. As
exsicatas das plantas encontram-se no herbario do ICB — UA identificadas com o0s
numeros: 5729 e 5730 no Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do
Amazonas. A metodologia de isolamento, analises espectroscopicas e espectrométricas
(NMR 1H e 13C, HMBC, HSQC, ESI-MS e FT-IR) dos quassinodides supracitados estao

descritos no trabalho realizado por Saraiva (2001).

Os célculos quimico quanticos tedricos foram realizados usando o Programa
Gaussian 09 (Revisdo D.01) na plataforma Debian LINUX (versdo 5.0) emum PC INTEL
CORE™ j7 com 16 GB de RAM. A abordagem DFT foi usada para otimizar a geometria
utilizando os conjuntos de base 6-311G (2d, p) e o funcional B3LYP. Os espectros
tedricos de IV obtidos, foram uniformemente escalonados por um fator de 0,98
(frequéncias imaginarias ou autovalores negativos ndo foram encontrados). Os espectros
de UV foram calculados usando o TD-B3LYP- FC funcional, com base 6-311G (2d, p),
usando 0 modelo PCM tendo metanol como solvente. Os valores de NBO foram obtidos

com o programa NBO 3.1, conforme implementado no pacote GAUSSIAN 09, usando o
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mesmo nivel de teoria. As atribuicBes dos numeros de onda IR calculados foram
auxiliadas pela opcdo de animacdo do programa GAUSSVIEW 5.0, que fornece uma
representacdo visual dos modos vibracionais. A distribuicdo de energia potencial (PED)
foi calculada com auxilio do pacote de software VEDA4. Para melhor entendimento, a

metodologia computacional esta descrita no fluxograma abaixo:

Isobruceina B e neosergeolida

DFT (B3LYP) Docking molecular

Mapas de potencial eletrostético

Autodock Vina

Orbitais HOMO-LUMO
| Protein Data Bank

Espectros RMN, UV e IV

Dihidrofolato redutase

Plasmodium vivax

3.3. Docking molecular
Célculos de docking molecular foram realizados com o programa AutoDock Vina,
utilizou-se a proteina dihidrofolato redutase (DHFR) em conjunto com seu inibidor

Pirimetamina (Pyl).

A DHFR forma uma unica estrutura bifuncional com o Plasmodium vivax, na
forma de dimeros, esse processo ndo ocorre com outros organismos (CHAIANATAKUL,
2013). Sendo assim, a DHFR no Plasmodium vivax forma a tetraidrofolato usando o
NADH por meio de uma reacdo enzimatica para a producdo de purinas e alguns

aminoacidos.
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Uma maneira de evitar a producdo de purinas da DHFR € utilizando o farmaco
padrdo Pyl. A Pyl inibe a enzima DHFR, bloqueando a biossintese de purinas e
pirimidinas, essenciais para a sintese de DNA e multiplicagéo celular. Esse farmaco inibe

a multiplicacdo celular quando o esquizonte se forma no eritrécito ou no figado.

A isobruceina B e a neosergeolida serdo comparadas ao farmaco Piremetamina a
fim de se analisar dentre as trés qual fara uma interagdo mais eficiente com a DHFR com

0 intuito de inibir essa enzima que gera tantos transtornos atraves da maléria.

Dentre os alvos moleculares reconhecidos de Plasmodium vivax, apenas DHFR
possui estrutura cristalografica resolvida e depositada no PDB. A estrutura foi obtida no
site Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/) sob o cédigo 2BL9. Para melhor
resultado, a fim de evitar interagdes desnecessarias, as moléculas de &gua foram
removidas no arquivo PDB (pois o complexo esta cristalizado), utilizando o programa
Visual Molecular Dynamics (VMD) na enzima. Em seguida, a caracterizagdo do gridbox,
utilizando o software AutoDock Tools (ADT) (HUEY; MORRIS; FORLI, 2012) foi feito
o gridbox (area onde é realizado o calculo em que o programa busca a menor energia de
ligacdo entre o ligante e o sitio ativo da macromolécula) (TROTT; OLSON, 2010). O

gridbox utilizado consta na tabela 2;

Tabela 2. Coordenadas e dimensdes do gridbox para o arquivo 2BL9, segundo abordagem do

docking molecular.

2BL9 X Y Z
Coordenadas 91,071 13,731 34,479
Dimensdes 22A 16A 16 A
RMSD 0,3412A

Em seguida foi realizado o redocking por meio do software AutoDockVina (ADV)
(TROTT; OLSON, 2010). Foram utilizados para tanto as melhores coordenadas do
gridbox e as coordenadas da enzima e do ligante co-cristalizado, e foram calculados os
valores de RMSD (root mean square deviation). Os valores de RMSD até 2A séo
aceitaveis para um protocolo de acoplamento, gerando assim uma confiabilidade nas

coordenadas da gridbox. No caso o valor obtido foi de 0,3412. A partir disso, pbde-se
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realizar os calculos com os quassindides isobruceina B e neosergeolida no processo de

docking.

Ap06s conseguir as melhores coordenadas do gridbox, inseriu-se individualmente
no software AutoDockVina (ADV) (TROTT; OLSON, 2010), assim como o arquivo da
enzima e do ligante co-cristalizado que sdo separados anteriormente no tratamento das
enzimas, para um processo de sobreposi¢do chamado de redocking. Os valores de RMSD
(root mean square deviation) até 2 A sdo aceitaveis para um protocolo de acoplamento,
gerando assim uma confiabilidade nas coordenadas da gridbox, no caso o valor obtido
para ambos os processos foi de 0,3412. A partir disso, p6de-se realizar os calculos com

0s quassinodides isobruceina B e neosergeolida no processo de docking.

4. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos no presente trabalho encontram-se descritos a seguir:

4.1. Otimizacao Geométrica

Os dados de geometria teorica das estruturas da isobruceina B e da neosergeolida
foram comparados com os dados de raio x experimental da neosergeolida (ZUKERMAN-
SCHPECTOR et al., 1994) e estdo reunidos na tabela 3. Ambas as estruturas
apresentaram um eixo de simetria C1 de energias -1721.24 Hartree atomic units e -
1797.47 Hartree atomic units, respectivamente. Lembrando que valores negativos
indicam um resultado espontaneo na termodinamica. Esses calculos foram gerados no
Gaussian, e para todos os calculos executados no Gaussian a unidade utilizada é atomic

units (a.u.), conhecida como Hartree.

Os valores de RMSD obtidos para a isobruceina B é 0,055103 e para a
neosergeolida 0,045086, 0 RMSD é um calculo que mostra a diferenca entre os dados da
geometria experimental e tedrica, € um calculo basico de estatistica largamente utilizada
para demostrar a proximidade do resultado tedrico com o experimental, 0 que torna os
resultados tedricos confiaveis para descricao estrutural e conformacional (COSTA et al.,
2019).
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Parametros geométricos da isobruceina B indicam que a molécula apresenta
distorcBes em sua estrutura, pelo fato de os 4 anéis apresentarem diferentes valores de

angulos e comprimentos de ligacéo entre as ligagdes C-C e C-O. Vide figura 7:

Em relacdo a isobruceina B, também foram registradas distor¢des em seus
comprimentos e angulos de ligacdo, principalmente nos anéis A e D, destacando os
comprimentos de ligagdo 1,33 A (C3-C4), 1,46 A (C2-C3), 1,41 A (C1-C10), 1,52 A (C7-
C8), 1,53 A (C8-C14), 1,51 A (C14-C15), 1,53 A (C15-C16) e 1,46 A (01-C7) e angulos
106,40° (C5-C9-C10), 126,51° (C7-01-C16), 107,09° (C7-C8-C14), 122,51° (O2-C16-
C15). Os anéis B e C revelaram certa uniformidade, descritos pelos valores de
comprimento de ligagéo 1,53 A (C5-C6), 1,52 A (C7-C8), 1,56 A (C8-C9), 1,58 A (C9-
C10), 1,51 A (C6-C7), 1,54 A (C12-C13), 1,54 A (C13-C14), 1,55 A (C9-C11) 1,53 A
(C8-C14) e 1,56 A (C11-C12) e angulos 112,63° (01 -C7 -C8), 110,11° (C6-C5-C10),
115,12° (C8-C9-C10), 109,80° (C9-C11-C12),113,41° (C9-C11-C12), 107,20° (O8-C12-
C11).

Para a neosergeolida (figura 8), o anel A revelou distor¢bes, apresentando
diferentes valores presentes em seus comprimentos de ligacdo, como 1,33 A (C2-C3),
1,50 A (C3-C4), 1,52 A (C1-C10) e 1,55 A (C4-C5) e angulos como 118,89° (C3-C2-
C1), 120,86° (C2-C3-C4) e 110,82° (C3-C4-C5). A presenca de um anel de 5 membros
(5-valerolactona) reduz o comprimento da ligagido C1-C2 (1,45 A) em comparacgdo com
a isobruceina B (comprimento C1-C2 igual a 1,53 A), pois a isobruceina B nio possui
esse anel de 5-valerolactona. Numa comparacdo entre as moléculas a presenca de um anel
d-valerolactona torna a neosergeolida mais reativa e suscetivel a reagdes e interagdes

quimicas.

Em relacdo ao anel B da neosergeolida, certa uniformidade foi registrada pelos
comprimentos de ligacdo proximas, 1,53A (C5-C6), 1,52A (C7-C8), 1,56A (C8-C9),
1,58A (C9-C10) e 1,51 A (C6 -C7) e valores de angulos, 111,35° (C5-C6-C7), 110,64°
(C6-C5-C10), 113,68° (C8-C9-C10). O anel C mostrou comprimentos de ligacdo em
torno de ~ 1,54 A e angulos distorcidos leves, 110,25° (C11-C12-C13), 112,23° (C9-C8-
C14), 113,00° (C14-C13-C12). O anel D, revelou distor¢des, como 1,46 A (C7-01), 1,34
A (C16-01), 1,53 A (C16-C15), 1,52 A (14-C15).

Tabela 3 - Parametros geométricos otimizados como comprimento de ligacdo e angulos de ligagao

da isobruceina B e da neosergeolida, utilizando o funcional de energia B3LYP e a base 6-311G
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(2d, p) em comparacdo com o valor experimental da neosergeolida (ZUKERMAN-SCHPECTOR

etal., 1994).
Parametros Isobruceina B Neosergeolida Experimental
Comprimento de liga¢do
C2-C3 1.452 1.330 1.313
C3-C4 1.343 1.502 1.502
C4-C5 1.520 1.548 1.553
C5-C10 1.568 1.574 1.571
C5-C6 1.531 1.533 1.528
C7-C8 1.527 1.522 1.517
C8-C9 1.564 1.561 1.557
C5-C6 1.531 1536 1.528
C6-C7 1.521 1517 1.500
C9-C10 1.578 1.586 1.568
C12-08 1.420 1.424 1.527
C1-C10 1517 1.519 1.516
C2-010 1.371 1.218 1.392
C13-C20 1.446 1.536 1.524
C9-Cl11 1.563 1.558 1.546
C11-C12 1.546 1.542 1.555
C12-C13 1.543 1.542 1.519
C13-C14 1.532 1.529 1.515
C8-C14 1.539 1.549 1.530
01-C7 1.469 1.461 1.482
01-C16 1.355 1.349 1.327
C15-C16 1531 1.535 1.519
C14-C15 1.512 1.520 1.514
Angulo de ligagéo
C11-C12-C13 114.239 110.254 112.8
C9-C8-C14 110.913 112.238 1131
C12-C13-C14 112.375 113.003 112.7
C8-C9-C10 113.403 113.686 113.2
C5-C6-C7 111.204 111.355 112.6
01-C7-C8 112.443 111.960 110.6
C6-C5-C10 110.634 110.640 110.6
C1-C2-C3 117.957 118.891 127.3
C3-C4-C5 121.076 110.821 111.2
C2-C3-C4 121.979 120.864 120.7
C9-C11-C12 112.748 113.411 114.3
08-C12-C11 109.746 107.207 112.8
02-C16-C15 122.102 122.516 121.9
03-C15-C16 110.244 111.120 110.3
C13-07-C17 109.222 109.791 108.5
C7-C8-C17 114.789 115.608 106.8
C9-C8-C17 113.226 112.856 113.0
C8-C9-C10 106.012 115.123 113.2
C9-10-C11 116.116 116.169 117.0
C5-C9-C10 106.451 106.402 107.5
02-C16-C15 122.102 122.516 121.9
C8-C14-C15 113.728 114.832 112.7
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Figura 8.Estrutura neosergeolida com numerac@es. Fonte: Proprio autor.

Para ambas as estruturas, os anéis B e C possuem uma conformacéo de cadeira
(conformagcdo tridimensional livre de tensdo). No entanto, os anéis C apresentam uma
leve distorcdo devido a ponte de oximetileno (ligacdo entre o C8 e C13), verificada pelos
angulos de torg¢ao 99,80° (C8-C13-C14) e 100,07° (C8-C13- C14) para a neosergeolida e
para a isobruceina B, respectivamente. Pelo fato de possuir a ponte de oximetileno na sua

estrutura, ela é de suma importancia no potencial biolégico da isobruceina B e da
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neosergeolida pois aumenta a poténcia antimalarica das moléculas (HOUEL et al., 2013),

sera discutido com maior detalhes esse ponto na secéao 4.4.

4.2. Mapa de potencial eletrostatico

Uma maneira de visualizar a distribuicdo de carga em uma molécula é com um
mapa de potencial eletrostatico (MEPS, sigla em inglés), um grafico de potencial
eletrostatico que mostra uma superficie de densidade eletrdnica constante. Através desse
grafico é possivel visualizar pelas cores a diferenca na concentracdo de elétrons em cada
regido. O MEP é uma ferramenta muito Gtil para prever o0 comportamento reativo das

moléculas.

MEPS sdo Uteis para visualizar os sitios existentes nas moléculas. A superficie
resultante exibe simultaneamente o tamanho molecular, forma e potencial eletrostatico
em termos de gradacéo de cor e € uma ferramenta muito Gtil na investigacao da correlagdo
entre estrutura molecular e relacdo das propriedades fisico-quimica de moléculas
incluindo biomoléculas e drogas. De acordo com a teoria do funcional da densidade, a
MEPS ¢é rigorosamente definida em termos de densidade eletrdnica e evidentemente

reflete contribui¢bes opostas dos nucleos e dos elétrons.

Os diferentes valores do potencial eletrostatico na superficie sdo representados por
cores diferentes, o codigo de cores para os MEPs de ambas as estruturas estd em unidades
atdmicas (au) e é indicado nas figuras 9 e 10. As regides eletronegativas e eletropositivas
sdo representadas pelas cores vermelha e azul respectivamente. As regides vermelhas
atraem uma espécie carregada positivamente ou repelem uma carga negativa. As regides
azuis sdo mais capazes em atrair elétrons de outra molécula. A cor verde no grafico MEP
indica as regides neutras, ou seja, regides com potencial intermediario. O potencial cresce

de vermelho <amarelo <verde <azul.

De acordo com as figuras 7 e 9, no anel B temos trés pontos de potencial positivo,
na regido do C5 (0,03606 a.u.), C6 (0.351233 a.u.) e C9 (0.0392973 a.u.). No anel C
temos a regido do H14 (0.0354663 a.u.) (H ligado ao 09). O ponto em torno dos &tomos
C15e C14 (0,03863 a.u) indicam uma quantidade minima de elétrons, consequentemente
0s mais desprotegidos e suscetiveis a ataques nucleofilicos. As regides com potenciais
negativos foram localizadas sobre o anel A, C e D nas regides 010 (-0,03381 au), O8 (-
0,02557 au), 09 (-0,04743 au), O7 (-0,04898 au), O1 (-0,03436 au), O2 (-0,04161 au),
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05 (-0,04713 au), 06 (-0,045107 au) e O4 (-0,04693). Sendo a regido do O7 (-0,048988)

0 de maior concentracéo de elétrons.

De acordo com as figuras 8 e 10 os MEPs calculados para a neosergeolida
indicaram regides com potencial positivo sobre o anel B nas regiGes do atomo C6
(0.03981 a.u.) e mais intenso no atomo C7 (0,04169 a.u.), essa regido € a mais suscetivel
a ataques nucleofilicos. O anel de lactona (6-valerolactona) da neosergeolida tem um
valor potencial negativo principalmente na regido do atomo 010 (-0,04984 a.u.) e O11 (-
0,05864 a.u.). Na regido do anel C é possivel observar valores negativos na regido do
atomo O9 (-0,03003 a.u.) e no &tomo O8 (-0,03446 a.u.) ambas hidroxilas que exercem
forte eletronegatividade na regido do anel C. No anel D a presenca do 4&tomo de O2 torna

a regiao um potencial negativo (0,04576 a.u.).

Comparando a regido dos atomos de carbono C1 e C2 de ambas as estruturas é
possivel notar que a presenca do anel d-valerolactona da neosergeolida torna a ligacao
entre C1 (0.00290439 a.u) e C2 (0.00819776 a.u ) neutra. Por outro lado, na estrutura da
isobruceina B a falta do anel &-valerolactona e consequentemente de uma grande
aproximacdo dos atomos de O10 e O11, C1 (0.0316769 a.u) e C2 (0.0336097 a.u)

apresentam potenciais positivos.

O mapa de potencial MEPS da isobruceina B esta representado na figura 10:

-4.987¢-2 NG B e D /o572

Figura 9. Mapa de potencial eletrostatico molecular (MEP) da isobruceina B, utilizando o
funcional de energia B3LYP e a base 6-311G (2d, p).

55



2

Figura 40. Mapa de potencial eletrostatico molecular (MEP) da neosergeolida, utilizando o
funcional de energia B3LYP e a base 6-311G (2d, p).

Com base na analise MEPS da isobruceina B, esses resultados fornecem
informacdes sobre a regido onde a molécula pode interagir para a formacéo de um dimero,
ocorre nos atomos 09-H10 e O10-C2. Estes atomos formam liga¢des de hidrogénio que
sdo confirmadas na se¢do 4.3 deste estudo. Um célculo que permite demostrar a
possibilidade de formag&o de um dimero é a energia de interagdo (AE). Para a isobruceina
B foi calculada como a diferenca entre a energia do complexo dimérico e a soma das
energias de cada monémero componente (AE = E = Edimer - ), Emonomer). A estabilidade
apresentada pela isobruceina B pode ser justificada pelo calculo dos valores de AE que
sd0 -5,287 kcal / mol. Lembrando que valores negativos indicam um resultado espontaneo
na termodinadmica. Essas interacGes intermoleculares sdo normais ainda se tratando de
moléculas muito reativas carregadas de atomos de oxigénio. A utilizacdo do Gaussian
ajuda a interpretar em qual conjunto de atomos essa interacao vai ocorrer e € justificada

pelo resultado com valores de energia espontanea termodinamicamente.

Com base na analise MEPS da neosergeolida, esses resultados fornecem
informacdes sobre a regido onde a molécula pode interagir para a formagéo de um dimero,
ocorre através do grupo de atomos 09-H14 e O11-C19. Estes atomos formam ligacbes

de hidrogénio que séo confirmadas na se¢do 4.3 deste estudo. Por meio da energia de
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interacdo (AE) para a neosergeolida 0 resultado obtido foi de -4,902 kcal / mol.

Lembrando que valores negativos indicam um resultado espontaneo na termodinamica.

4.3. Infra-Vermelho (1V)

Um total de 153 modos de vibracdo normais foi obtido para a isobruceina B e 170
para a neosergeolida, mas apenas os modos entre 400-4000 cm™* foram comparados com
0 espectro experimental, vide tabela 4 e 5. As figuras 11 e 12 mostram a comparagao
experimental e tedrica dos espectros de 1V, sendo possivel observar no grafico varias
semelhancas nos espectros e algumas diferencas nas bandas mais préximas de 4000 cm”
! As diferencas nos resultados podem ser atribuidas ao fato de que os céalculos tedricos
de DFT foram feitos para as moléculas na fase gasosa, enquanto que experimentalmente
ndo € possivel ter o mesmo controle para todas as possiveis interacdes intermoleculares.
Os resultados obtidos sdo muito proximos aos experimentais e alguns até mesmo iguais

aos originais.

As bandas experimentais para os modos normais de vibragdo foram feitas pela
distribuicdo de energia potencial calculada (PED) usando a estrutura otimizada da
isobruceina B, neosergeolida e suas formas dimeéricas. Para obtencdo de melhores
resultados, foi utilizado um fator de escala de 0,96 e 0,98 (a fim de corrigir o valor
calculado para se aproximar do valor experimental). Esse fator de escala é utilizado para
diminuir os possiveis erros tedéricos como um conjunto finito de bases e correlacdo
eletrénica, na negligencia do oscilador harménico e aplicacdo de fatores genéricos de
escala de frequéncia. Quando aplicado um fator de escala, este ajusta o resultado
tornando-o confidvel (MERRICK; MORAN; RADOM, 2007).

Para a isobruceina B (figura 11), na faixa mais préxima de 4000 cm, a frequéncia
observada na banda 3539 cm™ mostra estiramento O-H correspondendo a frequéncia
tedrica de 3555,99 cm™. Bandas experimentais no intervalo de 3022-3001 cm™* exibem
estiramento C-C, correspondendo as frequéncias tedricas de 3028,46 cm™ e 2999,39 cm
! respectivamente. O intervalo de 2976 cm™ a 2927 cm™ corresponde ao estiramento de
ligagOes simples de C-H, que no resultado tedrico, os valores calculados séo de 2979,43
cm e 2929,32 cm™. O maior pico do espectro experimental é 1747 cm™, correspondendo
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a um estiramento C = O, e seu valor tedrico ¢ 1747,55 cm™. A banda experimental de
1626 cm™ mostra um estiramento C=C no anel A correspondente ao niimero de onda

escalonado1632,91 cm™.

As bandas experimentais entre 1626 cm™ e 1295 cm foram atribuidas aos modos
de vibracdo de dobramento do HCH (1626 cm™, 1463 cm™, 1434 cm™ e 1295 cm™?
correspondentes ao niimero de onda escalonado teérico 1632,91 cm™, 1462,93 cm?,
1433,29 cm™ e 1294,80 cm™ respectivamente), vibracdes de dobramento de H-C-O 1378
cme 1317 cm™, correspondentes aos valores tedricos de 1377,03 cm™ e 1317,38 cm™),
a vibragdo fora do plano CCCH (1317 cm™ correspondente ao niimero de onda
escalonado tedrico 1317,38 cm™) e vibragéo de torgdo HCCC (1343 cm™ correspondendo

a0 nimero de onda escalonado tedrico 1344,01 cm™).

As bandas entre 1228 cm™ e 933 cm™ foram atribuidas OC (bandas na faixa de
1228 cm?, 1100 cm?, 1054 cm?, 1036 cm?, 991 cm?, 965 cm? e 933 cm?
correspondendo ao nimero de onda escalonado tedrico 1226,75 cm™, 1102,15 cm™?,
1070,00 cm™, 1041,41 cm™, 995,78 cm™, 966,22 cm™ e 936,21 cm™?) e foram atribuidos
H-C=0 modo de dobramento (bandas na faixa de 1194 cm™ correspondiam ao ndimero
de onda escalonado tedrico 1190,18 cm™). No intervalo de 761 cm™ e 575 cm™ foram
atribuidos OCOC fora do plano (761 cm™, 710 cm™ e 575 cm™ correspondendo ao
nimero de onda escalonado tedrico 780,00 cm™, 715,04 cm™ e 574,03 cm™). E quase no
limite visivel do espectro temos o valor experimental de 479 cm™, onde as vibracdes
foram atribuidas ao grupo HOCC do anel C, correspondente ao nimero de onda

escalonado tedrico 466,77 cm™.

Concernente a frequéncia observada na faixa de 1747 cm™, referente a hidroxila
do anel C e na faixa de 3539 cm™ relacionado a carbonila do anel A. A analise do estudo
tedrico indica a formacdo de um dimero. Essa regido da molécula se mostra mais
suscetivel a reagdes intermoleculares através da hidroxila e da carbonila no anel A.
Quando a isobruceina B é calculada na forma dimérica, detém-se o valor da frequéncia
na faixa de 1747 cm™ e 3555 cm™, que é muito proxima do valor experimental, vide

figura 11. Portanto, a formacédo de um dimero nessa posicdo é plenamente possivel.

Para a neosergeolida foi observada a frequéncia de vibracdo de modo de
estiramento da lactona C = O em 1755,75 cm™ préximo do valor experimental em 1732

cm*. As principais bandas observadas no intervalo de 3576 cm™ e 3356 cm™ (atribuido
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a 3576 cm™ e 3037 cm™ correspondendo ao nimero de onda escalonado tedrico de
3543,72 cm™ e 3037,03 cm'Y).

As frequéncias observadas no intervalo de 2988 a 2888 cm™ no trecho de ligagdo
simples C-H foram atribuidas aos valores experimentais 2988 cm™, 2963cm™, 2934 cm"
1 e 2888cm™ que correspondem aos nimeros de onda escalonados em 2986,60 cm™,
2966,78 cm™, 2932,20 cm™, 2897,04 cm™*. O atomo C-21 corresponde a frequéncia 1719
cm-1 e a posicdo C-22 refere-se ao éster carbonilico ligado ao anel C correspondente a
frequéncia 1751 cm™. A frequéncia experimental 1732 cm™ refere-se a ligagdo do anel

carbonil C = O que corresponde ao niimero de onda escalonado em 1755,75 cm™™.

O espectro experimental da neosergeolida revelou a vibragdo de alongamento de
CO (grupo éter) no intervalo de 1205 cm™ a 1023 cm (atribuido as bandas de 1205 cm’
11119 cm™, 1071 cm 1, 1046 cm™, 1029 cm™, 1023 cm™ que correspondem aos niimeros
de onda escalonados em 1206,54 cm %, 1115 cm 2, 1077,32 cm 1, 1048,44 cm 1, 1032,66
cm e 1026,31 cm ). Bandas no intervalo de 987 e 754 cm foram atribuidas ao
alongamento de OC (bandas a 987 cm™, 934 cm™ e 754 cm™, correspondentes aos
nimeros de onda tedricos escalonados 987,31 cm™, 937,76 cm™? e 755,58 cm?) e
alongamento C = C (banda a 966 cm™ correspondente ao nimero de onda teérico
escalonado 961,92 cm™). No intervalo entre 709 cm™ e 432 cm™, foram atribuidas as
bandas OCOC fora do plano (banda em 709 cm™, 644 cm™ e 451 cm™ correlacionam-se
com o niimero de onda tedrico escalado 712,95 cm™, 652,57 cm™ e 460,25 cm™) e flex&o
CCC (banda em 594 cm™, 451 cm™ e 432 cm™ correlacionam-se com o nimero de onda

teorico escalonados em 596,81 cm™, 460,25 cm™ e 434,72 cm™).

Apbs analise de vérias bandas, a faixa de 1732 cm™ é referente a carbonila do anel
de 5 membros (8-valerolactona) e a faixa de 3576 cm™ ¢ relacionado a hidroxila (09) do
anel C se mostrou a mais reativa e disponivel estericamente, essas duas mostraram melhor
aproximacdo com o estudo experimental. Quando a neosergeolida é calculada na forma
dimérica, detém-se o valor da frequéncia na faixa de 1755 cm™ e 3543 cm™, um resultado
préximo do valor experimental, vide figura 12. Portanto, a formacdo de um possivel

dimero € plenamente confirmada.
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Tabela 4 - Valores de bandas experimentais, bandas teoricas calculadas (cm™) e atribuicbes

vibracionais para a isobruceina B. Para obtencéo de melhores resultados, foi utilizado um fator

de escala de 0,98 (a fim de corrigir o valor calculado para se aproximar do valor experimental).

IV Experimental B3LYP 6-311G (2d,p) PED >5%
Comprimento de Comprimento de Intensidade
onda calculados onda escalonado
3539 3628,57 3555,99 1808,7002 Estiramento O11-H11 (99%)
(DIMERO) (DIMERO)

3436 3596,49 3452,64 162,884 Estiramento O11-H11 (100%)

3022 3154,65 3028,46 74716 Estiramento C18-H17 (84%)

3001 3124,37 2999,39 27,6341 Estiramento C17-H20 (11%) + Estiramento C19-H19
(84%)

2976 3103,58 2979,43 12,4021 Estiramento C18-H18 (17%)+ Estiramento C6-H7 (73%)

2955 3068,52 2945,77 19,2904 Estiramento C18-H18 (74%)+ Estiramento C6-H7 (11%)

2927 3051,38 2929,32 18,786 Estiramento C12-H12 (90%)

2900 3021,34 2900,48 45767 Estiramento C14-H14 (91%)

1747 1820,37 174755 654,692 Estiramento C2=010

(DIMERO) (DIMERO)

1626 1666,24 1632,91 47,2241 Estiramento C1-C10 (43%) + Dobramento H1-O11-C1
(15%)

1463 1492,79 1462,93 14,581 Dobramento H24-C24-H25 (57%) + Dobramento H26-
C24-H25 (18%)

1434 1462,31 1433,29 28,3829 Dobramento H6-C6-H4 (70%)

1378 1405,25 1377,03 42,2772 Dobramento H9-09-C11 (15%)

1343 1371,53 1344,01 31,7085 Dobramento H9-C9-C10 (10%) + Torcdo H14-C14-C13-
C12 (19%)

1317 1344,27 1317,38 9,3048 Dobramento H12-C12-08 (21%) + Fora do plano C13-
C20-C11-H11 (16%)

1295 1321,23 1294,80 39,0943 Dobramento H1-O11-C1 (16%) + Dobramento H2-C1-
011 (11%)

1228 1251,79 1226,75 135,771 Estiramento O3-C23 (21%)

1219 1245,23 1220,32 22,6964 Estiramento C15-C16 (11%)

1194 1214,48 1190,18 9,2091 Dobramento H13-C3=C4 (17%) + Dobramento C4=C3-
C2 (13%)

1155 1178,39 1154,82 3,4424 Torgéo H19-C19-C10-C9 (10%)

1100 1124,65 1102,15 86,994 Estiramento O8-C12 (11%)

1054 1091,84 1070,00 162,588 Estiramento O3-C15 (43%)

1036 1062,67 1041,41 25,2183 Estiramento O7-C13 (42%) + Estiramento C12-C13
(12%)

991 1016,11 995,78 122,0921 Estiramento O7-C17 (22%)

965 985,94 966,22 18,128 Estiramento 09-C11 (16%)

933 955,36 936,21 7,5402 Estiramento O6-C21 (18%)

898 923,41 904,94 6,6057 Fora do plano 010=C2-C3-C4 (19%)

827 832,85 816,19 5,972 Dobramento C4=C3-C2 (18%)

761 795,92 780,00 1,5413 Fora do plano 05=C20-06-C21 (35%)

710 729,64 715,04 11,340 Fora do plano 02=C16-01-C15 (12%)

652 667,67 654,31 19,067 Estiramento C23-C24 (11%)

575 585,75 574,03 32,888 Torcdo H24-C24-C23-03 (27%) + Fora do plano
04=C23-031-C33 (45%)

500 516,13 505,80 4,835 Dobramento 04=C23-C24 (23%)

479 476,30 466,77 49,566 Torgdo H11-011-C1-C10 (33%)
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Tabela 5 - Valores de bandas experimentais, bandas teoricas calculadas (cm™) e atribuicfes

vibracionais para a neosergeolida. Para obtencdo de melhores resultados, foi utilizado um fator

de escala de 0,98 (a fim de corrigir o valor calculado para se aproximar do valor experimental).

IV Experimental B3LYP 6-311G (2d,p) PED >5%
Comprimento de Comprimento de Intensidade
onda calculados onda escalonado
3576 3691,38 3543,72 292,90 Estiramento 09-H14 (100%)
(DIMERO) (DIMERO)

3037 3164,58 3037,03 1,7283 Estiramento C24-H27 (81%) +Estiramento assimétrico.
C9-H9 (9%)

2988 3111,05 2986,60 3,5069 Estiramento C23-H25(87%) + Estiramento C23-H26
(11%)

2963 3090,40 2966,78 26,0375 Estiramento C25-H16 (92%)

2934 3054,38 2932,20 27,7616 Estiramento C24-H21 (55%) + Estiramento C6+H7 (27%)

2888 3017,75 2897,04 2,2009 Estiramento C9-H9 (39%) + Estiramento C5-H5 (51%)

1777 1855,63 1781,40 639,381 Estiramento 011=C19 (89%)

1732 1828,91 1755,75 678,4533 Estiramento 011=C19 (87%)

(DIMERO) (DIMERO)

1719 1762,97 1727,71 166,4733 Estiramento O5=C19 (86%)

1638 1724,35 1689,86 82,283 Estiramento C3=C4 (84%)

1594 1623,50 1591,03 58,9622 Dobramento H24-C24-H23 (25%) + Dobramento H17-
C17-H16 (47%)

1436 1470,93 1441,51 14,8691 Dobramento H23-C23-H24 (57%) + Dobramento H25-
C23-H26 (16%) + Torgdo H23-C23-C22=04 (10%)

1316 1343,88 1317,00 19,4298 Dobramento H5-C5-C6 (87%)

1268 1295,17 1269,26 134,0791 Torgéo H4-C4-C3=C18 (27%)

1257 1283,65 1257,97 21,3410 Estiramento C13-C14 (10%)

1223 1254,58 1229,48 46,9861 Dobramento H12-08-C12 (13%) + Dobramento H11-09-
C11 (17%) + Dobramento H12-C10-08 (13%) + Fora do
palno C11-C12-C13-H13 (11%)

1205 1231,17 1206,54 130,9667 Dobramento H7-C7-0O1 (24%)

1172 1203,49 1179,42 150,0578 Estiramento O5=C20 (29%)

1119 1137,86 1115,10 45,4185 Estiramento 06=C21 (26%)

1105 1128,86 1106,28 42,4970 Dobramento H13-C11-09 (14%)

1071 1099,31 1077,32 62,576 Estiramento O9=C11 (47%)

1046 1069,84 1048,44 8,9632 Estiramento O3=C15 (58%)

1029 1053,74 1032,66 73,2877 Estiramento 06=C21 (21%)

1023 1047,26 1026,31 12,2469 Estiramento O7=C20 (17%) + Estiramento 06=C21
(44%)

987 1007,46 987,31 6,2073 Estiramento O1-C7 (16%)

966 981,55 961,92 10,401 Estiramento C57=C58 (12%) + Tor¢do H61-C1=C2-C5
(14%)

934 956,90 937,76 27,4882 Estiramento C4-C25 (11%) + Estiramento O7-C17 (24%)
+ Estiramento C25-H23 (12%)

842 862,41 845,16 17,201 Torgdo H18-C18=C3-C4 (42%) + Torgdo H2-C1=C2-C3
(25%)

754 771,00 755,58 5,3165 Estiramento O6-C20 (13%) + Dobramento O5=C20-0O6
(34%) + Dobramento C40-06-C21 (11%)

709 727,51 712,95 2,4620 Fora do plano O5-C13-06-C20 (39%)

644 665,89 652,57 1,4520 Fora do plano 011=C18-010-C19 (18%)

594 608,99 596,81 8,9820 Dobramento C19-C18=C3 (11%)

522 536,91 526,17 20,6061 Dobramento 011=C1-010 (14%)

451 469,65 460,25 0,666 Dobramento C24-C10-C5 (18%) + Out C25-C4-C3-C5

432 443,60 434,72 10,8879 (14%)

Dobramento C23-C22-03 (18%)
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Figura 11. Espectros teoricos e experimental de IV da isobruceina B. A linha vermelha representa
as bandas experimentais, linha azul representa as bandas teéricas e linha verde representa as

bandas tedricas do dimero de isobruceina B.
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Figura 12. Espectros tedricos e experimental de 1V da neosergeolida. A linha vermelha representa
as bandas experimentais, linha azul representa as bandas tedrica e linha verde representa as bandas
tedricas do dimero da neosergeolida.

4.4. Analise HOMO-LUMO.

O gap de energia entre 0 HOMO (Orbital Molecular Ocupado de Maior Energia) e 0
LUMO (Orbital Molecular Desocupado de Menor Energia) € muito importante para
determinar as propriedades elétricas, estabilidade cinética, polarizabilidade Optica e
descritores de reatividade quimica, como dureza e maciez, de uma molécula. O conceito
de dureza (n) esta relacionado a reatividade de um composto e é uma propriedade que
mede a extensdo da reatividade quimica a qual a adicdo de uma carga estabiliza o sistema
(equacdo 61). O potencial quimico (p) fornece um indice de reatividade global ¢ esta
relacionado a transferéncia de carga de um sistema de maior potencial quimico para um
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de menor potencial quimico (equacdo 61). A eletronegatividade (x) é o poder de atrair
elétrons que € igual a parte negativa do potencial quimico. Outro importante descritor €
o indice de eletrofilicidade (), um indice de reatividade global que mede a reducao de
energia devido a transferéncia de carga, que define uma classificacdo quantitativa da
natureza eletrofilica global de uma molécula Parr (62) (CARLSON; KELLER, 1957,
CARPENTER; WEINHOLD, 1988).

_1-4

n=-" (60)
== ()
w = u?/2n (62)

Onde A ¢ a afinidade eletrdnica e | € igual ao potencial de ionizacao da molécula,
a afinidade eletronica e o potencial de ionizacdo sdo obtidos através das energias de
orbitais HOMO-LUMO, enquanto | = -EHOMO e A = -ELUMO. Todas estas
propriedades foram calculadas para a isobruceina B e a neosergeolida usando as equagdes
no nivel do funcional da energia de troca e correlacdo B3LYP e base 6-311G (2d, p) e 0s

valores obtidos estdo na tabela 6.

Tabela 6 - Valores de energia calculados para a neosergeolida e isobruceina B usando o0 método
B3LYP e o conjunto de base 6-311 (2d, p).

Parametros Neosergeolida Isobruceina B
Energia (A.u) -1797.4791 -1721.2415
Enomo (eV) -2.0022 -7.1843
ELumo (eV) -6.6333 -2.2239
Enomo-Lumo (eV) 4.63 4.96
Exomo-1 (eV) -7.4515 -7.4080
ELumo+1 (eV) -0.9164 -0.6917
E(Homo-1)-(Lumo+1) (eV) 6.5351 6.7163
Dureza (n) 2.31 2.48
Potencial quimico (u) -4.318 -4.7041
indice de 4.02 4.46

eletrofilicidade (w)

Em relacdo ao gap de energia HOMO-LUMO, o quassindide neosergeolida tem o
menor valor comparado a isobruceina B (diferenca de 0,33 eV), indicando que a
neosergeolida seja mais reativa. De fato, a adi¢cdo do anel de lactona reduz o gap de

energia HOMO-LUMO, este estudo sugere que o anel perde sua estabilidade quando
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adicionado &tomos de oxigénio e isso influencia diretamente os descritores de reatividade

e, portanto, pode influenciar em suas propriedades farmacologicas.

Os valores calculados de dureza (1) da neosergeolida (2,31 eV) e da isobruceina
B (2,48 eV) mostram que a neosergeolida é uma molécula ligeiramente mais macia e
reativa do que a isobruceina B, confirmando as evidéncias obtidas pelo calculo do gap
energético. Portanto a neosergeolida apresenta alta polarizabilidade devido ao seu valor
de dureza (n). Comparando estes valores de dureza com o calculado para outras moléculas
organicas conhecidas, dureza: terpenos(=6)>Flavonoides(=3)>Alcaloides aroméaticos(=2)
0s quassindides apresentam resultados entre flavonoides e alcaloides aromaticos.
(COSTAetal.,2018; BRANCHES et al., 2018). Em relacdo aos indices de eletrofilicidade
(m) esses quassinoides apresentam um grande potencial de atracdo entre os elétrons. Vide

na figura 13 os orbitais moleculares de ambas as estruturas.

LUMO LUMO
AE= 4.63eV AE= 4.96eV
HOMO HOMO

(m

Figura 13. Orbitais moleculares de fronteira da neosergeolida e isobruceina B.

4.5. Analises NBO (Padrdo de ligacdo molecular tipo-Lewis de pares de
elétrons

A andlise da NBO (orbital de ligacdo natural) reporta o padrdo de ligacdo
molecular tipo-Lewis de pares de elétrons (ou de elétrons simples no caso de casca aberta)
em formato otimizado de forma compacta. Os NBOs determinam a representacao

localizada da Estrutura de Lewis Natural (NLS) da fungdo de onda, enquanto os NBO
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restantes do tipo "ndo-Lewis" completam a extensdo da base e descrevem os "efeitos de
deslocalizacdo" residuais pelas energias de perturbacéo de segunda ordem E@ e também
fornece uma base apropriada para explorar a transferéncia de carga ou interacao
conjugativa em sistemas moleculares

F;:2

EQ) = A= qi—2
() 1] qlgj_gi

Onde qi é o orbital doador ocupado, ¢i e €j sdo elementos diagonais e F (ij) € o

elemento da matriz externa diagonal Fock.

Para a isobruceina B e a neosergeolida, a andlise dos valores das energias de
perturbagéo de segunda ordem revelam que os valores das grandes conjugagdes sdo T —
n * e hiperconjugacdes LP — 7w *. As principais hiperconjugacdes para LP — ¢ * da
isobruceina B ¢ 04 — 03-C22, para a neosergeolida O11—C10-C19 e a hiperconjugacéo
LP — ¢ * 04 — 03-C22 na estrutura isobruceina B. As regides sobre O2 e O4 sdo regides
negativas, e esses atomos de oxigénio se estabilizam por meio de ligagdes de hidrogénio
intramoleculares. Assim, justificam-se pela forte interacdo hiperconjugativa O4 — O3-
C22 (35,92 kcal / mol), O3 — C22-04 (37,44 kcal / mol) na isobruceina B e na
neosergeolida 02—01-C16 (31.43 kcal/mol).

As interages intramoleculares hiperconjugativas do tipo ¢ — ¢ * da isobruceina
B sdo predominantes e contribuem para a estabilizacdo dos sistemas; destacando as
seguintes interagdes C1-H1 — C2-C3 (6,26 kcal / mol), C1-C2 — C2-C3 (5,84 kcal /
mol), C5-H5 — C11-09 (5,16 kcal / mol), C19-H19 — C17-H17 (18,82 kcal / mol), C17-
H25 — C19-H19 (5,20 kcal / mol), C15-03 — C19-H19 (4,03 kcal / mol), C23-H23 —
03-C22 (6,05 kcal / mol ), C18-C19- C3-C4 (9.38 kcal / mol). Na neosergeolida temos
C2-C3—C1-C2 (4.85 kcal/mol), C3-H3—C1-C2 (6.40 kcal/mol), C18-C19—C10-C1
(8.80 kcal/mol), C22-C23—03-C23 (4.95 kcal/mol), C23-H25—C23-H24 (10.72
kcal/mol), C4-C3—010-C2 (7.29 kcal/mol), C1-C2—C18-H22 (5.25 kcal/mol), C1-
C18-—C10-C1 (5.02 kcal/mol). A tabela 7 e 8 fornecem todos os valores significativos

das interacdes hiperconjugativas dadas pela teoria de perturbacao de segunda ordem.
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Tabela 7 - Energias de perturbacdo de segunda ordem selecionadas da Isobruceina B.

Orbital doador (i) Tipo de orbital Orbital receptor (j) Ziric:t(: E® (kcal/mol)
C19-H19 o C17-H17 o * 18,82
C17-H25 o C19-H19 o * 5,20
C15-03 o C19-H19 o * 4,03
C16-02 T C23-H23 o * 7,31
C23-H23 o 03-C22 o * 6,05

C3-C18 T C19-011 T * 29,83
C3-C18 T Cl-C2 % 16,79
C18-C19 o C3-C4 o * 9,38
C1-C2 o C2-C3 o * 5,84
C1-C10 o C2-010 o * 7,37
08 LP C12-H12 o * 6,90
09 LP C19-H19 o * 12,97
o1 LP C16-02 T * 20,38
02 LP C16-01 o * 32,21
03 LP C22-04 T * 48,45
04 LP C22-03 o * 13,78
05 LP C20-06 o * 31,54
06 LP C20-06 T * 54,50
010 LP C19-011 T * 46,53
011 LP C19-010 o * 41,50
C5-H5 o C11-09 o * 5,16
C15-H15 o C16-02 T * 4,61
C4-H52 o C3-C18 T * 6,50
C1-C10 o C2-010 o * 6,75
C1-H1 o C2-C3 o * 6,26
o7 LP C12-C13 o * 6,22
o7 LP C17-H17 o * 5,87
C5-H5 o C1-C6 o * 4,38
02 LP C3-C4 T * 27,47
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Tabela 8 - Energias de perturbacéo de segunda ordem selecionadas da Neosergeolida.

Orbital doador (i) Tipo de orbital Orbital receptor IriE:)tal de E® (kcal/mol)
010-C19 o C2-C3 o * 4,01
C9-H9 o 09-C11 o * 4,59
C10-C5 o C1-C18 T * 4,42
C10-C1 o C1-C18 g * 4,82
C10-C24 o C1-C18 T * 4,32
C7-H7 o C8-C9 o * 4,88
C11-H11 o C8-C9 o * 4,02
C17-H12 o C8-C9 o * 4,10
C6-H5 o 01-C7 o * 4,50
C4-C3 o 010-C2 o * 7,29
C1-C2 o C2-C3 o * 4,92
Cl-C2 o C18-H17 o * 5,25
C1-C18 o C10-C1 o * 5.02
C1-C18 o 010-C19 T * 22,42
C1-C18 T C2-C3 T * 14,44
C24-H23 o 09-H12 0 * 7,10
C2-C3 T C1-C18 T * 14,01
C23-H23 o C23-H22 o * 10,72
o1 LP 02-C16 T * 34,94
02 LP 01-C16 o * 31,43
03 LP 04-C22 T * 33,23
04 LP 03-C22 g * 29,30
06 LP 07-C20 0 * 32,62
o7 LP 06-C20 T * 48,27
08 LP C12-H9 o * 6,88
09 LP C11-C12 T * 7,12
010 LP 011-C19 T * 35,31
011 LP 010-C19 0 * 37,88
011-C19 s C1-C18 T * 80,41
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4.6. Andlise Ultra-Violeta (UV)

O espectro experimental da substancia, em solucdo de metanol, foi comparado ao
espectro calculado utilizando o funcional de densidade dependente do tempo usando
B3LYP e base 6-311G (2d, p) estabelecido em metanol (via PCM) como mostrado na
Fig. 14 para a isobruceina B.

. Experimental

Tedrico

ABS

|
|

N

250 300 350 400 450 500 550

Energia de Excitacdao (nm)

Figura 14. Comparacdo entre espectro de UV experimental e tedrico da isobruceina B.
Abordagem tedrica utilizada foi B3LYP 6-311G (2d, p) em metanol.

O espectro experimental da isobruceina B revelou bandas em 232, 245 e 250 nm
(faixa de comprimento de onda unidade nanémetro). O espectro tedrico apresentou uma
intensa transicao eletronica de 5,35 eV em 231,41 nm (for¢a do oscilador f = 0,1993) com
contribuigcdes importantes de H-7 — L (67,1%) e H-3 — L (16%), o que equivale a banda
experimental em 232,31 nm. Os célculos também mostraram transi¢Ges eletronicas
intensas em 245,47 nm (5,059 eV) com contribui¢des de H-7 — L (13%) e H-3 — L
(78%), sendo igual ao experimental. Outra transicdo eletronica intensa observada no
espectro tedrico é de 253,02 nm (4,90 eV), com contribui¢cGes importantes de H-4 — L

(20%) e H — L (69%), sendo equivalente a banda experimental a 250,57 nm.

Em relacdo ao espectro experimental da neosergeolida, em solugédo de acetona foi

comparado ao espectro calculado utilizando o funcional de densidade dependente do
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tempo usando B3LYP e base 6-311G (2d, p) estabelecido em acetona (modelo PCM)
como mostrado na Fig. 15 para a neosergeolida. A uUnica e destacavel diferenca aqui
observada em comparacéo a isobruceina B, € a utilizacdo do solvente acetona. Em relacéo
aos resultados, o uso da acetona aproxima o valor tedrico do experimental, pois a acetona
solubiliza de maneira mais eficiente a neosergeolida. No caso se fosse usado um solvente
diferente o resultado ndo seria tdo proximo quanto da acetona, como podemos observar

na figura 16 onde foi utilizado como solvente o metanol.

e Experimental

Teorico

ABS

\
~

250 300 350 400 450 500 550

Energia de Excitacdao (nm)

Figura 15. Comparagdo entre espectro de UV experimental e tedrico da neosergeolida.
Abordagem tedrica utilizada foi B3LYP 6-311G (2d, p) em acetona.
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Figura 16. Comparacdo entre espectro de UV experimental e tedrico da neosergeolida.
Abordagem teorica utilizada foi B3LYP 6-311G (2d, p) em metanol.

O espectro experimental da neosergeolida revelou bandas em 270, 279 e 285 nm.
O espectro tedrico apresentou uma intensa transicéo eletronica de 4,54 eV em 272,56 nm
(forca do oscilador f = 0,0095) com contribui¢des importantes de H-4 — L (25,9%) e H-
2 — L (60,5%), o que equivale a banda experimental em 270,09 nm. Os célculos também
mostraram transicdes eletrdnicas intensas em 276,5 nm (4,48 eV) com contribui¢c6es de
H-6 — L (4,32%) e H-4 — L (47,3%), sendo equivalente a banda experimental 279,56
nm. Outra transicao eletrénica intensa observada no espectro tedrico € de 283,94 nm (4,36
eV), com contribui¢es importantes de H-1 — L (55,6%) ¢ H — L (23,7%), sendo

equivalente a banda experimental a 285,26 nm.

4.7 Estudo do docking molecular

Estudos modernos sobre drogas antimalaricas tradicionalmente expdem plantas
que produzem alcaloides inddlicos e isoquinolinicos, sesqui-,di-, triterpenos como
quassindides e outros compostos com estruturas similares. Isobruceina B e a
neosergeolida como relatados na introdugdo desse trabalho apresentam atividades
antimalaricas comprovadas experimentalmente. O docking foi executado
individualmente para o farmaco padréo (Pyl), para a isobruceina B e a neosergeolida,
estes como ligantes e o receptor DHFR, esse procedimento esta destacado na secdo 2.5
desse trabalho.
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Apos a realizacdo do docking molecular se faz necessario verificar em termos de
energia e ligacdes de hidrogénio as conformacdes do complexo docking (ligante e
receptor). Lembrando que valores negativos indicam um resultado espontaneo na
termodindmica. A energia livre de ligagao (AG) analisada através do calculo de docking
da isobruceina B apresenta o valor de docking -8,3 kcal /mol, j& a neosergeolida apresenta
valor de -9,3 kcal/mol, enquanto a Pyl, que é um farmaco utilizado no combate as
infeccbes por protozoarios e € geralmente usado no tratamento e prevencdo da maléria,
mais especificamente contra o Plasmodium vivax e falciparum (KONGSAEREE et al.,
2005), obteve um valor AG de -7,5kcal / mol. Portanto os dois quassindides analisados
obtiveram um melhor resultado que o préprio inibidor comercial da enzima. Este
resultado sugere que a isobruceina B e a neosergeolida podem ser consideradas como uns
bons compostos no desenvolvimento de novos inibidores de DHFR. Visto que o DHFR
é uma enzima que catalisa a reducgdo do diidrofolato dependente de NADPH para tetra-
hidrofolato. Essa reacdo € essencial para a sintese de purinas e certos aminoacidos,
tornando a enzima mais resistente a medicacfes (BILSLAND et al., 2018). Inibindo o
DHFR diminui a quantidade de purinas e consequentemente o P.vivax € eliminado do
hospedeiro. Um questionamento importante é saber como ocorre essa inibicdo, a

interacdo dos quassinoides com a enzima.

De acordo com a figura 17 as interacdes entre o ligante isobruceina B e a enzima
DHFR ocorrem por meio de ligagfes ndo-covalentes fracas dos tipos: grupos alquila ndo
covalente alquil-alquila, sulfanilamida-alquila, interagdes alquila-r e com ligagdes de
hidrogénio. Observando a figura 18, no complexo-ligante-proteina da isobruceina B e 0
complexo DHFR ¢é possivel analisar e observar onde exatamente ocorrem as interacfes
moleculares. O anel A interage com 0 aminoacido LEU45 (leucina) por interacdo alquil-
alquil, também interage com o aminoacido PRO122 (prolina) através da regido oxigenada
do anel por uma interacédo alquil-z, e o grupo metil do anel A interage com o aminoacido
CY549 (cisteina) através de uma interacdo alquil-alquil. O anel C da isobruceina B
interage com o aminoacido ILE121 (isoleucina) por uma interacédo alquil-alquila, outra
interacdo no anel C ocorre com o aminoacido SER120 (serina) por uma fraca ligacéo de
hidrogénio. O anel D interage com 0 MET54 (metionina) por uma interacdo alquil-
sulfanilamida. O grupo éster ligado ao anel C interage com o ILE173 (isoleunina) por
meio de interacdes alquilo-alquilo e o grupo OCOCHS3 ligado ao anel D interage com o

PHES57 (fenilalanina) por meio de intera¢Ges alquil-z. Analisando as interagdes, pode-se
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observar a presenca unanime da ligacdo de hidrogénio na isobruceina B, esta interacdo
ocorre entre 0 O9 no anel C com o aminoacido LEU45, essa ligacdo de hidrogénio
promove uma boa estabilidade nesse complexo isobruceina B/DHFR do que as outras
interac@es ja descritas (alquil-alquila). Todos esses dados comprovam que a isobruceina
B interage e inibe de maneira satisfatoria a DHFR.

(A) (B)

Figura 17. Modos de ligacdo da isobruceina b e da neosergeolida dockados ao complexo
Dihidrofolato Redutase de Plasmodium vivax. (A) Sobreposicdo da isobruceina B atracada
(verde) e estrutura co-cristalizada da pirimetamina (roxo); (B) Sobreposicdo da neosergeolida
atracada (amarela) e estrutura co-cristalizada da pirimetamina (roxo).

(A)

Figura 18 (A) InteracGes complexo-ligante-proteina da neosergeolida e o complexo Plasmodium
vivax Dihydrofolate redutase. As esferas sdo regides de interacdo entre os atomos do ligante e 0s
grupos do complexo plasmatico de DHFR; (B) Interacbes complexo-ligante-proteina da
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isobruceina B e o complexo Plasmodium vivax Dihydrofolate redutase. As esferas sdo regibes de
interacdo entre os atomos do ligante e os grupos do complexo plasmatico de DHFR.

De acordo com a figura 17 as interacdes entre o ligante neosergeolida e a enzima
DHFR ocorrem por meio de ligagdes ndo-covalentes fracas dos tipos: interacdes alquila-
alquila, interagdes alquila-r ¢ ligagdes mais intensas, como as ligagdes de hidrogénio.
Observando a figura 18, no complexo-ligante-proteina da neosergeolida e o complexo
DHFR é possivel analisar e observar onde exatamente ocorrem as principais e relevantes
interacbes moleculares: o anel &-valerolactona interage com LEU45 (leucina) por
interacdo alquil-alquil. Os anéis A, B e D ndo mostraram interaces significativas. O anel
C da neosergeolida interage com ILE121 (isoleucina) e com SER120 (serina) por uma
interacdo alquil-alquila, outra interacdo no anel C ocorre com SER117 (serina) por uma
interacdo mais intensa de ligacdo de hidrogénio. Podemos observar outras ligacdes de
hidrogénio, uma entre 0 O9 e a sequéncia de aminoacido MET54 (metionina) e entre o
02 e 0 aminoacido LEV45.

Ao verificar a diferencga nos valores de energia livre (AG®), lembrando que valores
negativos indicam um resultado espontaneo, entre a isobruceina B (-8,3 kcal /mol) e a
nersergeolida (-9,3 kcal /mol), a estrutura da neosergeolida tem um valor de energia
menor que a isobruceina B, isso se deve a alguns fatores: de que a estrutura da
neosergeolida possui interagdes mais fortes com aminoacidos, no caso uma maior
quantidade de ligacbes de hidrogénio, visto que estas ligacdes sdo mais fortes que as
alquila ndo covalente alquil-alquila, sulfanilamida-alquila, interagdes alquila-rt; outro
fator é a presenca do anel 6-valerolactona (o anel de 5 membros) que possui uma carbonila
em sua estrutura, esta por sua vez atrai espécies carregadas positivamente através de
ligacdo de hidrogénio (HOUEL et al., 2013). Por outro lado, a isobruceina B ndo possui
este anel de 5 membros, assim a interagdo com a PRO122 torna-se muito mais fraca, por
meio de uma interacdo alquil-alquil (forca de Van der Waals). Portanto a neosergeolida
possui interacdes mais intensas com a DHFR, sendo assim teoricamente a neosergeolida
é um melhor inibidor da DHFR. Estes resultados sugerem que a neosergeolida pode ser
considerada como um bom composto no desenvolvimento de novos inibidores de DHFR

do que a isobruceina B.
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5.0. Consideracoes finais

O presente trabalho teve como confirmacao as atividades bioldgicas das moléculas
isobruceina B e neosergeolida, com o destaque a atividade antimalarica através dos
métodos tedricos e classicos, confirmando os estudos experimentais ja publicados. O
presente trabalho confirmou que a formagéo de um dimero é plenamente possivel em

ambas as moléculas.

A presenca de dimeros confirma os valores obtidos no estudo do infravermelho,
devido a um melhor resultado nos valores das bandas tedricas sendo possivel uma
comparacao mais proxima das bandas experimentais. Podemos aqui entender que de fato
o resultado experimental é obtido dos dimeros e ndo dos mondmeros, por isso quando é

feito o calculo do estudo tedrico dimérico o resultado € proximo ao experimental.

Os célculos de docking molecular mostraram que a isobruceina B e a
neosergeolida conseguem inibir de forma efetiva a enzima dihidrofolato redutase do
Plasmodium vivax. As moléculas apresentaram um resultado superior a pirimetamina (o

farmaco padréo).

Medicamentos diferentes do padrdo estdo sendo utilizados no tratamento da
malaria como por exemplo: uma vacina RTS e um farmaco chamado tafenoquina. Estdo
sendo desenvolvidos pelo fato de a malaria, no caso o p. falciparum e o p. vivax, estarem
se tornando cada vez mais resistente a cloroquina e a pirimetamina. De fato, a elaboragéo

de novos farmacos para combater a malaria se faz necessario.

Dentre os quassindides estudados nesse trabalho, os resultados sugerem que a
estrutura da neosergeolida pode ser considerada um bom composto lider no
desenvolvimento de novos inibidores DHFR. Os resultados deste estudo podem servir
como ponto de partida para futuros estudos computacionais e experimentais do

desenvolvimento de um novo medicamento contra a malaria utilizando a neosergeolida.

Diante de varias pesquisas ao longo desse dois anos, posso relacionar dois fatores
que dificultam o uso da neosergeolida ou isobruceina B como farmacos: o primeiro
motivo é a citotoxidade das moléculas, esses quassindides funcionam como uma esponja
que acabam limpando e eliminando todas as moléculas que entram em contato com estes;
0 segundo motivo é a P.sprucei hook que esta em extin¢do atualmente, e é uma arvore

dificil de fazer plantagdes sustentaveis, ou seja, € uma matéria prima dificil de se obter.
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Esse trabalho também gerou a submissdo de um resumo para o 43? Reunido Anual
da SBQ, até o presente momento estamos aguardando aprovacdo. Da mesma forma o
trabalho foi submetido na forma de artigo para a revista Chemical Physics, ainda

aguardando a publicacéo.

Além de tudo ja mencionado, outro trabalho foi feito em conjunto com outros
integrantes do grupo de pesquisa do laboratério de quimica tedrica computacional e com
0 Professor Dr. Emerson Lima da faculdade de ciéncias farmacéuticas da UFAM, que

gerou uma publicacdo em uma prestigiada revista tedrica.

Em relacdo a trabalhos futuros pretendo escrever mais um artigo relacionado aos
quassinoides, a respeito de algumas dificuldades encontradas ao longo do caminho para
este trabalho que vale ser discutida com mais tempo. No caso a dificuldade encontrada
esta relacionada a elucidacdo dos quassindides, existe uma longa discussao a respeito da
neosergeolida e da sergeolida serem a mesma molécula. Estudos indicam que a molécula
sergeolida ndo existe, e o que de fato foi observado nesse trabalho. O projeto inicial foi o
estudo tedrico da isobruceina B e da sergeolida, porem os resultados obtidos mostraram
uma diferenga grande na comparacgéo dos resultados tedrico com o experimental. Diante
desse cenario, foi sugerido substituir a sergeolida pela neosergeolida, e dessa forma os
resultados teoricos corresponderam os experimentais. Acredito que um futuro trabalho,
utilizando a quimica tedrica a fim de comprovar a inexisténcia da sergeolida seria

necessario e importante para findar essa questao que perdura a longos anos.
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