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RESUMO

Os aporfinoides sdo uma classe de alcaloides isoquinolinicos com mais de 500
compostos ja identificados na literatura e sdo conhecidos por sua ampla utilidade
farmacoldgica tal como anticancer, anestésica, vasodilatadora e antibacteriana. Dentro
dessa classe se encaixam os alcal6ides aporfinicos que, por sua vez, compreendem uma
classe nova intitulada 7,7-dimetilaporfinicos (devido a presenca de duas metilas no C7)
que até entdo ndo possuiam nenhum dado tedrico relacionando suas caracteristicas
estruturais, vibracionais, propriedades quanticas e estudo de docking molecular. Neste
contexto, este trabalho teve como objetivo investigar os alcaldides 9-metoxiguatterfriesina
(D, (R)-6,6a-dihidro-9-metoxiguatterfriesina (11) e 4,5-dehidro-9-metoxiguatterfriesina
(111), pertencentes a essa nova classe, através de uma abordagem tedrica utilizando célculos
DFT com o funcional B3LYP e as bases de célculo 6-311G (2d,p). Os dados de otimizacéao
geométrica para as estruturas foram comparados com dados de raio-x para uma estrutura
similar disponivel na literatura e obtiveram comprimentos de ligacdo bem préximos.
Célculos de NBO e NLO foram realizados a fim de ampliar o conhecimento com relacao
as propriedades quanticas das substancias além de explicar efeitos de deslocalizacdo
eletronica presentes nas estruturas. Os espectros tedricos de UV-vis e IV foram
comparados com dados experimentais obtidos em trabalho anterior e apresentaram
semelhancas satisfatorias, além de confirmar a existéncia da forma dimérica para os trés
compostos em solucéo, formas estas estabilizadas por interac6es de ligacdo de hidrogénio
do tipo OH---N. Foi realizado estudo de docking molecular, a substéncia Il revelou maior
potencial bioativo e, para fins comparativos, um estudo de docking também foi realizado
para duas substancias (9-metoxiguatteriscina e 6,6a-diidrodemetoxiguadiscina) com
esqueleto semelhante ao das moléculas I, Il e 1, entretanto com substituintes diferentes
nos anéis. Em adicdo, foi realizado ensaio citotdxico in vitro para as substancias o qual a
substancia 1l obteve o maior poder inibitério indicando assim a confiabilidade dos

métodos teoricos de docking molecular.

Palavras chave: Alcaldides 7,7-dimetilaporfinicos. DFT. Analises NBO/NLO.

Docking molecular. Anti-cancer



ABSTRACT

Apophinoids are a class of isoquinoline alkaloids with more than 500 compounds
already identified in the literature and specially recognized for having a range of
pharmacological activities such as anticancer, anesthetic, vasodilator and antibacterial.
Belonging to this class, the aporphine alkaloids comprise a new class titled 7,7-
dimethylaporphinic (due to the presence of two methyls in C7) that until then had no
theoretical data relating their structural, vibrational, quantum properties and study of
molecular docking.In this context, the objective of this work was to investigate the
alkaloids 9-methoxyguatterfriesine (), (R) -6,6a-dihydro-9-methoxyguatterfriesine (11) and
4,5-dehydro-9-methoxyguatterfriesine (111), part of this new class, through a theoretical
approach using DFT calculations with the B3LYP functional and 6-311G (2d, p) bases
set.The geometric optimization data for the structures were compared with x-ray data for a
similar structure available in the literature and obtained close bond lengths. NBO and NLO
calculations were performed in order to increase the knowledge regarding the quantum
properties of the substances besides explaining the effects of electronic delocalization in
the structures.The theoretical UV-vis and IV spectra were compared with experimental
data obtained in previous work and presented satisfactory similarities, besides confirming
the existence of the dimeric form for the three compounds in solution, these forms
stabilized by OH---N hydrogen bonding interactions type. A molecular docking study was
performed, substance Ill revealed greater bioactive potential, and to compare a docking
was performed for two substances (9-metoxiguatteriscineand 6,6a-
diidrodemetoxiguadiscine) with a skeleton similar to molecules I, 11 and 11, however with
different substituents in the rings. In addition, an in vitro cytotoxic assay was performed in
which substance 111 obtained the highest inhibitory power, thus indicating the reliability of

theoretical molecular docking methods.

Keywords: 7,7-dimethylaporphine alkaloids. DFT. NBO/NLO analysis. Molecular

Docking. Anti-cancer.
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais €, muitas vezes, o Unico método farmacéutico de
algumas comunidades. O uso deste recurso terapéutico no tratamento e até na cura de
doencgas graves ndo € novo: estima-se que a pratica € tdo antiga quanto a raca humana. Até
hoje € comum encontrar feiras populares que dispdem da venda de plantas medicinais para
producdo de chds (MARCEL, 2002). As plantas possuem em sua constituicdo muitas
substancias que sdo, atualmente, a matéria prima de farmacos amplamente utilizados no
tratamento de diversas doencas e até mesmo em pacientes com cancer (NETO et al. 2005;
VIEGAS JR et al. 2006; SOUZA, 2018). Um exemplo é a muito conhecida morfina
(Figura 1), utilizada em pacientes em estagio terminal de cancer devido ao seu forte poder
analgeésico (OKSMAN-CALDENTEY, 2004). Além da morfina, destacam-se também a
vincristina (Figura 2), usada em pacientes com leucemia linfoblastica aguda em diferentes
tipos de quimioterapia, e a vimblastina, usada amplamente no tratamento de diferentes
linfomas (WINK et al. 2005; CISTERNINO et al. 2001). O que estas trés substancias tém
em comum é o fato de serem alcaloides, bases nitrogenadas naturais famosas por
possuirem uma gama de utilidades farmacologicas e que por isso chamam bastante

atencéo.

HO

\\O
.t

HO™"

Figura 1. Férmula estrutural da morfina.



15

Vimblastina / Vincristina /

Figura 2. Férmula estrutural da Vimblastina e da Vincristina.

Os alcaloides sdo compostos oriundos principalmente de metabdlitos secundarios de
plantas, mas também podem ser derivados de fungos, bactérias e até mesmo de animais
(DE ALMEIDA et al. 2005; PEREIRA et al. 2007). Sua formula basicamente é composta
por nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e carbono. Além de sua fungdo anticancer ja citada
também  possuem  propriedades  antimicrobiana, antidepressiva, antimalarico,
anticolinérgico, anestésico, vasodilatador, dentre muitas outras (NEWMAN, 2003;
RAMADINHA et al. 2016; SCAZZOCCHIO et al. 2001). Estima-se que existem mais de
6000 alcaloides ja identificados em mais de 4000 espécies de plantas, muitos deles ainda
com utilidades desconhecidas e muitos desses podem estar presentes na regido amazonica
(CORDELL, 1981 apud BAVIATTI, 1994). Desta forma, devido a sua gama de
caracteristicas farmacéuticas e tendo em vista a quantidade de alcaloides ja isolados que
ndo possuem propriedades estruturais, eletrdnicas, quimicas e bioldgicas conhecidas, o
estudo desses compostos ainda € um campo em expansao.

E neste &mbito que est4 inserida a quimica teérica computacional que, em conjunto
com dados experimentais ja obtidos (RMN, UV, IV e EM), torna possivel através de
calculos teoricos quanticos uma descricdo mais completa acerca da estrutura e do
comportamento espectral dessas moleculas (BRANCHES et al. 2019; COSTA et al. 2018),
e até mesmo prever e explicar mecanismos que experimentalmente sdo inviaveis. Através
da matematica de modelos quanticos tedricos como a Teoria do Funcional da Densidade
(DFT) e o emprego de softwares como o Gaussian, desenvolvido com o intuito de
melhorar a nossa compreensdo do mundo atbmico/molecular, é possivel obter dados que
antes eram considerados impossiveis. A quantica em conjunto com 0 avango

computacional tornou vidvel observar comprimentos e angulos de ligacdo entre atomos,



16

orbitais HOMO e LUMO e sua influéncia na reatividade das moléculas, bem como mapas
de potencial eletrostatico (MEPs) e o estudo de propriedades éticas ndo lineares das
moléculas em questdo, aléem de simular os dados espectrais obtidos experimentalmente.
Em adicdo, a possibilidade de realizacdo de simulacdes de mecanismos de interacao
enzima-substrato (TROTT E OLSON, 2010), por meio da dinamica molecular faz com que
a quimica tedrica se tornasse uma ferramenta poderosa no estudo desses metabdlitos

secundarios.

Entretanto, estudos que combinem dados experimentais a dados quéanticos teoricos a
respeito de alcaloides ainda estd em falta na literatura se comparado com o tanto de
moléculas ja catalogadas. Por isso, 0 presente estudo teve como objetivo caracterizar
teoricamente (analises de comprimentos de ligacdo, MEPSs, espectros tedricos de IV e UV,
analises de HOMO/LUMO, NLO/NBO e estudo de docking molecular) alcaloides
oriundos de planta da Amazonia, com o intuito de contribuir para a compreensdo destas

substancias em nivel molecular.

1. OBJETIVOS

1.1. Geral

Prover uma descricdo mais completa da estrutura, caracteristicas espectroscopicas e
propriedades farmacologicas de trés alcaloides do tipo 7,7-dimetilaporfinicos oriundos de

uma planta amazodnica, através de calculos DFT, docking molecular e ensaio citotoxico.

1.2. Especificos

v" Reproduzir os dados espectroscopicos experimentais dos alcal6ides 9-
metoxiguatterfriesina (I), (R)-6,6a-dihidro-9-metoxiguatterfriesina (1) e 4,5-dehidro-9-
metoxiguatterfriesina (I11), atraves de calculos teoricos em nivel DFT, usando a funcéo de
base 6-311G(2d,p) e funcional de troca de correlacdo B3LYP.

v' Modelar e caracterizar, em nivel estrutural e eletrénico, as propriedades dos
supracitados alcaldides.

v" Realizar estudos de docking molecular com DNA-Topoisomerase Il humana
com a finalidade de avaliar a atividade bioldgica dos alcaloides estudados e prover

comparagao com ensaio citotdxico in vitro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Familia Annonaceae

A familia Annonaceae pertence a ordem Magnolialies sendo uma das maiores familias
compreendendo cerca de 2500 espécies distribuidas em 135 géneros (CHATROU et al.
2004; VAN HEUSDEN, 1992). E geralmente considerada uma familia natural e uma das
mais primitivas familias das Angiospermas ocorrendo principalmente em florestas de baixa
altitude (VAN HEUSDEN, 1992). Tem predominancia pantropical, ou seja, na regiao
tropical de todos os continentes, e geralmente ocorre majoritariamente como arvores e
arvoretas, e em pouquissima propor¢cdo como lianas (CHATROU et al. 2004). Apesar de
apresentar um grande numero de géneros, constitui a familia mais homogénea e bem
sucedida das Magnoliales, isso porque muitos dos seus géneros possuem muitas espécies,

merecendo destaque o género Guatteria com 250 espécies (VAN HEUSDEN, 1992).

Com relacdo aos géneros e espécies presentes na familia, na regido Neotropical
existem 40 géneros e cerca de 900 espécies (CHATROU et al. 2004), ja no Brasil consta 26
géneros sendo sete endémicos e cerca de 260 espécies (MAAS et al.,2001; 2007). Dentre o0s
géneros citados para o Brasil, destacam-se: Annona, Xylopia, Rollinia, Guatteria e
Guatteriopsis. Dentre esses, 0 género Annona destaca-se como um dos principais
agregadores econémicos para a familia, isso devido aos seus provenientes frutos comestiveis
que sdo amplamente apreciados: A. cherimolia (cherimdlia), A. crassiflora (marolo), A
squamosa (ata, fruta do conde ou pinha), A. montana (graviola da montanha), A. muricata
(guanabana, graviola) e A. reticulata (condessa); e Rollinia, tais como: R. mucosa (biriba),
R. sylvatica (araticum) e R. deliciosa (biribd) (MORZELLE, 2010).

Na Amazonia, além dos frutos que agregam valor comercial, a familia é considerada
“cargueira” uma vez que suas cascas duras podem ser utilizadas como suporte de carga além
de ser de suma importancia para madeireiras (SANCHEZ, 1997; MURILO & RESTREPO,
2000). Além disso, muitas anonaceas sao utilizadas como plantas medicinais e muitos dos
alcaloides isolados dessas plantas possuem atividades bioldgicas diferenciadas.

Referente a fitoquimica das anonaceas, a familia caracteriza-se por quase todos 0s
alcaloides isolados a partir dela possuirem esqueleto derivado do esqueleto isoquinolinico
como, por exemplo, a liriodenina, berberina, sasolinol, dentre outros (Figura 3). Além dos

alcaloides, estdo presentes nas anonaceas muitas outras substancias como carboidratos,
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lipideos, amidas, aminoacidos e proteinas. Algumas espécies de Annona estdo sendo alvo de
estudo devido a importancia econdmica e nutricional dos acgucares e lipideos contidos nas
suas sementes (LEBOUEF et al.1980).

Liriodenina
HO N
NH ~ N
HO
Salsolinol “ Isoquinolina
0\
(@]
=%
N+
(-i) o
CHs D‘HCHE Berberina

Figura 3. Isoquinolina e alcal6ides derivados de seu esqueleto.
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2.1.1. Guatteria friesiana

E uma espécie de arvoreta que faz parte do género Guatteria, género da Annonaceae
que possui 0 maior numero de espécies, que varia de 3-10 m de altura e 4-10 cm de
didmetro e é conhecida pelo nome popular de envireira ou envira (Figura 4). Possui ramos
jovens e peciolos densamente cobertos com indumento de velutino de pélos pequenos
eretos (RIBEIRO et al. 1999).

Possui de 10-20 nervuras secundarias obscuras e é considerada rara com héabito de
vertente e platd. Estd presente tanto na Amazonia brasileira quanto colombiana (RIBEIRO
et al. 1999; ERKENS et al., 2007; MAAS et al., 2007).

Figura 4.Guatteria friesiana. Fonte: https://www.inaturalist.org/taxa/185510-Guatteria/browse_photos

2.2. Alcaloides aporfinicos

Os alcaloides aporfinicos fazem parte do grupo dos aporfinoides, um grupo que
compreende cerca de 500 compostos isolados e identificados até 0 momento, e sdo 0s
principais produtos biossintéticos de espécies de anondceas como a Guatteria friesiana
(WAECHTER et al. 1999; COSTA et al. 2016; CAVE et al. 1987; GUINAUDEAU et
al.,1982). Sao bases tetraciclicas que possuem um esqueleto muito semelhante ao da

apomorfina, sintetizada a partir da morfina (Figura 5), que possivelmente teria originado o


https://www.inaturalist.org/taxa/185510-Guatteria/browse_photos
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termo aporfinoide (SHAMMA E GUINAUDEA, 1984). Neste trabalho a numeragéo
utilizada é a mesma da oficial para a apomorfina, apenas os anéis A e B foram invertidos,

os anéis C e D sdo 0s mesmos.

1/}'::" : ]
A" |
N e
13 c EiénH =
HC1 L
conc _ HO__ 1 ,

T

11.| D Ta

10 L 8

HO™
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) H =8
— O - f”’?&ﬂ\l L""lwl—o:HE Sy s
/ '“\\ Rl | J/q““v
/f A .H £ ~ A-H
H,0/+H o B o Jf
—_— N P — 8 ,_.,.NH,,
o S v X
‘l
&1
P X R -
CH, ""-;_,.—-' "‘*T.—-L H,
-H HO, 4

Figura 5. Sintese da apomorfina (COSTA, 2009).

Os alcaldides aporfinicos ou aporfino sdo divididos em quatro subgrupos
(SHAMMA E GUINAUDEAU, 1984):

o Os aporfinicos sensu stricto com esqueleto tipico da estrutura da morfina
(Figura 5) que exibem O-substituicdo apenas no anel A ou nos anéis A e D, geralmente sdo
grupos OH,0CH3s ou OCH20. Esses alcaloides sdo também freqlientemente compostos
oticamente ativos;

o Os desidroaporfinicos que sdo um subgrupo distinto dos aporfinicos sensu

stricto pela adi¢do de uma insaturacéo entre C6a e C7,;
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o 7-alquilaporfinicos em que um grupo alquil sempre se origina como uma
metila substituinte, também contém um centro de insaturacdo, algumas vezes como um
desidroaporfino, ou como um 6,6a-desidroaporfino, ou em alguns casos como 4,5,6,6a-
tetradesidroaporfino com uma aromaticidade total no anel B;

o E os 7-oxigenados ou ocasionalmente 4,7-dioxigenados que incluem alguns

alcaldides com substituintes metilas geminais ou hidroxilas no C-7.

Os alcaloides aporfinicos sdo conhecidos pelas diversas atividades bioldgicas
atribuidas a eles tais como: efeito citotoxico in vitro contra linhagens de células
cancerigenas, atividade antiagregacdo plaquetaria in vivo, acdo vasodilatadora, atividade
antiparasitaria in vitro, atividade antimicrobiana (antibacteriana e antiflngica),
antioxidante, larvicida e antiviral (PAULO et al. 1992; QUEIROZ et al. 1996; CHANG et
al. 1998; MONTENEGRO et al. 2003; STEVIGNY et al. 2005).

O alcaloide aporfino sensu stricto anonaina apresenta atividades antimicrobiana
(PAULO et al. 1992), antitumoral (STEVIGNY et al. 2005) e tripanomicina in vitro
(QUEIROZ et al. 1996). A atividade antiagregacdo plaquetaria in vivo tem sido atribuida
aos alcaloides 7- hidroxi-desidrothalicsimidina, thalicsimidina, norpurpureina, lirinidina e
N-metilasimilobina (CHANG et al. 1998). A atividade leishmanicida foi determinada para
os aporfinicos sensu stricto xylopina, nornuciferina, cryptodorina e nornatenina
(MONTENEGRO et al. 2003).

Todos esses alcaloides citados possuem dois ou mais anéis aromaticos que podem
influenciar nas suas caracteristicas fisico-quimicas além de ser um fator importante no que
se refere ao potencial bioativo dessas moléculas. Uma vez que a aromaticidade implica em
planaridade, supbe-se que moléculas planares tem maior facilidade em adentrar o sitio
ativo de enzimas como a DNA topoisomerase Il humana (BRANCHES et al. 2019). Esse
é, entdo, um dos motivos para o alcaloide liriodenina, um alcaloide oxoaporfinico planar,
ter tantas atividades tais como leishmanicida in vitro (QUEIROZ et al. 1996), antitumoral
(WU et al. 1993; STEVIGNY et al. 2005) e antimicrobiana (KHAN et al. 2002; LOPEZ et
al. 2002; RAHMAN et al. 2005).

2.2.1. Alcaloides 7,7-dimetilaporfinicos

Dentro dos alcaloides aporfinicos existe um novo tipo de alcaloides denominados de
7,7-dimetilaporfinicos (Figura 6) que, como o préprio nome diz, diferenciam-se dos

demais alcaldides pela presenca de duas metilas no carbono C7. Estes alcal6ides foram



22

isolados apenas uma vez (COSTA et al. 2016) podem aparecer com uma, duas
insaturagcdes ou até mesmo com aromaticidade completa no anel B e podendo sofrer O-

substituicdo do tipo OH e OCHz3 nos anéis A e D.

3 4
2 5
SO \
1 63N N N
13 T
113 ;: 7 _CH; | - CH; | CH
d . .
11 CH, CH, CH,
D ‘ ‘
10 8
g

Figura 6. Esqueleto basico dos alcaldides 7,7-dimetilaporfinicos (Costa, 2009).

2.3. Estudo tedrico de moléculas e vantagens do DFT

Diante de uma gama de moléculas ja catalogadas, com inimeras propriedades ainda
desconhecidas, e devido ao avanco da quimica tedrica computacional dos Gltimos 30 anos,
0 auxilio de ferramentas computacionais tornou-se indispensavel no avanco da area de

quimica.

Ao digitar as palavras “DFT studies” ¢ “molecules” no site periédicos capes, vocé
sera redirecionado a uma quantidade aproximada de 89.400 resultados de trabalhos
académicos que relacionam estudos com variados dados tedricos sobre varias moléculas.
Isso porque os métodos quanticos tedricos disponiveis, tais como o DFT e o Hartree-Fock,
tornaram possivel o desenvolvimento de programas e plataformas que possibilitam
calculos de otimizacdo, energia de ligacdo, energia de adsorcdo, propriedades fisico-
quimicas, descritores de reatividade, dentre muitos outros (SILVA, 2016; FAHIM E
SHALABY, 2019; BRANCHES et al. 2019; PRASAD et al. 2019; COSTA et al., 2019).

Para a comunidade cientifica, a pesquisa com abordagem tedrica de moléculas ja esta
consolidada, e seus frutos tém permitido desenvolver diversas areas, como a
farmacologica, estabelecer estratégias para aumentar a especificidade e desempenho de
catalisadores e compreender mecanismos impossiveis de serem  estudados
experimentalmente (ABREU, 2004; YANG E AYERS, 2003). Todas essas informagdes



23

sdo em nivel molecular e levam ao problema da correlacdo eletrénica, uma vez que é
errado ignorar as interacOes eletrénicas em um sistema molecular; o termo correlagéo vem
da estatistica e significa que duas funcgdes de distribuicdo ndo sdo independentes uma da
outra. Métodos que ndo considerem a interacdo elétron-elétron e elétron-nucleo levam a
resultados que necessitam de processos posteriores, como é o caso do método Hartree-
Fock que descreve um conjunto de elétrons aproximado por um s6 determinante de Slater
(LOWDIN, 1955). O método DFT, por outro lado, reduziu o problema de muitos elétrons a
um funcional de energia exato da densidade eletrdnica, partindo do pressuposto de que 0s
elétrons estdo distribuidos uniformemente no espaco. Por isso, a DFT tem atraido cada vez
mais atengdo no tocante a estudos teodricos de sistemas cada vez mais complexos
(DUARTE, 2001) de forma que leva a quase cinco milhGes de trabalhos numa busca pelo

Google académico.

Além de tratar do problema de multiplos elétrons, a DFT € vantajosa por apresentar
baixo custo computacional (o esforco computacional do DFT é na ordem N2 contra N* para
calculos HF, onde N é o numero de fungdes de base orbitalar) o que a coloca como
preferéncia em relagdo aos demais métodos ou niveis de teoria. H4& uma qualidade
respeitavel para céalculos em nivel DFT no tocante a vérias propriedades, incluindo
geometrias, constantes de forcas e potenciais de ionizacdo em comparacao com HF, desta
forma a reducdo no tempo computacional é obtida com pouca ou até mesmo nenhuma

deterioracdo das respectivas propriedades calculadas (BERNARDO, 2006).

Por isso, os resultados obtidos usando o DFT sdo uma melhoria sobre os obtidos em
nivel HF além de contemplar satisfatoriamente varios métodos p6s-HF que incluem efeitos
de correlacdo eletronica tal como a teoria de perturbacdo de Moller-Plesset de segunda
ordem (MP2) (BERNARDO, 2006). Além disso, a teoria tem sido amplamente utilizada
para prever dados de espectroscopia como espectros infravermelho, ultravioleta-visivel e
ressonancia magnética nuclear com Otima precisdo e que servem, por exemplo, para
confirmar dados experimentais obtidos para moléculas inéditas (BRANCHES et al. 2019;
PRASAD et al. 2019; COSTA et al. 2019; COSTA et al.2017; SIEVANEN et al. 2010).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Determinante_de_Slater
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2.4. Célculos de docking molecular e busca por novos farmacos

Existe uma grande quantidade de medicamentos que podem ser utilizados de diversas
formas no tratamento e na cura de diversas doencas. Contudo, a busca por novos farmacos
que impliqguem em menores efeitos colaterais e melhor eficicia contra quaisquer doencas é
um campo que talvez nunca pare de crescer (CERA E PANCOTE, 2012). Aliado a isso, 0
auxilio de ferramentas computacionais tem se mostrado um contribuinte eficaz visto que
pode reduzir em até 50 % tanto o custo quanto o tempo de pesquisa para essa busca
(PHILLIPS et al. 2018).

Dentre essas ferramentas, destaca-se o docking molecular que proporciona a
investigacdo de farmacos em potencial e as possiveis orientacdes que estes, por sua vez,
podem assumir no interior do sitio ativo de macromoléculas. O processo
de docking envolve dois passos: (1) predicdo da conformacdo, posicdo, orientagdo do
ligante dentro dos sitios e (2) avaliacdo da afinidade de ligacdo. Desta forma, além de
prever o sitio ativo de uma estrutura, permite elucidar as intera¢cbes moleculares existentes
entre receptor-ligante o que o caracteriza como forte ou fraco inibidor potencial (MORRIS
etal. 2008; MENG et al. 2011).

Muitas ferramentas de docking ndo permitem que a macromolécula seja flexivel,
embora este seja um aspecto muito importante do reconhecimento molecular, uma vez que
as estruturas ndo ficam estaticas no organismo in vivo (MURRAY et al.,1999). Para
resolver este e outros problemas, a dindmica molecular encontrou nimero crescente de
aplicacdes em conjunto com o docking molecular, desde a preparacdo do alvo antes do
encaixe, até a explicacdo da flexibilidade do receptor, efeitos de solvente, e ajuste
induzido, ao calculo de energias livres de ligacdo e classificacdo de ligantes ancorados
(ALONSO, 2006). Isso porque a caracterizacdo do comportamento de ligacdo desempenha
um papel importante no desenho racional de farmacos, bem como para elucidar processos
bioquimicos fundamentais (MORRIS et al., 2008) .

Durante o processo de acoplamento, o ligante e a proteina ajustam sua conformacéo
para alcancar um "melhor ajuste™ geral e esse tipo de ajuste conformacional que resulta na
ligagdo global é referido como “ajuste induzido”. Esse ajuste induzido é resultado do
chamado “método complexo relaxado” desenvolvido no laboratério de McCammon (LIN
et al. 2002) que gera snapshots a partir da dindmica molecular e tem sido aplicado para
desenvolver novos inibidores da integrase do HIV (SCHAMES et al., 2004). Desta forma,
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o principal objetivo do docking é obter uma conformacdo otimizada para a proteina e o
ligante além da orientacdo relativa entre a proteina e o ligante, para que a energia livre do

sistema geral seja minimizada.

2.4.1. O mecanismo do docking

Paralelo a busca por novos farmacos com menos efeitos colaterais possiveis,
encontra-se uma ferramenta de mecénica molecular muito utilizada atualmente: o docking
molecular. Trata-se de uma plataforma que calcula a energia livre de ligacao de um ligante
em uma macromolécula, num sitio ativo, visando formar um complexo estavel (MENG et
al. 2011). Existem muitos programas que fazem esse processo, dentre eles pode-se citar
Amber, Charm, Discovery, Surflex e o AutoDock Vina (BARREIRO, 1997; WANG et al.
2010).

De forma resumida, um programa de docking permite inserir uma molécula pequena
chamado de ligante no sitio ativo de um farmaco padrdo, que normalmente ja vem
complexado na enzima de interesse. Esta ferramenta tem sido amplamente utilizada no
ramo de quimica bioldgica e farmacia por apresentar boa acurdcia com relagdo a seus
resultados e servir de complemento na descricio completa de uma estrutura recém-
descoberta (COSTA et al. 2019; BRANCHES et al. 2019).

Uma vez escolhido o sitio da enzima em questdo, é feito um célculo de varredura
com as moléculas alvo de estudo, os novos farmacos em potencial. Este processo envolve
fatores entalpicos e entropicos considerando a flexibilidade do ligante e da proteina, o
efeito do ambiente proteico na distribuicdo de cargas do ligante, e possiveis interagdes com
moléculas de agua presentes no meio, principalmente quando se refere ao organismo
humano (MENG et al., 2011).

O sucesso, ou ndo, dessa varredura é atribuido a dois componentes: o algoritmo de
busca e a funcdo de pontuacéo (scoring function). Os programas de docking molecular em
geral funcionam trabalhando na busca da melhor configuracdo possivel para o ligante no
sitio (ligante flexivel) e tentam simular um receptor flexivel, independente do algorismo
utilizado. No AutoDock Vina (ADTV), programa utilizado para obtencdo dos resultados
deste trabalho, o calculo usa um algoritmo que leva uma sucessao de etapas. Em cada etapa
hd uma mutacdo (uma perturbacdo aleatoria da conformagdo) e uma otimizacdo local
usando o algoritmo de Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (NOCEDAL E WRIGHT,
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1999; TROTT E OLSON, 2010). O numero de etapas envolvidas no célculo é determinado
de acordo com a complexidade do problema e cada etapa envolve muitas “avaliacdes” da
funcdo de pontuacdo. O numero de avaliagbes em uma otimizacdo local é guiado pela
convergéncia (TROTT E OLSON, 2010).

3. METODOLOGIA
3.1. Fundamentacao tedrica da metodologia

3.1.1. Método Hartree-Fock

O método Hatree-Fock também conhecido como método do campo autoconsistente é
um modelo que considera cada elétron se move sob a influéncia de um potencial atrativo
devido ao ndcleo e a média das interacGes repulsivas dele com os elétrons restantes. Neste
modelo, cada elétron € considerado como independente em um sistema multieletrénico e é

descrito por uma fungéo de onda propria (HARTREE, 1928).

A funcdo total de um sistema eletrénico é determinada por meio de um procedimento
iterativo, ou seja, as funcdes de onda de um elétron sdo melhoradas até que as funcgdes de

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

A funcdo de onda total de Hartree ndo apresentava anti-simetria em relacdo a troca
de coordenadas espacial e de spin de dois elétrons quaisquer do sistema. Por isso, 0 método
sofreu uma generalizagéo por Slater e Fock (SLATER, 1930; FOCK, 1930)que considera o
spin eletrénico e a anti-simetria da funcao de onda total imposta de acordo com o principio
de exclusdo de Pauli. Esta generalizacdo da teoria de Hartree levou 0 nome conhecido de
método HF (SLATER, 1951).

No método HF define-se uma funcdo de onda polieletronica, ¥ para os estados
estacionarios que pode ser calculada, em principio, pela resolucdo da equacdo de

Schrodinger néo relativista, que ndo considera o spin do elétron, de forma que:
HY = E¥ (1)

Onde H é o hamiltoniano que contém os termos de energia cinética dos elétrons, a
atracdo elétron-ndcleo, as interacdes elétron-elétron e, no caso de moléculas, a repulséo

entre os ndcleos.
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A teoria de HF é uma teoria aproximada que se baseia no método variacional o que
significa que a energia total do sistema pode ser escrita como um conjunto de parametros

variacionais, A, ¢ a energia total do estado fundamental pode ser calculada como o minimo

do funcional, E[*¥(1)], ou seja, E° = min E[¥(})] (ABREU, 2004).

Com relacdo a este hamiltoniano, a equacdo de Schrddinger pode ser resolvida na
aproximacdo de Born-Oppenheimer, onde se considera os eletros num atomo ou molécula
se movendo num campo de nacleo fixo, dando solugdes yi(r) (PISANA et al. 2007;
COMBES et al. 1981). Ao considerar as coordenadas de spin, definem-se fungoes i (x)
nas coordenadas de espaco e spin, X, como os produtos das orbitais espaciais yi(r) pelas

componentes de spin ci(®w) = o ou B, como:
xi(X) = ¥;(r)o;(w) )

O termo “orbitais-spin” é dado para y;(X) e o termo “orbitais” é dado para ¥;(r).
As funcbes y,;(X) satisfazem a equacdes de autovalores nas quais os elétrons ocupam

orbitais-spin y; de energia ¢;, ou seja:

hx(X) = &ixi (%) ©)

Uma vez que as interacdes elétron-elétron sdo ignoradas é possivel imaginar um

sistema com N elétrons independentes com o hamiltoniano:

H = Y1 h(9) (4)

Assim, a equacdo (1) que se reduz a um conjunto de N equacdes semelhantes a (3),

sendo ¥ o produto a seguir:

Y(xy, X, cer e e X)) = XaX D) xp(X2) o o . X0 (X)) (5)
E=¢;+¢ +..+&,(6)

Dessa forma se pode verificar que esta atendendo a condicdo de que as fungdes de

.(E
onda sempre terdo uma dependéncia temporal do tipoy x,.) = )((X)el(ﬁ).

A funcdo de onda total de um sistema com N elétrons sera entdo uma combinagdo

linear, ou a sobreposicao dos orbitais atdbmicos de todas as possiveis permutacdes de pares
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de elétrons, obedecendo a condic¢do de que em cada troca de dois elétrons a funcéo de onda
muda de sinal, ou seja (FISCHER, 1987):

Esses orbitais s&o chamados orbitais do tipo Slater uma vez que um modo de obter
funcbes de onda anti-simétricas é construindo o chamado determinante de Slater da
seguinte forma (SLATER, 1951):

1 [Xa X1) - Xn(X1)

Y=— : . :
VN! Xa(Xn) - Xn(Xn)

Que abreviadamente é dado como:

W= XX,y e XXM = X KD (K2) e n(XM)] (7)

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

_ 1 (X)) XD _ 2
v= 5 02 ol = FHEDLE) - nE DK @

O principio de exclusdo de Pauli segue a equacdo (8) quando se tenta encaixar dois
elétrons no mesmo orbital-spin (MASSIMI, 2005). Além disso, um determinante de Slater
pode ser usado como uma funcdo de onda de um sistema com N elétrons independentes

que é apropriada a um hamiltoniano H = ¥ h(i). O que para o estado fundamental seria:

(Eo) = (WolH|W,) = flluoH ¥YodT(9)

— _VyNlp2 yNyN_Za NyN _Za  _
He = —¥71-Vi =% ZAIri—RAI-I-Zl S T + Vne + Vee(10)

Onde dté o elemento de volume das coordenadas X, y e z de espago e spin de todos

os elétrons. A equacdo (10) pode ser escrita da seguinte forma:
He = — SV h() + BN S = H™™ + Vee (11)
Rl

Na equacdo (11) H™°™°¢é a soma de operadores monoeletrénicos h(i), eVee € 0

operador que representa as interagdes elétron-elétron — é uma soma de operadores de dois
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elétrons. Desta forma, é possivel escrever o hamiltoniano para um sistema de N elétrons e
M nucleos como a soma de operadores de Fock (EDWARDS E ZERNER, 1987):

N
H=) f@
i=1

Onde as funcGes orbitais-spin ya(x) sdo solucdes para as equacdes de Hartree-Fock

da forma:

fXa=EaXa@=12......n

E preciso distinguir se a molécula ou 4tomo tem suas camadas completas ou no, ou
seja, se € paramagnético ou diamagnético. Para elementos paramagnéticos usa-se a versao
ndo restrita do método HF (UHF, unrestricted Hartree-Fock). Para elementos
diamagnéticos o estado é singleto e cada um de seus orbitais (espaciais) possuem dois
elétrons de spins opostos. Para o ultimo, usa-se a versdo restrita do método HF (RHF,
restricted Hartree-Fock) (AMOS E SNYDER, 1964; EDWARDS E ZERNER, 1987). A

energia da versdo restrita é dada por:
1
Eyur = Y.959¢ haa + Ezgﬁ,‘iﬁ(jab — Kab) (12)

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

1SSO:

Para efeitos de calculo computacional convém usar notacdo matricial. Pode ver-se

que a expressao (13) se pode escrever em notagdo matricial sob a forma (F — €S)C = 0, ou:
FC = &SC (14)

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

respectivamente. A forma (14) nédo é, no entanto, muito conveniente, por ndo ter a forma
simples de uma equacdo de valores proprios (a base de C ndo é ortogonal). Entdo a

equacéo (14) se torna numa equacao da seguinte forma:

F'C' = &C’ (15)
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3.1.2. Teoria do Funcional de Densidade

A teoria do funcional de densidade (DFT, density functional theory) surgiu ha alguns
anos como uma alternativa a métodos de estrutura eletrdnica convencional de ab initio
molecular e tem sido amplamente utilizada devido ao baixo esfor¢o computacional que
exige em comparacdo a métodos HF. O baixo esfor¢co computacional vem do conceito de
densidade de probabilidade eletronica na qual a teoria esta firmada. E por isso que a DFT
pode ser utilizada em célculos de moléculas de 100 ou mais &tomos num tempo
significativamente menor do que os correspondentes obtidos com métodos HF. Como
exemplo desses métodos pos-HF temos Interacdo de Configuracdo (Cl), a Teoria de
perturbacdo Moller-Plesset (MP2, MP3, MP4, etc), Coupled-cluster (CC) e o Campo
multiconfiguracional autoconsistente (MCSCF).

O conceito basico por tras da DFT é que, embora a funcdo de onda ndo tenha um
significado fisico, ela pode ser definida em termos de densidade eletronica, p (ZIEGLER,
1991). Em um sistema de N elétrons, p(r) denota a densidade eletronica total com valor
bem definido em um ponto do espago r. Sendo representada de forma (SZABO E
OSTLUND, 2012):

p(r) = ni|¥_i ()| (16)
Onde,

p(r) = TP ni|PiMI> (17)

[p(r)dr =N (18)

A densidade eletrdnica no ponto de coordenadas r esta associada ao orbital molecular
vi(r) supostamente ocupada por ni elétrons. A densidade eletronica total sera o somatorio
estendido a todas as orbitais ocupadas e a integracdo da funcdo densidade eletronica para
todo o espaco da molécula d& o nimero total de elétrons.

O conceito de um funcional de densidade era a base de alguns modelos
aproximativos com o método Thomas-Fermi (FERMI, 1927; THOMAS, 1927) e o método
Xa (SLATER, 1930), mas s6 em 1964 foi legitimado que a energia e todas as outras
propriedades eletrdnicas s@o unicamente determinadas pela densidade eletrénica
(HOHENBERG E KOHN, 1964). Hohenberg e Kohn forneceram os fundamentos da DFT
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moderna e mostraram que 0s modelos baseados nela devem ser vistos como uma
aproximacéo 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 :

S{Erprlp] = nN(p)} =0 (19)

No ano seguinte, em 1965 surge 0 método KS, no qual Kohn e Sham propuseram
uma forma de contornar o problema de se encontrar o funcional de energia exato (KOHN
E SHAM, 1965) e desde entdo a DFT tem se popularizado muito sendo aplicada em varios
programas de modelagem molecular bem como o programa Gaussian utilizado neste
trabalho.

3.1.2.1. Modelo Thomas-Fermi

Para compreender a DFT, é preciso entender o0 modelo de Thomas-Fermi (FERMI,
1927; THOMAS, 1927) uma vez que esse é o modelo precursor da DFT que é conhecida
hoje. Nesse modelo, utiliza-se a densidade eletronica p, que ¢ definida em trés dimensdes
ao invés de utilizar fungdes de onda que possuem 3N coordenadas. Desta forma, o nimero
de integrais para a descricdo de um sistema foi reduzido e, consequentemente, 0 custo

computacional também foi reduzido.

O modelo Thomas-Fermi esta firmado no pressuposto que os elétrons estdo
uniformemente distribuidos no espaco e, partindo de argumentos estatisticos para
aproximar a distribuicdo dos mesmos, foi desenvolvido o funcional de energia TF. O
modelo TF considera um sistema multieletrénico, que pode ser uma molécula, superficie
metalica ou qualquer agrupamento de atomos, como um gas de Fermi (gas composto por
particulas denominadas de férmions que ndo interagem entre si e férmion é qualquer
particula que obedecem ao principio da exclusdo de Pauli) sujeito a energia potencial
resultante dos todos os ndcleos (PARR E YANG, 1989).

Desta forma, para um elemento de volume AV, considerando o &tomo em seu estado
fundamental, podemos definir um volume de espaco de momento esférico até o0 momento

Fermi pr para a particula de forma que:

Vp = 2mps(P) (20)
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Na qual# é um ponto em AV. O correspondente volume de fase para o conjunto de

particulas do sistema considerado é definido como:
4 -

Os elétrons que ocupam o espaco AVp, estdo distribuidos uniformemente em dois
elétrons por A3 do volume considerado, onde h é a constante de Planck. Entdo o numero de

elétrons pode ser descrito como:
2 8 -
ANpp = — AV, = %pﬁ(r)AV (22)

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

ou (1), pelo volume do sistema:
AN = n(7)AV (23)

Aplicando na equacéo (22):
()= 2= (24)

A fracdo de elétrons em 7 que possuem momento entre p e p + dp, ou Seja,

variando infinitesimalmente p, pode ser avaliado por elétron da seguinte forma:

= 2
Fa(p)dp = (dn/ﬁdp) _ (defdp) _ AmpZdp (25)

4 -
27 7 5”pf3(r)

Usando a expressao classica da energia cinética de uma particula, tomando a massa
do elétron, variando em dp, a densidade de energia cinética de uma fracdo de um volume

de elétrons pode ser obtida como:
t) = J} so-n(r) Fr(p)dp (26)

Substituindo as (24) e (25) e tendo que o momento de Fermi é dando por p; =

2 2 2
\J2mEgp (onde Eg =#(3”VN)5) a energia cinética por volume, ou a densidade de

energia cinética e definida:

tF) = Cr[n( (27)
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Integrando a energia cinética por unidade de volume t(#)por todo o espago (d3r)
obtém-se a energia cinética total dos elétrons que ndo interagem (férmions que néo

interagem)
T= [t dr, Cp == (3m%)2/3 = 2871 (28)

Substituindo na equacdo (27) a seguinte expressao para energia cinética para elétrons

(férmions) no modelo Thomas-Fermi é obtida:
T = Cp [[n(®]¥d?r (29)

Na qual o limite AV - 0, com n(#) = AN/AV finito, foi tomada para dar uma
integracdo em vez de um somatério. A expressao (29) é o funcional de energia cinética de
Thomas-Fermi citado anteriormente, o qual Thomas e Fermi ousaram aplicar aos elétrons

nos atomos em sistemas complexos.

A expressao (29) realiza a aproximacdo da energia cinética em termos da densidade
eletrénica n(7), também representada por p(r), e partindo desta definicdo é possivel
montar um funcional da energia em termos da densidade eletrénica. A energia total é dada

pela soma da energia cinética e energias potenciais:
Ep) =T + Uey + U (30)
Na qual:
Uen = [ p(r) Vy(F)d3r (31)

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

positivamente exerce sobre os elétrons:

ﬂmcﬁ d3r2 (32)

r1—12

Substituindo as expressdes (29), (32) e (31) na expresséo (32) obtém-se a descricdo

da energia total em termos de p(r):
Errip) = Cr [N dr + [ p() V(P dPr + 1 [ X220 437, 437, (33)

O defeito dessa teoria é que ela ndo prevé a ligagdo entre atomos, o que faria com

que deixassem de existir moléculas e solidos, o que é resultado da aproximacéo da energia
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cinética de forma tdo grosseira, além dos erros na energia de troca e pela completa
negligéncia da correlacdo de elétrons (PARR E YANG, 1989). Outra desvantagem
paralela a isso é a descricdo simplificada das interacdes elétron-elétron, que sdo tratadas
classicamente de forma que ndo leva em conta fenbmenos quanticos como a interacdo de
troca. Esses problemas séo contornados anos depois na teoria do funcional de Kohn-Sham
(KS) (KOHN E SHAM, 1965).

3.1.2.2. Teoremas Hohemberg-Kohn

Embora a DFT tenha sido em parte fruto da teoria de Thomas e Fermi, ela foi
primeiramente colocada em uma base tedrica solida no contexto de dois teoremas
elaborados por Kohn e Hohenberg ( teoremas H-K) (KOHN E SHAM, 1965).

Hohenberg e Kohn (1964) mostraram através de dois teoremas que, a partir da
densidade eletronica do sistema no estado fundamental, é possivel obter a energia do
estado fundamental de maneira exata. 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 minimizacdo do funcional:
E[y] = % conde (p|A|yp) = [Y*Hypdx  (34)

Isso implica que cada medida de energia fornece um autovalor de H onde E[y] >
E,, ou seja, a energia minima ser4 maior que a verdadeira energia do estado fundamental.
Em um sistema com N elétrons o potencial externo v(r) conserta o hamiltoniano e dessa
forma N e v(r) determinam toas as propriedades do estado fundamental. No entanto, no
lugar do namero de elétrons e do potencial externo, o primeiro teorema de H-K torna
legitimo o uso da densidade eletronica p(r) ou n(#) como varidvel basica e diz que 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 & YANG, 1989).
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O primeiro teorema temcomo consequéncia fundamental a definicdo da densidade
eletronica p, que determina o ndmero de elétrons com p(r)encontrando o0 estado
fundamental da funcdo de onda vy e todas as demais propriedades do sistema. Por outro
lado, dois valores diferentes de v(r) e i ndo fornecem 0 mesmo p para seus estados
fundamentais. Assim podemos expressar a equacdo (33) em dependéncia de v(r) em

termos de p da seguinte maneira:

E,lp]l = [ p(v(r)dr + Fyklp] (35)

Com,

Fuklp] = Tlp] + Veelp] (36)

O termo V,.[p] referente ao potencial de repulsdo elétron-elétron tem como

componentes:

V.elp]l = Jlp] + termo nio classico (37)

O termo J[p] refere-se a repulsdo classica dado por J[p] = %ff%p(rl)p(rz)drldrz
12

e o termo ndo classico refere-se a uma quantidade muito importante, que antes era

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

O segundo teorema de H-K define uma energia funcional para o sistema e prova que
a densidade eletronica correta do estado fundamental minimiza essa energia funcional.
Baseado no principio variacional da energia, o segundo teorema diz que para uma
tentativa de densidade eletrdnica 3(r), onde p(r) =0 e [ §(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] é o funcional de energia da equacdo (35). De acordo com o primeiro teorema
p(r)determina seu proprio ¥(r), H e funcio de onda . A funcio de onda, por sua vez,
pode ser usada como uma funcao tentativa para um sistema com potencial externo v. De
acordo com o segundo teorema tem-se (HOHENBERG E KOHN, 1964):

Ey = E,[p] = Fuklp] + fp(r)v(r)dr < E,[p] = FHKm + fﬁ(r)v(r)dr (38)
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3.1.2.3. Equagdes de Kohn-Sham

A equacéo de Kohn-Sham pode ser vista como sendo a equacao de Schrodinger para
um sistema ficticio composto de particulas que ndo interagem entre si, de tal forma que a
densidade gerada seja exatamente a do sistema real original com particulas que interagem

entre si.

Para um sistema de muitos elétrons o estado fundamental de energia pode ser

obtido a partir do minimo da energia do funcional:
Elp] = [ p(r)v(r)dr + F[p] (39)
Com:

Flp] = Tlp] + Veelp] (40)

A densidade do estado fundamental é a densidade que minimiza E[p], partindo do

pressuposto que o nimero de elétrons por unidade de volume é a densidade eletrénica

N = Nlp()] = [ p(r)dr (41)

Pode-se inserir essa condicdo pelo método de Lagrange, onde a densidade eletr6nica
do estado fundamental deve satisfazer o seguinte principio variacional

S{E[p] — plf p(r)dr —N] =0 (42)
Com:
__6E[p] _ SF[p]

Neste caso, u € o multiplicador de Lagrange e se refere ao potencial quimico. Esse
funcional tem como estrutura base o modelo Thomas-Fermi que consiste em uma
aproximac&o das formas da energia cinética T[p] e potencial de repulséo eletrénica 1,,, no
entanto essa aproximacdo imp0de limitagdes a ele. Por isso, Kohn e Sham propuseram a
introducdo de orbitais no funcional de energia cinética, dessa forma puderia ser computado
de modo simples, mas com uma boa precisdo, deixando uma pequena correcdo residual
que é tratada separadamente (PARR E YANG, 1989). E conveniente utilizar a formula

exata da energia cinética para o estado fundamental:
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1
T, = 3l (] -2 77| (44)
Na equacdo (44), ¥; ndo é uma funcdo de onda, mas sim o spin-orbital e n; 0s
nameros de ocupacdo (nimero particulas que ocupam um determinado estado quéntico),
onde de acordo com o principio de Pauli, 0 < n; < 1. Segundo o0s principios dos teoremas

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

p(r) = X n; Xslppi (r, 5) |2 (45)

Para um sistema interativo, existem infinitos termos para as equacgoes (44) e (45),
entretanto Kohn e Sham mostraram um termo que poderia resolver o problema assumindo
n; = 1 para N orbitais e a representacdo da energia cinética se torna vélida para a fungédo

de onda determinante que descreve elétrons ndo interativos, onde se tem:

Tilo] = 2 (i] -5 v [w) (46)
Onde:
p(r) = XY Tl (1, 9) 12 (47)
O que é vaélido para a funcdo de onda determinante que descreve elétrons nao
interativos:
Y = \/%det[lpllljzl/h Uy ] (48)
E

Tolp) = (¥ SN (=27 [9) = 52 (i -2 77]wi) @)

Na férmula (49),1;se refere aos N estados referentes aos autovalores da funcao de
onda. Entretanto a energia cinética definida T,[p] continua ndo sendo o exato funcional da
energia cinética que foi idealizado no modelo Thomas-Fermi. A fim de ter uma Unica
decomposicdo em termos de orbitais que fornecessem um Gnico valor de T[p], Kohn e
Sham propuseram que T[p] fosse o funcional de cinética puro e exato de um sistema em
que os elétrons ndo interagissem, desta forma a teoria acaba sendo de particulas
independentes (PARR E YANG, 1989; KOHN E SHAM, 1965). Para isso é necessario

invocar o funcional F[p] (42) de modo que:
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Flpl = Tslp] + Jlp] + Exc[p] (50)

Com:

Exclp] = Tlpl = Ts + Veelp] — Jlp] (51)

Assim, o funcional E,.[p] reflete a diferenca entre T[p]eTs, refletindo a diferenca
entre o termo calculado e o termo puro (que se refere ao estado fundamental). Aplicando
tal premissa na equacao (43):

8Ts[p]
1= vere(r) + = ) (52)

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

SJlpl | SExclp

p(r )
o 6p() = (r)+f dr + v (r)  (53)

Verr = v(r) + o0 5
onde v, € o potencial de troca de correlacdo e é dado por

8Exc[
vy (r) = 22 (54)

O potencial efetivo possui uma densidade eletrénica que satisfaz a equacgédo (52)

pela simples relacdo de N elétrons:
=372 + ver (] i (r) = ey (55)

p(r) = LY Xslhi(r, 5)I? (56)

Esse conjunto de equaces trabalha de forma autoconsistente, onde a partir de uma p
tentativa € obtido umv.g (53) que aplicado nas euqgacgdes (55) e (56) geram uma nova
p(r), onde um valor ideal que satisfaga as condic¢Ges (valor da convergéncia)é utilizado na
equacédo (39) computando-se assim a energia total minima do sistema em questdo. Todas
essas equacbes de Kohn-Sham deram base a teoria do funcional de densidade (Duarte,
2001). Para sistemas multieletronicos o aspecto de suma importancia é a aplicagdo de

funcionais de troca e de corregdo como 0s expressos nas equagdes (50), (51), (53) e (54).

O funcional mais utilizado atualmente é utilizado neste trabalho, o funcional B3LYP

0 qual tem trés parametros de Becke e mais outros trés de Lee, Yang e Parr:
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Exc"" = Exd* + a(EX" — Ex"") + ax (X" — Ex"") + ac(E¢*" — E¢°)

No qual a,=0.20, ay=0.72 e a.=0.81, EHF ¢ o funcional de troca e correlagdo de
Hartree-Fock, ES%4 ¢é o funcional de troca de Axel Becke (Kohn & Becke, 1996) e ES¢4 ¢
o funcional de correlagdo eletronica de C.Lee, Weitao Yang e Robert Parr (PARR E
YANG, 1989; KOHN, BECKE E PARR, 1996).

3.2. Metodologia Computacional

Os célculos quanticos foram realizados em PC INTEL Quadcore ™ PC (8 GB RAM)
usando plataforma Debian LINUX (versdo 5.0) e o software Gaussian 09 (Frisch et al.
2009). Os célculos de otimizacdo geométrica foram realizados a nivel DFT usando
funcional B3LYP e a funcdo de base 6-311G (2d,p). Os espectros UV-Vis tedricos foram
calculados usando as respectivas bases para cada alcaloide a nivel TD-DFT. Os calculos
NBO (Natural Bond Orbitals) e de NLO (Non Linear Optics) foram realizados nas mesmas
bases. As atribuicbes das bandas tedricas calculadas com as bandas IV-FT obtidas
experimentalmente foram realizadas através do da opcdo de animacdo oferecida pelo
software Gaussian, o qual possibilita a apresentacdo visual dos modos vibracionais e pelo
calculo do potencial de distribuicdo de energia provido pelo software VEDA4 (Jamroz,
2004).

3.3. Docking Molecular

Para realizar um estudo de docking molecular é necessario ter em mente a enzima de
interesse onde se vai fazer o célculo de varredura. Normalmente é possivel obter uma
estrutura receptora complexada com um farmaco padréo no repositdrio internacional/banco
de dados Protein Data Bank (PDB: http://www.rcsb.org/pdb/). A palavra “docking” em
inglés significa encaixe e é disso que se trata 0 mecanismo do docking: uma busca pela
configuracdo de menor energia para uma molécula que encaixe num determinado sitio de
uma macromolécula. Esse sitio € determinado a partir de um processo chamado
padronizacdo (MENG et al. 2011).

O farmaco padrdo geralmente ja vem complexado com a enzima em questéo e seu

sitio foi determinado experimentalmente a partir de alguma técnica como cristalografia de
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raios X ou espectroscopia de RMN, mas também pode derivar da construcdo de
modelagem de homologia. No processo de padronizacédo, sdo determinadas as coordenadas
de gridbox que melhor abrangem o sitio do farmaco padrdo para que nesse mesmo sitio
seja encaixado o novo ligante, a molécula alvo de estudo. Uma vez determinadas as
coordenadas do gridbox (Figura 7), o ligante padrdo é removido e depois reinserido no
sitio utilizando essas mesmas coordenadas, num processo conhecido como redocking, e um
valor de RMSD ¢ calculado a fim de validar o grid. Um valor de desvio até 2 é aceitavel
(KIRCHMAIR et al.,2008). Apos o processo de redocking a substancia de estudo pode ser

inserida no sitio do mesmo gridbox pré-determinado e a energia livre de ligacao € obtida.
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Figura 7. Processo de determinagéo do grid no AutoDock Tools.

A estrutura cristalina da DNA topoisomerase Il humana complexada com DNA
(Topo II-DNA) e amsacrina (WU et al. 2013) foi obtida no site Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/ pdb /) sob o codigo 4GOU. Essa enzima foi tratada no programa
Visual Molecular Dynamics (VMD), onde foram retiradas as moléculas de agua existentes
no arquivo. Apds isso, 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 foi o seguinte (tabela 1):
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Tabela 1. Coordenadas e dimensdes do gridbox para o arquivo 4GOU.

4GOU X Y Z
COORDENADAS 27,194 98,611 32,333
DIMENSOES 16 A 18 A 16 A
RMSD 1,0178 A

Uma vez obtidos as melhores coordenadas do gridbox, as mesmas foram inseridas
individualmente no software AutoDockVina (ADV) (TROTT; OLSON, 2010), assim como
0 arquivo da enzima e do ligante co-cristalizado que sdo separados anteriormente no
tratamento das enzimas, para um processo de sobreposi¢cdo chamado de redocking. O
valor de RMSD indica se ha uma boa sobreposicao e valores até 2 A sdo aceitaveis, o valor
obtido foi de 1,0178 que gera uma confiabilidade nas coordenadas do gridbox. A partir
disso, pdde-se realizar os calculos com os alcaldides 7,7-dimetilaporfinicos no processo de

docking.

3.4. Ensaio citotdxico

Apesar de este trabalho ser de cunho tedrico, alguns dados experimentais foram
obtidos exclusivamente para esse trabalho. Nesse contexto, foram realizados ensaios
citotoxicos para os alcaloides I, Il e Ill. Os ensaios foram feitos pelos professores
colaboradores Daniel Bezerra e Milena Soares da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz-BA), e
a metodologia utilizada foi a seguir.

HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HL-60 (leucemia promielocica humana
aguda), K-562 (leucemia mielogica humana crica), B16-F10 (melanoma de murganho)
foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA).
Isolaram-se células mononucleares de sangue periférico primario (PBMC) utilizando o
gradiente de densidade padrdo de Ficoll a partir de sangue heparinizado recolhido de
doadores saudaveis com o consentimento informado (# 031019/2013 / CEP-FIOCRUZ /
IGM). As células foram cultivadas como descrito anteriormente (SANTOS et al. 2017) e
um kit de coloragéo de microplasma (Sigma-Aldrich Co.) foi usado para validar o uso de
células livres de contaminagdo. A citotoxicidade foi medida usando o ensaio de alamar
blue (AHMED et al. 1994) e foi realizada conforme descrito por Santos et al. (SANTOS et
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al. 2017). Os compostos foram adicionados a cada pogo, em concentracOes crescentes, e
incubados por 72 h. A doxorubicina (pureza > 95%, cloridrato de doxorubicina, Laboratory
IMA S.A.I.C., Buenos Aires, Argentina) foi utilizada como controlo positivo. Antes do
final do tratamento (4 h para linhas celulares e 24 h para PBMC), 20 uL de uma solucéo
estoque (0,312 mg / mL) do azul de alamar (resazurina, Sigma-Aldrich Co.) foram
adicionados a cada poco. A absorvancia a 570 nm e 600 nm foi medida utilizando o Leitor

de Microplacas SpectraMax® 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudos de 9-metoguatterfriesina, (R)-6,6a —dihidro-9-metoxiguatterfriesina

e 4,5-dehidro-9-metoxiguatterfriesina.

4.1.1. Parametros geométricos

Os resultados para otimizacdo geométrica (Figura 9) de I, Il e Il utilizando
B3LYP/6-311G (2d,p) foram comparados com dados de raio-X para (-)-N-acetilanonaina
(Tabela 2) devido a similaridade estrutural dos compostos. As estruturas apresentaram
momentos dipolo de 1.06, 2.99 e 0.23 Debye, respectivamente. As estruturas também
mostram conformacdo estavel, com uma simetria C1, e boa coesdo estrutural revelando
valores energéticos de -1170,01 a.u (-3071,885x 10% kJ/mol) para I, -1171,22 a.u (-
3075,054x10° kd/mol) para Il e -1168,55 a.u (- 3068,041x103 kd/mol) para II.

Tabela 2.Pardmetros geométricos calculados para 9-metoxiguatterfriesina (1), (R)-6,6a-dihidro-9-
metoxiguatterfriesina (1) and 4,5-dehidro-9-metoxiguatterfriesina (111).

Parametro I 1 Il Experimental

Comprimento de ligagéo

C1-C2 1,40 1,40 1,42 1,39
C1-Cla 1,41 1,41 1,39 1,37
C2-C3 1,40 1,39 1,38 1,36
C3-C3a 1,39 1,40 1,42 1,41
C3a-C4 1,51 1,51 1,41
C3a-C3b 1,40 1,39 1,43 1,39
C4-C5 1,53 1,52 1,37
C5-N6 1,46 1,46 1,35

N6-C6a 1,27 1,46 1,32
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C6a-C3b 1,48 151 1,42 --
C3b-Cla 1,41 1,41 1,44 1,43
Cla-Clla 1,48 1,48 1,48 1,48
Clla-C7a 1,41 1,41 1,41 1,41
C7a-C7 1,53 1,53 1,53 151
C7-C6a 1,53 1,56 1,53 1,53
C11-Clla 141 1,40 1,41 1,40
C10-C11 1,38 1,38 1,38 1,38
C9-C10 1,39 1,39 1,40 1,38
C9-C8 1,39 1,39 1,39 1,37
C8-C7a 1,40 1,40 1,40 1,39
Angulo de ligacao

C1-C2-C3 120,60 120,00 121,20 121,3
C2-C3-C3a 119,53 120,55 119,02 120,4
C3-C3a-C3b 119,30 118,96 119,39 119,5
C1-Cla-C3b 116,54 117,75 116,10 118,5
C4-C5-N6 112,94 108,37 123,20 109,0
C5-N6-Cba 117,19 112,40 119,24 118,4
C3b-Cla-Clla 118,51 118,17 118,93 119,3
Cla-Clia-C7a 119,75 119,46 120,34 118,6
Clla-C7a-C7 120,44 119,10 122,97 120,6
C7a-C7-Cb6a 109,24 105,65 112,99 121,5
C7-C6a-C3b 116,43 110,21 122,06 118,6
Cla-C3b-Cé6a 120,07 117,21 121,58 119,3
C10-C11-C1l1ia 122,02 122,20 122,39 119,6
C9-C10-C11 119,80 119,74 118,88 120,7
C10-C9-C8 119,27 119,26 118,85 119,4
C9-C8-C7a 121,22 121,85 121,67 121,3
C7a-Cl1a-C11 117,85 117,69 117,26 120,8

Pardmetros geomeétricos da estrutura | indicou uniformidade em todas a estrutura
mostrando pequenas distor¢fes e uma conformacdo ndo planar com os aneis A e C
apresentando uma conformacao de meia cadeira, refletida pelo valor do &ngulo diedro de -
51,860° (C3a-C4-C5-N6). Inicialmente, a cerca do comprimento de ligagdes, o composto |
apresentou relativa ndo uniformidade. O anel A mostra valores diferentes para todos os
seus comprimentos de ligagBes, 1,51 A (C3a-C4), 1,53 A (C4-C5), 1,46 A (C5-N6), 1,27 A
(N6-C6a) e 1,48 A (C6a-C3b). O anel C também mostra diferentes comprimentos de
ligacdes, com valores de 1,48 A (C6a-C3b), 1,53 A (C6a-C7), 1,53 A (C7-C7a), 1,41 A
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(C7a-C1la) e 1,48 A (Clla-Cla). Os anéis B e D mostram uniformidade com
comprimento de ligagBes em torno de ~ 1,40 A, exceto o C10-C11 (anel D), cujo valor é
1,38 A. Em relagdo aos angulos de ligagdo, em comparacio com os dados experimentais
para (-)-N-acetilanonaina, a estrutura ndo mostra valores distantes, exceto pelo &ngulo C7a-
C7-C6a (anel C) cujo valor é 109,2°, enquanto em comparagdo ao valor do raio-X é de
121,5°. Em relacdo a propria estrutura, a molécula inteira mostra distor¢cbes em seus
angulos, merecendo destaque os valores: 109,44° (C3a-C4-C5), 112,94° (C4-C5-N6),
117,19° (C5-N6-C6a), 123,71° (N6-C6a-C3b) e 117,27° (C6a-C3b-C3a) no anel A,
120,59° (C1-C2-C3), 119,53° (C2-C3-C3a), 119,30° (C3-C3a-C3b), 122,61° (C3a-C3b-
Cla) e 116,54° (C3b-Cla-C1) no anel B; 116,43° (C3b-C6a-C7), 109,24° (C6a-C7-C7a),
120,44° (C7-C7a-Clla), 119,75° (C7a-Clla-Cla) e 118,52° (Clla-Cla-C3b) no anel C;
119,78° (Cl1a-C7a-C8), 121,22° (C7a-C8-C9), 119,28° (C8-C9-C10), 119,80° (C9-C10-
C11) e 122,02° (C10-C11-C11a) no anel D.
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Figura 8. Estruturas otimizadas (esquerda) e mapas de potencial eletrostatico (direita) de I, 11 e 1.
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A estrutura Il (Figura 9), que difere da | somente pela auséncia da ligacdo dupla no
nitrogénio do anel A, mostra uma conformacéo nao planar. Os anéis A e C apresentaram
uma conformacdo quase meia-cadeira refletida pelo valor do angulo diedro de -49,96°
(C3a-C4-C5-N6). Em relacdo aos valores de comprimento de ligacGes, a estrutura Il
mostrou valores similares comparados a estrutura I, exceto pelas ligacdes N6-C6a (1,46 A)
e C6a-C3b (1,51 A). O anel C apresentou comprimentos de ligagdes semelhantes a
estrutura I, exceto C6a-C3b (1,51 A) e C7-C6a (1,56 A). Os anéis B e D mostraram
uniformidade com comprimento de ligagdes em torno de ~ 1,40 A, com excecdo dos
comprimentos C11-C7a (anel B) e C10-C11 (anel D), cujo valor €, respectivamente, 1,41 e
1,38 A. Relativo a angulos de ligagdo, a estrutura 11 ndo mostra grandes valores de
distancia em comparacdo aos dados experimentais, salvo o angulo C7a-C7-Cé6a (105,6°)
que é um pouco menor em relacdo ao experimental (121,5° para os dados de raio-X). Com
relacdo a propria estrutura, toda a molécula mostrou distor¢cdes em todos seus angulos,
semelhante as distor¢Bes que ocorrem na estrutura |, merecendo destaque os valores:
108,37° (C4-C5-N6) e 112,40° (C5-N6-C6a) no anel A; 105,65° (C7a-C7-C6a), 110,21°
(C7-C6a-C3b) e 117,21° (Cla-C3b-C6a) no anel C (veja a tabela 1).

A estrutura Il (Figura 9) mostra uma conformagéo planar devido a aromaticidade do
anel A, refletido pelo valor do angulo diédrico de -0,90° (C3a-C4-C5-N6). Em relacdo aos
comprimentos de ligacdo, a estrutura mostrou relativa ndo uniformidade em toda sua
estrutura. O anel A mostrou diferentes comprimentos para todas as ligagdes com valores de
1,43 A (C3a-C3b), 1,42 A (C3b-C6a), 1,32 A (C6a-N6), 1,34 A (N6-C5), 1,37 A (C5-C4) e
1,41A (C4-C3a). O anel B mostrou valores ao redor de ~ 1,43 A, menos as ligages C1-
Cla (1,39 A) e C2-C3 (1,37 A). O anel C apresentou valores de 1,48 A (Cla-Cl1la), 1,44 A
(Cla-C3b), 1,42 A (Ch-C6a), 1,53 A (C6a-C7), 1,53 A (C7-C7a) e 1,40 A (C7a-C11a). O
anel D mostrou uniformidade com o comprimento de ligacGes em torno de 1,40 A, com
excecdo da ligagio C10-C11 (1,38 A). Quanto aos angulos de ligacdo, a estrutura Il

possuiu valores proximos da estrutura I, com excluséo do angulo C4-C5-N6 (123,20°).

4.1.2. Mapas de potencial eletrostatico

O cdbdigo de cores para os MEPs de LIl e 1l é da em unidades atbmicas (a.u) e é
indicado na figura 9, onde o vermelho indica uma alta densidade de elétrons e o azul indica
uma concentracdo minima de elétrons, portanto, a ordem decrescente de potencial é

azul>verde>amarelo>vermelho. As MEPs calculadas para o composto | indicou regides
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com potenciais positivos sobre os hidrogénios nas posi¢des 3 (0,043 a.u ou 1,17eV), 2
(0,022 a.u ou 0,60 eV), 1 (0,013 a.u ou 0,35 eV) e 9 (0,016 a.u ou 0,43 eV). Regides com
potencial negativos estdo localizadas sobre N6 (-0,044 a.u or -1,20 eV), O1 (-0,029 a.u ou
-0,79 eV), O3 e 04 no anel B (-0,015 a.u ou -0,41 eV) e sobre os anéis B (-0,016 a.u ou
-0,43eV) e D (-0,022 a.u ou -0,60 eV).

()

()

Figura 9. Estruturas otimizadas dos dimeros propostos (esquerda) e mapas de potencial eletrostatico (direita)
paral, Il e lll.

O mapa potencial calculado para o composto Il indicou regides com potenciais
positivos sobre os hidrogénios nas posi¢oes 3 (0,038 a.u ou 1,03 eV), 2 (0,016 a.u ou 0,43
eV), 1 (0,014 a.u ou 0,38 eV), 9 (0,015 a.u ou 0,41 eV) e no hidrogénio ligado ao
nitrogénio do anel A. Os potenciais negativos estdo localizados sobre os atomos O3



47

(-0,033 a.u ou -0,90 eV), N6 (-0,033 a.u ou -0,90 eV), O1 (-0,040 a.u ou -1,09 eV), 04
(-0,030 a.u ou -0,82 eV) e sobre os anéis B (-0,020 a.u ou -055 eV) e D (-0,033 a.u ou
-0,90 eV).

O mapa potencial para o composto Il indicou regiées com potenciais positivos sobre
0s hidrogénios nas posicoes 3 (0,044 a.u ou 1,20 eV), 2 (0,018 a.u ou 0,48 eV), 1 (0,015
a.uou0,41eV)e9 (0,017 a.u ou 0,46 eV). Os potenciais negativos estdo localizados sobre
0s atomos N6 (-0,040 a.u ou -1,09 eV), 03 (-0,025 a.u ou — 0,68 eV), O1 (-0,016 a.u ou
-0,43 eV), O3 (-0,015 a.u ou -0,40 eV) e O4 (-0,026 a.u ou -0,71 eV) e sobre 0s anéis A
(-0,015a.uou0,41eV), B (-0,014 a.u ou -0,35eV) e D (-0,025 a.u ou -0,68 V).

E importante enfatizar que os atomos de nitrogénio dos anéis A apresentaram
potencial negativo, indicando que os pares isolados ndo sdo incorporados ao sistema
aromaticorn nas trés estruturas, estando disponivel para interacdo de ligacdo de hidrogénio
nos dimeros. Por outro lado, é notavel que a perda de insaturacdo tenha aumentado o
potencial sobre o nitrogénio, 0 que torna os elétrons menos disponiveis para 0 meio,
tornando a estrutura mais acida. Baseado nos Meps calculados, a basicidade aumenta na
ordem lI<I<IIl. Em vista das cargas opostas sobre os atomos OH e N6 nas moléculas
estudadas, dimeros foram propostos para cada estrutura, formando uma ligacdo de
hidrogénio O-H---N (ver Figura 10). A energia de interacdo (AE) para cada complexo
ligado a hidrogénio foi calculada como a diferenca entre a energia do complexo dimérico e
a soma das energias de cada mondmero constituinte (AE = E= E dimero— Y_E monomero). A
estabilidade relativa dos complexos pode ser justificada pelos valores calculados de AE de
-0,047 kJ/mol, -0,026 kJ/mol e -1,439 kJ/mol para I, 11 e 111, respectivamente.

4.1.3. Anélises HOMO e LUMO

Os orbitais moleculares ocupados de maior energia (HOMO) e os orbitais
moleculares de menor energia (LUMO), tambem conhecido como orbitais moleculares de
fronteira (FMOs), sdo importante para determinar a maneira como a molécula interage com
outras espécies, propriedades elétricas e Opticas, estabilidade cinética, reatividade
molecular e descritores de reatividade quimica, como moleza e dureza (RANI et al. 2012;
KARAKURT et al. 2010).As caracteristicas de ligacdo quantica de I, Il e Il séo
representadas por um grafico do HOMO e LUMO na Figura 11.



48

Os descritores de reatividade foram calculados para o estudo de alcaldides 7, 7-
dimetilaporfinicos em metanol (modelo PCM) com o conjunto de bases B3LYP/6-
311G(2d,p). Os valores para as trés estruturas sao mostrados na Tabela 3. Ambos 0s
HOMO e LUMO sé&o orbitais de ligacdo e compreendem toda a estrutura de cada molécula,
com excecdo da Il, onde os atomos N6, C5 e C4 ndo contribuem para os orbitais
moleculares. Em relacdo a diferenca energética HOMO-LUMO, a estrutura Il tem o
menor valor comparado ao calculado para outras moléculas (diferenciado por 0,92 eV de Il
e 0,30 de 1), indicando assim, que Il é a mais reativa. De fato, a adicdo de insaturaces no
anel A reduziram a diferenca de energia HOMO-LUMO indicando que a aromaticidade
neste anel influencia diretamente os descritores de reatividade e, portanto, pode influenciar
em suas propriedades farmacoldgicas (ver secdo 3.8). Os calculos dos valores de dureza (1)
para | (2,02 eV), 1l (2,34 eV) e 11l (1,88 eV) mostram Il como mais macio e reativo, e Il
como mais duro e uma molécula menos reativa, confirmando a evidéncia obtida pelo
calculo da variacdo de energia. Comparando estes valores de dureza com os calculados
para outros alcaldides conhecidos, como liriodenina (n=1,81) (COSTA et al. 2017),
annomontina (n=1,94), N-hidroxiannomontina (n= 1,69) (COSTA et al. 2018) e9-metoxi-
canthin-6-one (n=1,98) (COSTA et al. 2018)os alcaldides 7,7-dimetilaporfinicos
apresentam valores que os classificam como moléculas moles. O indice de eletrofilicidade
acima de 1.5 para cada estrutura revela que os compostos em questdo tém um significativo

poder de atrair elétrons.
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Figura 10. Orbitais moleculares de fronteira para I, 1l e IlI.

HOMO




49

Tabela 3.Valores de energia calculados para 9-metoxiguatterfriesina (I), (R)- 6,6-dihidro-9-
metoxiguatterfriesina (I1) e 4,5-dihidro-9-metoxiguatterfriesina (I11) usando o conjunto de base B3LYP/6-
311G (2d,p).

Pardmetros I I i
Energia (a,u) -1170,01  -1171,22 -1168,55
Momento dipolar (Debye) 1,06 2,99 0,23
Eromo (eV) -5,38 -5,19 -5,02
ELumo (eV) -1,32 -0,51 -1,26
EHomo-Lumo (eV) 4,06 4,68 3,76
Eromo-1 (V) -6,28 -6,04 -6,29
ELumo+1 (V) -0,55 -0,01 -0,51
EHomo-1)-(Lumo+) (eV) 5,73 6,03 5,78
Dureza (1) 2,02 2,34 1,88
Potencial quimico (u) -3,35 -2,85 -3,14
Eletronegatividade (y) 3,35 2,85 3,14
indice de eletrofilicidade(w) 2,78 1,74 2,62

4.1.4. Analises UV-VIS

O espectro teorico foi calculado em conformidade com o funcional da densidade
utilizando o conjunto de bases B3LYP-6311G (2d, p) e comparado com 0S espectros
eletronicos registrados em solucdo de metanol (Figura 12). O espectro experimental para |
mostrou bandas em 203-207, 271, 300 e 350 nm, caracteristicas de anéis aromaticos.
Devido a presenca de dois anéis aromaticos, as bandas de absor¢cdo primaria e secundaria
para estrutura I, referindo-se ao tipo de transicdo to m—n*, foram deslocadas para
comprimentos de onda maiores e a presenca de insaturacdo no anel A (formando um anel
2,3-dihidropiridina) permitindo a transi¢do do tipo n—=z* (banda em 350 nm). O espectro
calculado prediz uma transicdo eletrénica intensa de 5,8795 eV a 210,88 nm com uma
forca de oscilador f= 0,1193, mostrando uma boa concordancia com os dados medidos
experimentalmente (207 nm).O espectro calculado também prediz bandas a 267,78 nm
(4,6301 eV), 294,52 nm (4,2097 eV) e 355,82 nm (3,4844 eV), que correspondem as
bandas experimentais a 271, 300 e 350 nm. Em respeito as transi¢cdes eletrénicas, o
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méaximo de comprimentos de onda de absorc¢des calculados correspondem as contribuicdes
de HOMO-2—LUMO+2 (62 %) para 210.88 nm (203-207 nm no espectro experimental),
HOMO-1-LUMO (25%), HOMO—LUMO+1(29%) ¢ HOMO—LUMO+2 (23%) para
267,78 nm (271 nm no espectro experimental e HOMO—LUMO (96%) para 355,82 nm
(350 nm no espectro experimental).
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Figura 11. Comparacdo entre 0s espectros experimental e teérico B3LYP/6-311G(2d,p) em metanol para as
estruturas I, Il e 1.
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O espectro experimental para Il mostrou duas bandas fortes em 217 e 295 nm em
acordo com o espectro uv registrado para alcaldides do tipo 7,7-dimetilaporfinico na
literatura. As bandas de absorcdo primaria e secundaria referem-se a soma dos tipos de
transicdo n—n* e n—oc*. O espectro calculado prevé duas transicdes eletronicas intensas
de 5,8604 eV a 211,56 nm (com uma forca de oscilador f=0.2193) e 4,2352 eV a 292,81
nm (com uma forca de oscilador f= 0,0452) indicando boa concordéancia com os dados
experimentais medidos, 217 e 295 nm, respectivamente. Em relacdo as transi¢des
eletrbnicas, os dois comprimentos maximos de onda de absor¢des calculados
correspondem as contribuicdes de HOMO-3—-LUMO+1 (46 %) para 211.56 nm e
HOMO—LUMO (91%) para 292,81 nm.

O espectro experimental para 11l apresentou bandas em 210, 235, 255 e 375 que
foram atribuidas a soma das caracteristicas de transicao de alcaldides aporfinicos n—n* e
n—n*. Esta estrutura possui um sistema aromatico adicional (anel A) em relagdo as
estruturas | e 11, sendo classificada como composto aromatico policiclico e a conjuncao
estendida muda as absorc¢des primaria e secundaria nos comprimentos de onda mais altos
do espectro UV (ver Figura 5). O espectro calculado prediz transi¢Oes eletronicas de
5,9659 eV a 207,82nm (com uma forga de oscilador f=0.0011), 5,3832 eV a 230,32 nm
(com f=0,0061), 4,7122 eV a 263,11 nm (com f = 0,0256) e 3,2888 eV a 376,99 nm (com
f=0,2699), também mostrou boa concordancia com o dado experimental.Referindo-se as
transicOes eletronicas calculadas, os comprimentos de onda das absor¢6es correspondem as
contribuicdes de HOMO—LUMO+5 (91 %) para 207,82 nm (relacionado a banda em 210
nm no espectro experimental), HOMO-2—LUMO+1 (64%) e HOMO-3—LUMO+1
(24%) para 230,32 nm (relacionado a banda em 235 nm no espectro experimental),
HOMO-3—-LUMO (51%) e HOMO-2—LUMO (27%) para 263.11 nm, e
HOMO—LUMO (97%) para 376,99 nm (relacionado a banda em 375 nm no espectro

experimental).

Analisando a absorc¢éo teorica relacionada a transigago HOMO—LUMO para as trés
estruturas (355,82 nm para estrutura I, 292,81 nm para Il e 376,99 nm para Ill) ocorre um
deslocamento batocrémico devido a diminuicdo de diferenca de energia HOMO-LUMO
causado pela adicdo de insaturacdo no anel A (ver secdo 3.3), isto significa que quanto
mais insaturado esta o anel A, mais voltada para comprimentos de onda maiores é a banda
relacionada a transigdo eletrénica HOMO-LUMO. Como dito na sec¢do 3.3 a adigdo de

insaturacdo no anel A diminui a diferenca de energia de HOMO-LUMO e influencia nos
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valores de descritores reativos para alcaldides 7, 7-dimetilporfinicos, tornando-os mais
reativos e propensos a apresentar atividade farmacoldgica, jA& que anel A tende a
aromaticidade. Com base nessas premissas, € justo afirmar que os alcaldides 7, 7-
dimetilaporfirico que possuem bandas UV proximas a 376,99 nm sdo possiveis candidatos

a moléculas antitumorais, como é o caso do alcaldide I1I (ver secdo 3.8 e 3.9).

4.1.5. Analises IV

A Figura 15 mostra uma comparagao entre o espectro IV tedrico e experimental para
as moléculas 9-metoxiguatterfriesina (I), (R)-6,6a-dihidro-9-metoxiguatterfriesina (Il) e
4,5-dihidro-9-metoxiguatterfriesina (I111). Um total de 141, 147 e 135 modos normais de
vibragdo foram obtidos para as estruturas I, 11 e 11l respectivamente, mas somente modos
entre 800 e 4000 cm™foram comparados com o espectro experimental. A atribuicdo das
bandas experimentais para 0s modos normais de vibracdo foram feitas utilizando o célculo
de distribuicdo de energia potencial (PED) para as estruturas otimizadas com a menor
energia potencial no nivel de céalculo B3LYP/6-311G(2d,p) (ver tabelas 4, 5 e 6). Para
melhores resultados, um fator de escala de 0.98 foi adotado (ANTHONY, 1996).

Para o composto |, as bandas experimentais (Tabela 4) em 3500-2800 cm™ foram
atribuidas a estiramento da ligagdo O-H (banda larga em 3416 cm™), de aromatico C-
H(banda em 3005 cm™que corresponde ao nimero de ondas escalado tedrico 3120.64
cm™) e modos de estiramento do metil C-H (banda em 2835 cm™que corresponde ao
nimero de onda escalonado calculado 3045.44 cm™). As bandas entre 1700-1000 cm"
Yforam atribuidas a N-C (banda em 1626 cm™que corresponde ao niimero de onda teorico
1649.46 cm™) e vibragBes de estiramento C=C (bandas em 1608 e 1578 cm
correspondentes aos niimeros de onda 1610.22 e 1594.56 cm™), dobra H-C-H, tor¢Ges H-
C-O-C (distorcdes entre angulos diédricos) e torcdes H-C-N-C (bandas em 1463, 1430,
1213 e 1143 cmequivalentes aos comprimentos de onda tedricos calculados 1479,27,
1443,74, 1181,12 e 1143,38 cm™). As bandas entre 999-800 cm™ estfo relacionadas aos
modos de tor¢do para HCCC (bandas em 975 e 829 cmcorrespondendo aos niimeros de
onda tedrico calculado 963,29 e 836,89 cm™).

Para o composto 1l (tabela 5), as bandas experimentais entre 3500-2800 cm™ foram
atribuidas a0 modo de estiramento da ligagdo O-H (banda larga em 3433 cm™), N-H
(banda em 3433 cm™ correspondendo ao nimero de ondas escalado tedrico 3467.82 cm™)
e modos vibracionais de estiramento do aromético C-H (banda em 2934 e 2836 cm™que



53

corresponde aos niimeros de onda tedrico calculado 2925.42 e 2858.31 cm™) (ver Tabela
4). As bandas experimentais entre 1700-1000 cm™foram atribuidas ao estiramento do
aromatico C=C/ C-C e modos vibracionais de dobramento H-C=C, C-C=C, H-C-H (banda
em 1608 cm™ equivalendo ao nimero de onda escalonado calculado 1613.77 cm™),
dobramento H-C-H, tor¢des H-C-O-C, vibragdes de estiramento O-C (bandas em 1460,
1430 e 1297 cm™ que assemelha aos nimeros de onda escalados tedricos de 1463,09,
1453,43 e 1300,60 cm™) e vibragdes fora do plano CCCC (banda em 1030 cm™ é
relacionado a banda tedrica escalada em 1055,83 cm™). Bandas entre 1100-800 cm™foram
desiguinadas a ligagdo N-C (banda em 1070 cm™ que corresponde ao niimero de onda
escalado calculado 1085 cm™) e vibracdes de estiramento O-C (bandas em 1070 e 1030
cmque corresponde aos nimeros de onda escalado calculado1085 e 1055,83 cm™),
vibragdo de dobra N-C=C (banda em 980 cm™que equivale ao nimero de onda escalado
calculado1007,50 cm™), vibragdo de estiramento do aromatico C-C e modo de torcio de
aromatico HCCC (banda em 817 cm™*corresponde ao niimero de onda teérico 826,73 cm™).

Para 0 composto 111, as bandas experimentais (Tabela 5) entre 3500-2800 cm™* foram
atribuidas a ligagdo O-H (banda larga em 3439 cm™), e modos vibracionais C-H de metil
(bandas em 2955, 2936, 2848, 2834 cm™ correspondendo a 2980,20, 2967,38, 2964,48,
2947,87 cm ). As bandas entre 1700-1000 cm™ foram atribuidas ao estiramento C=C, C-
C, N-C (bandas em 1610, 1595, 1570 cm™ correspondendo a 1630,99, 1606,96 e 1580,51
cm?), modos vibracionais de dobramento H-C-H, H-C-C, vibracdes de torgcdo H-C-O-C
(bandas em 1489, 1453, 1376 cm™ correspondendo a 1491,55, 1483,71, 1385,85 cm™), C-
C, aromético C=C, estiramento O-C, H-C-H, H-C=C, dobramento H-C-C e modos
vibracionais de tor¢cdo H-C-O-C (bandas em 1348, 1293, 1279, 257, 1199, 1187, 1093 e
1044 cm™ equivalendo as bandas tedricas 1351,11, 1298,13, 1280,81, 1252,00, 1198,24,
1196,26, 1093,94 e 1055,46 cm™). As bandas de 999 a 800 foram atribuidas a vibragoes de
estiramento O-C, C-C, tor¢cbes H-C-C-C, H-C-N-C, N-C=C-C, H-C=C-C e modos
vibracionais fora do plano da ligagdo aroméatica CCCC (bandas em 983, 956, 917, 884, 834
e 818 cm™* correspondendo a 982,79, 957,83, 923,50, 878,27, 840,07 e 819,89 cm™).

A grande diferenca entre 3400 a 4000 cmforam relatadas ao estiramento O-H que
somados aos resultados do mapa sdo indicativos das interagdes entre moléculas 7,7-
dimetilaporfinicas envolvendo esse grupo 2, como declarado na secdo 3.2. Para os dimeros
propostos (que apresentam ligacdo de hidrogénio O-H---N para os trés casos) os valores

tedricos atribuidos ao estiramento O-H foram mais proximos aos dados experimentais nos
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trés casos. Para estrutura I, os valores de comprimentos de onda escalados calculados séo

3749.84 cm™para 0 mondémero e 3412.36 cmpara o dimero, enquanto a banda do espectro

experimental estd em 3416 cm™. Para estrutura Il, os valores calculados sio 3757,43

cm™? para 0 mondmero e 3389,02 cm™para o dimero, enquanto a banda do espectro

experimental aparece em 3433 cm™. Para estrutura 11, os valores calculados sdo 3760,42

cm?para o mondmero e 3366,55 cm™ para o dimero, enquanto a banda do espectro

experimental estd em 3439 cm™. Estes valores implicam que as ligagdes de hidrogénio

intermolecular O-H---N que formam os dimeros dos alcaldides 7,7-dimetilaporfinico sao

plausiveis e influenciam diretamente no espectro de infravermelho pela diminuicdo da

frequéncia do oscilador harmonico relacionado ao estiramento O-H (Figura 13).

Tabela 4. Comprimentos de onda experimental e calculado (cm™) e atribuicOes para estrutura .

B3LYP 6-311(2d,p)

) Atribuicéo
IR sélido  Calculado (sem Calculado Intensidade IR
escala) (escalado) (PED>10%b)
- 3826,37 3749,84 65,10 STRE O1-H (100%)
3416 3482,00 3412,36 1614,62 STRE O1-H (100%)
(Dimero) (Dimero) (Dimero)
3238,30 3173,53 4,61 STRE C11-H (97%)
- 3230,47 3165,86 7,56 STRE C8-H (98%)
- 3184,33 3120,64 8,92 STRE C9-H (98%)
- 3131,90 3069,26 12,05 STRE C-Ho(grupo dimetil) (85%) + STRE
C-Hp(grupo dimetil) (10%)
- 3107,59 3045,44 24,68 STRE C-Ha (dimethyl group)(73%) + STRE
C-Hp (grupo dimetil) (19%)
3005 3067,44 3006,09 56,22 STRE C5-H (95%)
- 3021,68 2961,25 50,54 STRE C4-H (71%)

2835 2991,29 2931,47 32,88 STRE C4-H (22%) + STRE C5-H (60%)

- 2983,50 2923,83 32,75 STRE C4-H (63%) + STRE C5-H (29%)

1626 1683,12 1649,46 65,04 STRE N6-C6a(70%)

1608 1643,08 1610,22 190,16 STRE C10=C11 (25%) + STRE CT7a-
C7 (15%)

1578 1627,10 1594,56 5,83 STRE C3a=C3 (12%) + STRE C2=C3
(24%)

1463 1509,46 1479,27 11,81 BEND H1-C-H3 (grupo metoxi O3) (31%)
+ BEND H3-C-H2 (37%) + TORS H3-C-
03-C1(12%)

- 1494,12 1464,24 8,43 BEND H1-C-H-3 (grupo metoxiO3) (36%)
+ BEND H2-C-H1 (39%) + TORS H1-C1-
03-C9 (16%)

- 1493,36 1463,63 2,28 BEND Ha-C5-HB(78%)

- 1492,36 1462,51 1,93 BEND H1-C-H3 (grupo metoxiO2) (38%) +

BEND H2-C-H1(33%) + TORS H1-C-02-
C2 (15%)
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1430
1213

1143

1045
975

829

1473,20
1205,23

1166,71

1067,65
982,95

853,97

1443,74
1181,12

1143,38

1046,30
963,29

836,89

2,66
5,01

2,25

51,44
3,10

13,30

BEND Ho-C4-H (81%)

BEND Ha-C4-C3a(37%) + BEND Ha-C5-
N6(18%) + TORS HB-C5-N6-C6a(15%)
BEND H1-C-H3 (grupo metoxiO2) (10%) +
BEND H2-C-H1 (11%) + TORS H1-C-0O2-
C2(28%) + TORS H3-C-02-C2(14%) +
TORS H3-C-02-C2(11%)

STRE C10=C9 (11%) + STRE 03-C(63%)
TORS H-C11=C10-C9(60%) + TORS H-C-
02-C2 (28%)

TORS H-C11=C10-C9 (11%) +TORS H-
C10-C9=C8 (32%)

Tabela 5. Comprimentos de onda experimental e calculado (cm™) e atribuicOes para estrutura I1.

B3LYP 6-311(2d,p) Atribuictes
IR sélido Callculado Calculado Intensidade IR (PED>10%)
(ndo escalado) (escalado)

- 3834,11 3757,43 74,33 STRE O1-H (100%)

3433 3458,18 3389,02 1506,14 STRE O1-H (100%)
(Dimero) (Dimero) (Dimero)

- 3538,59 3467,82 0,54 STRE N6-H (100%)

- 3254,64 3189,55 4,77 STRE C11-H (98%)

- 3227,25 3162,71 10,21 STRE C8-H (99%)

- 3183,89 3120,21 9,41 STRE C10-H (99%)

- 3063,60 3002,33 57,58 STRE C5-H (98%)

- 3013,70 2953,43 29,69 STRE C4-Ho(57%)+C4-HB(41%)
2934 2985,12 2925,42 45,23 STRE C4-Ha (41%)+C4-Hp (58%)
2836 2916,64 2858,31 81,65 STRE C5-HB(97%)

- 2871,37 2813,94 48,47 STRE C6a-H (99%)

1608 1646,70 1613,77 147,26 STRE C10=C11(13%) + CT7a-
C8(22%) + Cli-Clia (10%) +
BEND H-C8=C9 (10%)
- 1638,22 1605,46 3,26 BEND C3b=C3a-C3(11%)
- 1610,69 1578,48 11,26 STRE C3b=C3a(19%)+C9-
C10(10%)+ C1-C2(10%)+Cla=C1l
(11%)
- 1604,27 1572,19 19,54 STRE C9-C10(27%)+ C11-Clla
(14%)
- 1529,53 1498,94 65,97 BEND H-C10=C11 (17%)+ H-C8-
C9 (12%)
- 1521,45 1491,02 6,34 BEND Ha-C-HB (27%)+ BEND
Hy-C-HB (54%)+ TORS Hp-C-03-
C1(12%)
- 1507,70 147755 3,83 BEND HB-C5-Ha (62%)
- 1506,29 1476,17 23,68 BEND Ha-C-Hy (21%)+ Hy-C-HB
(45%)+ TORS Hy-C-02-C2 (11%)
- 1500,39 1470,38 36,39 BEND H-N6-C5 (16%))+ HpB-C5-
Ha (10%)
1460 1492,95 1463,09 7,06 BEND Ha-C-Hy (40%)+ HB-C-Hao
(35%)+ TORS Ha-C-03-C9 (15%)
- 1489,34 1459,55 30,19 BEND H-N6-C5(12%)
1430 1483,09 1453,43 3,87 BEND Hp-C25-Ha (50%)

- 1450,16 1421,16 126,52 BEND H-C10-C9 (10%)

- 1436,54 1407,81 26,19 STRE C10=C11 (12%)

- 1413,58 1385,31 40,82 BEND H-C6a-N6 (16%)+ TORS
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1212

1196

1070

1030

980

817

1377,04
1361,08

1347,92
1327,14

1317,22
1295,44

1261,06
1248,40
1233,18
1223,10
1209,70

1189,40

1175,01

1161,33
1107,53

1077,38

1027,70

851,75

843,60

1349,50
1333,86

1320,96
1300,60

1290,88
1269,53

1235,84
1223,44
1208,52
1198,64
1185,51

1165,61

1151,51

1138,10
1085,38

1055,83

1007,15

834,71

826,73

17,81
41,34

63,82
163,33

22,58
15,56

47,58
222,72
24,68
3,75
3,77
32,33

32,71

24,47
3,46

53,33

34,55

18,57

3,96

H-C5-N6-C6a (17%)

TORS H-C4-C3a=C3b(10%)+ H-
C4-C3a=C3b (21%)

STRE Cla-Clla (12%) + Clla-
Cla (13%)+ C4-C3a (10%)

TORS H-C6a-C3b-Cla (27%)
STRE 03-C9 (13%)+ BEND H-
C11=C10 (14%)

BEND H-01-C3 (18%)

STRE 03-C7 (10%)+ BEND H-
C6a-N6(28%)

STRE 03-C9 (10%)+ BEND Ho-
C5-N6(30%)

BEND H-O1-C3 (13%)+ Ho-C4-
C5 (13%)

BEND Ha-C4-C5 (29%)+ TORS
Ho-C4-C3a=C3b (12%) + HB-C4-
C3a=C3b (13%)

TORS H-C-C7-C6a(13%)

BEND H35-C1-H36(13%)+ TORS
H35-C1-02-C31(25%)+ H36-C1-
02-C31 (22%)

STRE C10=C11 (11%)+ BEND H-
C10-C9 (10%)

STRE N6-C5 (12%)+ N6-C6a
(15%)+ BEND  H-C11=C10
(11%)+ H-C10-C9(10%)

STRE N6-C5 (20%)+ N6-C6a
(10%)

STRE 01-C3 (13%)+03-C1 (11%)
+ 03-C(13%)

STRE 03-Cl (11%)+ TORS C5-
N6-C6a-C3b (10%) + OUT Cé4-
C3b-C3-C3a (23%)

STRE N6-C3 (15%)+ STRE 03-C
(15%)+ BEND C4-C3a-C3(14%)+
BEND N6-C6a=C3b(13%)

STRE C6a-C3b (11%)+ TORS H-
N6-C5-C4(20%)

STRE C-C7 (11%)+ TORS H38-
C10-C9-C8 (17%)

Tabela 6. Comprimentos de onda experimental e calculado (cm™) e atribuicGes para estrutura I11.

B3LYP 6-311(2d,p) Atribuicdo
IR sélido Calculado Calculado Intensidade IR (PED>10%)
(escalado) (ndo escalado)
- 3837,16 3760,42 53,03 STRE O1-H (100%)
3439 3435,26 3366,55 2429,90 STRE O1-H (100%)
(Dimero) (Dimero) (Dimero)
- 3275,25 3209,75 6,73 STRE C11-H (99%)
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2955

2936

2848

2834

1610

1595

1570

1489

1453

1376

1348

1293

3224,76

3199,02
3174,38

3154,81

3041,02

3027,94

3024,98

3008,03

1664,28
1657,27

1639,75

1612,77

1585,84
1544,63
1533,26
1521,99

1513,99

1513,18

1510,27

1449,10

1414,13

1392,19

1386,02
1378,68

1352,09

1324,62

3160,26

3135,04
3110,89

3091,71

2980,20

2967,38

2964,48

2947,87

1630,99
1624,12

1606,96

1580,51

1554,12
1513,74
1502,59
1491,55

1483,71

1482,92

1480,06

1420,12

1385,85

1364,35

1358,30
1351,11

1325,05

1298,13

12,52

9,04
54,59

7,46

23,58

47,46

63,80

58,82

61,07
117,46

65,15

14,89

22,78
34,29
143,06
4,56

60,30

15,74

4,16

93,73

16,37

6,52

49,68
71,44

153,82

51,97

STRE C8-H (99%)

STRE C10-H (99%)
STRE C5-H (46%) + STRE C4-H (53%)

STRE C5-H28 (53%) + STRE C4-H
(47%)

STRE (grupo metil) C-Ha (24%) + STRE
C-Hp (39%) + STRE C-Hy (34%)

STRE (grupo metoxi O3) C-Ha (16%) +
STRE C-HP (59%) + STRE C-Hy (24%)

STRE (grupo metoxi 02) C-Ha (15%) +
STRE C-HB(52%) + STRE C-Hy (33%)
STRE (grupo metoxi O3) C-Ha (45%) +
STRE C-Hp (46%)

STREE C3=C2 (38%)

STRE C10=C11 (23%) + STRE C7a-C8
(13%)

STRE C5=C4 (31%) + BEND H-C4-C3a
(11%)

STRE C8=C9 (14%) + STRE C9-
C10(23%) + STRE Clla-C7a (16%) +
STRE C11-Cl1a (10%)

STRE N6-C6a (20%) + STRE C1-Cla
(15%) + STRE C3a-C3b(15%)

STRE Cll1a=C7a (11%) + BEND H-C11-
C10 (18%) +BEND H-C8-C7a (11%)
STRE N6-C5 (14%) + BEND H-C5-N6
(22%)

BEND (grupo dimetil) Ha-Ca-HP (28%) +
BEND Hoa-CB-HP (20%)

BEND (grupo metoxi O3) Ha-C-Hy (14%)
+ BEND Hy-C-Hp (52%) + TORS Hy-C-
03-C9 (10%)

BEND (grupo metoxi O3) Ha-C-Hy (32%)
+ BEND Hy-C-Hp (36%) + TORS Hy-C-
03-C1 (12%)

BEND (grupo metoxi O2) Ha-C-Hy (23%)
+ BEND Hy-C-Hp (43%) + TORS Hy-C-
02-C2 (11%)

STRE N6-C6a (11%)+ STRE  C3a-
C3(10%) + BEND H-C5-N6(11%)

BEND (grupo metil) Ha-C-Cy (13%) +
BEND HB-C-Ha (10%) + BEND Hy-C-
HB(11%)

BEND (grupo dimetil) Ha-Ca-Hy (17%) +
BEND Hp-Ca-Ha (11%) + BEND Hy-Ca-
HB (15%) + BEND Ha-CB-Hy(19%) +
BEND HB-CB-Ho (18%) + Hy-CB-HB
(14%)

STRE C5=C4 (11%) + STRE C6a-C3b
(18%)

STRE C2-Cl1 (18%) + STRE C3b-C3a
(16%) + BEND H-C4-C3a (13%)

STRE C8=C9 (10%) + STRE Clla-C7a
(19%) + STRE 03-C9 (11%) + STRE C7-
C7a(10%)

STRE C7a-C8 (10%) + BEND H-
Cl11=C10 (15%) + BEND H-C8-C7a
(11%)
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1279

1257

1199
1187

1093

1044

983

956

917
884

834

818

1306,95
1296,28
1277,55
1261,29
1245,44
1235,46

1222,69
1220,67

1216,30

1130,41

1116,27

1099,04

1077,00

1055,20
1002,85
988,63

977,38
954,43

942,35
896,20

857,22

836,62

824,95
804,48

1280,81
1270,35
1252,00
1236,06
1220,53
1210,75

1198,24
1196,26

1191,97

1107,80

1093,94

1077,05

1055,46

1034,10
982,79
968,86

957,83
935,34

923,50
878,27

840,07

819,89

808,45
788,39

63,69
83,09
234,76
171,02
13,64
22,58

26,70
25,32

1,87

11,58

67,58

48,25

65,95

124,32
45,37
2,38

48,23
0,51

39,26
1,46

10,85

7,28

14,84
11,26

STRE 02-C2 (13%) + BEND H-O1-C3
(20%)

STRE N6-C5 (10%) + BEND H-C11=C10
(12%)

STRE 034-C9 (18%) + BEND H-C8-
C7a(15%)

BEND H-01-C3 (31%)

STRE C7-C7a(14%)

STRE Cla-C3b (10%)

TORS HP-C-02-C2 (10%)

TORS HB-C-02-C2 (13%) + TORS Hy-C-
02-C2 (10%) + TORS HB-C-03-C1(17%)
+ TORS Hy-C-03-C1 (13%)

BEND Hy-C-HB(12%) + TORS Hp-C-03-
C9 (23%) + TORS Hy-C-03-C9 (22%)

STRE C5=C4 (11%) + STRE N6-C5
(24%) + BEND H-C4-C3a(17%)

STRE 01-C3 (11%) + STRE 03-Cl
(15%) + STRE 03-C (10%)

STRE 02-C (11%) + BEND C9-
C10=C11(10%) + BEND C7a-C8=C9
(15%)

STRE C9-C10 (11%) + STRE 03-C (67%)

STRE 03-C (25%) + STRE 02-C(25%)
STRE 03-C (37%) + STRE 02-C (14%)
TORS H-C11=C10-C9 (63%) + TORS H-
C10=C11-Clla (19%) + TORS C8=C9-
C10=C11(12%)

STRE C7-C6a (11%) + STRE 02-C (24%)
TORS H-C5-N6-C6a(67%) + TORS H-
C4-C3a-C3b (11%) + TORS N6-C5=C4-
C3a (13%)

STRE (grupo dimetil) Ca-C7(11%)
STRE(grupo dimetil) Ca-C7(15%) +
STRE CB-C7 (18%)

TORS H-C11=C10-C9 (13%) +TORS H-
C10=C11-C11a(54%)

TORS C5-C4-C3a-C3b (10%) + TORS
C3-C3a-C3b-Cla (16%) + OUT C6a-C3a-
Cla-C3b (26%) + OUT C4-C3b-C3-C3a
(17%)

BEND N6-C5=C4 (11%)

TORS H-C4-C3a-C3b (55%)
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Figura 12. Comparacdo entre os espectros tedricos (monémeros e dimeros) obtidos e espectros
experimentais para 0os compostosl, 11 e II.

4.1.6. Analises NBO

Para 9-metoxiguatterfriesina (I) a anélise de perturbacdo de segunda ordem (Tabela
7) mostra que os maiores valores E@sdo de hiperconjugacdes n—n* C7a-C11a—~C3b-Cla
(13,79 kcal/mol), C7a-Clla— C8-C9 (17,40 kcal/mol), C7a-Clla— C11-C10 (21,95
kcal/mol), C2-C1— C3-C3a (19,75 kcal/mol), C2-C1—-C3b-Cla (17,35 kcal/mol), C3-
C3a—C2-C1 (19,57 kcal/mol), C3-C3a—C2-C1 (19,57 kcal/mol), C3b-Cla—C7a-Clla
(12,28 kcal/mol), C3b-Cla—C2-C1 (21,83 kcal/mol), C3b-Cla—C3-C3a (20,30 kcal/mol),
C3b-Cla—N6-C6a (14,82 kcal/mol), C8-C9—-C7a-Clla (23,23 kcal/mol), C8-C9—-C11-
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C10 (15,71 kcal/mol), C11-C10—»C7a-C1la (16,00 kcal/mol) e C11-C10—C8-C9 (22,89
kcal/mol), as conjugagdesn—n* O3 - C8-C9 (30,32 kcal/mol) e O1—C3-C3a (26,84
kcal/mol) e interacbes n*—»n* C2-C1-C3b-Cla (224,59 kcal/mol), C8-C9—»C7a-Clla
(217,68 kcal/mol) e C8-C9—C11-C10 (231,57 kcal/mol).

Tabela 7. Energias de segunda perturbacdo selecionadas para o composto I.

Donor Type Acceptor Type Eg — E®
orbital (i) orbital (j) Euau, (kcal/mol)
C7a-Clla T C3b-Cla T * 0,28 13,79
C7a-Clla T C8-C9 T * 0,27 17,40
C7a-Clla T C11-C10 1T * 0,28 21,95

C2-C3 c C3-C3a o * 1,28 5,37

C2-C1 T C3-C3a T * 0,30 19,75

C2-C1 T C3b-Cla T * 0,31 17,35

C3-C3a c C2-C3 o * 1,25 5,05

C3-C3a T C2-C1 T * 0,29 19,57
C3a-C3b o C3b-Cla o * 1,27 5,07
C3b-Cla o C3a-C3b 0 * 1,26 5,30
C3b-Cla T C7a-Clla T * 0,29 12,28
C3b-Cla T C2-C1 T * 0,27 21,83
C3b-Cla T C3-C3a T * 0,28 20,30
C3b-Cla T N6-C6a T * 0,29 14,82

C5-N6 o C6a-C7 o * 1,10 6,68

N6-C6a T C3b-Cla T * 0,35 6,71

C6a-C7 o C5-N6 o * 0,97 5,16

C8-C9 T C7a-Clla T * 0,30 23,23

C8-C9 T C11-C10 T * 0,30 15,71
C11-C10 T C7a-Clla T * 0,29 16,00
C11-C10 T C8-C9 T * 0,28 22,89

03 LP(2) C8-C9 o * 1,12 7,36
03 LP(2) C8-C9 % 0,35 30,32

03 LP C3-Ha o * 0,69 577
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02
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N6
N6
C2-C1
C8-C9
C8-C9
Dimer
Monomer 2

N6

LP
LP(1)
LP
LP(2)
LP(2)
LP(2)
LP
LP(1)
LP(1)

T *

T *

LP(2)

C3-Hp
C2-C1
C2-C3
C2-C1
Ci-H
C2-H
C3-C3a
Cé6a
C3b-Céa
C3b-Cla
C7a-Clla

C11-C10

Monomer 1

O1-H

0,69
0,57
0,86
0,87
0,71
0,74
0,36
1,22
0,82
0,02
0,02

0,01

0,78

5,75
5,92
6,37
8,04
6,10
5,83
26,84
5,69
14,13
224,59
217,68

231,57

8,24
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Para o composto (R)-6,6a-dihidro-9-metoxiguatterfriesina (I1), os maiores valores
E®@ (Tabela 8) sdo de hiperconjugacdes de n—n* C11-C10~C7a-C1la (16,18 kcal/mol),
C11-C10-C9-C8 (22,80 kcal/mol), C1-C1la—C2-C3 (19,06 kcal/mol), C1-Cla—»C3a-C3b
(22,10 kcal/mol), C1-Cla—C11a-C7a (11,82 kcal/mol), C2-C3—C1-Cla (21,78 kcal/mol),
C2-C3-C3a-C3b (17,40 kcal/mol), C3a-C3b—C1-Cla (16,86 kcal/mol), C3a-C3b—C2-
C3 (22,82 kcal/mol), C11a-C7a—C11-C10 (22,09 kcal/mol), C1la-C7a—C1-Cla (13,85
kcal/mol), C9-C8—-C11-C10 (15,89 kcal/mol) e C9-C8—C1la-C7a (22,73 kcal/mol), as
hiperconjugagdes n—»n* O3—-C8-C9 (29,87 kcal/mol) e O1-C2-C3 (26,82 kcal/mol) e
conjugagles n*—n* C1l-Cla—C3a-C3b (346,94 kcal/mol), C1-Cla—»C1l1a-C7a (152,43
kcal/mol), C2-C3—-C1-Cla (344,86 kcal/mol), C2-C3—-C3a-C3b (174,44 kcal/mol), C9-

C8—-C11-C10 (227,17 kcal/mol) e C9-C8—C11a-C7a (191,88 kcal/mol).



Tabela 8. Energias de segunda perturbacgéo selecionadas para o composto II.

Donor Type Acceptor Type Egj — E® (kcal/mol)
orbital (i) orbital (j) Eyau,

C11-C10 T C7a-Clla Tr * 0,29 16,18
C11-C10 T C9-C8 T * 0,28 22,80
C1l1-Clia o Cl1a-C7a o * 1,26 5,10
Cl-Cila T C2-C3 T * 0,28 19,06
Ci-Cla T C3a-C3b Tr * 0,30 22,10
Cl-Cla T Clia-C7a T * 0,30 11,82
C2-C3 o C3-C3a o * 1,27 5,32
C2-C3 T Ci-Cla T * 0,30 21,78
C2-C3 T C3a-C3b T * 0,31 17,40
C3-C3a o C2-C3 o * 1,25 5,06
C3-C3a o C3a-C3b o * 1,30 5,20
C3a-C3b T Ci-Cla T * 0,29 16,86
C3a-C3b T C2-C3 T * 0,27 22,82
Clla-C7a T C11-C10 T * 0,28 22,09
Clla-C7a T Ci-Cla T * 0,27 13,85
C9-C8 T C11-C10 T * 0,30 15,89
C9-C8 T Cl1a-C7a T * 0,30 22,73
C8-H o Clla-C7a o * 1,10 5,06
03 LP(1) C9-C8 o 1,12 7,32
03 LP(2) C3-Hp o * 0,69 5,91
03 LP(2) C3-Ho. o * 0,69 5,76
03 LP(2) C9-C8 T * 0,35 29,87
03 LP(1) C1-C2 G * 1,06 5,80
03 LP(2) Ci-Cla T * 0,39 9,57
03 LP(2) C2-H o * 0,74 6,00
02 LP C1-H o * 0,71 6,15
02 LP C1-C2 o * 0,87 7,61
02 LP C2-C3 o * 0,87 5,58
o1 LP(1) C3-C3a o * 1,18 6,47
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o1 LP(2) C2-C3 Tr * 0,35 26,82

N6 LP(1) Céa-H o * 0,70 7,66

N6 LP(1) C5-HB g * 0,69 7,89
Cl-Cila T * C3a-C3b Tr * 0,01 346,94
Cl-Cila T * Cl1a-C7a Tr * 0,01 152,43
C2-C3 O * Cl-Cla T * 0,01 344,86
C2-C3 ™ * C3a-C3b T * 0,02 174,44
C9-C8 T * C11-C10 Tr * 0,01 227,17
C9-C8 T * Clla-C7a T * 0,02 191,88
Dimer

Monomer 2 Monomer 1
N6 LP(1) O1-H o * 0,76 11,58

Para 4,5-dihidro-9-metoxiguatterfriesina (II1) as interacdes intramoleculares
hiperconjugativas mais fortes (Tabela 9) sdo as conjuga¢fes n—n* C11-C10—»C7a-Clla
(12,39 kcal/mol), C11-C10 - C9-C8 (16,02 kcal/mol), C7a-Clla —» C11-C10 (14,86
kcal/mol), C7a-Clla—Cla-C1 (16,85 kcal/mol), C7a-Clla— C9-C8 (11,71 kcal/mol),
C6a-N6—C5-C4 (18,47 kcal/mol), C5-C4—C6a-N6 (10,98 kcal/mol), C5-C4—C3a-C3b
(13,30 kcal/mol), C3a-C3b—C6a-N6 (19,42 kcal/mol), C3a-C3b—C5-C4 (12,40 kcal/mol),
C3a-C3b—C1a-C1 (13,80 kcal/mol), C3a-C3b—C2-C3 (13,71 kcal/mol), Cla-C1—-C7a-
Clla (13,40 kcal/mol), Cla-C1—-C3a-C3b (13,60 kcal/mol), C2-C3— C3a-C3b (12,95
kcal/mol), C2-C3—-C1la-C1 (13,60 kcal/mol), C9-C8 »C11-C10 (11,09 kcal/mol), C9-
C8—-C7a-Clla (15,13 kcal/mol), as conjugacbes n—oc* N6—C6a-C3b (12,36 kcal/mol),
03— C11-H (10,89 kcal/mol) and O3—-C1-C2 (10,43 kcal/mol) e intera¢bes n*—n* Cla-
Cl-C7a-Clla (106,71 kcal/mol), C2-C3— C3a-C3b (203,60 kcal/mol), C2-C3—-Cla-Cl
(165,01 kcal/mol), C9-C8—-C11-C10 (149,15 kcal/mol) and C9-C8—-C7a-Clla (112,79

kcal/mol).



Tabela 9. Energias de segunda perturbagdo selecionadas para o composto IlI.

Donor Type  Acceptor Type Ej —Ey E®
orbital (i) orbital (j) a,u, (kcal/mol)
C11-C11A o C7-Cra o * 1,04 5,00

C11-C10 T C7a-Clla T * 0,32 12,39
C11-C10 T C9-C8 T * 0,30 16,02

C11-H o C10-C9 o * 0,99 5,62
C7a-Clla T C11-C10 T * 0,31 14,86
C7a-Clla T Cla-C1 T * 0,30 16,85
C7a-Clla T C9-C8 T * 0,30 11,71

C7a-C8 o C9-03 o * 1,02 5,48

C6a-N6 T C5-C4 T * 0,33 18,47

C6a-N6 T C3a-C3b T * 0,35 9,48

C5-C4 T C6a-N6 T * 0,30 10,98

C5-C4 T C3a-C3b T * 0,33 13,30

C5-H o C4-C3a o * 1,01 5,27

C4-H o N6-C5 o * 1,00 5,10

C3a-C3b T C6a-N6 T * 0,29 19,42
C3a-C3b T C5-C4 T * 0,30 12,40
C3a-C3b T Cla-C1 T * 0,32 13,80
C3a-C3b T C2-C3 1T * 0,31 13,71
C3b-Cla o C1-03 o * 1,04 5,52

Cla-C1 T C7a-Clla T * 0,34 13,40

Cla-C1 T C3a-C3b T * 0,33 13,60

C1-C2 o C3-01 o * 1,04 5,05

C2-C3 T C3a-C3b T * 0,34 12,95

C2-C3 T Cla-Cl T * 0,34 13,60

C10-H o Cl1-Clia o * 1,02 5,63

C9-C8 T C11-C10 T * 0,33 11,09

C9-C8 T C7a-Clla T * 0,33 15,13

C8-H o C10-C9 o * 1,01 5,43

O1-H o C2-C3 o * 1,36 5,25
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1,53
0,82
0,95
1,09
0,61
0,89
0,82
0,61
0,74
0,77
0,91
0,36
0,02
0,01
0,01
0,01

0,02

0,48

5,13
12,36
7,78
5,19
5,67
10,89
10,43
5,41
6,01
8,50
8,80
29,41
106,71
203,60
165,01
149,15

112,79

8,63
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A ligacdo de hidrogénio intermolecular N6---O1-H, que d& estabilidade aos dimeros

propostos, séo justificados pelo tipo de interacdo hiperconjugativa LP—c* de N6—01-H

(Figura 9) que mostrou valores de 8,24, 11,58 e 8,63 kcal/mol para as estruturas I, Il e 111

respectivamente.

4.1.7. Analises NLO

Visto que os valores de polarizabilidades do output do Gaussian sdo relatados em

unidades atbmicas (a.u.), os valores calculados foram convertidos em unidades
eletrostaticas (esu) (Para a: 1 a.u.= 0,1482x 102*esu; ParaB:1 a.u. = 8,639x 1023 esu). A
teoria DFT no nivel B3LYP/6-311G(2d,p) tem sido utilizada para predizer momentos
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dipolar, polarizabilidade e hiperpolarizabilidade de primeira ordem para os trés compostos
(Tabelas 10-12).

Como visto na Tabela 10, o componente dipolar com valor mais elevado para | € 0
py = 0,4134 D e o momento dipolar total €us,.q;= 0,57 D. A polarizabilidade média
calculadaa, e anisotropia da polarizabilidade Aa;,.q; S30 3,962%x 102 e 4,81x10°° esu,
respectivamente. O valor da hiperpolarizabilidade de primeira ordem calculada B é
4,34x10%%su, 22 vezes maior que a P da ureia (~0,2 x 10-30 esu). O componente dipolar
de maior valor para Il (Tabela 11) € 0 u,, =1,1641 D e o total € pi;pq =1,5205 D. O ay €
Adtpoeq Calculados sdo 3,970 x 102 esu e 5,01 x 10 esu, respectivamente. O valor
calculado de B ¢ 2,35x10% esu, 12 vezes maior que B da uréia. O maior valor do
componente dipolar para 11l (Tabela 12) € o u,, = 0,0791 D e o total €u.yq = 0,0213 D.
O ag e Adtppeq Calculados sdo 3,91 x 102 e 4,58 x 1020 esu, respectivamente. O valor
calculado de B ¢ 7,46x10°° esu, 37 vezes o valor de B da uréia, indicando 111 como um
melhor candidato potencial para aplica¢fes Opticas nao lineares comparados aos compostos
lell.

Tabela 10. Momento dipolo, polarizabilidade e hiperpolarizabidade em fase gasosa para composto | usando
B3LYP 6-311G(2d,p)

Dipolo, D Polarizabilidade,au Hiperpolarizabilidade,au
U, =-0,3725 Ay = 352,5850 Brxx = - 364,3296
U, =0,4134 QAyy = - 3,7126 Barxy = 235,9155
U, = 0,1535 a,, =298,2512 Bxvy = 53,9990

Utotar =0,5670 a,, =0,4771 Byvy =293,5788
a,, =0,0477 Baxz = -13,9658
a,, =151,2777 Brvz = 11,1750
Atorar = 3,962x10Zesu Byvz = 0,1215
Adtporq = 4,81x102%su Byzz = -11,8669
Byzz = 39,4754
Bzz = 71,0329

Brotar = 4,34x10°% esu




67

Tabela 11. Momento dipolo, polarizabilidadeehyperpolarizabilidade em fase gasosa para o compostoll
usando B3LYP 6-311G(2d,p)

Dipolo, D Polarizabilidade, au Hyperpolarizabilidade, a,u,
U, =0,1620 Ay =355,1012 Brxx =153,2600
U, =1,1641 a,, = - 7,2089 Brxv = 49,6434
u, =-0,0578 a,, = 282,3135 Baxyy = -27,6559

Uiotar = 1,5205 a,, =-0,7478 Bvvy = 130,3710
a,, =5,6126 Brxz = 21,8291
a,, = 166,2785 Brvz = 42,3031
Aporq = 3,970x10%%esu Byvz = 64,5783
Adyprq = 5,01x102%su Pyzz = 14,6599
Byzz = 34,9008
Bz, =4,8825

Brotar = 2,35x10%su

Tabela 12. Momento dipolo, polarizabilidadee hyperpolarizabilidade em fase gasosa para o composto 111
usandoB3LYP 6-311G(2d,p)

Dipolo, D Polarizabilidade, au Hyperpolarizabilidade, a,u,

U, =-0,0129 Ay =363,7174 Bxxx = -143,3788
u, = 0,0791 Ay, = -6,9044 Brxy = 226,7444
U, =-0,0467 @, = 297,7546 Brvy = 15,9287
Ueotar = 0,0213 a,, = 2,3155 Byvy =260,3187
a,, =1,2494 Brxz = 33,5707
a,, = 131,9443 Brvz = 14,1509

Aporar = 3,91x102%esu Byvz = - 12,1046

Atporq = 4,58x10%esu Bxzz = 1,2038

B.ry = - 20,8916
8,,, = 13,8551
Brotar = 1,46%10esu

4.1.8. Estudo de docking molecular

O protocolo de ancoragem foi testado pela remocdo do inibidor amsacrina co-
cristalizada da proteina, e entdo a reinsercdo do mesmo no mesmo sitio a partir dos valores
de gridbox pre-estabelecidos (Figura 7). O valor de RMSD obtido para sobreposicao de
estruturas foi de 1,0178A, valores de RMSD até 2 A sdo aceitaveis para um protocolo de
ancoragem molecular (KIRCHMAIR et al. 2008)
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Figura 13. Superposicdo da estrutura docada (rosa) e co-cristalizada da amsacrina (verde) no sitio de
clivagem do DNA- Topoisomerase Il humana.

A andlise da energia livre de ligacdo (AG) demonstrou que as estruturas I, 11 e 1lI
ancoraram com valores AG de -7,6, -7,5 e -8,7 kcal/mol, respectivamente, enquanto a
amsacrina, uma droga antineoplasica usada no tratamento da leucemia,em particular
leucemia linfoide aguda, que atua na topoisomerase Il (ARLIN et al. 1987; ARLIN, 1990)
ancorou com valor AG de -10,2 kcal/mol. Isso indica que a estrutura 111 tem um melhor
potencial inibitério para a enzima comparando os outros dois alcal6ides 7,7-
dimetilaporfinicos (Figura 15). Analisando as interacdes ligante-macromolécula, a
estrutura | liga-se ao sitio catalitico por interagdes ndo covalentes tais como ligacdo de
hidrogénio, amino-n e interagdes n-n (ver figura 16A). Os grupos metoxi no anel B
interagem com as bases DT9 e DA12 por ligagdes de hidrogénio, o nitrogéniono anel A
interage por interacdo fraca amino-r com MET782, 0 anéis B e D interagem por interagdes
n-t com as bases DA 12, DC 8 e DG 13. A estrutura Il liga-se ao sitio pela fraca interacdo
ndo covalente alquil-w, alquil-alquile interagdes n-nt (ver figura 16B). O grupo dimetil no
anel C interage com PRO455 e ALA521 por interagdes alquil-n e alquil-alquil. O anel B
interage com a base DG 13 pela fraca interacdo n-m. A estrutura Ill liga-se ao sitio
catalitico por interacdes ndo covalentes n-x e alquil-x (ver figura 16C). O grupo hidroxil no
anel A e os grupos dimetil no anel C interagem com as bases ARG503 eDA 12,
respectivamente, por interacdes alquil-z. Os anéis A, B e D interagem com as bases DA12,
DG13, DT9 e DC8 por intera¢Ges n-r, que promove uma boa estabilidade para a estrutura

I11/Topo II-DNA. Estas interaces n-m apresentadas, com anéis aromaticos entre pares de
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bases do DNA a montante e a jusante, similar a amsacrina, revelando a estrutura 111 como

possivel indicativo de potencial anticancerigeno.

Figura 14. Superposicdo das estruturas ancoradas com amsacrina co-cristalizada (verde) a)9-
metoxiguatterfriesina (rosa), b) (R)-6,6a-dihidro-9-metoxiguatterfriesina (laranja) e c¢) 4,5-dehidro-9-
metoxiguatterfriesina (marrom).

Apesar da baixa energia livre de ligacdo apresentada na estrutura |, as analises de
modo de ligacdo mostram que esta molécula interage com o sitio de DNA do complexo
topo-11-DNA por ligacéo de hidrogénio, o que indica que o composto | pode agir como um
fraco inibidor da clivagem do DNA. Por outro lado, apesar de ter a energia livre de ligacdo
perto do valor da estrutura I, a estrutura Il ndo estava interagindo com o sitio de clivagem
do DNA do complexo topo II-DNA devido a sua conformacdo ndo planar. Este dado
implica que a aromaticidade do anel A também influenciou os resultados de docking
molecular dos alcaloides 7,7-dimetilaporfinico, reforcando a ideia j& discutida nas se¢Ges
413e4.1.4.



Figura 15. InteragBes no sitio para estrutura A) I, B)ll e C) IlI.

4.1.9. Ensaio de citotoxidade

Os valores registrados ICso (a metade da concentracdo inibitoria maxima) para
doxorrubicina, usado como controle positivo, foi de 0.79, 2.28, 1.32, 0.68 e 3.94 em frente
as linhas celulares HepG2, HL-60, K-562, B16-F10 e PBMC respectivamente. O composto
I11 revelou a citotoxicidade mais potente 1Cso com valores de 14.52, 25.10, 57.09, 24.36 e
46.64uM em frente as mesmas linhas celulares respectivamente, seguido pelo composto |
com valores ICsp de 43.12, 24.84, 34.01 e 62.36 uM em frente das linhas celulares HepG2,
HL-60, B16-F10 e PBMC respectivamente. O composto | ndo apresentou citotoxicidade

contra a célula K-562 (ICso> 70.34) e a Il ndo apresentou nenhuma citotoxicidade das
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linhas celulares testada. Deste jeito, a boa afinidade com o DNA do complexo
topoisomerase I1-DNA sugerido pelos célculos de ancoragem para o composto 11 mostrou
ser plausivel em vista da citotoxicidade revelada por essa molécula, 0 mesmo pode ser
declarado para o composto I. E importanteenfatizar que o composto Il difere dos
compostos | e Il pela insaturagdo da amina ciclica (Anel A). O composto Il tem uma
amina ciclica mais insaturada do que o composto | e a amina ciclica da Il ndo é insaturada.
Como ja estabelecido na secdo 3.4, este dado reforca a ideia de que a auséncia da
aromaticidade no anel A conduz a reducdo da citotoxicidade dos alcaldides 7,7-

dimetilaporfinico.

4.2. Estudo de docking molecular para as moléculas 9-metoxiguateriscina e
6,6a-diidrometoxiguadiscina

Com o intuito de comparar os potenciais bioativos em relacdo aos tipos de
substituintes existentes no esqueleto da estrutura 7,7-dimetilaporfinica, realizou-se um
estudo de docking molecular, usando as mesmas dimensdes de gridbox, mesma enzima
(Topoisomerase II-DNA) e ligante padrdo (Amsacrina), para as estruturas 9-
metoxiguatteriscina (semelhante ao composto 1) e 6,6a-diidrometoxiguadiscina
(semelhante ao composto Il) (Figura 8). O intuito foi verificar se 0s substituintes

melhoraram ou pioraram a energia livre de ligacéo.

a) OCHj, b)

HaCO : o

HsCO = 0 NH
CH3 H

© CHs

OCH;

9-metoxiguatteriscina 6,6a-diidrometoxiguadiscina

Figura 16. Formula estrutural para os compostos a) 9-metoxigatteriscina e b) 6,6a-diidrometoxiguadiscina..
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A molécula 9-metoxigatteriscina apresentou uma energia de ligagdo menor do que a
apresentada pela estrutura | (-7,6 para | e -7,3 kcal/mol para 9-metoxigatteriscina), o que
nos leva a concluir que a substitui¢do do grupo OH na posicéo 3 reduz o potencial bioativo
de alcaloides do tipo 7,7-dimetilaporfinicos (Figura 9). Isso porque a substituicdo do
hidrogénio nessa posicdo faz com que os pares de elétrons do oxigénio estejam menos

"disponiveis" para participar de uma interacdo com o sitio ativo, por exemplo.

Figura 17. Energia livre de ligacdo para a 9-metoxigatteriscina (rosa) em comparagdo com o sitio da
amsacrina (verde).

Com respeito as interacGes eletronicas (Figura 10) existentes no sitio da enzima, a 9-
metoxigatteriscina apresentou interacdo forte do tipo ligacdo de hidrogénio com o par de
base do DNA DA12, intera¢bes do tipo m-alquil com os pares de base DG13, DC11 e
também com DA12, o que indica que a substancia pode agir como inibidor da enzima.
Além disso, a molécula interagiu com interacdo do tipo n-m com o par de base DT9 do
DNA, e interage fracamente por ligacdo de carbono hidrogénio com alguns residuos de
aminoacidos tais como MET782 e GLN 778.
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Figura 18. Interagdes no sitio ativo para a 9-metoxigatteriscina.

A molécula 6,6a-diidrometoxiguadiscina, cujo esqueleto assemelha-se a molecula Il
do artigo, apresentou melhoras significativas no potencial bioativo em comparacdo a
estrutura 11 (Figura 11). Os valores séo de -7,5kcal/mol para Il e -8,4 kcal/mol para 6,6a-
diidrometoxiguadiscina. Isso nos leva a concluir que ao fechar o anel na posicdo 1 e 2
formando um dioxido metileno, o potencial bioativo € aumentado com relacdo a uma
molécula que possua 0s grupos metdxidos como substituintes em 1 e 2. Além disso, a
estrutura ndo tem substituinte no anel aroméatico D, como acontece na estrutura Il do artigo,
fazendo com que os elétrons pi desse anel estejam mais propicios a interagir num sitio
ativo da enzima topoisomerase 11-DNA humana, além de tornar a estrutura mais planar em
comparacdo a Il. Lembrando que a planaridade da estrutura se mostrou muito influente
com relacdo a atividade bioldgica dos compostos 7,7-dimetilaporfinicos (BRANCHES et
al. 2019).
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Figura 19. Energia de ligacdo para a 6,6a-diidrometoxiguadiscina (rosa) em comparacdo ao sitio da
amsacrina (verde).

Com relacdo as interagcdes (Figura 11), a 6,6a-diidrometoxiguadiscina apresentou
interacdes no sitio do tipo pi-pi com trés pares de base do DNA: DT9, DG13 e DA12.
Além disso, mostrou interacdo fraca do tipo Van der Waals com o par de bases DC8 e o
residuo de aminoacido GLN778. 1sso mostra que a estrutura € um bom potencial inibidor

da enzima.

Interactions

1 van der Waals [0 Pi-pi Stacked
71 PiSulfur 1 PirAkyl

Figura 20. InteragBes no sitio ativo para 6,6a-diidrometoxiguadiscina.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho teve, entre seus resultados, um artigo publicado no periddico da
revista Journal of Molecular Structure, uma revista importante da area de quimica teorica,
na qual foi aceito sem nenhuma revisdo. Este artigo contém os dados que estdo presentes
na secdo 4.1 dessa dissertacdo, ou seja, todos os resultados dizem respeito aos alcaloides 9-
metoxiguatterfriesina (1), (R)-6,6-desidro-9-metoxiguatterfriesina (11) e 4,5-dehidro-9-
metoxiguatterfriesina (I11). Com relacdo aos resultados obtidos, a metodologia utilizada
apresentou uma boa acuracia em comparacdo aos dados experimentais ja existentes. Todos
0s comprimentos de ligacdo apresentaram valores bem préximos a estrutura da N-

acetilanonaina, a qual possui um esqueleto bem parecido com o dos 7,7-dimetilaporfinicos.

Com relacdo aos dados de Homo/Lumo e docking molecular, observou-se que a
aromaticidade total no anel A influencia bastante nas caracteristicas bioativas e também
nos descritores de reatividade para esses alcaloides, de forma que a estrutura que
apresentou uma maior atividade bioldgica foi a do alcaléide IIl, o qual possui
aromaticidade no anel A. Isso nos leva a concluir que a planaridade resultante da
aromaticidade no anel A torna a entrada no sitio ativo da enzima DNA-Topoisomerase |l
humana mais facil. Paralelo a isso, 0s resultados dos mapas de potencial eletrostatico nos
levam a concluir que ha formacdo de dimero para os alcaloides I, 1l e Il o que pode
interferir nas atividades desses alcaléides quando estiverem no meio in vivo, mesmo que 0s
resultados dos testes in vitro tenham indicado uma boa atividade para o alcal6ide nimero

I11, conforme ja se havia sido demonstrado pelos resultados do estudo de docking,

Assim, foram feitos estudos de docking molecular para as moléculas 9-
metoxiguateriscina e 6,6a-diidrometoxiguadiscina, as quais apresentam esqueletos
semelhantes as estruturas | e I, respectivamente, também sendo classificados como
alcaloides do tipo 7,7-dimetilaporfinicos. Observou-se que a troca de substituintes nos
anéis A e B, mais especificamente a troca de substituintes OH por grupos OCHs e
posteriormente a formacdo de outro anel ligado ao anel A aumentou consideravelmente o
potencial bioativo para essas estruturas. Ficando como proposta para um estudo futuro a

analise de mecanismos que levem a conversdo dos alcal6ides | e Il nos alcal6ides 9-
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metoxiguateriscina e 6,6a-diidrometoxiguadiscina, além de analisar a termodindmica por

tras desse aumento de potencial bioativo de um para o outro.

Além dessa dissertacdo e do artigo publicado, outros trabalhos foram feitos em
conjunto com outros integrantes do grupo de pesquisa do laboratério de quimica teorica
computacional, gerando publicacbes em prestigiadas revistas de tedrica. Essas publicacdes
tornaram possivel a realizacdo e publicacdo de outro trabalho, em conjunto com um

pesquisador da India, publicado no ano de 2019 na revista Journal of Molecular Structure.
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