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RESUMO

As diazocetonas sdo intermedidrios avangados que podem potencializar a sintese de
produtos naturais bioativos, inclusive aqueles de interesse farmacoldgico. Alguns compostos
bioativos de fontes naturais, como a morfina, tém atividades biologicas especificas, altamente
desejaveis no campo farmacéutico. Neste trabalho foram estudadas as propriedades eletronicas,
estruturais e espectroscopicas de diazocetonas. Foram empregadas duas diazocetonas modelos
para determinar o conjunto de base mais adequado para realizar os calculos de otimizagdo destas
moléculas e analisar o isdmero mais estdvel. Em seguida, os isomeros cis de diferentes
diazocetonas foram otimizados utilizando o método DFT/B3LYP/6-311G+(d,p) e suas
estruturas e propriedades foram analisadas, como valores de comprimento de ligagdo, angulos
de ligacdo, energia, momento dipolo, HOMO e LUMO e superficie de potencial eletronico. Os
espectros de RMN 'H e '*C foram calculados utilizando a teoria DFT com diferentes métodos
e conjuntos de base. Os dados obtidos foram analisados e comparados com dados experimentais
ja publicados. Utilizando calculos quanticos, observou-se que o isdmero cis apresentou uma
menor energia que o isdmero frans para as diazocetonas modelo; o método DFT/B3LYP/6-
311G+(d,p)/vacuo apresentou valores satisfatorios para a otimiza¢do das moléculas; e os
métodos DFT/PBEO0  6-311+G(2d,p)/vacuo e DFT/B3LYP/aug-cc-pVDZ/cloroférmio
apresentaram os melhores valores de RMN 'H e '3C respectivamente. A amurensinina é uma
isopavina, a qual depende do intermediario diazocetona para a sua completa sintese em uma de
suas principais rotas sintéticas. Ela pode apresentar uma atividade bioldgica importante no
tratamento de doengas de desordem neuroldgica, como a sindrome de Down e o Alzheimer,
pois ela ¢ considerada um antagonista do complexo receptor especifico N-metil-D-Aspartato
(NMDA) associado ao canal i6nico. Neste trabalho também foram estudadas as possiveis
interagdes existentes entre a amurensinina e a regido do dominio ATD do receptor NMDA por
meio da docagem molecular, tais interacdes foram comparadas com aquelas existentes entre o
antagonista ifenprodil e os sitios de ligacdo do mesmo receptor. Os residuos de aminoacidos do
receptor envolvidos nas interacdes com a amurensinina nao protonada e protonada estdo
localizados na regido do dominio ATD e os dados e informacdes obtidos acerca dessas
interacdes quimicas indicam que esse ligante apresenta afinidade com o receptor, sustentada
principalmente por ligagdes de hidrogénio e interagdes entre os dtomos de carbono dos anéis
aromaticos do ligante e varios residuos de aminoacidos de carater apolar. Por meio deste estudo
foi constatado que a amurensinina interage com o receptor NMDA em seu dominio estrutural
ATD. Possivelmente a amurensinina possui uma a¢ao antagonista no receptor por se ligar em
uma regido semelhante a do ifenprodil; acredita-se a ocorréncia de interacdo em regides
similares do receptor seja devido a semelhancga estrutural entre os dois ligantes.

Palavras-chave: Diazocetonas. Quimica Computacional. Mecanica Quantica. Amurensinina.
Docagem molecular.



ABSTRACT

Diazoketone is an intermediate product which may potentially synthesize of bio-active
natural products because it is a very reactive molecule which acts as useful building blocks in
the syntheses of bioactive compounds. Some bio-active compounds from natural sources, such
as morphine, have specific biological activities which are highly desirable in the pharmaceutical
field. The Electronic, structural and spectroscopic properties of diazoketones were studied.
First, two models of diazoketone were selected in order to determine the most appropriate basis
set to calculate their optimization and the type of isomer which is more stable. Second, the cis
isomers of different diazoketones were optimized through the DFT/B3LYP/6-311G+(d,p)
theory, and then these structures and their properties, such as values of bond length, bond
angles, energy, dipole moment, HOMO, LUMO and electric potential surfaces were analyzed.
The NMR 'H and "3C spectra were performed using the DFT theory with different methods and
basis sets. The data obtained was analyzed and compared to experimental studies already
published. Using quantum chemical calculations, it was observed that the cis isomer presented
less energy than the trans isomer for the diazoketone models. The DFT/B3LYP/6-311G+(d,
p)/vacuum method presented satisfactory values for molecule optimization; and the DFT/PBEO
6-311+G(2d,p)/vacuum and the DFT/B3LYP/aug-cc-pVDZ/chloroform presented satisfactory
values of 'TH RMN and 'C, respectively. Amurensinine is an isopavine which depends on
Diazoketone as an advanced intermediate product to be completely synthesized. It may be an
important biological treatment for neurological disorder diseases, such as Down's syndrome
and Alzheimer's. This is due to Amurensinine being considered an inhibitor of the N-methyl-
D-aspartate receptor (NMDAR). The possible interactions between Amurensinine and the
amino-terminal domain (ATD) of the NMDAR were studied through molecular docking and
they were compared to those interactions which exist between the NMDAR and the NMDAR
antagonist Ifenprodil. The amino acid residues of the receptor, which interact with the
protonated and non-protonated Amurensinine, are located in the ATD region. The data
obtained on the chemical interactions between the Amurensinine and the NMDA receptor
imply that this ligand has sustained affinity with the receptor. This is mainly because of the
hydrogen ligands and the interactions between the carbon atoms of the aromatic rings from the
ligand and other apolar amino acid residues. This study verifies that Amurensinine interacts
with the ATD region and therefore it may perform as an inhibitor of the NMDAR. This is due
to the fact that Amurensinine interacts in a similar region as the antagonist Ifenprodil probably
due their structural similarity.

Keywords: Diazoketones. Natural products. Computational Quantum Chemistry.
Amurensinine. Molecular docking.
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NMDA - N-metil-D-Aspartato

NMDAR - N-metil-D-Aspartato receptor

O - Oxigénio

P - Fosforo

PBEO - Mistura da troca de energia Perdew—Burke-Ernzerhof (PBE) com
Hartree—Fock na propor¢ao 3:1.

PCM - Polarizable Continuum Model

PCP - Fenciclidina

PDB - Protein Data Bank

Pdbqt - Protein Data Bank, Partial Charge (Q), & Atom Type (T)

PLP - Piecewise Linear Potential

pH - Potencial hidrogenionico
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Capitulo 1

PROPRIEDADES ELETRONICAS, ESTRUTURAIS E ESPECTROSCOPICAS DE
DIAZOCETONAS ATRAVES DE CALCULOS QUANTICOS
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1. INTRODUCAO

A caracteriza¢do e o conhecimento das propriedades eletronicas, termodinamicas e
espectroscopicas de uma molécula permitem que se tenha uma melhor compreensao sobre seu
comportamento em determinado ambiente quimico. A partir da colegao destes dados, ¢ possivel
planejar e direcionar com uma maior eficiéncia o desempenho de uma molécula em
determinada sintese e/ou aplicacdo pretendida (TRSIC, 2009).

Atualmente existem softwares com métodos tedricos embutidos que permitem o
estudo computacional de propriedades de moléculas, liquidos, solidos, etc. A partir deles ¢
possivel submeter a molécula a inimeros ambientes quimicos diferentes, calcular propriedades
e prever seu comportamento em diversas situacdes. O estudo tedrico da molécula ¢ interessante
para o meio cientifico, visto que ele pode obter informagdes quimicas de uma determinada
estrutura em um espaco de tempo mais curto e com um custo muito mais baixo em rela¢ao aos
recursos requeridos pela pesquisa experimental, porém deve-se aliar estudos experimentais e
tedricos para melhor entendimento das caracteristicas de a&tomos e moléculas (TRSIC, 2009;
PIELA, 2017).

O método semi-empirico DFT (Density Functional Theory) ¢ um método preferido por
muitos pesquisadores por ser capaz de prever diversas propriedades de moléculas organicas
com precisdo (JAIN, 2009), como sua isomeria (WILLOUGHBY, 2014), propriedades
eletronicas, estruturais e espectroscopicas (ALCACER, 2007). Ele apresenta valores mais
proximos aos reais devido a sua capacidade de recalcular valores de densidade eletronica de
acordo com a alterag¢do dos orbitais e da energia da molécula (ALCACER, 2007), diferente dos
métodos chamados ab initio (do principio). Uma das utilidades desse método ¢ a predi¢ao de
espectros de RMN 3C e 'H teéricos, os quais sdo calculados principalmente pela correlagio
entre a subestrutura e o subespectro (GRAY, 1986), o que faz ser possivel a elucidagdo
estrutural de moléculas em um curto espago de tempo. Outra vantagem do uso da quimica
computacional ¢ a possibilidade de uso de um método de solvatagdo, a qual pode ser implicita
ou explicita, permitindo por exemplo, que se realize os calculos quanticos das propriedades da
molécula, considerando que haja solvatacdo ao redor da molécula ou no sistema inteiro,
podendo levar a interferéncia do momento dipolo do solvente em toda a molécula. E possivel
também realizar simulagdes em meio ao vacuo, um solvente ideal, o qual ndo interage com a
molécula, ou mesmo escolher outros solventes e analisar a interferéncia que estes solventes

trazem a estrutura das moléculas (CANUTO, 2008).
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As diazocetonas sao classificadas como sendo importantes intermedidrios em sinteses
de alguns produtos naturais bioativos de importancia farmacéutica, como por exemplo a
morfina, a tetrodotoxina, a amurensinina, a azitromicina (PETTIT, 1986), a ambruticina
(RAHMAN, 2013), como também os grupos de lignano-lactonas (YAMAGUCHI, 2012) e de
cladiellina (CLARK, 2013) e as classes de cefalosporina e carbapenenos (YE, 1994).
Entretanto, existem poucos estudos que abordam as propriedades destas moléculas na literatura.
Em vista da importancia das diazocetonas, foram realizados estudos teoricos através de métodos
baseados em mecanica quantica, que objetivam estudar as propriedades eletronicas, estruturais
e espectroscopicas. Com a disposi¢do destas informacgdes, serd possivel planejar melhores

sinteses e aplicagdes que envolvam as diazocetonas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

Estudo de propriedades eletronicas, estruturais, € espectroscopicas de diazocetonas

através de célculos quanticos.

1.1.2  Objetivos Especificos

a) Estudar os aspectos energéticos dos isomeros cis € trans de diversas diazocetonas;

b) Determinar qual o melhor método tedrico para estudos estruturais das diazocetonas;

¢) Célculos de momento dipolo, potencial eletrostatico, HOMO e LUMO;

d) Realizar célculos das constantes de blindagem magnética de 4tomos de 'H e '*C para auxiliar
nos estudos de RMN;

e) Estudar a influéncia da solvatag@o nos calculos de RMN.

1.2 JUSTIFICATIVA

Os softwares podem proporcionar um estudo eficiente, de baixo custo e relativamente
rapido quando comparados aos métodos tradicionais experimentais, além de analisar diversos
fatores e estudar diferentes moléculas ou possibilidades, os quais demandariam bastante tempo
e muito custo se realizados na pratica. Ao definir os melhores parametros (base, tipo de solvente

e configuracdes do software) para o estudo das diazocetonas, se propicia um melhor
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direcionamento a serem realizadas em futuros estudos envolvendo esta classe de moléculas,

para que se obtenham resultados mais proximos daqueles obtidos experimentalmente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 QUIMICA QUANTICA COMPUTACIONAL

A quimica quéntica computacional possui ferramentas capazes de prever a estrutura e
a dindmica interna de um atomo e de uma molécula através de métodos computacionais, tem
seu fundamento na teoria da mecanica quantica e ¢ baseada na natureza quantica do qubit
(quantum bit) e na possibilidade de superposi¢do de estados (SUTER, 2008; GOLZE, 2012,
GLASER, 2001). A mecanica quantica teve seu inicio em 1900, e ¢ fundamentada na teoria
criada por Max Planck, de que a luz ¢ emitida e absorvida no formato de quanta (fragdes
discretas de luz), e que, tanto a luz quanto as particulas materiais se propagam em formato de
ondas, ¢ se comportam como particulas quando interagem entre si. Max Planck também
desenvolveu teorias e formulas para a energia média das ondas eletromagnéticas, a quantizagao
da energia e criou o conceito de quantum de radiagdo, ciéncias basicas para a quimica quantica

(TRSIC, 2009) (FIGURA 1).

FIGURA 1- MAX PLANCK E O LIVRO QUE ABORDA A TEORIA QUANTICA

THE ORIGIN AND DEVELOPMENT

oF THE

QUANTUM THEORY

MAX PLANCK
TRANSLATED BY
ILT. CLARKE sxo L. SILBERSTEIN

e

NOBEL PRIZE ADDRESS
THE ROYAL SWEDISH ACADENY OF SCIENCES
AT STOCKHOLM, & JUNF, 1900

OXFORD
AT THE CLARENDON PRESS
10ae

Fonte: Magnet Academy (2020) Fonte: Internet Archive (2020)

Através da quimica quantica computacional € possivel calcular a energia eletronica, os
orbitais atdbmicos e/ou moleculares das moléculas e atomos (TRSIC, 2009). Ela ¢ responsavel
pela formacao da base de sistemas de modelagem quimica e o estado desses sistemas ¢ descrito

pela solugdo da equagio de Schrodinger (EQUACAO 1). Schrodinger desenvolveu a equagdo
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de onda de mecanica ondulatdria, a qual se resume em uma fungdo de coordenadas, a funcao
de onda. A partir desta funcao € possivel calcular todas as propriedades eletronicas da molécula
(SILVA, 2012) e ¢ considerada a base dos célculos das energias de atomos e moléculas e a

“amplitude de uma onda de probabilidade” (ALCACER, 2007).

ih——W = HY (1)

Onde:

i: unidade imaginaria;

h: constante de Planck dividida por 2x;

0: derivada parcial;

t: tempo;

H: operador hamiltoniano (energia total do sistema);

V. fungdes das coordenadas de espago (ALCACER, 2007).

Com essa nova ciéncia, pode-se explicar como um quantum de luz, proveniente de um
laser, pode propagar-se até o encontro de uma placa fotografica e ser absorvido por um atomo
de prata, o qual recebe a energia desse quantum e recua. A mecanica quantica, por apresentar
inimeros principios divergentes com o senso comum, ¢ considerada uma teoria abstrata,
formulada em cima de um conjunto de postulados, os quais defendem que existe um espago
linear com elementos caracterizados como fungdes de onda (segundo a funcdo de onda de
Schrodinger), vetores de estado (segundo Notagdao de Dirac) ou estados, que remetem aos
“elementos do espaco dos estados” (ALCACER, 2007). Ela j& foi muito questionada e ja se
considerou, por muitas vezes, os elétrons e atomos como particulas e a luz proveniente dos
atomos como onda. Mas com a evolugdo e comprovacao das descobertas, como por exemplo a
divisdo de uma onda em duas de mesmo tamanho e a sobreposicao dessas duas ondas e
consequente geragdo de interferéncias positivas e negativas entre ambas, e a preservagao da
quantidade de elétrons nelas, foram comprovadas as propriedades ondulatdrias dos elétrons e o
carater corpuscular dos fotons e foi aceito pelos pesquisadores que, a nivel nuclear, nao ¢é
possivel existir distingdo entre a onda e a particula (ALCACER, 2007).

Segundo L. Alcacer (2007), esta ciéncia tem por objetivo a descricdo compreensiva
das propriedades dos 4tomos e das moléculas, bem como do modo como interagem entre si e
se transformam, usando as leis da teoria quantica. Essas leis, como também a Quimica Quantica
Computacional em si, possuem como fundamento a mecanica quantica, ciéncia que estuda as
caracteristicas e os fendmenos que acontecem com as particulas atomicas e subatomicas. Tais
ciéncias, em meio virtual, permitem calcular propriedades de atomos e moléculas com uma

maior velocidade e qualidade (TRSIC, 2009).
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O principio do calculo para determinacdo da estrutura molecular se baseia
principalmente no conceito de orbitais, em que elétrons independentes se movimentam
aleatoriamente em um campo do ntcleo que ¢ considerado “fixo”, descrito pela aproximacao
de Born-Oppenheimer e também em um campo médio, onde ocorre a interagdo com outros
elétrons. Essa estrutura eletronica ¢ conhecida como um conjunto de orbitais ocupados e outro
conjunto com orbitais desocupados. A energia presente nestes orbitais ¢ dividida em diagramas
de niveis e cada diagrama de nivel pode comportar até dois elétrons, os quais mantém a maior
distancia possivel e se movimentam em rotacdes intrinsecas opostas do nucleo (FIGURA 2)

(ALCACER, 2007).

FIGURA 2- DIAGRAMAS DE NiVEIS

Camada Nivel e subnivel Subnivel
K s
L 2s 2p s lT
Mo b o [
N ds dp dd 4 O E N LR A LA
o sy [THIA[VE[A[VE[IATIE
P 6s 6p 6d
Q 7s Tp

FONTE: O autor

Em 1926, Max Born apresentou a sociedade cientifica uma interpretagdo probabilistica
da mecanica quantica, e a partir dela surgiu a teoria da densidade de probabilidade que se discute
sobre a probabilidade de encontrar uma particula em meio a um determinado volume pré-
determinado (ALCACER, 2007). Para entender o fundamento desta teoria, ¢ conhecido o
exemplo dado da “particula em uma caixa”, em que existe uma caixa de tamanho conhecido,
uma particula e ndo existem for¢as atuando sobre esta particula. Sob essas condigdes, foi
formulada uma equacdo para determinar a energia daquela particula, a qual dependera do
tamanho da caixa, da massa da particula e das constantes de Marck Plank.

A quimica quantica computacional ja ¢ conhecida a muitos anos e tem evoluido com
o desenvolvimento de novos softwares e pesquisas. Em 1929, os célculos de propriedades de
sistemas quanticos eram realizados com base somente nas leis fundamentais da fisica quantica,
ou seja, nas formulas tedricas, sem levar em consideracdo resultados obtidos

experimentalmente. Os calculos seguiam o método ab initio (do principio), método baseado em
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calculos teoricos, chamado de Hartree-Fock (HF) (ALCACER, 2007). No caso do método HF,
para atomos de numero atdbmico menor que trinta, ¢ definida uma fun¢ao de onda polieletronica
através da resolucao da equacao de Schrodinger, a qual leva em consideracao a energia cinética
dos elétrons, a atragdo entre os elétrons e o nucleo, as interagdes entre os varios elétrons e a
repulsdo dos nucleos entre duas ou mais moléculas. Para moléculas maiores, a mesma formula
¢ aplicada no método Hartree-Fock, porém se faz uma corregdo relativistica (ALCACER,
2007).

Em meados de 1950, ja consideravam os calculos tedricos utdpicos € comecou-se a
identificar os pontos fracos e dificuldades inerentes aos célculos, como aqueles encontrados em
calculos para determinacdo da estrutura eletronica das moléculas. Um dos problemas
observados neste método ¢ que ele considera que os elétrons sdo independentes um dos outros
e estdo sujeitos a um campo médio, existente em virtude das interagdes entre eles, contudo essa
média gerada apresentada ndo ¢ condizente com aquilo que se observa na realidade e por isso,
dependendo do tipo de molécula ou sistema estudado, os valores dos resultados podem ser
imprecisos (ALCACER, 2007). Hoje se sabe que as principais dificuldades que o método de
Hartree-Fock apresenta envolve problemas com a correlagdo eletronica (as interagdes entre os
elétrons sdo calculadas como valores médios e ndo instantaneos, conforme se verifica na
realidade), o uso da base que ¢ sempre incompleta (apenas uma base infinita geraria solu¢des
exatas), os efeitos relativisticos e os desvios a aproximag¢ao de Born-Oppenheimer. A partir da
tentativa de resolugdo destes problemas, e de se entender que existe uma correlagdo quantica
entre os elétrons, foram desenvolvidos métodos mais avangados, como a Teoria Funcional da
Densidade (DFT), formalizada por Kohn, Sham e Hohenberg em 1964, a qual analisa sistemas
atdomicos e moleculares de forma semi-empirica (ALCACER, 2007).

A DFT ¢ um método preferido por muitos pesquisadores por ser capaz de prever
diversas propriedades de moléculas organicas (JAIN, 2009), analisar com maior precisdo a
isomeria (WILLOUGHBY, 2014), prever o momento dipolar, a ordem de ligacao, a distribui¢do
de cargas e a forma dos orbitais atdbmicos e moleculares (ALCACER, 2007). Este fato ¢
explicado porque a DFT se utiliza da densidade eletronica como variavel fundamental e a
caracteriza como funcional Unico da energia total de um sistema, segundo Hohenberg (1964
apud ALCACER, 2007), além de que, a densidade eletronica apresenta trés coordenadas no
espago para um sistema com 7 elétrons, diferente do método de Hartrre-Fock, o qual leva em
conta a fun¢do de onda como variavel fundamental, a qual apresenta quatro coordenadas no
espaco (ALCACER, 2007). Para resolver o problema de n elétrons, a DFT recorre as equagdes

de Kohn-Sham, as quais consistem em um conjunto de equag¢des mono eletronicas auto
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coerentes (KOHN, 1965 apud ALCACER, 2007) as quais, a partir dos valores de densidade
eletronica, calculam-se os orbitais e as energias, com esses dados obtidos, se obtém uma nova
densidade e a partir dela, se calcula novos orbitais e energias, até a obten¢do da convergéncia
ja pré-estabelecida com base nas diferengas das energias totais ou na diferenca das densidades
para duas interagdes sucessivas. Dessa forma, os resultados apresentam uma maior precisao em
relacdo aos dados reais, e dentre eles o dado de maior importancia ¢ a energia total. A partir
dela, pode-se calcular outras inimeras propriedades da molécula, como por exemplo as energias
de ionizagdo (ALCACER, 2007), como também, é possivel calcular os mapas de densidade
eletrOnica e a energia eletronica, elementos cruciais para determinar as caracteristicas das
moléculas. Além destas caracteristicas, o método DFT esta acessivel em varios softwares,
apresenta boa performance em computadores pessoais e ja foi motivo para um de seus autores,
Walter Kohn, receber o prémio Nobel em 1998 (ALCACER, 2007).

Uma das vantagens de se utilizar a quimica quantica computacional é poder visualizar
uma molécula em varias escalas, as quais permite-se ter uma descrigdo sintética e global da
molécula, o que inclui ter conhecimento de suas possiveis diferentes formas, distribui¢ao de
cargas ¢ interagdes intermoleculares e intramoleculares (PIELA, 2017), além de investigar a
superficie de energia potencial do espago conformacional, determinar geometrias e valores
energéticos das conformagdes existentes e prever valores confidveis de deslocamentos
quimicos de RMN (WILLOUGHBY, 2014), como também prever propriedades, reatividades e
conformagdo de biomoléculas, previsao de espectros de RMN e de Infravermelho (ALCACER,
2007). Além disso, a quimica quantica computacional permite que se compare uma molécula
com outras, se faga simulacdes em diferentes ambientes quimicos, em diferentes condigdes

reacionais e solvatacao (PIELA, 2017).

2.2 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A Espectroscopia de RMN ¢ um método utilizado para identificar a estrutura de
compostos organicos, organometalicos e inorganicos. Este método registra a frequéncia de
picos de absor¢ao e suas intensidades quando a molécula € exposta a um campo magnético, sob
condigdes apropriadas. A molécula absorve radiagdo eletromagnética em uma frequéncia
especifica na regido de radiofrequéncia, de acordo com a sua estrutura molecular. Essa absorc¢ao
e subsequente emissao de radiagdo ¢ emitida pelo nicleo do atomo, o qual, por sua vez, esta em
constante movimento em torno do eixo nuclear, gerando um dipolo magnético ao longo do eixo

(SILVERSTEIN, 2013).
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O atomo de hidrogénio possui massa e niimero atdmico impar e nimero de spin 1 =,
o que indica que sua distribui¢cdo de carga ¢ esférica, uniforme, e que seu ntcleo pode assumir
duas diferentes posi¢des quando submetido a um campo magnético (FIGURA 3). Quando o
pulso de energia de radiofrequéncia de 100 MHz ¢ emitida no campo magnético, o nicleo do
atomo de hidrogénio ¢ excitado, absorve esta energia e atinge um estado de energia mais alto.
ApoOs a emissao do pulso, os nucleos tendem a voltar ao seu estado original e com isso irradiam
a energia excedente. Através da soma desta energia irradiada durante o tempo de emissao, ¢
possivel calcular o decaimento livre da inducdo o qual gera um espectro de RMN, que ¢ fungao

da frequéncia (SILVERSTEIN, 2013) (FIGURA 4).

FIGURA 3- INFLUENCIA DO CAMPO MAGNETICO NA ORIENTACAO DOS PROTONS.
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FONTE: Adaptado de BABULAL (2019)
LEGENDA: Setas: sdo os momentos magnéticos dos prétons. Eles ficam orientados aleatoriamente na auséncia
de um campo magnético. Quando se aplica um campo magnético externo, os protons se alinham, uns contra o
campo (estado de spin ) e outros a favor do campo (estado de spin o) (SOLOMONS 2000)
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FIGURA 4- O ESPECTROMETRO DE RMN
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LEGENDA: O supercondutor magnético consiste em um ima, responsavel pela geracdo de um campo magnético
preciso. O gerador de radiofrequéncia emite ondas com uma frequéncia precisa. O detector e amplificador mede
a energia absorvida pela amostra e amplifica. Esses dados serdo gerados no computador através de um espectro.

O espectro gerado de cada hidrogénio vai depender de alguns fatores, como a
blindagem produzida pelas nuvens eletronicas que o cercam e o ambiente quimico. Isso faz com
que existam diferengas entre a posicdo de absor¢ao do hidrogénio, quando comparado a
absor¢do de um hidrogénio padrdo, gerando, consequentemente, diferentes deslocamentos
quimicos, os quais sdo registrados no espectro e a partir dai identificados os grupamentos
presentes na molécula (SILVERSTEIN, 2013).

O 4tomo de carbono 13 também possui massa atdmica impar e niimero de spin I = Y5,
porém seu niimero atomico € par. Apesar de o carbono 13 representar apenas 1,1% dos tipos de
atomos de carbonos totais da molécula, ele ¢ o tinico i1s6topo de carbono capaz de ser excitado
e gerar espectros de RMN. E necessaria uma quantidade de amostra e tempo de irradiagdo maior
para gerar um espectro de RMN. Através do espectro de RMN !*C, ¢é possivel identificar
diferentes tipos de sinais, os quais caracterizam os diferentes tipos de liga¢des realizadas pelos
carbonos e seu ambiente quimico e localizacdo (SILVERSTEIN, 2013).

O espectro de RMN fornece dados importantes sobre a molécula analisada, como por
exemplo o ambiente quimico, os deslocamentos quimicos, as constantes de acoplamento, a

intensidade relativa do sinal integrado. Os espectros de RMN sdo dependentes das
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conformagdes adotadas pelas moléculas, sendo que, quando a molécula tiver alto grau de

liberdade, mais conformagoes ela ird assumir (BALLY, 2011).

2.2.1 Calculos tedricos de RMN

Com o avango de novas técnicas espectroscopicas e da tecnologia da quimica
computacional, foram desenvolvidos programas capazes de calcular espectros de RMN,
facilitando a elucidacdo estrutural de moléculas em um curto espaco de tempo. Um dos
primeiros sistemas criados para identificar estruturas virtuais foi o Dendral (LINDSAY, 1980),
o qual obtinha o Pred-Check, programa para predi¢io de espectros de RMN *C. O algoritmo
deste programa analisava a molécula em estudo e os deslocamento pré-determinados pelo
pesquisador e os comparava com deslocamentos quimicos de estruturas similares, presentes em
um banco de dados (GRAY, 1981).

Para a obtencao de espectros de RMN, sdo realizados calculos computacionais, em que
as constantes de blindagem magnética de RMN podem ser calculados através da variagao de
energia do campo magnético, do momento magnético nuclear, como o deslocamento quimico,
baseados nas teorias da mecanica classica e/ou quantica, que tém resultados de alta precisao
(ALKORTA, 2010). Para a realizacdo da leitura do espectro de RMN, o programa
essencialmente detecta o nimero de ondas ou a intensidade das linhas espectrais, caracteristicas
da molécula em estudo e se utiliza como artefato para a realizagdo dos célculos a analise de
cada orbital através da fun¢ao de onda de um unico atomo ou molécula, contendo um tnico
elétron. O programa computacional também analisa o aspecto rotacional vibracional de
moléculas diatomicas (TEICHERT, 2007), e através desses calculos e com o uso de um método
semi-empirico consistente, ¢ possivel obter resultados semelhantes com aqueles obtidos
experimentalmente e determinar quais sao os solventes mais apropriados para analisar uma
molécula experimentalmente (LEWARS, 2011).

Para o calculo de RMN tedrico, € possivel utilizar nticleos atobmicos com spin '%, como
o'H, *C, " N, Y F, ¥ Si e *'P (VANDERSYPEN, 2001; JONES, 2011), todavia, para que o
calculo tedrico acontega, é preciso que ocorra a manipulagdo seletiva dos qubits, ou seja, se
excite um spin nuclear (qubif) € a0 mesmo tempo se garanta que 0s outros spins ndo sejam
afetados pela excitagao (LLOYD, 1993; JONES, 2011). Lino (2018), através do estudo
“Informac¢ao Quantica e Parametros de Ressonancia Magnética Nuclear”, deduziu que os spins
nucleares apresentam boa desenvoltura com bits quanticos. Ademais, os deslocamentos

quimicos (8) devem ser apropriadamente dispersos entre os pares qubits; a constante de
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acoplamento (J) deve apresentar um valor satisfatorio entre os pares de spins; € os nucleos
devem apresentar tempo de relaxacao (T) demorado (TEI, 2003). O tempo de relaxagao ¢
entendido como o intervalo e tempo necessario para que o sistema retorne ao estado de
equilibrio (VRIJEN, 2000).

Os calculos teoricos de RMN contribuem para a confirmacdo dos parametros
experimentais de RMN obtidos experimentalmente, como também fornece informac¢des como
orientacdo dos tensores e avaliacdo da viabilidade experimental (FACELLI, 2004). Inimeros
trabalhos se utilizam de parametros do RMN teorico e experimental para complementar seus
estudos, como ¢ o caso do Facelli (2004), o qual comparou os resultados obtidos do RMN
tedrico com o pratico e assim pode analisar com maior precisdo a qualidade de espectros
gerados utilizando a teoria Hartree-Fock e a DFT, concluindo que a DFT apresentou melhores
resultados. Esses célculos se baseiam na teoria da perturbacdo, criada por Ramsey, o qual
considera o campo magnético externo como sendo uma perturbagao (KAUPPY, 2004).

Existem dois tipos de metodologias principais utilizados para calcular os espectros de
RMN teodricos: 1) O Gauge Independent Atomic Orbital (GIAO) ¢ utilizado para estudos
tedricos em solugdo e define um potencial vetorial do campo magnético externo para cada
atomo (FACELLI, 2004; GRYFF-KELLER, 2011) e; 2) O Gauge Including Projector
Augmented-Wave (GIPAW), o qual analisa a simetria de translacdo de cristais. Este calculo se
utiliza de pseudopotenciais e ondas planas, o que geram resultados bem proximos daqueles
obtidos experimentalmente com sélidos cristalinos (WEBBER, 2010).

Para realizar os calculos teoricos de RMN, primeiramente ¢ necessario otimizar a
geometria da molécula, de modo que se obtenha pardmetros correspondentes a superficie de
energia potencial minima com determinado nivel de teoria e conjunto de base. Em seguida se
calcula a constante de blindagem do espectro de RMN com o mesmo ou diferente nivel de teoria
e conjunto de base, dependendo do que for mais apropriado para o composto quimico
(CHESHIRE, 2019). Pesquisadores como Tantillo, Bally & Rablen e Benassi realizam estudos
para determinar os melhores fatores de escala para diversos compostos quimicos ¢ as
disponibilizam via repositérios (CHESHIRE, 2019). Sugestoes de conjuntos de base podem ser
encontrados no repositério de deslocamento quimico para fatores de escala de RMN
computados, disponivel no website http://cheshirenmr.info/Instructions.htm. Tantillo
recomenda que, para realizar os calculos tedricos de RMN 'H no software Gaussian, os métodos
mPWI1PWOI1 e PBEO e o conjunto de base 6-311+G(2d,p) trazem resultados mais precisos de

modo geral, e recomendam que se utilize um modelo implicito de solvente liquido, visto que
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de modo geral a acurdcia ¢ melhor quando comparado ao vacuo e a diferenga de custo

computacional ¢ irriséria (CHESHIRE, 2019).

2.3 METODOS DE SOLVATACAO

Com o uso da quimica computacional ¢ possivel simular a presenca de solventes
empregando diversos métodos de solvatacdo. A solvatagdo ¢ um aspecto importante para
entender a interacdo e comportamento da molécula com o meio (CANUTO, 2008). Existem
duas formas de solvatagdo: a solvatagdo explicita, também chamada de microssolvatacao, ¢
aquela onde o solvente se situa em volta da molécula e € considerada um componente adicional.
O grau de interagdo com a molécula ¢ variavel, podendo ser minimo. J4 a solvatagdo implicita,
também chamada de solvatagdo continua ¢ aquela em que o solvente esta por toda a parte, ela
¢ considerada continua, comparada a um mar em que a molécula pode “nadar” e o programa
considera a influéncia do momento dipolo na molécula estudada. Na quimica computacional o
pesquisador pode optar por fazer os calculos da molécula sem a utilizagdo de um solvente.
Pesquisas demonstram que, para certas moléculas, considerar a solvatagao no ambiente quimico
¢ fundamental para entender principalmente o seu comportamento (CANUTO, 2008), enquanto
para outras o solvente ndo representa um interferente (LEWARS, 2011).

O método de solvatacdo PCM se refere ao “Modelo Polarizado Continuo” de Tomasi
(FORESMAN, 1996), o qual Tomasi define como: “[...] a cavidade como a unido de uma série
de esferas atomicas interligadas” (FORESMAN, 1996, p.237, traducdo nossa). As esferas
sobrepostas, uma para cada atomo, representam a cavidade molecular e o tamanho do raio ¢é
dependente da natureza do atomo. O método das cargas aparentes de superficie ¢ utilizado para
obter o potencial eletrostatico gerado pelas propriedades dielétricas e as cargas do soluto sdo
distribuidas de forma continua (PLIEGO, 2006). Na interagdao entre soluto e solvente, a
distribuicdo de cargas p (r) do soluto polariza o solvente continuo da parede da cavidade, o qual
altera o p (r), ocorrendo um ciclo continuo, por isso este processo ¢ chamado de campo de
reacdo auto consistente (LEWARS, 2011). O efeito da polarizacdo do solvente continuo ¢
calculado pela integracdo numérica (FORESMAN, 1996).

A abordagem PCM padrdo utiliza um formalismo da equag¢ado integral (IEF), método
IEFPCM (método de continuo polarizavel de formalismo de equacao integral), que se refere ao
potencial eletrostatico em sua reformulagdo. Uma variante deste método ¢ o CPCM se refere
ao modelo continuo polarizado pelo condutor, em que as cargas aparentes sdo distribuidas na

superficie da cavidade de uma forma que o potencial eletrostatico total cancela a superficie
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(CANUTO, 2008). O CPCM se trata de uma implementacdo do modelo de triagem do tipo
condutor, COSMO, o qual simplifica o célculo através do uso de um meio condutor e introduz

uma constante dielétrica do solvente como fator de correcdo (LEWARS, 2011).

2.4 PROPRIEDADES ELETRONICAS

A teoria do orbital molecular, formulada por Mulliken e Hund (1932) serviu para
prever os comportamentos caracteristicos das moléculas e a partir dela, Fukui (1952) percebeu
a importancia dos orbitais HOMO e LUMO, os quais poderiam determinar a reatividade de
moléculas através da diferenca de energia do HOMO de um doador de elétron e do LUMO de
um aceptor de elétron (KLOPMAN, 1968) e a subtragdo de um orbital pelo outro esta
relacionado a estabilidade da molécula (PERSON, 1989). Quanto maior a diferenga entre os
orbitais HOMO e LUMO, maior sera a estabilidade da molécula e menor sera sua reatividade
em uma reagdo quimica (ZHOU, 1990). Estes orbitais sdo conhecidos como orbitais de
fronteira, decorrente de que o HOMO se refere ao orbital molecular ocupado de mais alta
energia, enquanto o LUMO ao orbital molecular desocupado de mais baixa energia. A subtracao
do orbital HOMO pelo orbital LUMO representa a menor energia de excitagao eletronica viavel
na molécula e o tamanho de onda que a molécula tem capacidade de absorver (CHEMSTRY
301, 2019).

O potencial eletrostatico pode ser definido como: “cargas derivadas do potencial
eletrostatico atribuem cargas pontuais para encaixar o potencial eletrostatico calculado em
varios pontos na superficie de Van-der-Waals. Esse tipo de analise ¢ normalmente utilizado
para criar cargas de entrada para calculo mecanico molecular.” (FORESMAN, 1996, p.196,
tradugdo nossa), € 0o momento dipolo (p) pode ser definido como: “... ¢ o primeiro derivado de
energia em relagio ao campo elétrico aplicado. E a medida da assimetria em uma distribuigao
de carga molecular e ¢ dado como um vetor em trés dimensdes” (FORESMAN, 1996, p.20,
tradugio nossa). Nas palavras de Solomons, 2001: “...E uma propriedade fisica que pode ser
medida experimentalmente. E o produto da magnitude da carga em unidades eletrostaticas (ue)
e a distancia que as separa em centimetros (cm)”, ou seja: momento dipolo = carga (em ue) x
distancia (em cm) (SOLOMONS, 2001). Lewards (2011) constatou que a correlagdo eletronica,
que se refere a interacao entre elétrons em um sistema quantico, tende a apresentar um momento
dipolo menor quando utiliza 0 método DFT, o que torna os resultados mais proximos daqueles

obtidos experimentalmente.
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2.5 DIAZOCETONAS

As diazocetonas sdo caracterizadas como sendo um importante intermediario
avancado para a sintese de varios produtos naturais bioativos de importancia farmacéutica. Ela

¢ constituida por um grupo diazo (R2C=N>) e uma funcao cetona (R,C=0) (FIGURA 5).
FIGURA 5- ESTRUTURA GERAL DAS DIAZOCETONAS.
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Fonte: O autor (2018).

Dentre os produtos naturais sintetizados empregando as diazocetonas, tem-se como
exemplo a morfina, a tetrodotoxina, a amurensinina, a azitromicina (PETTIT, 1986), a
ambruticina (RAHMAN, 2013) (FIGURA 6), como também os grupos de lignano-lactonas
(YAMAGUCHI, 2012) e de cladiellina (CLARK, 2013) e as classes de cefalosporina e
carbapenenos (YE, 1994).
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FIGURA 6- PRODUTOS NATURAIS BIOATIVOS DE IMPORTANCIA FARMACEUTICA, CUJA SINTESE
ENVOLVE A PARTICIPACAO DA DIAZOCETONA.
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Fonte: O autor (2018).

Em 1955, havia uma davida sobre a isomeriza¢do do fragmento de diazocarbonil
(KAPLAN, 1955 apud ALIEV, 1986). Anos depois, através de calculos quanticos
(CSIZMADIA, 1969 apud ALIEV, 1986), foi constatada uma equivaléncia de energia entre os
isomeros cis ¢ trans da molécula w-diazocetofenona, e a energia de transi¢ao entre um isdmero
e outro foi calculada em 14 kcal/mol, valor aproximado ao obtido para a a-diazocetofenona. Na
época, foi possivel observar que a molécula w-diazoacetofenona apresentaria geometria nao
planar e os angulos entre o grupo diazocarbonil e o anel fenil eram de 31° para o isdmero cis e

63° para o isdmero trans, contrariando os dados obtidos por Csizmadia via célculos quanticos
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(LIEBER, 1951; JUGELT, 1970 apud ALIEV, 1986). Em 1986, Aliev estudou a estrutura e
conformagdo da molécula w-diazoacetofenona, e chegou a conclusdo de que a estrutura desta
molécula ¢ planar e apresenta isomeria predominantemente na forma cis, sendo que o grupo
diazo C-N-N foi considerado linear (176.9°) e o valor do comprimento de ligagao entre C-O (da
cetona) e do N-N (do grupo diazo) foi de 1,230 A e 1,107 A respectivamente. Por este estudo
foi demonstrado que o comprimento de ligacao entre os nitrogénios ¢ muito préoximo ao valor
de comprimento de ligagdo entre nitrogénios ligados com tripla ligacdo e de compostos
aromaticos diazonios, e por serem curtos, foram considerados como conjugacdes m nos
fragmentos diazocarbonis. Em adi¢do, as medidas observadas nos comprimentos de ligacao
entre 0 C e o N do grupo diazo e o C ligado ao oxigénio mostraram fortes evidéncias de que
estas ligagdes entre os atomos se tratava de ligagdes duplas (ALIEV, 1986). E pressuposto que
o carbono presente na ligagdo C=N apresente hibridizagdo sp® e os nitrogénios apresentem
hibridiza¢ao sp. Sendo que o ultimo nitrogénio pode fazer ligagdes de natureza ¢ ou m de e
natureza bicéntrica, os orbitais estdo formados e localizados sobre os 2 atomos de nitrogénio
que, por sua vez, contribuem, cada um com um elétron para que se tenha esta conformacao
(PIAZZA, 1968).

As conformacdes cis e trans das diazocetonas sdo de fundamental importancia para
entender a reatividade dessa classe de moléculas, sendo que a diferenca de conformacgado esta

entre os grupos R2C=0 e C=N> (LINDEMANN, 1930 apud PIAZZA, 1968) (FIGURA 7).

FIGURA 7- INTERCONVERSAO DA CONFIGURACAO CIS E TRANS NAS DIAZOCETONAS.

i N+%N i H
R)K( —_— R)K(
- Il &
H N
I_
N
cis trans

Fonte: O autor (2018).

As diazocetonas estdo envolvidas, normalmente no processo de mecanismos de
rearranjos na sintese de produtos (YAMAGUCHI, 2012). Um exemplo de sintese que as
diazocetonas participam ¢ através da reagdo de homologacao de Arndt-Eistert, que se utiliza do
rearranjo de Wolff. Através deste rearranjo, ocorre a elimina¢do de dois 4&tomos de nitrogénio
de uma molécula de a-diazocetona e a formagdo de um carbeno. A reacdo pode ser induzida

por temperatura, fotoquimica, catalise com ions de metal, (SMITH 2011; YE, 1994), micro-
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ondas (LINDER, 2001). O carbeno formado ¢ constituido de um carbono neutro e dois elétrons
livres em sua camada de valéncia. Ele pode ser um singleto ou um tripleto e apresenta alta
reatividade devido aos elétrons livres (KRISHNAN, 2015) e podem reagir com diversos

compostos, como proteinas, enzimas e aminoacidos, alterando sua estrutura (FIGURA 8).
FIGURA 8- EXEMPLO DA REACAO DE REARRANJO DE WOLFF
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Fonte: O autor (2018).

Proteinas modificadas podem desempenhar atividades importantes, sendo que a
alteracdo de sua estrutura, processo chamado de modificagdes pos translacionais, podem
aumentar ou diminuir sua solubilidade, afinidade, atividade e estabilidade (WALSH, 2005) e
também alterar sua funcdo (KRALL, 2016). Um exemplo ¢ a inclusdo de um carboidrato na
estrutura de uma proteina, o qual pode modular interacdes ligante-receptor, ou a adi¢do
reversivel de grupamentos de treoninas, serinas, fosfatos, os quais permitem ativar ou inativar
as enzimas (WALSH, 2005; KRALL, 2016). Em 1982, Gangjee analisou uma amostra de acido
glutamico modificada pela substitui¢do de um grupo carboxilico por uma diazocetona, o qual
obteve o produto 4-amino-4-deoxi-N'’-metilpteroil-(6-diazo+oxo)-L-norleucina (FIGURA 9).
Essa nova substancia apresentou atividade antitumoral, inibindo consideravelmente o
crescimento de células caracteristicas da leucemia e apresentando atividade anti-folato,
podendo ser comparada ao metrotexato. Outros pesquisadores, como Chalker (2009) indicam
o aminoacido cisteina, presente na estrutura das proteinas, como o mais indicado para ser

modificado devido a sua forte nucleofilicidade da cadeia lateral sulfidrila.
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FIGURA 9- REACAO PARA A OBTENCAO DE 4-AMINO-4-DEOXI-N"-METILPTEROIL-(6-
DIAZO+0OXO)-L-NORLEUCINA ATRAVES DA SUBSTITUICAO DE UM GRUPO
CARBOXILICO POR UMA DIAZOCETONA.
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Fonte: O autor (2020)

Outra reacao em que a diazocetona participa € pela sequéncia de clivagem oxidativa
chamada “Degradacdo Gallagher-Hollander”, a qual se resume em retirar dois carbonos da
molécula original. A diazocetona € originada a partir do 4cido original (via Rearranjo de Wolf¥)
e logo em seguida ¢ hidrolisada, originando uma metil cetona. Ocorre a bromagao e subsequente
eliminagdo desta metil cetona, gerando uma cetona conjugada. Para finalizar a sequéncia, ¢
realizada uma clivagem oxidativa com triéxido de cromo e se tem o acido original, com o

decréscimo de dois atomos de carbono (SMITH 2011) (FIGURA 10).
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FIGURA 10- REACAO DE DEGRADACAO CONFORME GALLAGHER-HOLLANDER (MUNDY, 2005).

o SOCl CH,N
R/\/\/U\OH — R/\/\/U\CI — 2

O
Q _HCL R/\/\/U\ Cl Zn
R/\/\/U\NZ HOAc
@)
0 1. Br, o~ CrO,
M P p— R —_—
R 2. HBr

Fonte: O autor (2018).

Conforme a revisao da literatura realizada por LINDEMANN, 1930 (apud PIAZZA,
1968), ¢ esperado que a estrutura basica de uma diazocetona esteja em constante ressonancia
entre suas conformagdes canonicas ¢ que todos os atomos envolvidos nesta distribuicao de
carga sejam coplanares, apresentando configuracdes cis e frans. Em 1965 foi observada a
molécula de diazocetona com uma estrutura rigida e planar (SCHUSTER, 1965 apud PIAZZA,
1968). Nas experiéncias praticas de PIAZZA, em 1968, envolvendo diazocetonas com grupos
alquil halogenados, foi observada uma preferéncia predominante da molécula pela conformacgao
cis, adicionada de um impedimento estérico e eletronico, os quais dificultam o grupo alquil
halogenado R de rotacionar em torno da ligacdo existente entre este grupo e o grupo CO.

O impedimento estérico, conforme experimentos de PIAZZA (1968) se torna presente
entre o grupo alquil e o grupo diazo quando a molécula esta na conformacao frans. Por este
motivo a forma cis se torna predominante. Piazza também observou que seria possivel ocorrer
uma livre rotacdo do grupo alquil halogenado R ao redor da ligagdo C-C, contudo, devido a
forte atracdo eletrostatica entre o dipolo C-O e C-H, ¢ preciso que o H esteja na molécula,
voltado para o oxigénio, a fim de manter sua conformacao mais estavel. Esta estabilidade seria
mais dificil de se atingir na conformagao trans da molécula devido a existéncia de uma repulsao

eletrostatica e de um impedimento estérico entre as ligacdes dipolo C-H e C-N (PIAZZA, 1968).
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A quimica quantica computacional ¢ utilizada em estudos teéricos e tem apresentado
resultados bastante satisfatorios quando comparados aos experimentos. Dentre as pesquisas que
estudam a estrutura e/ou o comportamento tedrico de moléculas nitrogenadas, pode-se citar os
artigos cientificos escritos sobre aril azidas (JOSHI, 2015), azidas (MAROULIS, 2005; CHEN
2009), metil azidas (GHOSH, 2017), tetrazois (ABU-EITTAH, 2014) e diazocetonas (ARORA,
2017; MUCHALL, 1999; CARRIE, 2018).

Além das diazocetonas representarem um importante grupo de intermedidrios em
diferentes sinteses de produtos bioativos, elas também representam um produto medicinal
interessante para a ciéncia, visto a diazocetona, se considerada como um ligante, apresenta
potencial para ter suas estruturas alteradas de acordo com fatores externos ou mesmo com o

receptor, conforme interesse da pesquisa.
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3.  MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Hardware

Para a realizacdo dos céalculos quanticos, foi utilizado um computador (apelidado de
Schrddinger) com processador Intel® Core™ i7-4770, 8 nucleos, 3,40 GHz, 8 GB RAM, com

sistema operacional Linux Ubuntu 16 LTS.

3.1.2  Software/programa

Os softwares utilizados foram: ACD/Schemsketch™ (Freeware 2017.2.1)
(ACD/CHEMSKETCH, 2017), GaussView™, versio 5 (DENNINGTON,2009), Gaussian
03W™ e Gaussian 09W™ (FRISCH et al.,2013) e CYLview v 1.0.561 BETA (LEGAULT,
2009).

Para realizar estes calculos utilizando a DFT, existem alguns programas, entre eles o
programa ACD/Chemsketch™ o qual permite desenhar moléculas; o programa GaussView ™,
o qual cria o input (arquivo de entrada) e visualizacao de output (arquivo de saida, com os dados
processados); e os programas Gaussian 03W™ e Gaussian 09W™, os quais efetuam calculos
de otimizagdo, frequéncia, ressonancia magnética, entre outros calculos (TRSIC, 2009). O
programa CYLview v 1.0.561 BETA ¢ utilizado para gerar estruturas tridimensionais dos
outputs. Através do programa GaussView'™ pode-se analisar a geometria (comprimentos de
ligacdo, angulos de ligacdo e angulos diedros) da molécula alvo, analisar sua frequéncia, que
assegura que a geometria otimizada nao se trata de uma estrutura de transi¢ao, e obter o espectro
de IV, RMN, entre outras propriedades. Neste programa ¢ possivel configurar as condi¢des do
ambiente para serem levados em considera¢ao, como: o tipo do método, o funcional hibrido, as
funcdes de base, func¢des difusas, polarizacdo dos orbitais e solvatagao (GAUSSIAN, 2018). O
programa Gaussian™ executa os calculos de otimizagdo e outras propriedades das moléculas.
Com a constante melhoria e aperfeigoamento dos softwares especializados em quimica quantica
computacional, € possivel prever alteracdes quimicas e constantes de acoplamento (BALLY,
2011), além de prever espectros de RMN de 'H e °C de alta qualidade. Os métodos e conjuntos

de base utilizados neste trabalho serdao descritos no decorrer do texto.
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3.1.3 Diazocetonas

As moléculas estudadas inicialmente foram as diazocetonas alifitica e aromatica,
consideradas como representantes/modelos das diazocetonas. Apos analisada e determinada a
conformagao isomérica cis ou trans mais estavel, foram estudadas outras 20 diazocetonas, as
quais foram selecionadas em razao da diversidade dos substituintes, para que se possa analisar
o comportamento dessas moléculas com a presenca de diferentes substituintes (alifaticos,
aromaticos, com grupos retiradores e/ou doadores de elétrons) (FIGURA 11). Os dados
experimentais destas moléculas selecionadas estio presentes na literatura, o que tornou possivel
fazer o comparativo entre os resultados que foram obtidos na teoria com aqueles obtidos

experimentalmente e ja publicados.

FIGURA 11- MOLECULAS DE DIAZOCETONAS ESTUDADAS, COM SEUS RESPECTIVOS NOMES

IUPAC E OS NOMES DADOS.
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3.2 METODOS

Fonte: O autor (2018)

1-diazo-4-phenoxybutan-2-one
(Diazocetona 20)
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A metodologia foi dividida em 3 etapas: 1) Calculos de otimizagdo estrutural; 2)

analise da estabilidade dos isdmeros cis e trans; e 3) Simulagio dos espectros de RMN 'H e 1°C

das diazocetonas.



48

3.2.1  Calculos de otimizacao estrutural ¢ analise da estabilidade dos isomeros cis ¢ trans.

Para realizar os calculos de otimizagao estrutural e analise da estabilidade dos isomeros
cis e trans, foram empregadas duas diazocetonas modelo (alifatica e aromatica) (FIGURA 12)
as quais foram avaliadas pela teoria DFT, método B3LYP e diferentes conjuntos de base
(TABELA 1). Nessa etapa, foi observada a rela¢do da adicao de fungdes difusas e orbitais nos
conjuntos de base, a fim de encontrar qual a melhor condi¢ao que gere o menor minimo global.
Os conjuntos de base foram escolhidos levando em conta as recomendacgdes de Tantillo,
(CHESHIRE, 2019), o qual indica utilizar um solvente implicito a molécula e as bases
B3LYP/6-31+G(d,p), B3LYP/6-311+G(2d,p), B3LYP/6-31+G(d,p), B3LYP/6-311+G(2d,p),
concomitantemente com a utilizacdo de uma fase gasosa (vacuo) para o célculo de otimizagdo
e frequéncia da molécula, a fim de gerar resultados consistentes a um custo computacional
baixo, em caso de uso dos softwares Gaussian 03W™ e Gaussian 09W™. A memoria para a

execug¢do dos calculos foi limitada a 1GB por processador (TABELA 1).

FIGURA 12- MOLECULAS DE DIAZOCETONAS MODELO CONSIDERADAS NO ESTUDO.

o N O N

Q)QNW AN

Aromatica Alifatica

Fonte: O autor (2018)



TABELA 1- CONDICOES EMPREGADAS PARA AVALIACAO DAS DIAZOCETONAS.
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Tipo de calculo Método Conjunto de base Solvatagao
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-31G -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-31G+ -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-31G++ -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-31G(d,p) -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-31G+(d,p) -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-31G++(d,p) -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-31G(2d,p) -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-31G+(2d,p) -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-31G++(2d,p) -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-311G -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-311G+ -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-311G++ -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-311G(d,p) -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-311G+(d,p) -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-311G++(d,p) -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-311G(2d,p) -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-311G+(2d,p) -
Opt+Freq DFT- B3LYP 6-311G++(2d,p) -

Legenda: Opt+Freq: otimizagdo + frequéncia.
Fonte: O autor (2018)

Para avaliar a estabilidade dos isdmeros cis e trans, foram analisadas as energias totais
das moléculas modelo (diazocetona aromatica e alifatica). Para determinar o melhor conjunto
de base a ser utilizado, ou seja, aquele conjunto de funcdes que melhor representa
matematicamente os orbitais de uma molécula, foram comparados os dados tedricos com os
dados experimentais (realizados utilizando o método de cristalografia de raio-x) e presentes em
artigo ja publicado em literatura (ALIEV, 1986) da diazocetona aromadtica cis e calculados os
valores ¢ MAE ¢ RMSE dos seguintes estudos: comprimento de ligacdo entre os atomos
principais do grupo diazocetona, os quais sdo: O-C2, N1-N2 e N1-C1, os valores dos angulos
entre os atomos: N1-C1-C2 e C1-C2-C3 e espectros de RMN !*C e 'H. O mesmo procedimento
foi realizado com os dados calculados de RMN '*C e 'H das diazocetonas alifaticas cis. Além

destes estudos, foram calculados e analisados: o momento dipolo, os valores dos orbitais
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HOMO e LUMO, propriedades eletronicas e o custo computacional. Apds a andlise dos
resultados e, considerando a isomeria mais estavel e o conjunto de base que apresentou
melhores resultados com relacdo aos valores de MAE e RMSE de suas propriedades eletronicas
e o custo computacional consumido em cada calculo, foram realizados os calculos de simulac¢ao
das 22 diazocetonas,

O MAE calcula o erro médio absoluto entre os dados obtidos teoricamente e

experimentalmente da molécula. O MAE ¢ calculado utilizando a EQUACAO 2.

1
MAE = |A8ave|: N iN=1 | 8icomp_ S?XF" (2)

Onde:

N= ntimero de deslocamentos quimicos unicos utilizados na comparagio;

o e 3P = deslocamento quimico calculado e experimental de cada ntcleo de interesse (em ppm),
respectivamente;

Ad4ve = média da diferenga dos deslocamentos quimicos. (WILLOUGHBY, 2014).

O RMSE calcula o erro quadratico médio, ou seja, a distancia que cada ponto estd da

linha de tendéncia obtida na regressio linear. O RMSE ¢ calculado utilizando a EQUACAO 3:

2
Z{Ll(sexp - 8calc)
n

RMSE = \/ 3)

Onde:

n = nimero total de deslocamentos quimicos;
dexp € dcale = deslocamento quimico experimental e calculado de cada nucleo de interesse (em ppm),
respectivamente (LINDGREN, 2013).

3.2.2  Simulagio dos espectros de RMN 'H e '3C das diazocetonas

Foram realizados os cdalculos dos tensores de blindagem magnética de todas as
diazocetonas propostas. Nessa etapa, foram utilizadas as diazocetonas otimizadas na etapa
anterior com o conjunto de base 6-311G+(2d,p), o qual foi considerado o melhor método
teorico. Os métodos e bases utilizados para calculo de RMN foram: B3LYP 6-311+G(2d,p),
B3LYP aug-cc-pvdz, mPWIPWOI1 6-311+G(2d,p) e PBEO 6-311+G(2d,p) (ESQUEMA 1).
Com base em estudos recentes, os quais mostraram que para realizar os calculos dos tensores
de blindagem magnética, os niveis de teoria mais adequados e que resultam em boa acuracia e

valores baixos de RMSE para calculo de RMN 'H e '3C sio: mPWI1PW91/6-311+G(2d,p);
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PBE0/6-311+G(2d,p) (TANTILLO, 2013); WPO04/cc-pvdz; WP04/aug-cc-pvdz; WP04/6-
31++G(d,p) (BALLY, 2011; JAIN 2009).

Os métodos de solvatagao utilizados foram o IEFPCM (cloroférmio) ¢ o Gas Phase
(vécuo) e, para a obtencdo dos valores verdadeiros dos espectros de RMN, também foi calculada
a constante de blindagem magnética de tetrametilsilano (TMS) nas mesmas configuragdes que
cada diazocetona foi calculada pelo software Gaussian 09W™ e o valor obtido da blindagem
magnética de cada diazocetona foi subtraida pelo valor obtido da blindagem magnética do TMS.
Isso foi necessario pois o TMS ¢ referéncia para ser definido como o ponto zero de
deslocamento quimico na escala de RMN (HARRIS, 2001). Em seguida, os resultados
calculados foram comparados com os resultados obtidos experimentalmente e foram calculados

os valores de MAE e RMSE.
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4 RESULTADOS

4.1 DIAZOCETONAS AROMATICA E ALIFATICA

Em primeiro momento foram analisadas as diazocetonas modelos alifatica e
aromatica, na forma cis e frans. Essas moléculas foram escolhidas por se tratarem de
diazocetonas com uma estrutura simples, a qual a 1-diazopentan-2-ona ¢ constituida por um
grupo diazocetona e uma cadeia alifatica e a 2-diazo-1-feniletanona ¢ constituida de um grupo
diazocetona e um anel aromatico (FIGURA 13). Desta forma ¢ possivel analisar aspectos
energéticos da molécula e suas diferengas em relacao ao grupo ligado (alifatico ou aromatico)

e a sua isomeria espacial (cis ou trans).

FIGURA 13- DIAZOCETONAS UTILIZADAS COMO REPRESENTANTES DAS DIAZOCETONAS NAS
ANALISES INICIAIS, EM FORMATO TRIDIMENSIONAL E BIDIMENSIONAL.
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Fonte: O autor (2019)
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4.2 ANALISE ENERGETICA

Nesta etapa foi calculada a energia total da molécula em seu estado fundamental em
cada conjunto de base. Visto que a molécula estd otimizada e em seu estado fundamental,
quanto menor for a energia calculada, isso significa que o software prevé com maior precisao
a real estabilidade da molécula em seu estado fundamental. Nos GRAFICOS 1 e 2 é observado
que as diazocetonas cujos os calculos realizados utilizando os conjuntos de base 6-311G(d,p),
6-311G+(d,p), 6-311G++(d,p), 6-311G(2d,p), 6-311G+(2d,p), 6-311G++(2d,p) apresentam
uma menor energia quando comparadas as outras. Isto ¢ um indicio de que estes conjuntos de
base podem ser mais adequados que os demais para estudar as diazocetonas tanto alifaticas
quanto aromaticas. Além disso, ¢ observado que os valores calculados nas diazocetonas cis e
trans apresentam resultados parecidos em relag@o a quantidade de energia calculada de acordo
com a utilizagdo do cada conjunto de base, todavia elas apresentam diferencas energéticas entre

si.
GRAFICO 1- ANALISE ENERGETICA DAS DIAZOCETONAS ALIFATICAS CIS E TRANS.

6-311G ++ (2d,p)
6-311G + (2d,p)
6-311G (2d,p)
6-311G ++ (d,p)
6-311G + (d,p)
6-311G (d,p)
6-311G++
6-311G

6-31G ++ (2d,p)
6-31G + (2d,p)
6-31G (2d,p)
6-31G ++ (d,p)
6-31G + (d,p)
6-31G (d,p)
6-31G++
6-31G+

6-31G

-380,20 -380,15 -380,10 -380,05 -380,00 -379,95 -379,90 -379,85 -379,80 -379,75
Energia (Hartree)

Conjunto de base

M {rans WMcis

3

Cis Trans

Fonte: O autor (2019)
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GRAFICO 2- ANALISE ENERGETICA DAS DIAZOCETONAS AROMATICAS CIS E TRANS.

6-311G ++ (2d,p)
6-311G + (2d.,p)
6-311G (2d,p)
6-311G ++(d,p)
6-311G + (d,p)
6-311G (d,p)
6-311G++
6-311G

6-31G ++ (2d,p)
6-31G + (2d,p)
6-31G (2d.p)
6-31G ++ (d.,p)
6-31G + (d.,p)
6-31G (d.,p)
6-31G++
6-31G+

6-31G

-493,35 -493,30 -493,25 -493,20 -493,15 -493,10 -493,05 -493,00 -492,95 -492,90 -492,85 -492,80
Energia (Hartree)

Conjunto de bases

H trans W cis

Cis Trans

Fonte: O autor (2019)

Nos GRAFICOS 3 ¢ 4 sio representados os valores da diferenca de energia entre as
diazocetonas cis e trans. Ambos graficos representam valores de energia mais negativos para a
diazocetona cis, indicando que a diazocetona cis € mais estavel que a diazocetonas frans para
ambas diazocetonas: alifatica e aromatica. Este resultado ¢ curioso, pois contraria a regra geral
observada na maioria das mais diversas moléculas: de que moléculas frans sao mais estaveis
que moléculas cis (KAPLAN, 2003, p.2477), mas por outro lado confirma o experimento
pratico realizado por Fred Kaplan e Gilbert K. Melo (1966), que conclui que as diazocetonas
alquilicas cis sdo mais estaveis que aquelas cujo isdmero ¢ trans. Este resultado pode ser
explicado pelos argumentos de Piazza (1968), que explica que a isomeria frans € menos estavel
devido ao impedimento estérico que ocorre entre o grupo alquil e o grupo diazo quando a
molécula estd nesta conformagdo. Por este motivo a forma cis se torna predominante com
grupos halogenados. Piazza também observou que seria possivel ocorrer uma livre rotacdo do
grupo alquil halogenado R ao redor da ligagdao C-C, contudo, devido a forte atragado eletrostatica
entre o dipolo C-O e C-H, ¢ preciso que o H esteja na molécula, voltado para o oxigénio, a fim
de manter sua conformagao mais estavel. Esta estabilidade seria mais dificil de se atingir na
conformagdo trans da molécula devido a existéncia de uma repulsao eletrostatica e de um

impedimento estérico entre as ligagdes dipolo C-H e C-N (PIAZZA, 1968).



GRAFICO 3- DIFERENCA ENTRE OS VALORES DE ENERGIA DAS DIAZOCETONAS ALIFATICAS
CIS E TRANS (CIS — TRANS).
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Fonte: O autor (2019)

GRAFICO 4- DIFERENCA ENTRE OS VALORES DE ENERGIA DAS DIAZOCETONAS AROMATICAS
CIS E TRANS (CIS — TRANS).
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4.3 COMPRIMENTO DE LIGACAO

Se entende o significado de comprimento de ligagdo como sendo “...a distancia entre
os centros de dois atomos ligados por uma liga¢do covalente” (PETRUCCI, 2011, p.433,
tradugdo nossa). O mesmo significado se aplica para as ligacdes i6nicas (BUCHANAN, 1997).
Os comprimentos de ligagcdo entre os atomos presentes na diazocetonas aromatica cis € trans
foram calculados e comparados com os comprimentos de ligagdo obtidos experimentalmente
na diazocetona aromatica cis, por Aliev (1986, p. 1867).

No GRAFICO 5 ¢é observado que a menor diferenca entre os comprimentos
experimentais e tedricos de uma ligagao foram obtidos com a utilizacao dos conjuntos de base
6-31G(2d,p), 6-311G(d,p), 6-311G+(d,p), 6-311G++(d,p), 6-311G(2d,p), 6-311G+(2d,p), 6-
311G++(2d,p). O que pode indicar que, utilizando esses conjuntos de base, os calculos
envolvendo o comprimento de ligacdo entre atomos da diazocetonas apresentarao um resultado

mais preciso e proximo aos dados obtidos experimentalmente.

GRAFICO 5- VALORES DE MAE REPRESENTANDO A DIFERENCA ENTRE OS COMPRIMENTOS DE
LIGACAO EXPERIMENTAIS E TEORICOS DA DIAZOCETONA AROMATICA CIS.
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4.4 ANGULO DE LIGACAO

O angulo de ligagao ¢ definido como “... os angulos entre linhas adjacentes as quais
representam ligagdes” (PETRUCCI, 2011, p.423, traducao nossa). Ele geralmente ¢ associado
a teoria de repulsdo de pares de elétrons de camada de valéncia (PETRUCCI, 2011, p.422,
tradugao nossa).

No GRAFICO 6 é observado que a menor diferenca entre os angulos de ligagdo
experimentais e tedricos da diazocetonas cis foram obtidos com a utilizagdo dos conjuntos de
base: 6-31G(d,p), 6-31G+(d,p), 6-31G++(d,p), 6-31G(2d,p), 6-31G+(2d,p), 6-31G++(2d,p), 6-
311G(d,p), 6-311G+(d,p), 6-311G++(d,p), 6-311G(2d,p), 6-311G+(2d,p), 6-311G++(2d,p), o
que indica que esses niveis de teoria apresentam um resultados mais preciso e proximo dos

dados obtidos experimentalmente.

GRAFICO 6- VALORES DE MAE REPRESENTANDO A DIFERENCA DE ANGULOS DE LIGACAO
TEORICOS E EXPERIMENTAIS DA DIAZOCETONA AROMATICA CIS.

1,20

1,00

0,80
0,40
0,20
0,00
N

MAE (Z/n)
S
N
S

SIS Q ) CERCN S D QD QD L
é”\ %\6 %\QX 0@ X®g X\bgo@'b& Q’bQ Qb&bf’\\ %\\6 \\QX C>® x®Q X@z Q»69 Q/b”Q szg
y X X X
© o ‘o,b‘\ ’5\6 \0 b:’)\ \C} QX ($ ‘0:\) b")\ \\6 \0 %\\C} \C)X QXX
¢ & N NN
o o ¢ P

Conjunto de base

Fonte: O autor (2019)
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4.5 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A Espectroscopia de RMN ¢ um método utilizado para a elucidagdo da estrutura de
moléculas. Este método registra a frequéncia de picos de absor¢do e suas intensidades quando
a molécula ¢ exposta a um campo magnético, sob condigdes apropriadas (SILVERSTEIN,
2013). Os RMNs das diazocetonas alifatica e aromatica cis foram calculados e comparados com
os RMNs obtidos experimentalmente.

No GRAFICO 7 ¢ observado que a menor diferenca entre os valores d¢ RMN 'H
obtidos experimentalmente daqueles calculados para a diazocetona alifatica e aromatica com
1someria cis foram obtidos com a utilizacdo dos conjuntos de base 6-31G, 6-31G+, 6-31G++,
6-31G++(d,p), 6-311G e com o conjuntos de base 6-31G++(d,p) respectivamente. Ja no
GRAFICO 8 é observado que a menor diferenga entre os valores de RMN '3C obtidos
experimentalmente daqueles calculados para a diazocetona alifatica e aromatica com isomeria
cis foram obtidos com a utilizagdo dos conjuntos de base 6-31G, 6-31G+, 6-31G++, 6-311G++,
6-311G(d,p), 6-311G+(d,p), 6-311G++(d,p), 6-311G+(2d,p), 6-311G++(2d,p) € com os
conjuntos de base 6-311G, 6-311G++, 6-311G(d,p), 6-311G+(d,p), 6-311G++(d,p), 6-
311G+(2d,p), 6-311G++(2d,p) respectivamente. O que pode indicar que, utilizando esses
conjuntos de base, os calculos envolvendo a geragdo de RMN e consequente identificagdo da
estrutura das diazocetonas apresentarao um resultado mais preciso e proximo aos dados obtidos

experimentalmente por Aliev (1986).



60

GRAFICO 7- VALORES DE MAE REPRESENTANDO A DIFERENCA ENTRE OS RESULTADOS DE
RMN 'H CALCULADOS PARA A DIAZOCETONA ALIFATICA E AROMATICA CIS DE
SEUS RESPECTIVOS VALORES DE RMN 'H OBTIDOS EXPERIMENTALMENTE.

SRS o ¥ oF SEERSIRSIRS R
P e S T o S S T
B O 0 N6 X G W e WP o X
< % oY b?’ PN (o,% N S N
¢« ) AR S G
¥

Conjunto de base

B Diazocetona alifdtica cis W Diazocetona aromadtica cis

Fonte: O autor (2019)

GRAFICO 8- VALORES DE MAE REPRESENTANDO A DIFERENCA ENTRE OS RESULTADOS DE
RMN 3C CALCULADOS PARA A DIAZOCETONA ALIFATICA E AROMATICA CIS DE
SEUS RESPECTIVOS VALORES DE RMN 3C OBTIDOS EXPERIMENTALMENTE.
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4.6 CUSTO COMPUTACIONAL (CPU)

Os calculos quanticos no software Gaussian 03W™ demandam certo tempo para
serem realizados e estdo diretamente relacionados ao tamanho da molécula (nimero de atomos
e elétrons) e niveis de teoria utilizados. Segundo recomendagdes de Tantillo, (CHESHIRE,
2019), deve-se levar em conta o custo computacional, ou seja, o tempo demandado pelo
computador para realizar os calculos quanticos das diazocetonas alifaticas. No caso de uso do
software Gaussian 03W™ e Gaussian 09W™, para gerar resultados consistentes a um custo
computacional baixo, ¢ indicado utilizar um solvente implicito para RMN a molécula e o
conjunto de base B3LYP/6-311+G(d,p) concomitantemente com a utilizagdo de uma fase
gasosa (vacuo), para o calculo de otimizagdo e frequéncia da molécula. No GRAFICO 9 ¢
representado o tempo de processamento utilizado para realizar os céalculos das diazocetonas
alifatica e aromatica com isomeria cis nos diferentes conjuntos de base. Foram utilizados 3
nucleos de processamento e 1Gb de memoria por processador foi disponivel para a execugao
de cada célculo. Foi observado que o custo computacional foi maior para realizar os calculos
quanticos da diazocetona trans visto que ela apresenta um valor de energia maior quando
comparado a diazocetona cis, ¢ que esta demanda computacional aumenta em ambas as
diazocetonas de acordo com a quantidade de fung¢des difusas adicionadas ao conjunto de base.
Apesar de as fungdes difusas terem importancia no calculo de anions (MORGON, 2007), ¢
necessario avaliar a sua contribui¢ao para a qualidade dos resultados e colocar em contra partida

0 aumento de custo computacional para a pesquisa.
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GRAFICO 9- CUSTO COMPUTACIONAL PARA REALIZAR OS CALCULOS QUANTICOS DA
DIAZOCETONA MODELO ALIFATICA CIS E AROMATIACA CIS EM DIFERENTES
CONJUNTOS DE BASE.
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Fonte: O autor (2019)

4.7 ANALISE DE DIAZOCETONAS DIVERSAS

A partir da andlise energética das diazocetonas modelo cis e trans, foi verificado que
o isdmero cis das diazocetonas, tanto alifatica quanto aromética, apresenta uma menor energia
(dado observado utilizando todos os conjuntos de base), o que acarreta em uma maior
estabilidade em relagdo as diazocetonas trans. Uma vez que a conformacgao cis das diazocetonas
estudadas anteriormente ¢ mais estavel, as outras diazocetonas foram estudadas apenas na
conformacao cis.

Ao analisar os resultados obtidos com os calculos quanticos de otimizagdo e
frequéncia realizados para determinar: a energia total da molécula, o comprimento e angulo de
ligagdo ¢ 0o RMN *C e 'H nas diazocetonas alifitica e aromatica modelo e levar em
consideragdo o tempo demandado pelo software, conclui-se que o conjunto de base 6-
311G+H(d,p) apresentou os melhores resultados para realizar os calculos e um periodo de tempo

de calculo viavel. A partir desta conclusdo, a base 6-311G+(d,p) foi utilizada para calcular
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propriedades eletronicas, os momentos dipolo, HOMO e LUMO e as distancias e angulos entre
os atomos das outras 20 diazocetonas com grupos variados, os quais apresentam seus dados de

RMN jé publicados (FIGURA 14).

FIGURA 14- DIAZOCETONAS DIVERSAS UTILIZADAS PARA EFETUAR OS CALCULOS QUANTICOS,
EM FORMATO TRIDIMENSIONAL E BIDIMENSIONAL.
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4.8 COMPRIMENTO DE LIGACAO

As 22 diazocetonas foram analisadas pelo programa Gaussian 03W™, utilizando
como base a teoria DFT, o método B3LYP e o conjunto de base B3LYP 6-311G+(d,p). Foram
utilizados 3 nucleos de processamento e 1Gb de memoria foi disponivel para a execucao de
cada calculo. Os calculos foram realizados considerando em um momento o solvente
cloroférmio e em outro eles foram calculados no vacuo. No GRAFICO 10 ¢ descrito o
comprimento de ligagio entre os atomos O=C2, cuja ligagdo de orbital é do tipo sp?. E possivel
perceber claramente um maior comprimento de ligagdo entre estes dois atomos quando o
cloroféormio atua como solvente. Se levar em consideragdao que se pressupde que calculos
realizados no vacuo consideram a interagdo entre a molécula e o solvente como sendo zero
(SCRF, 2019) e que o cloroférmio (CHCI3) apresenta o hidrogénio em sua estrutura, a qual
realiza ligagdes de hidrogénio com outras moléculas (WILEY, 1972), e por isso ele pode
apresentar uma pequena interferéncia na atividade dos elétrons presentes na ligagio O=C2,
fazendo com que os elétrons do oxigénio fiquem menos proximos da ligacdo O=C2,
consequentemente fazendo com que a ligagdo 7 perca a sua for¢a e aumente por consequéncia
o comprimento de ligagdo, sustentada principalmente pela ligagdo 6 (SOLOMONS, 2001).

Os dados experimentais, obtidos por Aliev (1986) para a diazocetona aromatica,
demonstram um comprimento de ligagdo entre os dtomos O=C2 de 1,230A, o que torna o
resultado de 1,231A, obtido em meio ao solvente cloroférmio, mais proximo daquele obtido
experimentalmente, quando comparado ao resultado de 1,22 A que o programa obteve ao

realizar os calculos considerando o vacuo como meio.



66

GRAFICO 10- COMPRIMENTO DE LIGACAO ENTRE OS ATOMOS 0=C2, PRESENTES NAS DIAZOCETONAS.
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Ao observar os resultados obtidos para o comprimento de ligacdo entre os N1=N2
(GRAFICO 11), é contrario ao observado para as ligagdes O=C2 em relagio ao comprimento
de ligacao da molécula em cloroférmio e no vacuo. O valor ¢ ligeiramente diferente: no célculo
envolvendo o cloroférmio como solvente, obteve-se o comprimento de 1,12584 A e,
considerando o vacuo, o comprimento calculado para a diazocetona aromatica modelo foi de
1,12658 A. Visto que a molécula de N» ¢é extremamente estavel, apresentando momento dipolo
zero, ligacdo tripla e ligacdo de orbital ¢ do tipo sp, sugere-se que a presenca do cloroférmio
como solvente interaja com o oxigénio da molécula, afastando sensivelmente os elétrons do
grupo azo, o que faz com que a interferéncia dos elétrons presentes no oxigénio diminuam no
grupo azo, possibilitando uma aproximag¢do maior dos atomos de nitrogénio e
consequentemente um aumento de forga em sua ligacdo N=N, cuja liga¢do de orbital ¢ do tipo
sp e consequentemente uma diminuigdo do comprimento de ligagio.

O comprimento de ligacdo entre os atomos N1=N2 obtido experimentalmente por
Aliev (1986) para a diazocetona aromatica foi de 1,107A, o que torna, teoricamente, os
resultados envolvendo o solvente cloroférmio como apresentando um resultado mais préximo
daquele obtido experimentalmente. Contudo, os resultados dos valores tedricos obtidos em
vacuo e no cloroférmio sdo muitos proximos e essas pequenas diferengas sdo observadas a
partir da terceira casa apds a virgula, trazendo pouco impacto para o resultado, pois se considera

apenas as trés casas decimais ap6s a virgula como resultado em estudos experimentais.
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GRAFICO 11- COMPRIMENTO DE LIGACAO ENTRE OS ATOMOS N1=N2, PRESENTES NAS DIAZOCETONAS.
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No GRAFICO 12 estdo dispostos os valores encontrados para o comprimento de
ligacdo entre os atomos N1=C1, cuja ligagio de orbital é do tipo sp?, e neste caso, ndo se observa
uma tendéncia de comprimento maior ou menor influenciada pelo tipo de solvatagdo: eles
variam entre as moléculas provavelmente devido a influéncia da natureza dos grupos quimicos
ligados nestas moléculas sobre o solvente. E valido observar que o comprimento de ligagio
existente entre os atomos N1=C1 ¢ maior do que aquele observado entre os atomos N1=N2,
demonstrando que existe uma interacdo mais forte entre os atomos N1=N2, o que os mantém
mais proximos.

Foi observado que o comprimento de ligacao entre os atomos O=C2, N1=N2, N1=Cl1
¢ maior na molécula 3 em relacdo as demais diazocetonas. Essa caracteristica pode ser
justificada devido a presenca de um anel aromatico na molécula, o qual permanece com elétrons
em ressonancia (LINDEMANN, 1930 apud PIAZZA, 1968), e a presen¢a do oxigénio, o qual
¢ eletronegativo e tende a atrair os elétrons em sua direcdo (grupo retirador de elétrons),
caracterizando a presenca de grupos retiradores de elétrons. Essa caracteristica pode ser
observada na FIGURA 16, a qual demonstra que existe uma presen¢a marcante do orbital
HOMO na regido do anel aromatico e do oxigénio ligado ao anel benzénico e a quase auséncia
do orbital LUMO nestes grupos. E possivel que esta caracteristica represente a existéncia de
um menor nimero de elétrons na regido do grupo diazocetona, acarretando uma forca de
ressonancia menor que envolve o O-C-N-N, o que explicaria o maior comprimento de ligagao
existente entre estes atomos.

Os dados experimentais, obtidos por Aliev (1986) para a diazocetona aromatica,
demonstram um comprimento de ligagdo entre os dtomos N1=C1 de 1,316 A, o que torna o
resultado de 1,3117 A, obtido em meio ao solvente cloroférmio, mais proximo daquele obtido
experimentalmente, quando comparado ao resultado de 1,3115 A que o programa obteve ao
realizar os calculos considerando o vacuo como meio. Contudo, os resultados sdo muitos
proximos e essas pequenas diferencas sdo observadas a partir da quarta casa apos a virgula,
trazendo pouco impacto para o resultado, considerando ainda, que se considera apenas as trés

casas decimais ap6s a virgula como resultado em estudos experimentais.
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C1, PRESENTES NAS DIAZOCETONAS.

GRAFICO 12- COMPRIMENTO DE LIGACAO ENTRE OS ATOMOS N1
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49 ANGULO DE LIGACAO

As 22 diazocetonas foram analisadas pelo programa Gaussian 03W™, utilizando
como base a teoria DFT, o método B3LYP e a base B3LYP 6-311G+(d,p). Os célculos foram
realizados considerando em um momento o solvente cloroformio (IEFPCM) e em outro eles
foram calculados no vacuo (GRAFICO 13). O comprimento do angulo entre o N1-C1-C2 obtido
experimentalmente foi de 114,0 A para a 2-diazo-1-feniletanona (ALIEV, 1986). Teoricamente
foi obtido o angulo de 116,87 A em meio ao vacuo e de 116,95 A em meio ao cloroférmio.
Percebe-se que os valores tedricos sdo muito similares entre si, visto que os solventes escolhidos
apresentam minima ou ausente interferéncia entre os dtomos das moléculas estudadas. A
diferenca dos resultados dos angulos de ligagdo nas demais moléculas comparadas ao solvente
escolhido sdo muito proximos e se diferenciam das demais moléculas principalmente pela
diferenga de grupos ligantes ligados a cada molécula e por consequéncia, apresentando

diferente simetria.
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GRAFICO 13- ANGULO DE LIGACAO ENTRE OS ATOMOS N1-C1-C2, PRESENTES NAS DIAZOCETONAS.
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Os angulos de ligagao obtidos tedricamente e observados entre os atomos C1-C2-C3
no GRAFICO 14 também apresentaram resultados semelhantes, sendo que o valor experimental
de angulo de ligacio da diazocetona aromatica modelo foi de 116,6 A (ALIEV, 1986) e o valor
obtido teoricamente em cloroférmio foi em torno de 117,59 A, sendo que o valor mais préximo
foi de 117,58 A, angulo obtido ao simular o comportamento da molécula no vacuo, contudo os

valores dos angulos obtidos em solvente cloroférmio € no vacuo sao muito similares estre si.
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GRAFICO 14- ANGULO DE LIGACAO ENTRE OS ATOMOS C1-C2-C3, PRESENTES NAS DIAZOCETONAS.

119

118

0

117

[(e) n <t m o —

— — — — —

— — — — — i
()

€D-7D-1D oededy| op o[nguy

110

109

108

(o1uI9§010[0) ()T "U B[NIJ[OIN
(onoga) (0 U BNOJOIN
(o1uIgJ0I0[0) 6T "U B[NIJ[OIN
(onoea) 61 U BNOJIOIN
(01w10301010) 8T U B[NOI[OIN
(onoea) 8T "U B[NIJ[ON
(OTwIQJOIO0]D) LT U B[NIJOIN
(onoeA) /T "U B[NOJ[OIN
(011103010]0) 9T "U BINII[OIN
(onoeA) 91 "U BNOJON
(O1uLIQJ0I0[0) GT "U B[NIJ[OIA
(onoeA) GT "U BNOJOIN
(O1uIQJ0I0[0) ] "U B[NIJ[OIN
(onoeA) $1 U BNIJOIN
(o1uIg§0I0[0) €T "U B[NIJ[OIN
(onoeA) €1 U BNOJOIN
(01w10301010) TT U B[NO[OIN
(onoea) 7T U BNOJIOIN
(O1wIQJOIO0]D) [T U B[NIJOIN
(onoeA) T "U B[NOJ[OIN
(01wIQJ0I0]0) (T “U B[NIJOIN
(onoeA) 0T "U BNOJ[OIN
(0110J010]0) 6 "U B[NIJ[OIN
(ondeA) ¢ "u BMOJJON
(01u1I0J0I0[0) § "U BINOJ[O]N
(onoea) g “u BNOYOIN
(o1uI9J010[0) / "U BINO[OIN
(onoea) £ "u BNOYON
(01uI9J010[0) 9 "U BINOJ[OIN
(onoea) 9 "u BNIY[ON
(01W10J010]0) § "U B[NIJ[O]N
(onoeA) ¢ "u B[NOI[ON
(01W10J010]0) 4 "U B[NIJOIN
(onoeA) ¢ "u BNOIJON
(01103010]0) € "U B[NIJ[OIN
(onodeA) ¢ "u BMIIJON
(01103010]0) T "U B[NIJ[O]N
(ondeA) 7 "u BMIJJON
(O1uI0J0I0[0) [ "U BINOJ[O]N
(onoea) 1 "u B[NOYON

(O1U110J010]0) BONBWOTE B[NOJ[OIA

(onoeA) BOJRWOIR B[NIJ[OIA]

(O1u110§010[0) BOLEHI[E B[N0

(onogA) eoNRJI[E B[NOJOIN

Conjunto de base

Fonte: O autor (2019)



75

4.10 PROPRIEDADES ELETRONICAS

O momento dipolo, como ja mencionado, “...E uma propriedade fisica que pode ser
medida experimental. E o produto da magnitude da carga em unidades eletrostaticas (ue) ¢ a
distancia que as separa em centimetros (cm)” Solomons, 2001. No GRAFICO 15 se observa
um momento dipolo maior nas moléculas submetidas ao solvente cloroférmio. O cloroféormio
apresenta momento dipolo de 1,28 D (SUTTON, 1935) e sua direcdo provém a partir do
hidrogénio ligado ao grupo diazo, em dire¢do ao grupo carboxila, proximo ao grupo diazo. O
cloroférmio apresenta uma polaridade maior em relagdo ao vacuo, o qual € ausente de momento
dipolo, o que faz com que o cloroféormio apresente uma interagdo maior com a molécula
estudada. Estudos, como o de KHAN (2017) e ANBAN (2017), também constataram que o
momento dipolo das moléculas estudadas aumenta de acordo com a maior polaridade do

solvente.
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E observado que a molécula 11 apresenta um momento dipolo zero. Isso pode ser
explicado devido a sua estrutura a qual ¢ simétrica, porém os grupos diazo estao em dire¢des
opostas, fazendo com que o centro de carga positiva e o centro de carga negativa da molécula
coincidam, resultando em um momento dipolo liquido nulo, o que caracteriza esta molécula
como sendo uma molécula apolar.

A molécula 16 apresentou o maior momento dipolo entre as diazocetonas estudadas,
provavelmente porque a molécula apresenta dois grupos diazocetonas os quais sdo simétricos,
contudo os grupos diazo estdo na mesma direcdo, por isso eles apresentam uma grande
diferenca na eletronegatividade entre as ligagdes dos atomos e por consequéncia, € a
diazocetona que apresenta maior polaridade dentre as diazocetonas estudadas. As demais
diazocetonas apresentaram pequenas diferencas entre si de polaridade. Isso pode ser explicado
devido aos diferentes grupamentos que as compdem e que geram um momento dipolar variavel

nas moléculas.

4.11 SUPERFICIE DE POTENCIAL ELETROSTATICO

Na FIGURA 15 ¢ representada a superficie do potencial eletrostatico. O potencial
eletrostatico carregado positivamente esta representado em azul e a regido do hidrogénio ligado
ao grupo diazo ¢ o centro eletrofilico em todas as moléculas, em outras palavras, o &tomo de
hidrogénio apresenta uma carga positiva parcial (6+) devido a sua deficiéncia de elétrons
(SOLOMONS, 2001). O potencial eletrostatico carregado negativamente esta representado em
vermelho e a regido do oxigénio ligado ao grupo carboxila, proximo ao grupo diazo ¢ o maior
centro nucleofilico, de modo geral, em todas as moléculas analisadas, visto que ele apresenta
um excesso de elétrons e carrega uma carga negativa parcial (3-). Visto a presenga destas cargas
positivas e negativas em uma unica molécula, a faz apresentar um momento dipolo. Nas reagdes
quimicas, a disposi¢ao da superficie do potencial eletrostatico torna mais evidente que, em meio
a um solvente, existe uma facilidade em ocorrer a ionizagao no composto diazocarbonilico, o
que resulta em uma quebra dos atomos de nitrogénio da molécula para permanecerem em uma
forma mais estavel, que ¢ a N>. Resultado disso ¢ a formagdo de carbenos que, por terem
elétrons livres se tornam muito reativos e podem se ligar a outras estruturas, adicionando

grupos, ou mesmo os substituindo.
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FIGURA 15-SUPERFICIE DO POTENCIAL ELETRONICO DAS DIAZOCETONAS EM DIFERENTES

SOLVENTES.
Diazocetona alifatica em solvente: 1. Vacuo 2. Cloroférmio
Diazocetona aromatica em solvente: 1. Vacuo 2. Cloroférmio
- P ‘ :
. ; 2
Diazocetona n° 01 em solvente: 1. Vacuo 2. Cloroférmio

Diazocetona n° 02 em solvente: 1. Vacuo 2. Clorofoérmio
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Diazocetona n° 03 em solvente: 2. Cloroférmio

Diazocetona n°® 04 em solvente: 1. Vacuo

Diazocetona n°® 05 em solvente: 1. Vacuo 2. Cloroférmio

Diazocetona n° 06 em solvente: 1. Vacuo

Diazocetona n° 07 em solvente: 1. Vacuo 2. Cloroférmio
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Diazocetona n°® 08 em solvente:

Diazocetona n° 09 em solvente:

Diazocetona n° 10 em solvente: 1. Vacuo 2. Cloroférmio

Diazocetona n® 11 em solvente:

Diazocetona n° 12 em solvente:

Diazocetona n° 13 em solvente: 2. Clorofoérmio
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Diazocetona n° 14 em solvente:

Diazocetona n° 15 em solvente:

Diazocetona n° 16 em solvente:

1. Vacuo

2. Cloroférmio

Diazocetona n° 17 em solvente:

1. Vacuo

2. Clorofoérmio

Diazocetona n° 18 em solvente:

1. Vacuo

2. Cloroférmio




82

e ] ~

| b . - Py
° 1')‘ 2%y % = {rf?ar&?’

Diazocetona n° 19 em solvente: 1. Vacuo 2. Clorofoérmio
- \ C _ 2
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Diazocetona n° 20 em solvente: 1. Vacuo 2. Clorofoérmio

Legenda: Para a realizagdo dos calculos, foi utilizada a teoria DFT, o método B3LYP e o conjunto de base 6-
311G+ (d,p).
Fonte: O autor (2019)

4.12 HOMO e LUMO

Sabe-se que quanto maior for a diferenga entre os orbitais HOMO e LUMO, maior
sera a estabilidade da molécula e menor serd sua reatividade em uma rea¢ao quimica (ZHOU,
1989). De outra forma, quando a energia do orbital ¢ muito alta, a forca de atragdo sobre o par
eletronico ¢ baixa, podendo este ser perdido ou doado (FERREIRA, 2011). A partir desta
informacao, € possivel afirmar que a molécula 4 apresentou a menor diferenca de energia entre
os orbitais HOMO e LUMO, o que significa que esta molécula ¢ mais reativa entre as outras
(GRAFICO 16 e FIGURA 16). Esta maior instabilidade da molécula pode ser explicada pela
presenga do grupo dioxido de nitrogénio (-N-O2), o qual apresenta um estado dupleto, visto que
0 nitrogénio apresenta um elétron ndo pareado, fazendo com que a ligagdo entre o N-O seja
fraca, tornando a molécula um potente oxidante (GREENWOOD, 1997). As demais
diazocetonas apresentaram pequenas diferencas de HOMO e LUMO entre si. Isso pode ser
explicado devido aos diferentes grupamentos que as compdem e que constituem orbitais

HOMO e LUMO variaveis nas moléculas.
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GRAFICO 16- DIFERENCA ENTRE OS ORBITAIS HOMO E LUMO DAS DIAZOCETONAS NO VACUO E

NO CLOROFORMIO
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Fonte: O autor (2019)

FIGURA 16- REPRESENTACAO DOS ORBITAIS HOMO E LUMO NAS DIAZOCETONAS

1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona alifatica no vacuo:

2. LUMO

1. HOMO

Diazocetona alifatica em cloroférmio:
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Diazocetona aromatica no vacuo: 1. HOMO

¢

Diazocetona aromatica em cloroférmio: 1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona n° 01 no vacuo: 1. HOMO | 2. LUMO

Diazocetona n° 01 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona n° 02 no vacuo: 1. HOMO 2. LUMO




85

Diazocetona n° 02 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona n° 03 no vacuo:

Diazocetona n°® 03 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona n° 04 no vacuo:

Diazocetona n° 04 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO
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Diazocetona n° 05 no vacuo: 1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona n° 05 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona n° 06 no vacuo: 1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona n° 07 no vacuo:

Diazocetona n° 07 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO
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Diazocetona n° 08 no vacuo:

Diazocetona n° 08 em cloroformio: 1. HOMO
o 3
f; s y &,
>, 2
Diazocetona n° 09 no vacuo: 1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona n° 09 em cloroféormio: 1. HOMO 2. LUMO

43ed,.

Diazocetona n° 10 no vacuo: 1. HOMO 2. LUMO




88

o L M

Diazocetona n° 10 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona n° 11 no vacuo:

Diazocetona n® 11 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona n° 12 no vacuo: 1. HOMO | 2. LUMO

Diazocetona n° 12 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona n° 13 no vacuo: 1. HOMO 2. LUMO
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Diazocetona n° 13 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona n° 14 no vacuo:

¥y

Diazocetona n°® 14 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO
Diazocetona n° 15 no vacuo: 1. HOMO 2. LUMO

Diazocetona n°® 15 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO

3 3
T 9 3

Diazocetona n° 16 no vacuo: 1. HOMO 2. LUMO
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Diazocetona n° 16 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO
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Diazocetona n° 17 no vacuo: 1. HOMO

Diazocetona n° 18 no vacuo:

Diazocetona n° 18 em cloroformio:

Diazocetona n° 19 no vacuo:

Diazocetona n°® 19 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO
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Diazocetona n° 20 no vacuo: 1. HOMO 2. LUMO

- A

Diazocetona n° 19 em cloroformio: 1. HOMO 2. LUMO

Legenda: Para a realizagdo dos calculos, foi utilizada a teoria DFT, o método B3LYP ¢ o conjunto de base 6-
311G+ (d,p).
Fonte: O autor (2019)

4.13 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Para a determinagdo de parametros de RMN, as bases as quais geralmente registram
baixos valores de RMSE, sao: mPWI1PW91/6-311+G(2d,p), mPW1PW91/6-311+G(2d,p),
PBE0/6-311+G(2d,p), PBE0/6-311+G(2d,p) (CHESHIRE, 2019). As 22 diazocetonas foram
analisadas pelo programa Gaussian 09W™, utilizando como base a teoria DFT com diferentes

métodos, bases e o solvente cloroformio ou vacuo (TABELA 1).

4.13.1 RMN 'H

Para a andlise do RMN 'H calculado, foi observado que aquelas diazocetonas as quais
foram otimizadas no vacuo ou no cloroféormio, utilizando a base PBEO 6-311+G(2d,p), no
vacuo, apresentaram valores menores de MAE e RMSE em comparacdo com as outras
simulacoes (TABELA 2 E TABELA 3). A média dos valores de MAE das diazocetonas
estudadas foi de 0.896 + 0,770 e do RMSE foi de 0,875 + 0,370 para aquelas diazocetonas
otimizadas no vacuo, e para as diazocetonas otimizadas no solvente cloroférmio, a média dos
valores de MAE foi de 0,773 + 0,500 e do RMSE foi de 0,829 + 0,302, confirmando o que o
conjunto de base PBEO 6-311+G(2d,p) sugerida por Tantillo apresentou boa performance para
gerar espectros de RMN 'H. A diazocetona de ntimero 6 ndo foi inclusa nos calculos devido a

inviabilidade de realizagdo dos calculos pelo computador utilizado.
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Ao comparar os valores de RMN obtidos experimentalmente entre os artigos
cientificos publicados, também existe uma variancia entre os resultados, ¢ dado por exemplo os
valores de RMN 'H obtidos experimentalmente da molécula modelo aromatica, pelo autor
PACE (2010): RMN 'H (250 MHz, CDCls) § 5,94 (s, 1H), 7,48 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7, 56 (t, J
= 17,5 Hz, 1H), 7,79 (d, 2H), e pelo autor MELLO (2018): RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & 5,91
(s, 1H); 7,45 (m, 2H); 7,58=7,51 (m, 1H), 7,79-7,73 (m, 2H), em que 0o MAE ¢ de 0,03 e RMSE
¢ de 0,166 para os valores de NMR 'H. Os valores de RMN 'H obtidos experimentalmente para
a molécula modelo alifatica, pelo autor PACE (2010): RMN 'H (300 MHz, CDCls) § 0,96 (t, J
=22 Hz, J=17,7 Hz, 3H), 1,72-1,60 (m, 2H) 2,37-2,25 (m, 2H), 5.32 (s, 1H), e pelo autor
MELLO (2018): RMN 'H (400 MHz, Benzene-d6) & 0,75 (t, J = 7,4 Hz, 3H), 1,53—1,41 (m,
2H), 1,85 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 4,41 (s, 1H), o MAE foi de 0,44 ¢ RMSE foi de 0,66 para os
valores de RMN "H. Comparando essas variagdes presentes nos resultados obtidos teoricamente
e os resultados obtidos experimentalmente e observando a variagao de resultados de forma geral
que se existe entre os trabalhos publicados, ¢ possivel afirmar que métodos apresentam uma
margem de erro e as margens de erro obtidas utilizando os céalculos quanticos ndo sao tao

diferentes daquelas obtidas em experimentos de bancada.
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4.13.2 RMNBC

Foi observado que aquelas diazocetonas as quais foram otimizadas no vacuo ou no
cloroférmio, e 0 RMN '3C calculado utilizando a base B3LYP aug-cc-Pvdz, em solvente
cloroféormio, apresentaram valores menores de MAE e RMSE em comparagdo com as outras
simulacoes (TABELA 3 e TABELA 4). As médias dos valores de MAE foi de 4,320 + 2,611 ¢
do RMSE foi de 2,001 + 0,578 para aquelas diazocetonas otimizadas no vacuo, e para as
diazocetonas otimizadas no solvente cloroformio, as médias dos valores de MAE foi de 4,320
+ 2,614 e do RMSE foi de 2,000 + 0,580. Nota-se que esta base ndo ¢ uma das recomendadas
por Tantillo (CHESHIRE, 2019), mas é recomendada por Bally & Rablen para RMN 'H
(CHESHIRE, 2019). Curiosamente esta base nao foi a que apresentou menores valores de MAE
e RMSE para os espectros de RMN 'H neste estudo, mas demonstrou ser a mais adequada para
gerar valores de RMN 3C. A diazocetona de ntimero 5 e de nimero 6 ndo foram inclusas nos
calculos devido a discrepancia de valores obtidos em seus resultados e inviabilidade de
realizacdo dos calculos pelo computador corrente respectivamente.

Ao comparar os valores de RMN obtidos experimentalmente entre os artigos
cientificos publicados, também existe uma varidncia entre os resultados. E dado por exemplo
os valores de RMN "*C obtidos da molécula modelo aromética, pelo autor PACE (2010):
RMN 3C (62,5 MHz, CDCls) § 54,6; 127,1; 129,1; 133,1; 137,1; 186,9, em que 0 MAE de 0,45
e RMSE de 0,67 para os valores de RMN !*C, e pelo autor MELLO (2018): RMN 3C (125
MHz, CDCls) § 54,15; 126,66; 128,66; 132,71; 136,68; 186,33. Os valores de RMN '3C obtidos
para a molécula modelo alifatica, pelo autor PACE (2010): RMN !3C (75 MHz, CDCl3) § 13,7;
18,7;42.,9; 54,4; 1954, e pelo autor MELLO (2018): RMN '*C (126 MHz, Benzene-d6) § 13.8,
18.6, 42.7, 52.8, 193.3, em que os valor de MAE foi de 0,82 e do RMSE foi de 0,91 para os
valores de RMN '3C.
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5 CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados com tempo de CPU razoavel, gerados
computacionalmente ao utilizar a teoria do funcional da densidade (DFT), juntamente com o
método B3LYP e a base 6-311G+(d,p) para os célculos de momentos dipolo, HOMO e LUMO
e as distancias e angulos as diazocetonas, pode-se recomendar a utilizagdo desta base, para
realizar calculos de diazocetonas com estruturas pequenas e simples, como as desta pesquisa.

Através deste estudo, se concluiu também que para calcular o RMN *C de
diazocetonas com estruturas simples, ¢ indicado utilizar a teoria do funcional da densidade
(DFT), juntamente com o método B3LYP e a base B3LYP aug-cc-Pvdz, em solvente
cloroférmio. J4 para calculos que envolvem o RMN 'H, ¢ indicado utilizar o método B3LYP e
a base PBEO 6-311+G(2d,p), no vacuo.

Visto que a inclusdo da tecnologia traz vantagens a ciéncia em termos de rapidez,
menor custo, maiores previsdes e simulagdes de estudos, ¢ sugerido realizar simulagdes em
diazocetonas mais complexas, a fim de analisar se estes parametros obtidos também funcionam
para o estudo de diazocetonas maiores, com o intuito de tornar o estudo de diazocetonas com

diferentes complexidades viavel no meio virtual.
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APENDKE3-COORDENADASCARTE&ANASDOSNUCLEOSDOSATOMOSDAS
DIAZOCETONAS OTIMIZADAS UTILIZANDO A TEORIA DFT, O METODO
B3LYP E O CONJUNTO DE BASE B3LYP 6-311G+(d,p), EM DIFERENTES TIPOS

DE SOLVATACAO.

Diazocetona Alifatica (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TTTZTTIZITDTZTZZO0O0O00000

3.58997700
2.23080400
1.06338700
-0.30860300
-1.43501600
-0.46076500
-2.64799300
-3.66077300
-1.35416200
4.40730300
3.71217100
3.71222100
2.14651300
2.14646200
1.11683300
1.11686000

-0.26075800
0.44415800
-0.54178900
0.12453700
-0.81227500
1.33405400
-0.31686300
0.17845700
-1.88870300
0.46506200
-0.89559800
-0.89600100
1.09838500
1.09878400
-1.20418300
-1.20456800

0.00011200
-0.00008600
0.00010600
-0.00004800
0.00001400
-0.00008800
-0.00001800
-0.00005200
0.00008600
-0.00003100
0.88368800
-0.88316800
-0.87231900
0.87184100
0.87434400
-0.87383500

Diazocetona Alifatica (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TITTTTIZITZTTZZOO00000

3.58751800
2.23271000
1.06138200
-0.30972400
-1.42983200
-0.46551200
-2.64399900
-3.66088900
-1.34589500
4.40919100
3.70323400
3.70327000
2.15562000
2.15558700
1.11248400
1.11251300

-0.26800300
0.44582400
-0.53515100
0.12602200
-0.80942500
1.34136300
-0.31777000
0.16804600
-1.88576200
0.45299400
-0.90338200
-0.90377700
1.09884900
1.09924100
-1.19810400
-1.19849400

0.00010700
-0.00007800
0.00011600
-0.00004000
0.00001800
-0.00009200
-0.00002500
-0.00006700
0.00009600
-0.00003800
0.88393600
-0.88343300
-0.87421800
0.87376500
0.87342400
-0.87289100




Diazocetona Aromatica (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TTTTITITOOQOQOO0OO0ZZO00O00O00O

0.00000000
-0.57905500
0.35074400
-1.79698100
-0.16943900
-0.66354100
-0.89890900
-0.43409100
0.93825600
1.84120500
1.37650400
1.42724200
-1.96036200
-1.13955700
1.30217700
2.90785300
2.10143900

0.53482800
-0.84902600
-1.96969900
-1.02941200
-3.17384200
-4.18546900

1.61126800

2.92131200
3.17614400
2.11374800
0.80089800
-1.92958000

1.39861000

3.74435800
4.19737900

2.30609400
-0.00322100

0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000

Diazocetona Aromatica (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TTTTITITOOQOOOO0O0ZZO0O0O00O00O

0.00000000
-0.57905500
0.35074400
-1.79698100
-0.16943900
-0.66354100
-0.89890900
-0.43409100
0.93825600
1.84120500
1.37650400
1.42724200
-1.96036200
-1.13955700
1.30217700
2.90785300
2.10143900

0.53482800
-0.84902600
-1.96969900
-1.02941200
-3.17384200
-4.18546900
1.61126800
2.92131200
3.17614400
2.11374800
0.80089800
-1.92958000
1.39861000
3.74435800
4.19737900
2.30609400
-0.00322100

0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000

0.00000000

0.00000000

0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
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Diazocetona 1 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIZWEZZOOOO

-0.43033200
0.81830600
2.04990100
0.79653600
3.18874300
4.13207900
2.11397800
-2.09956300
-0.43743700
-0.43710300

0.90272200
0.01555800
0.80297000
-1.19629100
0.15111000
-0.46348600
1.88060300
-0.10075300
1.53740900
1.53779000

0.00030400
0.00039100
0.00015300
0.00025500
0.00002700
-0.00007000
0.00005600
-0.00022200
0.88649600
-0.88561700

Diazocetona 1 (cloroférmio)

Atomo

Coordenadas cartesianas (A)

X

Y

Z

TDPImZZOOOO

-0.42397200
0.82140800
2.04633200
0.79402500
3.18595800
4.13513900
2.10990800
-2.10008900
-0.43484600
-0.43445300

0.90433100
0.01672900
0.79869900
-1.20167200
0.14744300
-0.45621700
1.87633500
-0.09985800
1.53720600
1.53774900

0.00037400
0.00042000
0.00013900
0.00040200
0.00006200
0.00000600
-0.00003100
-0.00029700
0.88675400
-0.88562100
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Diazocetona 2 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TZQEmZZOAOO

-1.13231900
0.14998600
1.35334700
0.16492800
2.51383500
3.47735600
1.37969200

-2.62117000

-1.15143400

-1.15220700

0.81374900
-0.02805100
0.80032900
-1.23974700
0.18854400
-0.39392700
1.87964500
-0.17303400
1.45056500
1.45086000

-0.00007400
-0.00083000
-0.00021400
-0.00042300
0.00008700
0.00030300
0.00006800
0.00042300
0.88574000
-0.88564800

Diazocetona 2 (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TImQTZZOAAOAN

-1.12615900
0.15246600
1.35070300
0.15989500
2.51076500
3.47839200
1.37804500

-2.62008400

-1.15111400

-1.15080900

0.81913300
-0.02352400
0.79694500
-1.24203500
0.18316700
-0.39042200
1.87622900
-0.17364600
1.45358000
1.45389900

0.00020200
0.00030700
0.00009500

0.00013500
-0.00004400
-0.00015400
0.00002300

-0.00023300
0.88624500
-0.88562300
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~o

Diazocetona 3 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIZT T DZZIQOoOIZOOO0O0O0ZZOOON

-0.38836300
-1.84917000
-2.78326100
-2.25671300
-4.06181000
-5.14705100
0.50313100
1.87942500
2.39300300
1.51295900
0.14491500
-2.54263600
3.71551100
4.66929800
0.09311700
2.53631900
1.92749200
-0.50264200
5.64472700
4.57176300
4.57188500

0.09678500
0.41018800
-0.71726200
1.56693300
-0.43023500
-0.12531200
1.17458700
0.97978500
-0.32276600
-1.41388200
-1.20290700
-1.76724800
-0.63064900
0.42721700
2.17693500
1.83894600
-2.41447900
-2.07104700
-0.05554100
1.05027500
1.05025700

-0.00004100
-0.00008700
-0.00000700
-0.00014200
0.00003600
0.00018900
0.00002500
0.00006600
0.00002900
-0.00003700
-0.00006500
-0.00030700
0.00006300
0.00001100
0.00004200
0.00013000
-0.00006200
-0.00009800
-0.00005900
-0.89476800
0.89481500

Diazocetona 3 (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIITITTITITZTOQOOZOOOOCOO0ZZOOOAO

0.39018500
1.84885300
2.77772300
2.26093500
4.05714100
5.14470300
-0.50663500
-1.88210800
-2.39183900
-1.50692900
-0.13955500
2.53693800
-3.71177200
-4.67235000
-0.10734400
-2.54169300
-1.91449000
0.50878800
-5.64549700
-4.57288300
-4.57408600

0.10231700
0.41116000
-0.71353000
1.57333800
-0.43018500
-0.13576800
1.17760800
0.97955300
-0.32550300
-1.41426800
-1.20028400
-1.76367400
-0.63498700
0.42514000
2.18399400
1.83624200
-2.41785300
-2.06727700
-0.06095000
1.04525200
1.04595900

-0.00018900
-0.00026000
0.00067000
-0.00091400
0.00049000
0.00037200
0.00010200
0.00010800
-0.00019800
-0.00051700
-0.00050000
0.00126900
-0.00027200
0.00078200
0.00031300
0.00031100
-0.00078200
-0.00079800
0.00123400
0.89594600
-0.89402800
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Diazocetona 4 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIZITZTTOoOOZTOOOQOQOQZZOOONO

0.00000000
-0.20290400
-1.57208100

0.75760600
-1.72893300
-1.80528700

1.32398200

1.60493500

0.54308600
-0.78142100
-1.04622200
-2.48152300

0.83068800

2.00449100
-0.12402100

2.12161400

2.62111100
-1.57706700
-2.08026900

0.66702400
2.16144300
2.65691800
2.91983400
3.96166300
5.08403700
0.20851700
-1.15066500
-2.04978700
-1.62887000
-0.26419300
2.07987800
-3.50378500
-3.84850000
-4.27003900
0.94004000
-1.52001200
-2.36069400
0.05470200

0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000

Diazocetona 4 (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TTITTOoOOoOZIOOOOOzZzzZz0OoOO0O

0.00000000
0.21370300
1.58051000
-0.74793200
1.75046800
1.84712300
-1.32594800
-1.61319800
-0.55360400
0.77333800
1.04372400
2.48606500
-0.84652000
-2.02207200
0.10159500
-2.12485200
-2.63257500
1.57090000
2.07906900

0.66847500
2.16116900
2.64319200
2.92671600
3.94683400
5.06671500
0.21508100
-1.14230700
-2.04513500
-1.62932500
-0.26611200
2.05988000
-3.49263700
-3.83985100
-4.27027200
0.94436500
-1.50138000
-2.35841300
0.04620100

0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
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(@] N
+—
N~

Diazocetona 5 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

X

Y

Z

TIDITZTITIDTZIOOOQO0QOQTZZ0000

-0.27688200
-1.63670400
-1.61140500
-2.66969200
-2.76456600
-3.78553300
-0.72523700
0.97457600
1.56615000
2.71239500
3.28867800
2.71304000
1.56678200
-0.30109400
-0.30107700
1.12732400
3.15819600
4.18240200
3.15938400
1.12855500

1.55744200
0.83431500
-0.62151000
1.48343000
-1.24745400
-1.72318800
-1.23585200
0.71506500
0.30934600
-0.48339700
-0.88298000
-0.48159100
0.31116300
2.21595000
2.21500800
0.62114800
-0.78375300
-1.49654200
-0.78043000
0.62441200

0.00072100
0.00034600
-0.00025000
0.00044500
-0.00058300
-0.00087700
-0.00037000
0.00030100
1.20270800
1.20463100
-0.00028200
-1.20488200
-1.20240500
-0.87271700

0.87488200
2.14529700
2.14632900
-0.00050000
-2.14680700
-2.14478300

Diazocetona 5 (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TTITTTITZITZTOO0OO0OO0O0OTZZOOOAN

0.24982100
1.49862900
2.05600300
1.97235900
3.10425400
4.00502600
1.67308200
-1.00191300
-1.49795300
-2.64215600
-3.30993300
-2.82559300
-1.67879300
0.37702700
0.17173000
-0.98567700
-3.01472900
-4.20172300
-3.33988200
-1.31231800

0.66119000
0.60570000
-0.72223600
1.61267400
-0.84348900
-0.88091700
-1.63289300
0.27245200
1.10150500
0.74630100
-0.44393800
-1.27453300
-0.91750200
-0.00271700
1.68613200
2.02891600
1.40046500
-0.71866700
-2.19894500
-1.56648200

1.37120400
0.48915200
0.29635100
-0.02489300
-0.48301700
-1.15744900
0.73075800
0.60374000
-0.41056100
-1.12130900
-0.82908000
0.17959100
0.88966800
2.22966200
1.73883800
-0.64310400
-1.90169600
-1.38090600
0.41789000
1.67843600
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Diazocetona 6 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TTTTTITTOOOQOOO0O0IDZZ0O00000

0.00000000
0.55743800
2.03304900
2.49272900
2.80860300
3.78517500
4.90694100
1.86028700
-1.42021500
-1.78177400
-3.11746600
-4.12217500
-3.78114100
-2.44850800
0.69604100
-0.03972200
-1.00014100
-3.37357500
-5.16439700
-4.56026700
-2.20347400

0.57833500
-0.64338800
-0.79269500
-2.18469900

0.15381000
-2.40005100
-2.51172900
-3.05898500

0.92301800

2.28039700

2.66846100

1.70444700

0.35023900
-0.03656500

1.41405300
-1.54946600

3.03249900

3.72180800

2.00264100
-0.40370900
-1.09215400

0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000

Diazocetona 6 (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TTTTITITTOOOOO0O0O0OIDZZOOOOAON

0.00000000
0.56545700
2.03866400
2.49736300
2.81774100
3.79048600
4.91094700
1.86600100
-1.42338300
-1.79562700
-3.13508000
-4.13149400
-3.77908600
-2.44289600
0.68432000
-0.02668000
-1.02073000
-3.40066700
-5.17620800
-4.55184900
-2.18966400

0.58670500
-0.63268100
-0.78065000
-2.16784000

0.17062000
-2.38226400
-2.49979400
-3.04311400

0.91890800

2.27425900

2.65068500

1.67704700

0.32499600
-0.05123000

1.43181800
-1.54134700

3.03319100

3.70160000

1.96617700
-0.43529400
-1.10477900

0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
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Diazocetona 7 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TTTTTOOOOOO0O0O0OIDZZ0OO000

-0.64517400
-1.46587300
-0.69841700
-2.68720300
-1.36969100
-1.99924500
0.37781100
0.00000000
0.74260300
0.07403800
0.79852000
2.19276900
2.86436800
2.14860500
-1.00886000
0.27505200
2.75444600
3.94797600
2.66511500

-0.67400200
-1.86700600
-3.10983900
-1.82526900
-4.23663700
-5.17109700
-3.18076100
0.34947400
1.56318300
2.80060900
3.98581300
3.95670500
2.73455200
1.54402000
2.81517600
4.93486900
4.88380000
2.71022400
0.59192100

0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000

Diazocetona 7 (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TTTTTOOOOO0O0O0O0OIDZZOOOAN

-0.67535100
-1.52914200
-0.80654700
-2.75426000
-1.51570400
-2.16809200
0.26659400
0.00000000
0.79017300
0.17248300
0.94647900
2.33883200
2.95949300
2.19482200
-0.90872600
0.46374700
2.93892300
4.04094100
2.67171600

-0.64847100
-1.81532500
-3.07693800
-1.72908800
-4.18177000
-5.09885600
-3.18686500
0.35622900
1.53941800
2.80369200
3.95755700
3.86891900
2.61932900
1.45926400
2.86606700
4.92774400
4.77145200
2.54986000
0.48677800

0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
0.00000000
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Atomo

O +;N_
MN

Diazocetona 8 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

X

Y

Z

ICITITOIICZTTTIIODZIITI D IZITIOOOO000O0DZZOOO0O0O00

-0.78787200
0.40729100
1.75311400
2.95577200
4.25300600
2.85205600
5.33485200
6.22011300
4.39984800

-2.12796900

-2.70015700

-4.23968000

-4.75301200

-4.23351800

-2.69392600

-0.70054100

-0.70170500
0.34885900
0.34747000
1.83915600
1.83908300

-2.31310600

-2.35959400

-4.59714200

-4.64758100

-4.42317200

-5.84786500

-4.58789800

-4.63958200

-2.30782900

-2.34790300

-0.05238600
-0.00573200
-0.03842500
0.00429300
-0.03144400
0.06325200
0.00197200
0.03372800
-0.08332000
-0.02226600
-1.27927400
-1.25722500
0.03692600
1.27151200
1.28041900
-0.96247200
0.79758100
-0.84823900
0.89740300
-0.94159700
0.80505600
-1.42053000
-2.15366600
-2.12923500
-1.34094000
0.07923600
0.04029200
2.18810100
1.27229100
1.50033300
2.10539900

1.15000300
0.16383500
0.88517600
-0.05248200

0.62693100
-1.26578200
-0.11147900
-0.80892100

1.69507100
0.48129300
-0.10529400
-0.17789600

-0.82111500
-0.07392000
-0.00260000

1.75869900

1.84048400
-0.53060600
-0.44953900

1.50360600
1.58286100
-1.13256000
0.46099400
-0.73531800
0.83680600

-1.86790000
-0.83966900
-0.55676600
0.94492800
-1.01622200
0.63059200

Diazocetona 8 (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

g loNoNoNoNoNoN:-I A HololoNoNoNe!

0.78331100
-0.40740700
-1.75243100
-2.96291100
-4.24572200
-2.87411000
-5.33764200
-6.23720600
-4.37755100

2.12796200

2.70160800

4.24202500

4.76678900

4.24481100

2.70425800

0.69070700

0.68915500

-0.22801000
-0.02911100
-0.16726800
0.03799200
-0.18933200
0.37215400
-0.01868900
0.14417500
-0.48801400
-0.09848000
1.26174400
1.25846700
0.15429300
-1.22242500
-1.25042200
0.50821000
-1.22003900

1.11033200
0.13678100
0.84686500
-0.05376400
0.60320600
-1.22930800
-0.10000100
-0.75904800
1.63221000
0.46286600
0.19320700
0.13692200
-0.78934900
-0.35943100
-0.30727400
1.91979600
1.57162000
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CTTIZITITIZITIZITITTTT

-0.34029800
-0.34489300
-1.82899300
-1.84332800
2.32791400
2.34988800
4.60330200
4.63711800
4.44527200
5.86182100
4.60684200
4.64158000
2.32919700
2.35532800

0.95733100
-0.76042600
0.55640800
-1.15419700
1.63739300
1.97944300
2.23827100
1.09720800
0.36012900
0.15696500
-1.99916800
-1.46186100
-1.22663100
-2.20134600

-0.32980400
-0.67419900
1.66905200
1.31730900
-0.77854100
0.94305000
-0.19236100
1.14738200
-1.81921000
-0.79724500
-1.04102800
0.63474900
-1.34827600
0.11114800
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Diazocetona 9 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TOIIZTITITITZTITIZIOOOOQOOQITZZOOOOONO

1.82030800
0.43207600
-0.71600900
-2.04657500
-3.22279600
-2.12772000
-4.39995000
-5.37727600
-3.20954400
2.02820700
2.78231800
3.72094000
2.91368200
2.09303500
0.30679100
0.40889100
-0.49619200
-0.84035800
1.80532700
1.38530100
3.06632300
4.04767000
4.59095500
3.51323400
2.30214500

0.48390100
0.04495300
0.55702800
-0.12028300
0.60364000
-1.18899900
0.05775200
-0.46759600
1.55491600
1.99243200
-0.12057500
-0.85250600
-1.19834400
-0.04084000
0.37441100
-1.04593600
0.35331000
1.64118600
2.43211000
2.45174200
2.20989100
-1.72132300
-0.23067400
-1.31610300
-2.09622900

-0.16783800
-0.64996500
0.21935300
-0.09457200
0.38855800
-0.67658400
0.20061600
0.00303500
0.89807100
-0.12356600
-1.04846200
-0.26115700
0.98309900
1.14077300
-1.68552800
-0.66923400
1.27520900
0.13410600
-1.09824100
0.63011000
0.13273600
-0.83451800
-0.01498200
1.88644200
0.83097400

Diazocetona 9 (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIITITTIITITTZOONONO0OOIZZZzoOOOOnN

1.81800100
0.43503100
-0.72047400
-2.07361800
-3.18391600
-2.22270000
-4.38430100
-5.38992400
-3.10473000
2.01363800
2.78613500
3.75578700
2.95737100
2.09562800
0.31426400
0.42819900
-0.55481700
-0.79743200
1.77449100
1.37467900
3.05285700
4.11925800

0.45242800
-0.01462800
0.52695500
-0.05056800
0.41068400
-0.83372300
-0.03460100
-0.45292100
1.09353500
1.96317700
-0.17819100
-0.83817300
-1.16400500
-0.02625500
0.27374700
-1.10674000
0.31286400
1.61733500
2.36811100
2.44421300
2.19811200
-1.71559200

-0.16893600
-0.63976600
0.19862100
-0.19487000
0.62993600
-1.12523000

0.35167100
0.06313500
1.46232900
-0.17926300
-1.02744200
-0.20697300
1.04566400
1.15816500
-1.68706200
-0.61537800
1.26037700
0.12001900
-1.16509800
0.56385800
0.05728100
-0.74240200
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T T T

4.59607100 -0.16960900 0.01429000

3.55860000
2.37471900

-1.22852000
-2.08467400

1.95259100
0.92513200

Diazocetona 10 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TITZTTITTDTIZIOO00OQTZZOOOONO

-0.13149700
-1.52078000
-2.59019500
-1.74166800
-3.82855700
-4.86695400
-2.45258200
1.08768200
2.19417000
1.12218600
3.47051300
4.56086500
-0.05091600
-0.05129200
3.51868200
3.51831400
5.53958700
4.49469700
4.49506200

-0.55756600
0.08561400
-0.92035900
1.27745300
-0.49192400
-0.05425300
-1.99108200
0.35076000
-0.43490500
1.54932800
0.25474400
-0.79660300
-1.22033700
-1.22104400
0.89668000
0.89702900
-0.30947400
-1.43135900
-1.43171300

0.00006600
0.00017800
-0.00002400
0.00040700
0.00011400
0.00024900
-0.00027100
-0.00057900
-0.00032100
-0.00029300
-0.00018200
0.00025100
0.86855400
-0.86790500
-0.88263100
0.88203300
0.00035700
0.88681300
-0.88608300

Diazocetona 10 (cloroféormio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIDIZTIZIT D IZIOQOQO00OQTZZOO0OO0NO

-0.13302100
-1.52297800
-2.58378300
-1.74784900
-3.82377500
-4.86669800
-2.44418500
1.08805300
2.18995100
1.12385200
3.47634900
4.55682900
-0.05431500
-0.05452300
3.52884200
3.52861900
5.53750700
4.48740900
4.48762200

-0.55130200
0.08491900
-0.91743800
1.28338100
-0.49278200
-0.06838700
-1.98797200
0.35145800
-0.42744600
1.55557200
0.25287300
-0.80751600
-1.21452900
-1.21525000
0.89077800
0.89109400
-0.32501300
-1.44030700
-1.44063100

0.00016900
0.00013200
-0.00002000
0.00022200
0.00000800
0.00004200
-0.00013200
-0.00035600
-0.00021300
-0.00011400
-0.00016100
0.00016000
0.86807700
-0.86719400
-0.88455600
0.88401900
0.00019100
0.88783000
-0.88729500
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Diazocetona 11 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIODIIZIITITZZOo0OOOQOIZzZz0o0OOQ0O

-0.56864100
-1.94127100
-3.05962600
-2.09623900
-4.27558000
-5.29233400
-2.97305400
0.56864100
1.94127200
3.05962700
2.09624000
4.27558100
5.29233100
2.97305500
-0.49445100
-0.49438100
0.49445800
0.49437500

-0.50608300
0.15412200
-0.78631400
1.36513900
-0.29607600
0.18965600
-1.86232900
0.50608400
-0.15412100
0.78631500
-1.36513800
0.29607800
-0.18966100
1.86233000
-1.16759200
-1.16805900
1.16758600
1.16806600

0.00010800
-0.00010200
-0.00004500

0.00001000

0.00000300

0.00003000
-0.00002700
-0.00010200
0.00012800
0.00002600

0.00002900
-0.00002700
-0.00005500
-0.00002000

0.86963600
-0.86905000
-0.86963600
0.86905100

Diazocetona 11 (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIDZTTTITZZ000QTZzZ000O0

-0.57168300
-1.94342000
-3.05674300
-2.09978600
-4.27389800
-5.29463300
-2.96833900
0.57168300
1.94342000
3.05674300
2.09978500
4.27389800
5.29463500
2.96833700
-0.50637800
-0.50648200
0.50638100
0.50647900

0.50230500
-0.15647300
0.78213700
-1.37254000
0.29510000
-0.18103000
1.85815600
-0.50230400
0.15647400
-0.78213700
1.37254100
-0.29510000
0.18102600
-1.85815600
1.16311200
1.16353900
-1.16310800
-1.16354100

-0.00014500
-0.00010700
-0.00001600
-0.00004800
0.00003800
0.00008100
0.00000300
0.00016300
0.00011800
0.00002400
0.00003900
-0.00004500
-0.00010100
0.00001300
-0.87068500
0.87007400
0.87070500
-0.87005400
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Diazocetona 12 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIZITITITITZTITIZIOQOQOOONOQOQOTZZOOONO

-1.44006600
-2.77857700
-3.94826600
-2.86959400
-5.13576100
-6.12364000
-3.92115600
-0.23144700
1.08219400
2.31132000
3.43838900
2.31110400
4.69419500
5.81391000
-1.42070900
-1.42072800
-0.27359900
-0.27361800
1.15413400
1.15416900
4.72470700
4.72474000
6.77898600
5.76508000
5.76503100

-0.71390100
0.01954900
-0.86128500
1.23444300
-0.30677100
0.23597800
-1.94039600
0.22100900
-0.56089700
0.32538400
-0.42031500
1.53164000
0.30477100
-0.71532900
-1.37752700
-1.37798000
0.87994800
0.88042800
-1.22063000
-1.22111300
0.94804100
0.94835600
-0.20148900
-1.35185500
-1.35218400

0.00025500
0.00012200
-0.00005900
0.00005700
-0.00020200
-0.00031800
-0.00008300
0.00001100
0.00023700
0.00003600
0.00000900
-0.00008300
-0.00014100
0.00001600
0.87478500
-0.87393000
-0.86960400
0.86925700
0.87259200
-0.87174600
-0.88254900
0.88203500
-0.00010600
0.88643900
-0.88617000

Diazocetona 12 (cloroféormio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TICZTITIOIZITITOO00OOO0OTZZOOOONO

-1.43970500
-2.78106500
-3.93895400
-2.88146300
-5.13154800
-6.12809000
-3.90176700
-0.23300300
1.07915100
2.31333200
3.43341200
2.32070300
4.70245200
5.80835000
-1.41806900
-1.41805100
-0.27413700
-0.27418900
1.14624400
1.14629400
4.74078200
4.74073600
6.77766500

-0.69808300
0.02371600
-0.86255400
1.24432600
-0.31980200
0.20582900
-1.94149000
0.23899200
-0.54531800
0.33103900
-0.41624200
1.54171900
0.29354900
-0.74056300
-1.36169100
-1.36207600
0.89412100
0.89453200
-1.20427000
-1.20471700
0.93290100
0.93325500
-0.23543700

0.00009400
-0.00006900
0.00000600
-0.00001800
0.00003700
0.00005100
0.00005200
-0.00009000
0.00013500
-0.00003700
-0.00001100
-0.00016600
-0.00011600
0.00011700
0.87372400
-0.87323800
-0.87301400
0.87252100
0.87289700
-0.87228200
-0.88438900
0.88390200
0.00003100
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5.75367400
5.75370800

-1.37501500
-1.37538400

0.88768600
-0.88719000

Diazocetona 13 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIDIZTITODZOOO@DZZOoO00000

-2.62875600
-1.35003500
-0.08750800
1.19855400
2.42581500
1.20467000
3.57073200
4.51546200
2.47481900
-3.85413400
-4.85121600
-2.63092100
-2.63092300
-1.34953600
-1.34948600
-0.06820700
-0.06820300
-5.73458500

0.76559600
-0.09521000
0.76408200
-0.05859400
0.74101100
-1.27526100
0.10263700
-0.51168400
1.81912200
-0.02871200
-0.69895000
1.42436100
1.42476300
-0.75169000
-0.75203200
1.42699200
1.42727400
-1.28871400

0.00019000
-0.00001000
0.00012200
0.00001400
-0.00009300
0.00011600
-0.00010500
-0.00011600
-0.00015800
0.00000300
-0.00017700
0.87721900
-0.87653800
-0.87279700
0.87251700
0.87504900
-0.87458800
-0.00038200

Diazocetona 13 (cloroféormio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIDITZITITTZIIZIQOOIDZZOOOOOO

-2.62478800
-1.35032600
-0.08659200
1.19973700
2.41980300
1.20980000
3.56765500
4.51942400
2.46374600
-3.85454500
-4.85633400
-2.62352800
-2.62352700
-1.35425100
-1.35423100
-0.06682200
-0.06681800
-5.74425200

0.76557800
-0.10187200
0.75502000
-0.06254900
0.73879600
-1.28436900
0.10630000
-0.49626600
1.81717900
-0.02381400
-0.68937600
1.42340800
1.42375500
-0.75571800
-0.75603800
1.41774700
1.41805300
-1.27438000

0.00016000
-0.00001000
0.00013300
0.00001500
-0.00006400
0.00007300
-0.00009600
-0.00012700
-0.00009300
0.00000100
-0.00014000
0.87708600
-0.87650600
-0.87514600
0.87488400
0.87433100
-0.87382900
-0.00031600
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Diazocetona 14 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TITTZTITIDIIZIITOQITZIZZ0o000000

2.51534700
1.18895500
-0.02504000
-1.35963700
-2.53427600
-1.44496300
-3.71880500
-4.70274100
-2.51278100
3.72749500
4.99432100
2.55580900
2.55587200
1.14091800
1.14086100
-0.00653300
-0.00652100
3.52494800
5.81643600
5.25852100

-0.50029100
0.26904900
-0.65685400
0.08236100
-0.79146200
1.29838900
-0.23055800
0.31938200
-1.87071200
0.40652100
-0.00178800
-1.16018600
-1.16073000
0.92666100
0.92718000
-1.32056000
-1.32105000
1.47635100
0.70480500
-1.05585200

0.00039500
0.00012600
0.00036700
0.00020300
-0.00007700
0.00004000
-0.00034000
-0.00055200
-0.00008600
0.00016400
-0.00040600
0.87616600
-0.87495900
-0.87314200
0.87299700
0.87482900
-0.87372200
0.00051700
-0.00050700
-0.00079700

Diazocetona 14 (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIODTZTITITITZITOOQOZZZOoOOQO000

2.51230300
1.19068500
-0.02540700
-1.36151400
-2.52655200
-1.45465400
-3.71478000
-4.70668000
-2.49727600
3.73052800
4.99583600
2.54717000
2.54734700
1.14992000
1.14976100
-0.00776800
-0.00766400
3.53583700
5.82236600
5.25248100

-0.49770700
0.28042000
-0.64245200
0.08802700
-0.78933900
1.30971100
-0.23751300
0.29711600
-1.86851400
0.40085500
-0.01584700
-1.15772700
-1.15830400
0.93622700
0.93677000
-1.30659400
-1.30709200
1.47240200
0.68609900
-1.07191900

0.00039700
0.00003000
0.00020700
-0.00006400
-0.00004100
-0.00012600
-0.00014800
-0.00025300
0.00007100
0.00023400
-0.00033500
0.87580200
-0.87456100
-0.87521100
0.87485400
0.87372200
-0.87292200
0.00064700
-0.00037500
-0.00078400
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Diazocetona 15 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

ITZECZIEPEZZOANNAQANA

-1.61627500
-0.38513100
0.89186400
2.16629300
3.40267300
2.15179400
4.54058800
5.48016100
3.46601200
-3.29386900
-1.67894300
-1.67884300
-0.39294300
-0.39301400
0.92344400
0.92355900

0.85134500
-0.03953900
0.80657500
-0.03656700
0.74338000
-1.25461700
0.09109100
-0.53044700
1.82094900
-0.20463100
1.47684200
1.47729800
-0.69296300
-0.69338000
1.46712400
1.46750100

0.00017400
0.00001600
0.00027500
0.00021700
0.00005900
0.00021300
-0.00001300
-0.00006700
-0.00000300
-0.00019400
0.88907400
-0.88841200
-0.87466400
0.87438100
0.87605500
-0.87521500

Diazocetona 15 (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIZDIZIDI@®TZZOOOOAOO

-1.60724300
-0.38482700
0.89397800
2.16867700
3.39625000
2.15970600
4.53851300
5.48730600
3.45147700
-3.29785500
-1.67170700
-1.67158700
-0.39801200
-0.39810800
0.92668800
0.92678600

0.85224300
-0.04892200
0.79399200
-0.04311200
0.74027600
-1.26733500
0.09676700
-0.50993100
1.81836200
-0.20042300
1.47437000
1.47479800
-0.69864700
-0.69903600
1.45426800
1.45467000

0.00017100
0.00003800
0.00029700
0.00020800
0.00006700
0.00020000
-0.00001400
-0.00008100
0.00002300
-0.00019900
0.89025500
-0.88962300
-0.87746100
0.87724400
0.87525600
-0.87435200
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Diazocetona 16 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

CICICTTITODTONDTICITITCTZZOO000000TDZZ0000

-2.54599900
-3.83549000
-5.05897600
-3.85089000
-6.20905800
-7.16032100
-5.09968700
-1.27768900
0.00000000
1.27768900
2.54599900
3.83549000
5.05897600
3.85089000
6.20905800
7.16032100
5.09968500
-2.56707200
-2.56708400
-1.28724700
-1.28726200
-0.00000200
0.00000200
1.28725100
1.28725700
2.56706600
2.56709000

-0.71835300
0.09713300
-0.70772600
1.31590000
-0.07949700
0.52535600
-1.78639600
0.13368200
-0.71331700
0.13368200
-0.71835200
0.09713400
-0.70772600
1.31590000
-0.07949700
0.52535500
-1.78639600
-1.38192700
-1.38233700
0.79374600
0.79417200
-1.37371700
-1.37415300
0.79374600
0.79417200
-1.38192700
-1.38233500

0.00007200
-0.00010100
-0.00002100
-0.00001100

0.00002700

0.00005300

0.00001400
-0.00012400
0.00008900
-0.00011700
0.00008600
-0.00007400
-0.00002500
0.00001600

0.00001400
0.00003500
-0.00000700

0.87453200
-0.87407000
-0.87271800

0.87214500

0.87767500
-0.87717000
-0.87271000
0.87215300
0.87454500
-0.87405800

Diazocetona 16 (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TIITITTITZZo0o0OOO0OOOZmZzzZz0o00O0

-2.54404700
-3.83869000
-5.04931200
-3.86720000
-6.20625300
-7.16794300
-5.07731700
-1.27704700
0.00000000
1.27704700
2.54404700
3.83869000
5.04931200
3.86720000
6.20625300
7.16794400
5.07731600
-2.56365800
-2.56366200
-1.28264100
-1.28264500

-0.70135700
0.10040500
-0.71370400
1.32518600
-0.09921700
0.48818000
-1.79286200
0.15200100
-0.69620800
0.15200100
-0.70135600
0.10040600
-0.71370300
1.32518700
-0.09921700
0.48817900
-1.79286200
-1.36541100
-1.36580600
0.80963700
0.81002000

0.00007500
-0.00009500
0.00000200
-0.00004600
0.00003000
0.00003800
0.00006600
-0.00010800
0.00007900
-0.00010100
0.00008800
-0.00006600
-0.00000300
-0.00001300
0.00001800
0.00002200
0.00004000
0.87358700
-0.87313300
-0.87497000
0.87446400
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-0.00000200
0.00000200
1.28264500
1.28264000
2.56365100
2.56366800

-1.35507900
-1.35546200
0.80963900
0.81001900
-1.36541400
-1.36580200

0.87804100
-0.87759700
-0.87496100
0.87447200
0.87359800
-0.87312200
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Diazocetona 17 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TTITZTTTTZTOoOOoOOOONONOOOOZTZZOOOO

-1.44082700
-2.38086100
-3.79476600
-1.96076000
-4.66860700
-5.36431300
-4.19311500
-0.05816900
0.66064500
1.98184700
1.98136700
0.65981200
3.08400500
4.20105200
4.20064900
3.08315500
0.25458900
0.25291300
-1.63386700
-1.63394100
3.07323400
5.08213200
5.08132800
3.07145200

0.00182200
0.00031800
0.00052600
-0.00106100
-0.00067100
-0.00185300
0.00163100
0.00126900
1.16911400
0.69673900
-0.69688900
-1.16757400
1.41980100
0.69762300
-0.70041800
-1.42126700
2.29497900
-2.29285100
-0.88742100
0.89257300
2.50304700
1.22823700
-1.23210000
-2.50450100

-1.26024700
-0.03845000
-0.39093200
1.09960400
0.58755500
1.47275200
-1.39412000
-0.86766100
-0.56226500
-0.05426100
-0.05521200
-0.56379900
0.36930500
0.80057200
0.79943400
0.36707100
-0.71744100
-0.72041300
-1.86536300
-1.86314000
0.36618700
1.14262400
1.14086400
0.36314000

Diazocetona 17 (cloroférmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TTTTOoOOoNOONONNCNONQZITZZ0O00AN

1.44099600
2.39576500
3.79869300
1.98455900
4.68681600
5.40269500
4.18405300
0.06020100
-0.66329700
-1.99149800
-1.99212200
-0.66447500
-3.09885300
-4.22302200
-4.22371900
-3.10010000
-0.25099600
-0.25315400
1.62838300
1.62944500
-3.09187900
-5.10784100

0.00266900
0.00113200
-0.00089700
0.00157900
-0.00160900
-0.00221200
-0.00148500
0.00127100
-1.16431100
-0.69743800
0.69701400
1.16576000
-1.42220300
-0.70078200
0.69711600
1.42017200
-2.29193900
2.29393100
0.89054900
-0.88221100
-2.50530800
-1.23284300

-1.24360600
-0.03553300
-0.40476400
1.11140000
0.56159100
1.42930900
-1.41321900
-0.83649200
-0.54302200
-0.05329600
-0.05221300
-0.54151700
0.35376400
0.77057300
0.77143000
0.35598300
-0.69026700
-0.68778600
-1.85117700
-1.85524400
0.35111600
1.09938200
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-5.10930700

1.22791000

1.10021300

-3.09431500 2.50328800 0.35449000

0]
) N/\)J\¢N+§N

Diazocetona 18 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

0]

N\
~o

X

Y

Z

TIODTZITIDIZITZTOoOOoOOQOOOOOOOZOZTZZZOOOANO

-1.84985200
-3.31965200
-4.25691300
-3.67798600
-5.53883200
-6.62196700
-3.98744800
-0.92753800
0.48059000
1.29968300
2.65175200
2.57967700
1.17840400
3.83493300
4.96070200
4.88834500
3.68783800
0.94296200
0.70032700
-1.64389200
-1.66079100
-1.11958300
-1.09807800
3.87987100
5.90565100
5.77828800
3.62074100

-0.08463000
0.04645600
-0.29503600
0.40844300
-0.19825000
-0.09235600
-0.62601700
0.24764600
0.14305800
1.24668700
0.67695100
-0.70810500
-1.07111100
1.31163100
0.50755700
-0.88233100
-1.51327400
2.40026600
-2.16359400
0.58358100
-1.10513000
-0.43091600
1.26668000
2.38959500
0.96743000
-1.47856900
-2.58937000

-0.30892900
0.07285700
-0.99603400
1.17936700
-0.73744500
-0.44641100
-1.98715700
0.86606300
0.50280800
0.21041500
-0.07086400
0.06046400
0.42855800
-0.40882000
-0.61491700
-0.48325400
-0.14131100
0.19967000
0.62654800
-1.15293500
-0.65832500
1.69719300
1.20994500
-0.50698500
-0.88028700
-0.64864200
-0.03551300

Diazocetona 18 (cloroformio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

o000 zaomzzoaoan

-1.84883900
-3.31967400
-4.24635400
-3.68410400
-5.53045200
-6.61757700
-3.96979300
-0.92800300
0.48101700
1.23979800
2.61401900
2.61384700
1.23951100
3.75859200

0.00000700
0.00010200
-0.00021700
0.00040000
-0.00029600
-0.00036200
-0.00036800
0.00047000
0.00030600
1.16312300
0.69699200
-0.69708100
-1.16275800
1.42094400

-0.31481900
0.07985300
-1.04383800
1.24724800
-0.77760600
-0.48463300
-2.08704100
0.90763600
0.53202600
0.33892500
-0.00734500
-0.00715000
0.33925500
-0.29484700
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4.92092700
4.92075600
3.75824100
0.82002900
0.81943600
-1.65172100
-1.65169300
-1.10769200
-1.10765100
3.75250300
5.83686900
5.83656800
3.75188200

0.69848300
-0.69930700
-1.42139700

2.29394500
-2.29344100

0.87762000
-0.87804900
-0.88226600

0.88369900

2.50408300

1.22981000
-1.23092500
-2.50453300

-0.58728300
-0.58708100
-0.29444500
0.44370500
0.44434500
-0.93947400
-0.93883500
1.51986400
1.51916600
-0.29216400
-0.81724500
-0.81688500
-0.29144900
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Diazocetona 19 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TZTTZTTITIDIIZITTOQQOOQ0QQOITIZZOO0ON

-1.41800500
-2.55959000
-3.87107300
-2.38993700
-4.92316300
-5.78303500
-4.05477300
-0.18969600
0.92462700
2.21031600
3.41799800
4.62277700
4.63149600
3.42960500
2.22250200
-1.48780700
-1.56727900
0.91432900
0.85983400
3.41841000
5.55208600
5.56771300
3.42768700
1.28632500

-1.01661900
0.00052500
-0.62116000
1.19732800
0.16044600
0.88855500
-1.67655200
-0.37085000
-1.22221400
-0.43959800
-1.12726300
-0.43383400
0.95945900
1.64872800
0.95519100
-1.51139500
-1.79669700
-2.04878900
-1.67173400
-2.21194900
-0.97954100
1.50199700
2.73230900
1.48822300

0.13678100
0.05397600
-0.12937600
0.15960700
-0.13728800
-0.13667700
-0.26355900
-0.02219100
0.18612500
0.05602700
-0.09886500
-0.18111800
-0.11802100
0.02743300
0.11567400
1.12117000
-0.62766100
-0.54073900
1.19046400
-0.15737000
-0.30150800
-0.18677400
0.07087800
0.22169900

Diazocetona 19 (clorof6rmio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TZI T TTZOOOO0O0O0O0Q0OITZZ0000

1.42848800
2.54911800
3.87682100
2.34819800
4.91228600
5.76354500
4.08813000
0.17470800
-0.90691100
-2.21074700
-2.85832800
-4.05230200
-4.61192000
-3.97402500
-2.78101800
1.55151900
1.55885900
-0.84210900
-0.82130200
-2.42474200

0.96931000
-0.05737700
0.52457700
-1.24004600
-0.26811000
-0.99642500
1.56430800
0.34852700
1.27854000
0.53276600
0.38748300
-0.32610200
-0.90284300
-0.76205700
-0.04723900
1.47238000
1.73941700
2.04374500
1.78077700
0.83456000

0.12364100
-0.03148700
0.11004200
-0.25385700
-0.01464600
-0.13068900
0.31143600
0.02442200
0.17505700
0.07929500
-1.15129500
-1.24549800
-0.10560700
1.12710400
1.21700800
1.09587700
-0.65378700
-0.60958900
1.14788100
-2.03991400
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-4.54487700
-5.54097800
-4.40608600
-2.28753900

-0.43103300
-1.45725100
-1.20668300

0.06131300

-2.20567900
-0.17687200
2.01661100
2.17730000

Atomo

(-t

Diazocetona 20 (vacuo)
Coordenadas cartesianas (A)

X

Y

Z

TIDTTIIDIIDIIZIOQOOOQOOOQO00OTIZZOO0AN

1.41618200
2.69088500
3.92487700
2.67831400
5.06332100
6.00415000
3.98556800
0.16383100
-0.94535400
-2.21130300
-3.25073400
-4.57150700
-4.87721800
-3.84091800
-2.50604000
1.41607200
1.41607600
0.13716200
0.13717700
-2.99851000
-5.36845400
-5.90899000
-4.06178000
-1.71862300

-0.79335300
0.03857500
-0.74216000
1.25941900
-0.09096500
0.52855200
-1.81983800
0.06795000
-0.83027700
-0.31223800
-1.25060800
-0.82354700
0.54013200
1.46705900
1.05367600
-1.45084300
-1.45099700
0.71036900
0.71052000
-2.30435500
-1.55893300
0.87088600
2.52875400
1.79528400

0.00002800
0.00008400
0.00015800
-0.00021900
0.00000800
-0.00011700
0.00031300
0.00009200
0.00001100
0.00000600
-0.00010000
-0.00011200
-0.00001900
0.00008600
0.00010000
-0.87641100
0.87634500
0.88567300
-0.88537700
-0.00017200
-0.00019500
-0.00003000
0.00015900
0.00018300

Diazocetona 20 (cloroformio)
Coordenadas cartesianas (A)

Atomo

X

Y

Z

TTOO0OO00000OQIZTZZO0O0O0O

-1.41924500
-2.69461300
-3.92049800
-2.68444700
-5.06237400
-6.01087600
-3.97594800
-0.16545600
0.94586900
2.21224900
3.25151400
4.57379400
4.88119200
3.84495400
2.50907200
-1.42452500
-1.42460500

-0.78500500
0.04290200
-0.73972600
1.26921400
-0.09488500
0.51175900
-1.81776300
0.07318100
-0.82893000
-0.31297000
-1.25286900
-0.82739800
0.53651100
1.46504200
1.05331000
-1.44184600
-1.44197800

0.00019700
0.00024400
-0.00017800
0.00040100
-0.00023100
-0.00025400
-0.00045100
0.00008100
0.00006600
0.00000400
0.00002500
-0.00003800

-0.00012300
-0.00014300
-0.00008000

0.87668000

-0.87618300
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-0.13245300
-0.13235500
3.00108900
5.36941200
5.91333100
4.06667200
1.72297700

0.71285800
0.71295300
-2.30729100
-1.56421700
0.86629800
2.52657800
1.79615100

-0.88674700
0.88683400
0.00009300

-0.00002100

-0.00017300

-0.00020900

-0.00009800

Fonte: O autor (2019)
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Capitulo 2
ESTUDO IN SILICO DAS LIGACOES REALIZADAS PELA MOLECULA DE
AMURENSININA NO SiTIO DE LIGACAO DO RECEPTOR ESPECIFICO DE N-
METIL-D-ASPARTATO (NMDA)
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1 INTRODUCAO

O conhecimento das estruturas tridimensionais dos receptores e seus ligantes, assim
como a identificac¢ao das interagdes entre eles permite uma melhor compreensao sobre suas
funcdes. A partir desses dados € possivel planejar, alterar e direcionar com maior eficiéncia
o desempenho de um ligante, que pode ser uma droga de uso terapéutico.

Atualmente, pesquisadores se utilizam de wuma importante ferramenta
computacional para a analise e simulac¢do das interagdes entre ligante e receptor, chamada
de docagem molecular (molecular docking) ou ancoragem molecular. A docagem molecular
¢ frequentemente utilizada por grupos de pesquisa como ferramenta para prever ou confirmar
tipos de ancoragem realizadas por ligantes e receptores e outras propriedades estruturais
pertinentes (MORRIS, 2008).

A docagem molecular ¢ interessante para o meio cientifico, visto que ele pode gerar
informacdes sobre a intera¢do entre um receptor e seu ligante em um curto espago de tempo,
de forma n3o onerosa, em relacio aos custos e recursos requeridos pela pesquisa
experimental in vitro ou in vivo. Além disso, os resultados obtidos por meio de ferramentas
computacionais tém se mostrado cada vez mais satisfatorios e concordantes com os dados in
vitro; 1sso denota a importancia de aliar estudos experimentais e tedricos para o melhor
entendimento e veracidade da ancoragem molecular.

A amurensinina ¢ uma isopavina, a qual depende do intermediério diazocetona para
a sua completa sintese. As isopavinas sdo alcaloides derivados de plantas do género Papaver,
no qual se encontram as papoulas (BOIT, 1959). Elas podem apresentar uma atividade
bioldgica importante no tratamento de doencas de desordem neurologica, como a sindrome
de Down, o Alzheimer, coreia de Huntington, esclerose lateral amiotrofica (ELA), deméncia
senil, acidente vascular cerebral, epilepsia e atrofia olivo-ponto-cerebelar (WEBER, 1992;
CHILDERS, 1992), pois elas sdo consideradas antagonistas ndo competitivos ou
bloqueadores ndao competitivos do complexo receptor especifico N-metil-D-Aspartato
(NMDA) associado ao canal id6nico (CHILDERS, 1990).

Existem poucos estudos que abordam as propriedades da amurensinina na literatura.
Em vista da potencial importancia da amurensinina como um antagonista do receptor
NMDA, foram realizados estudos tedricos por meio de métodos baseados em ancoragem
molecular, que objetivam analisar as propriedades de interagdao entre a amurensinina € o

receptor. A disposicao destas informagdes podera contribuir para o planejamento de novos



170

farmacos envolvidos em tratamentos neuroldgicos e outras aplicagdes que envolvam a
amurensinina.

1.1  OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo geral

Realizar simulag¢des de ancoragem molecular envolvendo a amurensinina (ligante)
e o receptor NMDA GluN1A/GIluN2B, a fim de avaliar as possiveis interagdes desse ligante
no dominio ATD desse receptor. Compreender € comparar os tipos de interacdes entre a

amurensinina e o antagonista ifenprodil com a regido do dominio ATD do receptor NMDA.

1.1.2  Objetivos especificos

a) Desenhar a estrutura tridimensional da amurensinina e prever o estado de protonagao
mais adequado para o ligante por meio dos programas MarvinSketch, ACD/Schemsketch,
PyMol, AutoDock Tools;

b) Selecionar a estrutura tridimensional do receptor NMDA em bancos de dados e prepara-
la para docagem molecular utilizando os softwares AutoDock Tools;

¢) Realizar as simulagdes de ancoragem molecular entre a amurensinina e o receptor NMDA
por meio do programa AutoDock Vina;

d) Visualizar e analisar os resultados da docagem molecular por meio dos programas PyMol
e BIOVIA Discovery Studio;

e) Realizar testes de validagao do método realizando simulacdes de ancoragem molecular

entre o ifenprodil e o receptor NMDA por meio dos programas AutoDock Vina.

1.2 JUSTIFICATIVA

A amurensinina ¢ uma isopavina que apresenta potencial atividade bioldgica no
tratamento de doencas de desordem neuroldgica, como a sindrome de Down, o Alzheimer,
coreia de Huntington, esclerose lateral amiotréfica, deméncia senil, acidente vascular
cerebral, epilepsia e atrofia olivo-ponto-cerebelar (PAOLETTI, 2013; DALMAU, 2008;
MOSKAL, 2014; ENDELE, 2010; LESCA, 2013).

A simulacao da ancoragem molecular da amurensinina no receptor NMDA e estudo

das propriedades das interagdes entre ligante e receptor propicia um conhecimento mais
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aprofundado das caracteristicas e propriedades desta molécula, podendo assim auxiliar no
direcionamento de estudos experimentais para o planejamento de novos farmacos

envolvidos em tratamentos neuroldgicos e outras aplicagdes que envolvam a amurensinina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RECEPTOR ESPECIFICO N-METIL-D-ASPARTATO (NMDA) ASSOCIADO AO
CANAL IONICO

Os neurotransmissores exercem papel crucial para que ocorra o perfeito
funcionamento e desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC). Eles sao liberados a
partir das vesiculas pré-sinapticas para ativar receptores de glutamato metabotropicos ou
ionotropicos (MEIKLEJOHN, 1986, TRAYNELIS, 2010) que estdo presentes de forma
dispersa no sistema nervoso central (LU, 2017). Essa ativacdo por um neurotransmissor
normalmente ocorre por um estimulo provocado pelo aminoidcido L-glutamato
(MEIKLEJOHN, 1986, TRAYNELIS, 2010), que tem como propdsito gerar uma excitagao
neural pds-sinaptica.

Os receptores ionotrdpicos sdo canais id0nicos dependentes de voltagem e levam ao
influxo dos ions célcio (Ca*") e/ou sédio (Na*), além do efluxo de potassio (K*). Eles s3o
classificados em trés familias principais: os receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), os
de alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico (AMPA) e os de cainato (receptores
de cainato) (CARCIA, 1988).

Estudos mostram que a hiperativagdo, inibi¢ao ou disfuncdo destes receptores esta
relacionada ao desenvolvimento de doengas diversas, como esquizofrenia, acidente vascular
encefalico, doenca de Alzheimer (PAOLETTI, 2013), encefalite anti-NMDAR (DALMAU,
2008) e depressao (MOSKAL, 2014). As alteracdes no receptor NMDA também podem
estar associadas a doencas de ordem neural, como a afasia epiléptica e retardo mental
(ENDELE, 2010; LESCA, 2013).

A estrutura comum dos receptores NMDA sdo conjuntos heterotetraméricos
compostos por quatro subunidades derivadas de 3 familias: GluN1, GluN2 (isoformas A-D)
(MONYER, 1992; MORIYOSHI, 1991) (FIGURAS 17 e 18) e GIuN3 (isoformas A-B)
(HASHIMOTO, 2017). Os receptores sao formados por duas subunidades GluN1 e uma ou
duas subunidades GIuN2, que podem ser iguais ou diferentes, formando di-heterotetrameros
ou tri-heterotetrameros (assimétricos), respectivamente (LU, 2017), uma ou duas
subunidades GIuN3. Essas subunidades estao relacionadas a uma arquitetura de dominio e
uma sequéncia de aminoacidos (MONYER, 1992; MORIYOSHI, 1991), formando um poro
central que constitui o canal i6nico (TRAYNELIS, 2010).
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Segundo Karakas (2014), a estrutura do receptor NMDA lembra um “balao de ar
quente” (FIGURA 17). Receptores NMDA tri-heterotetraméricos com as subunidades
GluN1/GluN2A/GluN1/GluN2B s3o prevalentes no cérebro, e receptores NMDA di-
heteroméricos com as subunidades GluN1/GIuN2A ou GluN1/GluN2B (AL-HALLAQ,
2007) prevalecem no cortex e hipocampo (TOVAR, 2013).

FIGURA 17- ESTRUTURA GENERICA DO RECEPTOR NMDA (PDB 4PE5).

FONTE: Adaptado de KARAKAS (2014)
LEGENDA: Cadeia A: laranja; cadeia B: verde; Cadeira C: vermelha; cadeia D: azul.

A estrutura de cada subunidade ¢ composta por: 1- dois dominios extracelulares:
um dominio de ligagdo ao ligante (LBD) e um dominio amino terminal (ATD); 2- um
dominio intracelular carboxi-terminal (CTD); 3- um dominio transmembrana (TMD), onde
esta localizado o canal condutor de ions (LU, 2017).

O dominio ATD ¢ composto pelos l6bulos R1 e R2, unidos por loops (KARAKAS,
2009), e possui sitios ativos para a liga¢do de agonistas e antagonistas. O amino-terminal é
localizado no lado superior do R1, e no lado inferior do R2 est4 presente um ligante o qual
conecta ao dominio ATD com o dominio LBD (KUNISHIMA, 2000). Entre o R1 e R2 existe
uma fenda, a qual separa os dois lobulos (GIELEN, 2008), e ¢ dividida em trés regides

diferentes: um sitio que acomoda ions de sddio e cloro na extremidade externa da fenda, um



174

sitio ativo com residuos polares com afinidade ao zinco e um sitio ativo localizado no fundo
da fenda e que influencia na ligagao do ifenprodil, substancia antagonista do receptor
(KARAKAS, 2009), utilizado para tratamento de hipertensdo, vasospasmo, doenga vascular
periférica, choque (Vadilex (Sanofi)), para aliviar sintomas de vertigem causados por enfarte
cerebral (medicamento Cerocral (Sanofi)), utilizado em tratamentos de doengas vasculares
periféricas (medicamento Furezanil (Tsuruhara Seiyaku)), para melhorar o metabolismo da
circulagdo cerebral (medicamento Iburonol (Towa Yakuhin)), entre outros (DRUGBANK,
2020)

O dominio LBD lembra o formato de uma “concha”, em que os primeiros 400 - 450
residuos de aminoacidos se dobram em um dominio semi-autonomo (TRAYNELIS, 2010)
e ¢ composto por dois segmentos de aminoéacido: S1 e S2, sendo que o S1 esta localizado no
lado amino-terminal da hélice transmembrana M1 e o S2 se localiza entre as hélices M3 e
M4 (TRAYNELIS, 2010). O dominio LBD também possui sitios ativos para a ligagdo de
agonistas e antagonistas, sendo que o sitio de ligagdo para o agonista estd localizado entre
os dois segmentos de aminoacido S1 e S2, onde faz interagdes atOmicas com grupos o-
carboxil e a-amino (ERREGER, 2004; MAYER, 2006; HANSEN, 2007).

O dominio TMD ¢ formado por um loop de reentrancia de membrana, M2, e trés
hélices transmembrana: M1, M3 e M4 (TRAYNELIS, 2010), formando o canal i6nico
heterotetramérico (GAJEK, 2012). A hélice M3 se localiza no centro do canal idnico e entre
as subunidades M1, M2 e M4 (KARAKAS, 2014). As hélices M1, M2 e M3 contribuem
para a formacao do canal i6nico e apresentam uma pequena homologia de sequéncia com o
canal i6nico invertido de potassio (WO, 1995; KUNER, 2003). As hélices curtas pré-M1 s@o
paralelas a membrana e contornam o ntcleo do canal i6nico, agregado por hélices M3
(SOBOLEVSKY, 2009), fazendo contato com as extremidades amino-terminais e carboxila
das hélices transmembranas M3 e M4 (TRAYNELIS, 2010). As hélices M1 e M4 sao
responsaveis por formar a camada externa do canal i6nico, enquanto a M2 ¢ responsavel

pela seletividade do canal (FIGURA 18).
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FIGURA 18- REPRESENTACAO DA ESTRUTURA DE UMA CADEIA DO RECEPTOR NMDA
GLUNI1/GLUN2.

GluN1 GIluN2

ATD ' ATD

LBD LBD

D-Ser/Gly r—————= e el

______ M1 - M1
!
/ 2
IMD M4 M3 ¢
CTD CTD

FONTE: Adaptado de HASHIMOTO (2017).

LEGENDA: ATD: dominio amino terminal; LBD: dominio de ligacdo ao ligante. Ele ¢ composto por dois
segmentos de aminoacido S1 e S2, onde existe os sitios de ligacdo para os agonistas glutamato, serina e glicina;
TMD: dominio transmembrana, formado pelas hélices transmembranas M1, M2, M3 ¢ M4. Antagonistas
bloqueadores ndo competitivos do canal idnico (Mg*?, ketamina, memantina) se interagem principalmente com
a hélice M2; CTD: dominio intracelular carboxi-terminal.

No arranjo entre as subunidades da sequéncia GluN1-GluN2-GluN1-GluN2, os
dominios TMD formam uma parte do poro do canal idnico de simetria de ordem quatro e os
dominios LBD e ATD formam pares de dimeros relacionados, com simetria de ordem dois
(FURUKAWA, 2005; KARAKAS, 2014; KARAKAS, 2011; LEE, 2014). Essa simetria
rotacional de ordem dois ¢ uma caracteristica propria que os receptores de glutamato
apresentam, diferente da simetria observada em outros canais i6nicos, como 0s receptores
nicotinicos de acetilcolina pentaméricos ¢ os canais de potassio tetraméricos
(MACKINNON, 2003; MIYAZAWA, 2003; SOBOLEVSKY, 2004; WOLLMUTH, 2004).

Devido aos receptores tri-heteroméricos apresentarem as subunidades GluN2A e

GIuN2B, ocorre uma descontinuidade da simetria de ordem dois nas camadas dos dominios



176

ATD e LBD e também da pseudo simetria de ordem quatro presente no dominio TMD que
normalmente ¢ verificada nos receptores di-heteroméricos (LU, 2017).

Na regido do dominio ATD a subunidade GIuN2A permanece com uma
conformacao de fenda fechada, diferente de GIuN2B, a qual permanece com a conformacao
de fenda aberta (LU, 2017). No dominio ATD estas duas subunidades interagem entre si por
meio de loops superiores da subunidade GIuNI1A e os /oops inferiores das subunidades
GluN2B. No dominio LBD a interagdo ¢ inversa, por meio dos loops inferiores da
subunidade GluN1A e pelos loops superiores da subunidade GIluN2B (KARAKAS, 2014).

O receptor NMDA em sua perfeita atividade apresenta as subunidades ligadas entre
si (MONYER, 1992; SCHORGE, 2003; ULBRICH, 2007, 2008) e o canal i6nico bloqueado
pelo ion magnésio (Mg®") em seu potencial de repouso. Para que ocorra a ativagio do
receptor € preciso que ocorra uma despolariza¢do do potencial da membrana pos-sinaptica
(CARCIA, 1988), para entdo o magnésio, que ¢ voltagem dependente, seja removido da
entrada do canal (MAYER, 1984; NOWAK, 1984), Com isso a glicina ¢ o glutamato
conseguem se ligar a subunidade GluN1 (FURUKAWA, 2003; FURUKAWA, 2005; YAO,
2008, LU, 2017) e a subunidade GluN2 (A — D) do receptor NMDA, respectivamente
(FURUKAWA, 2005, LU, 2017).

Para que ocorra a abertura do canal i6nico do receptor, a glicina e o L-glutamato
precisam estar ligados concomitantemente as subunidades GIuN1 e GluN2, respectivamente
(JOHNSON, 1987; BENVENISTE, 1991; CLEMENTS, 1991). O agonista, ao se ligar no
dominio LBD induz o fechamento de sua fenda. Como consequéncia deste rearranjo
conformacional, sdo alterados segmentos curtos ligados ao dominio TMD, o qual por sua
vez altera o rearranjo da hélice transmembrana M3 e com isso desobstrui a abertura do canal
ionico (ERREGER, 2004; MAYER, 2006; HANSEN, 2007).

A helice M3 presente na subunidade GluN1 estd conectada ao segmento de
aminoacidos S2 do dominio LBD. Lu et al. (2017) sugerem que a hélice M3 pode ter sua
conformagao alterada por interferéncia do dominio ATD assimétrico da subunidade GluN2
e pela interface dos dominios ATD-LBD entre as subunidades GluN1 e GluN2A e entre
GluN1 e GIuN2B. O segmento de aminoacidos S2 da subunidade GluN1 pode ser
movimentado em direcdo ao dominio TMD em virtude do discreto contato entre 0 dominio
ATD da subunidade GIuN2B e GluN1 e consequéncia disso ¢ um deslocamento da hélice
M3 para fora do eixo do poro central (LU, 2017). Por este motivo a hélice M3 intermedia a
acdo da ligacdo de um agonista com o bloqueio do canal i6nico, pois quando o agonista se

liga ao sitio, a hélice M3 se movimenta e desobstrui o canal.
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A extremidade do /oop do poro, o qual esta proximo ao canal id6nico e tem como
fungdo selecionar a entrada de ions (MACKINNON, 1995), juntamente com a hélice M3,
forma uma cavidade piramidal, que provavelmente aprisiona o antagonista MK-801, que
apresenta em sua estrutura dois anéis aromaticos posicionados em dire¢do a hélice M3 das
subunidades GIuN2A e GIuN2B (LU, 2017). Foi constatado que o sitio ativo ¢ localizado
dentro da sequéncia de aminoacidos SYTANLAAF, posigoes 643-653 e 645-651 das
subunidades GluN1 e GluN2B respectivamente.

A velocidade de abertura e ativacdo do canal i6nico do receptor NMDA ¢ de
aproximadamente 10 ms (DZUBAY, 1996) e sua inativagdo pode acontecer em um periodo
de dezenas a milhares de milissegundos (ATTWELL, 2005; TRAYNELIS., 2010). Com o
canal i06nico aberto ocorre um fluxo de ions monovalentes (MACDERMOTT, 1986; LU,
2017) e principalmente o calcio (Ca*") (MAYER, 1987). O calcio promove sinais elétricos
e quimicos nas células pds-sinapticas (MACDERMOTT, 1986; LU, 2017) e desencadeia
uma cascata de transducdo de sinais dependentes de Ca®>" que controlam a intensidade de
neuroplasticidade e de conectividade neural (KHIZROEV, 2004; GRANGER, 2014).

O canal somente volta ao seu estado normal ap6s a fenda do dominio LBD abrir
permitindo a desligamento do agonista do sitio ativo. A abertura da fenda pode ser
ocasionada devido a ligagdo do préoprio agonista ao sitio de ligagdo; isso desencadeia uma
alteracao conformacional que diminui a sensibilidade do sitio ativo (SUN, 2002; JIN, 2003;

2005; HORNING, 2004; ARMSTRONG, 2006; WESTON, 2006).

2.2 EXCITOTOXICIDADE

A excitotoxicidade € provocada pela estimulacao excessiva por neurotransmissores,
o que pode acarretar dano ou morte celular. Ela pode ocorrer em eventos que caracterizem
um trauma no SNC, um quadro isquémico ou hemorragico, em que as cé¢lulas ficam privadas
de energia para manter a homeostase i6nica (LIPTON, 1998). O excesso de glutamato no
meio facilita a ativagdo do receptor NMDA, o qual permite o influxo de ions Ca** para dentro
da célula. Esse acumulo intracelular de Ca** pode causar um inchago osmotico, lise e morte
celular (LIPTON, 1998), ativando enzimas do tipo proteases, fosfolipases e endonucleases,
as quais podem danificar estruturas da célula, como as membranas ¢ o proprio DNA. As
mitocondrias também sdo prejudicadas, pois elas ndo suportam tamponar esse excesso de
Ca?", o que resulta na formacdo de espécies reativas de oxigénio (LIPTON, 1998). Os

neurdnios, que estdo carregados positivamente (despolarizados), promovem o desbloqueio



178

do canal i16nico ocasionado pelo magnésio, facilitando um maior influxo de ions pelo canal,
tornando o reestabelecimento da homeostasia ionica dificultada (ZEEVALK,1992;

KUSHNAREVA, 2005).

2.3  AGONISTAS, ANTAGONISTAS E MODULADORES DO RECEPTOR NMDA

O canal 16nico do receptor de NMDA pode ser modulado por vérias moléculas, e
os antagonistas seletivos para o GluN2B tém bastante importancia para o tratamento de
varias doengas neuroldgicas. Contudo eles podem também apresentar atividade nos
receptores de serotonina, receptores a-1- adrenérgicos, canais de potassio codificados pelo
gene hERG e canais de calcio (LYNCH, 1996).

Para reduzir estas atividades, foram desenvolvidos farmacos andlogos aqueles
utilizados em tratamentos neurologicos, mas com uma quantidade menor de atomos de
nitrogénio e um maior numero de oxigénio (KAWAI, 2007; MOSLEY, 2009), como o Ro
25-6981, a fenciclidina PCP-101 (FISCHER, 1997; TANIGUCHI, 1997, TAHIROVIC,
2008). Tais farmacos apresentam uma menor afinidade com os receptores a-1- adrenérgicos
e canais de potassio codificados pelo gene hERG, reduzindo os efeitos colaterais do
tratamento. (KAWAI, 2007; MOSLEY, 2009). Pesquisas demonstram que moléculas que se
ligam ao dominio TMD como a MK-801 e a memantina podem ser bastante benéficos em
tratamentos que envolvem distirbios relacionados a excitotoxicidade (ESPOSITO, 2011)

(FIGURA 19).
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FIGURA 19- FARMACOS UTILIZADOS EM TRATAMENTOS NEUROLOGICOS.
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Fonte: O autor (2020)

Os moduladores alostéricos que se ligam aos sitios ativos da por¢ao do dominio ATD
sdo capazes de regular a probabilidade de abertura do canal i6nico do receptor e sua
velocidade de fechamento, como por exemplo o zinco que se liga as subunidades GIuN2A e
GIuN2B, o ifenprodil que se liga a GluN2B e as poliaminas que se ligam a GIuN2B (YANG,
2011; CUBUKCU, 2014; IKEDA, 2012). Na por¢ao do dominio LBD os sitios ativos
também sdo destinados a moduladores alostéricos, agonistas ou antagonistas, capazes de
controlar a abertura do canal i6nico (GAJEK, 2012).

A fenciclidina (PCP) ¢ um antagonista ndo competitivo que se liga ao canal i6nico
associado ao receptor NMDA e o bloqueia, tornando-o impermeavel para os ions. Uma
desvantagem deste farmaco ¢ seu efeito colateral psicotomimético que provocou ataxia em
varios testes envolvendo animais. Por outro lado, nestes estudos foi constatado que o
antagonista ndo competitivo demonstra uma maior poténcia em bloquear as respostas
induzidas pelo NMDA in vivo e protege as células da morte nos casos de isquemia cerebral

(CHILDERS, 1990).
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Outro antagonista do receptor NMDA, mais potente que o PCP, ¢ o maleato de
dizocilpina (MK-801) o qual exerce uma atividade similar ao PCP, se liga a0 mesmo sitio
ativo (sitio ativo de alta afinidade ao PCP) ¢ evita a letalidade ¢ indu¢ao de morte celular
promovida pelo NMDA. Entretanto, estudos ainda ndo conseguiram distinguir entre a
habilidade destas substancias antagonizarem a acao dos NMDA e seus efeitos colaterais
provedores de ataxia (CHILDERS, 1990).

O MK-801, o PCP, a ketamina, o Mg?*, as poliaminas, a fenciclidina, derivados de
aminoadamantano, amantadina, memantina, pentamidina, dextrometorfano e seu metabolito
dextrorfano e a 9-tetra-hidroaminoacridina (TRAYNELIS, 2010) sdo classificados como
antagonistas bloqueadores ndo competitivos do canal id6nico e sdo bloqueadores voltagem
dependentes. Para que essas moléculas exergam o bloqueio ¢ necessario que um agonista
ative o receptor para que elas tenham acesso ao canal i6nico e se liguem ao seu sitio
alostérico (LIPTON, 2004), para entdo bloquear a atividade do receptor NMDA (NEELY,
1986; HUETTNER, 1988; KISKIN, 1989).

Em condigdes de pH acido ocorre um aumento da interagdo do MK-801 com o
receptor (DRAVID, 2007). Muitas vezes o MK-801 pode ficar preso no receptor e, deste
modo, ¢ chamado de “bloqueador de captura” (BRACKLEY, 1993; PARSONS, 1995;
BLANPIED, 1997; MAGAZANIK, 1997). Os bloqueadores do receptor NMDA tém a
vantagem de ndo interferir na transmissdo sinaptica, porém ¢ observado que, quando a
hiperativagao do receptor ocasionada por alguma patologia neuroldgica diminui, ocorre um
beneficio terapéutico (CHEN, 2006). Derivados de amantadina com uma estrutura maior
(ANTONOV, 1996; 1998) e tetrapentilamonio também sdo bloqueadores e aparentemente
se ligam na mesma cavidade dos bloqueadores de captura, contudo, eles impedem o
fechamento do canal devido ao seu tamanho (TRAYNELIS, 2010).

A memantina tem habilidade para se ligar em diversos sitios ativos, como um sitio
localizado na superficie, préximo a extremidade extracelular do poro na subunidade
GluN1/GIuN2A. Estudos sugerem que esta ligacdo garante que o canal idnico ndo seja
fechado completamente (SOBOLEVSKY, 1998a; 1998b; BOLSHAKOV, 2003).

A maioria dos bloqueadores s3o pouco ou ndo seletivos, com valores de
especificidade 10 vezes menores para subtipos de GluN2 (YAMAKURA, 1993). Por outro
lado, os bloqueadores derivados de aril-poliamina, como o Nl-dansil-espermina e
tribenziltriamina TB-3-4, demonstram possuir alta poténcia e seletividade, visto que seu ICsg
(concentracdo inibitoria 50%) é quarenta vezes menor em GluN2A quando comparado ao

GIluN2D nos receptores NMDA (CHAO, 1997; IGARASHI, 1997; JIN, 2007).
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Na tentativa de melhorar a acdo de bloqueadores, foi testada a substitui¢ao de duas
aminas secundarias na por¢ao de poliamina por um oxigénio ou metileno e o resultado foi a
perda de atividade do receptor. Contudo, a substitui¢do de apenas um nitrogénio por um
metileno resultou em um aumento de 100 vezes na eficiéncia do bloqueador no receptor
NMDA (MELLOR, 2003).

O dextrometorfan também € um antagonista ndo competitivo do receptor NMDA.
O sitio ativo ao qual ele se liga provavelmente ¢ diferente daquele utilizado pelo PCP e MK-
801. Este farmaco apesar de apresentar uma eficiéncia menor em comparacao ao PCP e MK-
801, apresenta uma melhor eficacia em relagdo a sua atividade antagonista versus efeito
colateral (ataxia). Ao ser metabolizado pelo organismo humano, este farmaco € transformado
em dextrorfan; estudos sugerem que se ele se liga a0 mesmo sitio ativo que o PCP e 0 MK-
801 e, a partir deste fato, a ocorréncia de ataxia em pacientes pode ser levada novamente em
questao (CHILDERS, 1990).

Pesquisas demonstraram que as conantoquinas apresentam entre 17 e 27
aminoacidos, sem ligacdes dissulfeto e varios residuos de y-carboxiglutamato e podem se
comportar como antagonistas competitivos € nao competitivos nos receptores NMDA
(PROROK, 2007). Estudos indicam que a conantoquina-G, além de se ligar ao sitio ativo da
subunidade GluN2, também pode se ligar ao residuo Met-739 localizado fora do sitio ativo,
mas dentro da regido S2 do dominio LBD (TEICHERT, 2007). O etanol foi identificado
como um antagonista ndo competitivo dos receptores NMDA (CHEN, 1998; KANEMITSU,
2003; OZ, 2004), entretanto a dose exigida para que o efeito seja terapéutico esta acima do
limite considerado toxico (OTTON, 2009).

O ifenprodil ¢ um antagonista ndo competitivo, voltagem independente, que se liga
parcialmente ao dominio ATD da subunidade GluN2B do receptor de NMDA, podendo
inibir sua atividade em até 90% apresentando eficiéncia maior em GluN1/GluN2B em
comparagdo ao GIluNI1/GluN2A/GIuN1/GluN2B (WILLIAMS, 1993; HESS, 1998;
HATTON, 2005).

O inibidor alostérico Ro 25-6981 se liga em uma area de interface do receptor
(MEYERSON, 2014; SOBOLEVSKY, 2009, KARACAS, 2014; LEE, 2014); e sugere-se
ser necessario que ocorra uma alteracao tanto na conformacao da estrutura do dominio ATD
como na estrutura do dominio LBD para que haja a ativagao do receptor NMDA (REGAN,
2015; KARACAS, 2014; LEE, 2014), como ilustra o estudo da estrutura do dominio ATD
complexada ao zinco (2009) ou ao Ifenprodil (2011), de autoria de Karacas, em que a

subunidade GIuN2B se encontra em uma conformacao fechada (KARACAS, 2014; LEE,
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2014; LARAKAS 2009; KARACAS 2011), representando uma conformagdo inibida
(TAJIMA, 2016).

Uma das fungdes do dominio ATD ¢é controlar a abertura do canal i6nico e a
velocidade de sua inativagdo (GIELEN, 2009; YUAN, 2009), além de possuir sitios ativos
para moduladores alostéricos, como o zinco que se liga a GIuN2A e GluN2B e o ifenprodil
e poliaminas que se ligam a GIluN2B (KARAKAS, 2009; 2011; MONY, 2011) e regulam a
atividade do canal i6nico do receptor (ZHU, 2015).

Além da inibi¢do promovida por antagonistas, ¢ sabido que prétons também podem
inibir a abertura do canal i6nico do receptor (TRAYNELIS, 1990), logo o pH basico pode
interferir e estabilizar o dominio ATD da subunidade GluN2A, de modo que o canal i6nico
permanega fechado, mesmo sem a ligacao de algum antagonista (LU, 2017).

O sitio ativo para glicina esta presente no dominio LBD, subunidade GIuN1, e o
glutamato se liga a subunidade GluN2 (FURUKAWA, 2005; KARAKAS, 2014;
KARAKAS, 2011; LEE, 2014). Tanto a glicina quanto demais agonistas, como serinas ¢
alaninas, se ligam na regiao da fenda, entre os segmentos de aminoacidos S1 e S2. A ligacao
da glicina com a subunidade GluN1 ocorre por meio de seu grupo a-carboxil o qual forma
pontes de hidrogénio com os residuos Arg-522, Thr-518 e Ser-688 do sitio ativo; e do grupo
de amino, que interage com o oxigénio carbonilico da Pro-516, com o oxigénio carboxilico
do Asp-732 e com a hidroxila da Thr-518 (FURUKAWA, 2003).

Na subunidade GluN2A o sitio de ligacao do glutamato interage com o grupo o ¢
y-carboxilato do agonista via residuo Arg-518 e Tyr-730, respectivamente (TRAYNELIS,
2010, FURUKAWA, 2005). No dominio LBD da subunidade GIuN2A o sitio ativo esta
localizado na regido do residuo Asp-731. Visto que o Asp-731 apresenta um grupo metileno
muito curto, para o grupo a-amino do agonista glutamato interagir com o receptor, ele forma
ligacdes de hidrogénio com os residuos Glu-413 e Tyr-761 (WILLIAMS, 1996; LAUBE,
2004; CHEN, 2005). Quando um neurotransmissor agonista se liga ao dominio LBD, este
desencadeia uma alteragdo consideravel na conformacao do receptor NMDA, incluindo um
fechamento de parte da estrutura com dois lobulos. Esta conformagao é necessaria para a
abertura ou fechamento do canal idnico do receptor NMDA (ARMSTRONG, 1998;
FURUKAWA, 2005; MAYER, 2005) e sabe-se que na presenca de agonistas, o receptor
NMDA se encontra no estado ativo, o que pode desencadear a abertura de seu canal 16nico
(TAJIMA, 2016).

Existem sitios ativos para moduladores alostéricos na subunidade GIuN2 e as

mudangas conformacionais ocasionadas pela ligacdo destes moduladores se propaga do
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dominio ATD para o dominio LBD através da conexao existente entre os dois dominios. Em
receptores tri-heteroméricos sao observadas numerosas interagdes entre os dominios ATD e
LBD das subunidades GluN1/GluN2A, o que consequentemente facilita a transducdo de
qualquer movimento ocorrido no dominio ATD até o dominio TMD e ocorre uma maior
influéncia na modulacao do canal i6nico (GIELEN, 2009; HANSEN, 2010; FURUKAMA,
2012).

O mesmo fendmeno ndo ¢ observado nas subunidades GluN1 e GIuN2B, visto que
o dominio ATD ¢ separado do dominio LBD por uma fina camada de solvente. Por este
motivo estudos demonstram que os receptores tri-heteroméricos sdo mais sensiveis aos
moduladores especificos da subunidade GIuN2A em compara¢do aqueles com
especificidades para as subunidades GIuN2B (HANSEN, 2014; STROEBEL, 2014).

Pesquisas afirmam que a ligagdo de moduladores de feniletilamina ao seu sitio ativo
localizado no dominio ATD, promovem altera¢des na interface entre os dominios ATD das
subunidades GIuN e estas alteragdes repercutem ao longo do receptor (LU, 2017). Segundo
pesquisas, a ligagao de feniletilamina no dominio ATD induz o dominio ATD da subunidade
GIuN2 a fechar e isto faz com que ele fique mais préximo do dominio ATD da subunidade
GIuN1. Estas alteragdes s3o menos observadas na subunidade di-heteromérica
GIluN1/GluN2B (ZHU, 2016; TAJIMA, 2016).

Na auséncia do inibidor zinco ou em pH basico, o dominio ATD da subunidade
GluN2A adota uma conformagao fechada, mas quando o Ro se liga ao dominio ATD, sua
conformagdo varia entre aberta e fechada (LU, 2017). O dominio ATD da subunidade
GIluN2A e o 16bulo R1 do dominio ATD da subunidade GIluN1 interagem intensamente,
fazendo com que as modificagdes conformacionais acontecam com maior intensidade na
subunidade GIuN1 em comparagdo a GluN2B (LU, 2017). A presenca de duas subunidades
GIluN2 em um receptor faz com que haja uma maior diversidade de estrutura e fungdes, com
maiores potencias para sinalizar sinapses quimicas e possui uma maior probabilidade de ser
alvo potencial para agentes terapéuticos (LU, 2017).

O antagonista competitivo, acido 5,7-diclorocinurénico (DCKA) se liga ao
segmento de aminoacidos S1 do dominio LBD e seu carboxilato forma uma ligagdo de
hidrogénio com os residuos Thr-518 e Arg-523 enquanto o grupo amino forma uma ligacao
de hidrogénio com o residuo Pro-516; interacdes de Van der Waals sdo observadas entre os
residuos dos anéis aromaticos do Trp-731 e Phe-408 e os atomos de cloro do DCKA
(BARON, 1991; FURUKAWA, 2003). Quando o antagonista competitivo se liga ao

dominio LBD de GluN2B ocorre uma mudanca conformacional interrompendo a conexao
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normalmente existente entre os dominios ATD e LBD, consequentemente desconectando o

agonista de seu sitio ativo (ZHU, 2016).

2.4 ISOPAVINAS

As isopavinas sdo classificadas como alcaloides isoquinolinos derivados de plantas
da familia Papaveraccae (MATUROVA, 1966) e apresentam em comum a tetra-
hidroisoquinolina na regido central de suas estruturas (WEBER, 1992; CHILDERS, 1990).
As primeiras estruturas de isopavinas a serem determinadas foram as das amurensinina e
amurensina, e também foi verificado que a (-)-amurensinina ¢ a (-)-amurensina na forma nao
fendlica, apos sofrer metilagdo. A estrutura genérica das isopavinas pode ser vista na

FIGURA 20 e exemplo delas sao mostradas na FIGURA 21 (TAMBAR, 2006).

FIGURA 20- ESTRUTURA GERAL DAS ISOPAVINAS.
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FONTE: O autor (2019)

Estudos demonstram que as isopavinas podem apresentar atividade bioldgica
importante no tratamento de doencas de desordem neuroldgica, como a sindrome de Down,
o Alzheimer, coreia de Huntington, esclerose lateral amiotréfica (ELA), deméncia senil,
acidente vascular cerebral, epilepsia e atrofia olivo-ponto-cerebelar (WEBER, 1992;
CHILDERS, 1990), pois elas sdo consideradas antagonistas ndo competitivos ou
bloqueadores ndo competitivos do complexo receptor especifico N-methyl-D-Aspartato

(NMDA) associado ao canal ionico (CHILDERS, 1990).
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FIGURA 21- EXEMPLOS DE ISOPAVINAS DERIVADAS DE PRODUTOS NATURALIS.
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2.5 AMURENSININA

A amurensinina (C2o0H21NO4), ntimero de registro CAS 343934-15-6, ¢ um
alcaloide que foi descoberto ao ser sintetizado por acidente. Em 1955, o pesquisador Guthrie
e colegas de pesquisa promoveram a reacao de uma pirrolina com um composto cristalino e
submeteram a um tratamento com acido sulfirico e aminoacetal, obtendo a amurensinina,
até entdo ndo classificada como tal (GUTHRIE, 1955). Mais tarde, Battersby e Yeowell
revisaram a estrutura e a classificaram como uma isopavina (SCHOPF, 1949; BATTERSBY,
1955; BATTERSBY, 1958). Anos mais tarde, a amurensinina foi isolada da planta
Meconopsis napaulensis (SLAVFK, 1976) e identificada por meio da comparagdo com o sal
de amurensinina (SLAVFK, 1977).

Além da amurensinina ser encontrada em espécies de Meconopsis (SLAVFK,

1977), ela ja foi identificada nas espécies de plantas Papaver alpinum, Papaver tatricum,
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Papaver pyrenaicum, Papaver suaveolens, e de algumas variedades de Papaver nudicaule
(BOIT, 1959; BOIT, 1960; MATUROVA, 1962; 1966).

A estrutura da amurensinina apresenta um grupo metilenodioxi e um grupo N-metil
(SANTAVY, 1966), mantendo a caracteristica de estrutura com nucleo de tetra-
hidroisoquinolina tetraciclica (BOIT, 1960; GOZLER, 1983). Por meio do espectro de
ressonancia magnética nuclear (RMN), foram observados quatro protons aromaticos: dois
na posi¢ado para (6 3,27) e dois na posicao orto (6 3,37 € & 3,47), um quarteto para representar
o grupo metilenodioxi (8 4,07, 6 4,10, & 4,15 e & 4,17), um singleto para representar o grupo
N-metil (6 7,50) e multiplos sinais para representar 6 outros prétons. Além deles, foram
observados picos para representar dois grupos metoxis (6 6,14 ¢ 6 6,22).

Ao analisar espectros de infravermelho (900-800 cm™'), Santavy (1966) detectou a
presen¢a de um anel aromatico (A) substituido nas posig¢des 1, 2, 4 e 5 e outro anel aromatico
(B) tetra substituido nas posi¢des 1, 2, 3 e 4 na estrutura da amurensinina, € presumiu que se
o0s sinais representantes dos protons aromaticos na posi¢ao para forem sobrepostos, o grupo
metilenodioxi esta ligado ao anel aromatico A.

Carrillo (1997) desenvolveu uma proposta simples de sintese da amurensinina a
partir de 1,2-diariletilamina quiral, na qual se obtém a amurensinina pura. Em 2006, Tambar
propds uma retrossintese da sintese convergente e enantioseletiva da amurensinina através
de reagdes seletivas de insercao de ligagdes C-H e C-C, na qual a diazocetona faz parte da
sintese como um intermedidrio. Segundo o autor, a retrossintese tem seu inicio ao
desconectar o atomo de nitrogénio de um dos carbonos da estrutura e consequentemente
deixando o hidroxi-éster vulneravel. Com esta desconexdo a hidroxila ligada ao ciclo-
heptano pode ser acessada pelo ceto-éster. Esta estrutura reage facilmente em uma reagdo
intramolecular para inser¢do de ligacdo C-C a qual envolve alquilagao de acil de arinos.

Tambar também deduziu a partir destas informagdes que o arino e o -cetoéster
(diazocetona) s@o as provaveis substancias para a reacao de inser¢ao de ligacdo de carbonos,
e que a diazocetona foi gerada através de uma reagdo de inser¢do de ligagdo C-H. Esta reagdo

esta ilustrada na FIGURA 22.
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FIGURA 22- ESQUEMA DE RETROSSINTESE PARA A OBTENCAO DA AMURENSININA.
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O

Em 2008, Shyam, et al demonstrou a sintese da amurensinina a qual envolve uma

diazocetona e a insercao intramolecular de C-H (FIGURA 23).

FIGURA 23- SINTESE DA AMURENSININA.

Rh,(OAC), \\o 0 ° Hy CH,
CH Cl, < | /
0 10 etapas o] o
N —
o= —
o~ b
H4C

Diazocetona Amurensinina
FONTE: Adaptado de SHYAM (2008)

2.6 DOCAGEM MOLECULAR

A docagem molecular (molecular docking) ¢ um método computacional utilizado
para prever tridimensionalmente quais sdo os possiveis locais de interacao entre um ligante
e um receptor, e qual ¢ a natureza destas possiveis ligagdes, bem como sua afinidade e
conformagdo, a fim de definir qual ¢ o melhor modo de ligagdo (MORRIS, 2008).

Este método apresenta grande importancia para o desenvolvimento de novos
farmacos, pois por meio dele ¢ possivel estudar o tipo de estrutura-atividade, otimizar o
desenho de um farmaco, encontrar um farmaco candidato por varredura virtual em bancos
de dados de proteinas e ligantes, entre outras aplicacdes (MORRIS, 2008). Alguns softwares

existentes para realizar a docagem molecular sdo: AutoDock (http://autodock.scripps.edu),
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DOCK (dock.compbio.ucsf.edu; FlexX), GOLD
(http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/lifesciences/gold/) e ICM
(http://www.molsoft.com/docking.html).

Atualmente a docagem molecular ¢ frequentemente utilizada por grupos de
pesquisa e esta presente em diversos artigos cientificos, sendo utilizada como ferramenta
para prever ou confirmar ancoragem entre ligantes e receptores e outras propriedades
estruturais pertinentes. Visto o variado numero de softwares que executam o docking, e
levando em consideracdo que eles geram uma previsdo de interagdes moleculares, ¢ sugerido
que os pesquisadores validem o método, seja através da utilizagdo de mais de um software
ou pela realizagdao da docagem molecular entre um receptor e seu ligante que ja possuem sua
estrutura de interagdo, resolvida experimentalmente, depositada em bancos de dados de
estruturas e observar se a ancoragem realizada confere com os dados obtidos via
cristalografia. Um dado importante que revela a qualidade da docagem molecular é o desvio
da raiz quadrada média (RMSD) das coordenadas cartesianas dos atomos do ligante com as
conformagdes cristalograficas ancoradas (MORRIS, 2008).

Para realizar o docking sdao necessarias as estruturas tridimensionais do receptor e
do ligante. Estas estruturas podem ser encontradas em bancos de dados, como o Protein Data
Bank (PDB), o qual coleciona varios tipos de proteinas cristalizadas, o ZINC15 e Binding
MOAD que sdo bancos de dados de compostos quimicos, entre eles, ligantes. Tanto o
receptor quanto o ligante sdo preparados e entdo ¢ realizada a docagem molecular, na qual
poderdo ocorrer diferentes tipos de ancoramento com diferentes graus de afinidade (/bidem).

O software pode utilizar funcdes de avaliacdo empirica, levando em consideragdo
a forca de campo ou baseado em dados registrados. Ambos os métodos de pesquisa podem
ser divididos em duas categorias: estocastico e sistematico. O sistematico ¢ determinista, ou
seja, realizando a pesquisa em espacos determinados, contudo tem a sua qualidade
dependente da granularidade da amostra no campo pesquisado; e o estocastico realiza
alteragOes aleatdrias nas varidveis e prioriza um critério determinado pelo usudrio, portanto
o resultado pode variar (MORRIS, 2008; SOUZA, 2006). Esses métodos de pesquisa podem
ser considerados globais ou locais. Este segundo tera como base o local mais proximo ou de
energia minima a conformacdo atual, enquanto o método global pesquisa, sem restri¢des
espaciais, onde hd uma energia minima. Estudos tém empregado um método hibrido de

pesquisa, englobando a técnica local e global (MORRIS, 1998).
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2.7 PREPARO DO RECEPTOR

A qualidade do docking vai depender da homologia do modelo do receptor e o
preparo deste ¢ extremamente necessario, os hidrogénios devem ser adicionados, pois eles
nao ficam explicitos quando submetidos a cristalografia de raios X; as moléculas de agua
presentes devem ser retiradas, como também os ligantes que possam interferir na ancoragem

molecular (BATISTA, 2018).

2.8 PREPARO DO LIGANTE

O ligante pode apresentar ligacdes flexiveis em sua estrutura e diferentes pontos de
torgdes. Visto que diferentes conformacgdes do ligante geram um nimero maior de
possibilidades de conférmeros, o tempo demandado para o docking serd maior, assim como
sua complexibilidade na pesquisa por sitios ligantes (MULAKALA, 2006; LAEDERACH,
2005; ROCKEY, 2000).

Apos a realizacdo da docagem molecular, os resultados devem ser analisados
levando em consideragdo a complementaridade quimica entre ligante e receptor, a qualidade
e veracidade das ligagdes formadas, as possiveis interagdes entre as cargas de um grupo do
ligante com cargas opostas de cadeias laterais do receptor, ou mesmo a presenca de grupos
hidrofobicos em uma das estruturas, a comparagdo com as interacdes realizadas por este
mesmo ligante e mesmo receptor cristalizados, os valores de RMSD ¢ considerado
satisfatorio quando ndo excede 2A (MORRIS, 2008). Uma das tendéncias da docagem é
encontrar regides no receptor onde haja possibilidade de ligagdo do ligante que envolva
menor quantidade de energia, o que nao significa que tal regido seja um sitio ativo

(MORRIS, 2008).
2.9 PROGRAMAS
2.9.1  AutoDock Tools
O AutoDock Tools € um programa computacional disponivel gratuitamente no qual
os arquivos de estrutura tridimensional de receptor e do ligante sdo configuradas para o

processo de docagem. Neste programa ¢ possivel remover moléculas ndo pertencentes a

estrutura do receptor estudado, como também adicionar hidrogénios faltantes. No AutoDock
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Tools ¢ definido o posicionamento e dimensdes do Grid (grade), que delimita a regido do
receptor para a qual o programa calculara a possibilidade de o ligante interagir de forma
estavel. Quando ndo ha informag¢ao conhecida sobre o possivel local de interacao do ligante,
as dimensdes do Grid devem incluir todo o receptor. Quando hé conhecimento prévio da
localizagdo do sitio de ligagdo, ¢ possivel determinar o Grid apenas na regido de ligagao.
Com o encaixe concluido, ¢ possivel visualizar a interacdo em formato tridimensional
(PINES, 2019).

O AutoDock Tools requer cargas atdmicas parciais ao ligante, visto que ele utiliza
um modelo de 4&tomo unido para o receptor e ligante e por isso, apenas ligagdes polares de
hidrogénio sdo visualizadas, visto que o software ¢ calibrado com cargas de Gasteiger para
ambos ligante e receptor (GASTEIGER, 1978).

A fungdo de pontuacdo deste software usa como principio o campo de forca da
mecanica molecular AMBER (CORNELL, 1995) e mais dois termos: visto que ocorre perda
de entropia conformacional na ligacdo, ¢ adicionado um termo empirico com a finalidade de
corrigir esta perda (MORRIS, 1998; HUEY, 2007) e ocorre mudanca de energia livre de
solvatacao na ligacao, logo um outro termo ¢ adicionado para corrigir esta alteracao (HUEY,

2007).

2.9.2  AutoDock Vina

O programa AutoDock Vina ¢ utilizado para processar a docagem molecular entre
um receptor e um ligante. O software funciona por comando DOS e obedece aos parametros
determinados pelo operador da docagem. Ele analisa com precisdo as diferentes formas de
como e onde o ligante pode se ligar ao receptor e calcula o grau de afinidade, em Kcal/mol,
de cada possivel interagdo. FEle foi projetado e desenvolvido pelo Dr. Oleg Trott no

Laboratério de Graficos Moleculares do Instituto de Pesquisa Scripps (PINES, 2019).

2.9.3  Software de visualiza¢do

A ancoragem molecular realizada pelos programas AutoDock Tools e Gold Suite
pode ser analisada pelos programas de visualizagdo PyMol e BIOVIA Discovery Studio,
programas onde se pode visualizar o complexo ligante-receptor e suas caracteristicas
proprias e as resultantes da docagem, como as diferentes formas de ancoragem do ligante no

receptor e as ligagdes intermoleculares envolvidas. Por estes programas € possivel analisar
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entre as ancoragens obtidas, qual delas apresenta maiores interagdes previamente previsiveis
e um numero maior de ligagdes intermoleculares com residuos do sitio ativo importantes
para a efetivacdo da ancoragem molecular (BATISTA, 2018), e a partir desses dados propor
um complexo ligante-receptor com caracteristicas provavelmente bem proximas da

realidade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Hardware

Para a realizacdo do estudo, foi utilizado um computador com processador Intel®
Core™ 17-2630, 4 nucleos, 8 processadores logicos, 2.0 GHz, 8 GB RAM, com sistema

operacional Windows 10 Home.

3.1.2  Softwares/ programas/ banco de dados

Os softwares utilizados foram: ACD/Schemsketch™ (Freeware 2017.2.1)
(ACD/CHEMSKETCH, 2017), AutoDock Tools 1.5.6 (SOLOMON, 2008), AutoDock Vina
(TROTT; OLSON, 2010), PyMol version 0.99 (DELANO, 2002), MarvinSketch 19.19
(CHEMAXON, 2019), BIOVIA Discovery Studio 2019 (Dassault Systémes BIOVIA,
2019).

O banco de dados utilizado foi o Protein Data Bank (PDB), um banco de dados
publico online de estruturas tridimensionais resolvidas experimentalmente, disponivel em

https://www.rcsb.org.

3.1.3  Estruturas quimicas

As estruturas quimicas estudadas foram os ligantes amurensinina e o ifenprodil € o
receptor NMDA GIuN1A/GIuN2B (PDB 4PES) de Rattus norvergicus (FIGURA 24). A
estrutura 4PES5 foi selecionada por se tratar do canal di-heterométrico GluN1A/GIuN2B, ao
qual o ifenprodil especificamente se liga e por este receptor pertencer a um organismo

mamifero.
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FIGURA 24- ESTRUTURAS QUIMICAS ESTUDADAS.

Ligantes

N

HO OH

Amurensinina Ifenprodil

Receptor

Receptor NMDA GluN1A/GluN2B (PDB 4PES5)

FONTE: Ligantes: O autor (2019). Receptores: PDB (2014).
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3.2 METODOS

3.2.1  Preparo do receptor NMDA GIuN1A/GluN2B (PDB 4PES) para docagem

O arquivo referente a estrutura tridimensional do receptor NMDA
GIuN1A/GIuN2B (PDB 4PES5) foi obtido no website do Protein Data Bank (PDB):
https://www.rcsb.org/ na extensdo .pdb e preparado para docagem utilizando o programa
AutoDock Tools. O provavel sitio de interagdo da amurensinina no receptor esta localizado
na cadeia B (sitio de ligacao do ifenprodil), deste modo as cadeias A, C e D foram deletadas,
bem como os ligantes presentes no receptor.

As moléculas de dgua provenientes da técnica de cristalizagdo para resolucdo da
estrutura por difracdo de raios X também foram removidas nesta etapa, visto que elas nao
pertencem a molécula e podem interferir na docagem. Posteriormente foram adicionados
atomos de hidrogénios faltantes ao receptor, dado que o software ndo os detecta. O arquivo
final foi salvo com a extensao .pdbqt.

A etapa seguinte foi a determinacao da localizacao e das dimensdes do Grid (caixa
virtual que delimita a regido onde o ligante realizara as possiveis interacdes com receptor).
Para a simula¢do da docagem foi considerado o dominio ATD da cadeia B do receptor, onde
estéd localizado o sitio de ligag@o do ifenprodil. Os dados de dimensao e localiza¢ao do Grid
foram salvos em um arquivo com a extensao .txt.

Para a validacdao da docagem, o ifenprodil foi docado na regido do dominio ATD
do receptor NMDA GIuN1A/GIuN2B (PDB 4PES5). O receptor foi preparado da mesma
forma observada nas docagens anteriores deste estudo e as dimensdes do Grid foram as
mesmas, com o objetivo de limitar a regido ATD do receptor.

Apos o processamento das informagdes e a conclusdao dos processos de docagem
molecular, os dados foram analisados nos programas PyMol e BIOVIA Discovery Studio

para visualiza¢ao do complexo formado e suas possiveis conformacdes ¢ interagdes.

3.2.2  Preparo dos ligantes para a docagem molecular

A estrutura tridimensional da amurensinina (ligante) nao foi encontrada nos bancos

de dados publicos de estruturas quimicas, deste modo ela foi desenhada tridimensionalmente

hTM

via programa ACD/Schemsketc e salva em um arquivo com extensdo .mol. Para a

docagem este arquivo foi convertido para .pdb por meio do programa PyMol, extensao



195

reconhecida pelos programas de docagem utilizados. O calculo para a predi¢ao do estado de
protonacao da amurensinina foi realizado por meio do programa MarvinSketch.

O ligante foi preparado para a docagem molecular no programa AutoDock Tools,
o qual detectou os pontos de tor¢do da molécula e realizou o calculo do angulo das torc¢des.
O arquivo da estrutura do ligante foi salvo na extensao .pdbqt.

Para realizar a docagem molecular foi gerado um comando com as informacgdes do
receptor, do ligante e das dimensdes do Grid para o programa AutoDock Vina. Apos o
processamento das informagdes e a conclusdo dos processos de docagem molecular, os
arquivos obtidos foram analisados nos programas PyMol e BIOVIA Discovery Studio. Para
realizar a validagao do método, o ifenprodil foi obtido e preparado da mesma maneira que a

amurensinina.



196

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREDICAO DO ESTADO DE PROTONACAO MAIS ADEQUADO PARA O
LIGANTE

Sabendo que os receptores NMDA funcionam normalmente em pH fisioldgico de
7,0 a 7,4 (WILLIANS, 2009), e que em casos em que ocorre uma injiria no cérebro ou o
paciente ¢ portador de uma doenca neural, como o Alzheimer, este pH pode diminuir
tornando o ambiente dcido (NEDERGAARD, 1991; PRASAD, 2018), foi considerado que
o pH poderia variar entre o pH fisioldgico e um pH mais acido.

O célculo para a predi¢ao do estado de protona¢do da amurensinina foi realizado
por meio do programa MarvinSketch e foi observado que ela se encontra predominantemente
protonada em pH <7,6 e predominantemente niao protonada em pH > 7,8 na temperatura de
298 K (FIGURA 25).

Foram realizadas docagens moleculares considerando os dois estados de
protonacao do ligante, visto que em pH 7,2 a porcentagem de amurensinina protonada e ndo
protonada € em torno de 73% e 27%, respectivamente, conforme a TABELA 6. As estruturas

da amurensinina nao protonada e protonada estdo presentes na FIGURA 26.
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FIGURA 25- ESTADO DE PROTONACAO DO LIGANTE AMURENSININA.

LEGENDA: linha laranja: amurensinina em seu estado fundamental; linha verde: amurensinina protonada.
FONTE: O autor (2019)
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FIGURA 26- ESTRUTURA DA MOLECULA DE AMURENSININA

LEGENDA: A: ndo protonada; B: protonada.
FONTE: O autor (2019).

TABELA 6- ESTADO DE PROTONACAO DA AMURENSININA DE ACORDO COM A VARIACAO
DE pH, A TEMPERATURA DE 298 K.

pH % Amurensinina % Amurensinina protonada

5,60 0,72 99,28
5,80 1,14 98,86
6,00 1,80 98,20
6,20 2,82 97,18
6,40 4,40 95,60
6,60 6,79 93,21
6,80 10,36 89,64
7,00 15,48 84,52
7,20 22,49 77,51
7,40 31,50 68,50
7,60 42,16 57,84
7,80 53,60 46,40
8,00 64,68 35,32
8,20 74,37 25,63
8,40 82,14 17,86
8,60 87,94 12,06

FONTE: O autor (2019).

42 VISUALIZACAO E ANALISE DO PREPARO DO RECEPTOR E DA DOCAGEM
MOLECULAR ENTRE O RECEPTOR NMDA E OS LIGANTES

4.2.1  Receptor NMDA GIluN1A/GIluN2B (PDB 4PES)

A docagem molecular foi realizada entre a cadeia B do receptor NMDA

GluN1A/GIuN2B (PDB 4PE5) ¢ o ligante amurensinina. Na FIGURA 27 ¢ possivel observar



199

que a sobreposicao entre a cadeia B docada e a cadeia B original (arquivo do PDB integro)
deixa proeminente apenas os ligantes que foram removidos propositalmente da cadeia B
antes de ser realizada a docagem molecular. Na FIGURA 28 ¢ possivel observar a
localizagdo dos atomos de hidrogénios que foram acrescentados a cadeia B utilizada no

processo de docagem.

FIGURA 27- SOBREPOSICAO ENTRE A CADEIA B DO RECEPTOR NMDA GLUN1A/GLUN2B APOS
REALIZADA A DOCAGEM MOLECULAR E A CADEIA B ORIGINAL (PDB 4PE5S).

FONTE: O autor (2019).
LEGENDA: cadeia B do receptor NMDA GLUNI1A/GLUN2B (em azul), cadeia B original (PDB 4PES5) (em
vermelho).
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FIGURA 28- SOBREPOSICAO ENTRE A CADEIA B ORIGINAL (PDB 4PE5) DO RECEPTOR NMDA
GLUNIA/GLUN2B E A CADEIA B COM ACRESCIMO DE HIDROGENIOS PARA A

DOCAGEM MOLECULAR.

FONTE: O autor (2019).
LEGENDA: receptor NMDA GLUNI1A/GLUN2B (em vermelho) e a cadeia B com acréscimo de
hidrogénios para a docagem molecular (em azul).

A TABELA 7 apresenta dados referentes a interagdo entre o receptor NMDA e o
ligante amurensinina. O programa Autodock Vina libera como resultado, nove
possibilidades de conférmeros (conformagdes estruturais resultantes da interagdo receptor-
ligante) com os valores de RMSD e de afinidade de interacdo. Foram usados niimeros de
pontos do Grid nas dimensdes x= 126; y= 126; z= 126, com as coordenadas: x= 6.778; y=
20.361; z= 8.222 para determinar o espaco para a realizacdo da docagem molecular. O modo
1 ¢ o indicado pelo programa como conférmero obtido mais plausivel, de acordo com o
algoritimo utilizado e valor de RMSD=0. Logo, para o ancoramento da amurensinina nao
protonada e amurensinina protonada na regido do sitio de ligacdo do ifenprodil, foram
obtidos valores de energia iguais a -7,9 Kcal/mol e -8,1 Kcal/mol, respectivamente. Esses
valores sdo representativos de afinidade de ligacdo e indicam, no caso em questdo, a
conformag¢do do ligante que interage com maior afinidade com o receptor. Para melhor
analisar os dados, o programa atribui nimeros aos atomos dos ligantes para identifica-los

(FIGURAS 29 ¢ 30).
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TABELA 7- DADOS REFERENTES A AFINIDADE DO LIGANTE AMURENSININA COM O
RECEPTOR, CALCULADOS PELO PROGRAMA AUTODOCK VINA.

Amurensinina nio protonada Amurensinina protonada
Afinidade Distancia a partir do Afinidade Distancia a partir do
Modo (Kcal/mol) modo que apresenta (Kcal/mol) modo que apresenta
melhor afinidade melhor afinidade
Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior
(RMSD) (RMSD) (RMSD) (RMSD)
1 -7,9 0,000 0,000 -8,1 0,000 0,000
2 -7,3 26,675 29,344 -1,7 2,407 3,529
3 -6,7 50,305 52,373 -1,7 12,757 16,149
4 -6,6 13,234 14,947 -7,5 3,414 4,842
5 -6,4 34,525 36,623 -7,2 11,414 13,944
6 -6,3 14,751 16,411 -7,2 3,575 5,373
7 -6,0 34,369 37,025 -7,0 4,251 6,104
8 -5,9 26,717 28,490 -6,9 6,316 8,500
9 -5,9 26,564 28,984 -6,8 32,233 34,072

FONTE: O autor (2019).

FIGURA 29- IDENTIFICACAO NUMERICA DOS ATOMOS DA NUMERACAO AMURENSININA. OS
ANEIS FORAM IDENTIFICADOS COMO A E B.

FONTE: O autor (2019).
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FIGURA 30- IDENTIFICACAO NUMERICA DOS ATOMOS DO IFENPRODIL. OS ANEIS FORAM
IDENTIFICADOS COMO A, B e C.

FONTE: O autor (2019).

A afinidade e detalhes das interagdes da amurensinina ndo protonada e do ifenprodil
na regido do dominio ATD podem ser observados nas FIGURAS 31, 32 e 33 e nas
TABELAS 8 ¢ 9, onde estao citados os tipos de interagdo entre os ligantes e o receptor. Para
termos de verificacdo as interagdes do ifenprodil com o receptor foram comparadas por meio
dos programas Discovery Studio Visualizer e PyMol com aquelas registradas no PDB.

O ifenprodil e a amurensinina ndo protonada apresentaram interagcdes com residuos
da regido do dominio ATD, a qual estd limitada entre o residuo 27 e o residuo 405
(KARAKAS, 2014). Além disso, ambos ligantes interagiram com residuos de tirosina,
fenilalanina, leucina e prolina. Foi observado que os programas PyMol e Discovery Studio
Visualizer detectaram um menor numero de interacdes do ifenprodil com o receptor (11
ligagdes) quando comparado ao niimero de interagdes entre a amurensinina nao protonada e
o receptor (15 ligagdes). A média das distancias de interagdo entre o ifenprodil e o receptor
foi menor (3,89 A £ 2,07) em comparagiio a média das distdncias de interacdo entre a
amurensinina nio protonada e o receptor (4,22 A + 1,80), sugerindo que a soma das ligacdes
do ifenprodil apresentam uma forga maior. Estudos envolvendo a docagem molecular de
moléculas também observaram interacdes de ligantes com sitios de ligacdo por meio de
carbonos e hidrogénios, envolvendo o anel aromético e o residuo Leu (CORREA, 2015), e

também por ligagdes de hidrogénio com o residuo Tyr (SOUZA, 2012).
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FIGURA 31- CADEIA B DO RECEPTOR NMDA COM OS LIGANTES IFENPRODIL E
AMURENSININA NAO PROTONADA.

FONTE: O autor (2019).
LEGENDA: ifenprodil (vermelho) e amurensinina nao protonada (rosa).
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FIGURA 32- LIGANTE AMURENSININA NAO PROTONADA LIGADA A REGIAO DO DOMINIO
ATD DO RECEPTOR NMDA.

FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: Ligante amurensinina. As intera¢des polares entre o ligante e o dominio ATD estdo representadas
por linhas tracejadas; os valores na figura sio as medidas das ligacdes em A. A- Programa PyMol;
B- Programa BIOVIA Discovery Studio.
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FIGURA 33-LIGANTE IFENPRODIL RETIRADO DO PDB LIGADA A REGIAO DO DOMINIO ATD
DO RECEPTOR NMDA.

FONTE: Adaptado de PDB (2014).

LEGENDA: ligantes ifenprodil (vermelho). As interagdes polares entre os ligantes e o sitio de ligagdo estdo
representadas por linhas tracejadas; os valores na figura sio as medidas das ligacdes em A.
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TABELA 8- CARACTERISTICAS DAS INTERACOES PRESENTES ENTRE A AMURENSININA NAO
PROTONADA DOCADA NA REGIAO DO DOMINIO ATD NO RECEPTOR NMDA
GLUNI1A/GLUN2B.

Tipo de interaciio

Amurensinina: Distancia . Tipo de Software para
. Categoria s . R
residuo de A) ligacdo visualizacio
aminoacidos
0-3: ASP-295 3.5 Hidrofilico 183630 de PyMol
hidrogénio
N-1: HIS-359 33 Hidrofilico 183680 de PyMol
hidrogénio
Ligagdo de . .
C-9: PHE-146 3.4 Hidrofilico carbono Dlsco'Very‘ Studio
. . Visualizer
hidrogénio
Ligagdo de . .
C-22: ASP-348 36 Hidofilico  carbono Discovery Studio
. . Visualizer
hidrogénio
Anel aromatico B: . . Ligagdo de Discovery Studio
LYS-361 2,9 Hidrofilico hidrogénio Visualizer
Ciclopentano: LY'S- 33 Hidrofilico L}gag:a? (.16 Dlsco.Very. Studio
361 hidrogénio Visualizer
Anel aromatico A: . . n-n em forma Discovery Studio
TYR 287 4.8 Hidrofbico de T Visualizer ¢ PDB
C-12: ARG-347 42 Hidrofobico  Alquil Discovery Studio
Visualizer
C-12: LEU-349 52 Hidrofobico  Alquil Discovery Studio
Visualizer
Ciclo-heptano: . 1 . Discovery Studio
LYS-361 4,8 Hidrofébico Alquil Visualizer
C-12: TYR-287 51 Hidrofobico  m-alquil Discovery Studio
Visualizer
Anel aromatico B: . . . Discovery Studio
PRO-360 5,4 Hidrofoébico n-alquil Visualizer
Anel aromatico B: . . . Discovery Studio
LYS-361 4,8 Hidrofoébico n-alquil Visualizer
Ciclopentano: PRO- . I . Discovery Studio
360 5,0 Hidrofoébico n-alquil Visualizer
Anel aromatico A: . . . Discovery Studio
ARG-347 4,1 Hidrofoébico n-alquil Visualizer

FONTE: O autor (2019).
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TABELA 9- CARACTERISTICAS DAS INTERACOES ENTRE O IFENDRODIL E O RECEPTOR NMDA
GLUNI1A/GLUN2B DEPOSITADO NO PDB (4PE5).

Tipo de
interacao C A .
Ifenprodil: Distancia Categoria Tipo de ligacio So.f tware para
: A) visualizacio
residuo de
aminoacidos
] L Discovery Studio
O-1:GLN-110 2,97 Hidrofilico L}gagai) de Visualizer, PyMol e
(cadeia B) hidrogénio
PDB
. N Discovery Studio
O-1:SER-132 3,01 Hidrofilico Ligagao de Visualizer, PyMol e
(cadeia A) hidrogénio
PDB
) - Discovery Studio
O-Z'GL.U-Z% 2,39 Hidrofilico L}gagaf) c'le Visualizer, PyMol ¢
(cadeia B) hidrogénio
PDB
Anel aromatico Discovery Studio
A: LEU-135 3,15 Hidrofdbico m-sigma Visualizer e
(cadeia A) PDB
Anel aromético Discovery Studio
A: PHE-176 5,40 Hidrofobico  m-mw em forma de T . ey
. Visualizer e PDB
(cadeia B)
Anel aromético Discovery Studio
A: PRO-177 541  Hidrofébico n-alquil Very.
. Visualizer
(cadeia B)
Anel aromético Discovery Studio
B: ALA-107 524 Hidrofobico Alquil iscovery
: Visualizer e PDB
(cadeia B)

C-24:LEU-135 . iy . Discovery Studio
(cadeia A) 4,34 Hidrofoébico Alquil Visualizer
Anel aromatico Discovery Studio
C:ILE-111 4,64 Hidrofébico n-alquil Visualizer e
(cadeia B) PDB

N-1:GLN-110 . . Ligagdo de
(cadeia B) 2,8 Hidrofilico hidrogénio PyMol

O-1:GLN-110 . . Ligacao de
(cadeia B) 3,5 Hidrofilico hidrogénio PyMol

C-6:TYR-109 Hidrofébico Alquil PDB
(cadeia A)

C-2TYR-109 Hidrofobico Alquil PDB
(cadeia A)

C-1:PHE-114 Hidrofobico Alquil PDB
(cadeia B)

-6: PHE-114 Hidrofébico Alquil PDB
(cadeia B)

FONTE: O autor (2019).

Foram verificadas também as interacdes existentes entre a amurensinina protonada

e 0 dominio ATD; essas interacdes podem ser visualizadas na FIGURA 34 e na TABELA

10, onde estdo listadas as caracteristicas das intera¢des entre os ligantes e o receptor. As

interagdes observadas entre a amurensinina protonada e o receptor foram menores (6

ligacdes) daquelas observadas entre a amurensinina niao protonada e o receptor. Por outro

lado, a média das distancias de interagdo (3.9 A £ 1.74) foi menor daquele observado entre
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a amurensinina nao protonada e o receptor. Todavia isso pode ser explicado devido a
variedade de natureza das ligagcdes da amurensinina ndo protonada e o maior nimero de
ligagdes hidrofobicas, as quais apresentam uma forca menor em relacdo as ligagdes de
hidrogénio. Entretanto, vale salientar que a amurensinina ndo protonada apresentou 15
ligacdes, dentre elas ligagdes hidrofobicas e hidrofilicas e estdo distribuidas ao longo da
estrutura do ligante, o que supostamente contribui para sua estabilidade, nao podendo definir
o grau de afinidade do ligante pela média das distancias de interagdo entre a amurensinina
ndo protonada, a amurensinina protonada e os residuos de aminoécido presentes no sitio de
ligacdo do ifenprodil da cadeia B do receptor neste caso.

As ligacdes hidrofilicas sao consideradas as ligagdes mais fortes dentre as outras
existentes, porém ndo ¢ possivel confirmar qual das amurensininas apresentaria uma
interagdo mais forte com o receptor. E observado que a amurensinina protonada apresenta a
ligagio de hidrogénio de um comprimento mais curto (2 A) em comparacio as demais
ligacdes existentes entre a amurensinina protonada, ndo protonada e o receptor. Por outro
lado, o nimero de ligacdes hidrofilicas observadas na amurensinina protonada (3 ligagdes)
¢ menor daquelas observadas na amurensinina ndo protonada (6 ligacdes). Estudos
envolvendo a docagem molecular de moléculas também observaram interagdes de ligantes
com sitios de ligacdo por meio de carbonos e hidrogénios, envolvendo o anel aromatico e o
residuo Leucina (CORREA, 2015), e também por ligagdes de hidrogénio com o residuo
Tirosina (SOUZA, 2012), interacdes que também sdo observadas entre a amurensinina € o

receptor.

TABELA 10- CARACTERISTICAS DAS INTERACOES PRESENTES ENTRE A AMURENSININA
PROTONADA E DOCADA NO DOMINIO ATD NO RECEPTOR GLUN1A/GLUN2B.

Tipo de interagdo Amurensinina  Distancia Catecoria Tino de lisacio Software para
protonada: residuo (A) & P gag visualizacdo
Ligagdo de carbono PyMol e
NH-1:ASP:477 2,0 Hidrofilico gast . Discovery Studio
hidrogénio ..
Visualizer
Ol1: ASP-165 3,3 Hidrofilico  Ligag¢ao de hidrogénio PyMol
CH-19: TYR-476 31 Hidrofilico 18360 de carbono  Discovery Studio
hidrogénio Visualizer
Anel aromatico B: ASP-477 4.4 Eletrostatico m-anion DlSCO.VCI‘y. Studio
Visualizer
Anel aromatico B: TRP 166 5,7 Hidrofébico Alquil Dlscqvery. Studio
Visualizer
Ciclopentano: VAL-390 4,9 Hidrofoébico n-alquil Dlscqvery. Studio
Visualizer

FONTE: O autor (2019).
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FIGURA 34- LIGANTE AMURENSININA PROTONADA LIGADA A REGIAO DO DOMINIO ATD DO
RECEPTOR NMDA.

FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: ligante amurensinina protonada. As interacdes polares entre o ligante ¢ a regido do dominio
ATD estdo representadas por linhas tracejadas e os valores sdo as medidas das ligacdes em A. A- Programa
PyMol; B- Programa BIOVIA Discovery Studio.
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43 VALIDACAO DO METODO

Para realizar a simulagdo de docagem envolvendo o ifenprodil e o receptor NMDA
GIuN1A/GIuN2B (PDB 4PES) realizada pelo programa AutoDock Vina, foram usados
nimeros de pontos do Grid nas dimensdes x= 126; y= 126; z= 126, com as coordenadas: x=
6.778; y= 20.361; z= 8.222 para determinar o espago para a realizacdo da docagem
molecular. O modo 1 ¢ o indicado pelo programa como conféormero obtido mais plausivel,
de acordo com o algoritmo utilizado. Logo, para o ancoramento do ifenprodil na regido do
dominio ATD, foi obtido valor de energia igual a -8,2 Kcal/mol, valor de energia muito
proxima daquela obtida na simulacdo de docagem molecular da amurensinina protonada.

As interagdes quimicas obtidas pela docagem molecular entre a amurensinina
protonada e o receptor NMDA nao foram idénticas daquelas obtidas entre o ifenprodil e o
mesmo receptor. Os dados gerados mostram que o ifenprodil interagiu com o dominio ATD
na simulagdo, contudo apresentou interacdes diferentes que podem ser visualizadas na
FIGURA 35 e na TABELA 11. Esse resultado era esperado, uma vez que as estruturas da
amurensinina e do ifenprodil sdo semelhantes, mas ndo idénticas. E importante ressaltar que
uma vez que a simulacao de docagem demonstrou que o ifenprodil interage com o dominio
ATD, isso valida o processo executado conferindo confiabilidade aos dados referentes a
afinidade de interagdo existente entre a amurensinina com os residuos de aminoacido desse
local. O fato do ifenprodil interagir com o dominio ATD em uma localizacdo distinta daquela
observada experimentalmente por cristalografia ¢ um resultado passivel, visto que as
condi¢des ambientais in silico sao diferentes daquelas presentes em experimentos in vitro ou

in vivo (MENG, 2011).

TABELA 11- CARACTERISTICAS DAS INTERACOES ENTRE O IFENDRODIL E O RECEPTOR

NMDA GLUNI1A/GLUN2B
Tipo de interacio Dls.tan . . s Software para
. , cia Categoria Tipo de ligaciao . o
Ifenprodil: residuo A) visualizaciao
N-1: TYR-164 3,5 Hidrofilico Ligacdo de hidrogénio PyMol
OH-2: THR-255 2,6 Hidrofilico Ligacdo de hidrogénio PyMol
) . . N . . PyMol e Discovery
OH-1: ASP-477 2,6 Hidrofilico Ligacao de hidrogénio Studio Visualizer
Anel aromatico A: . - . Discovery Studio
ARG 393 3.8 Hidrofébico m-sigma Visualizer
Anel aromatico B: . s N . Discovery Studio
VAL 390 4,6 Hidrofoébico Ligacdo alquil Visualizer
Anel aromatico C: . 1 N . Discovery Studio
LYS-454 4,9 Hidrofobico Ligagao m-alquil Visualizer

FONTE: O autor (2020).
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FIGURA 35- LIGANTE IFENPRODIL LIGADO A REGIAO DO DOMINIO ATD DO RECEPTOR NMDA..

FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: ligante ifenprodil docado. As interagdes polares entre o ligante e o sitio de ligagdo sdo mostradas
como linhas tracejadas; os valores sio as medidas das interagdes em A. A- Programa PyMol; B- Programa
BIOVIA Discovery Studio.
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5 CONCLUSAO

Os dados e informagdes obtidos acerca das interacdes quimicas entre a
amurensinina e o receptor NMDA, por meio de docagem molecular, indicam que esse ligante
apresenta afinidade com o receptor sustentada, principalmente, pelas ligagdes de hidrogénio
e interacoes entre os a&tomos de carbono dos anéis aromaticos das estruturas da amurensinina
ndo protonada e protonada e varios residuos de aminoacidos de carater apolar.

Os residuos de aminoacidos envolvidos nas interagcdes com a amurensinina nao
protonada e protonada estdo localizados na regido do dominio ATD e possivelmente ela se
comporta como um antagonista do receptor NMDA, visto a possibilidade de sua ligagdo no
mesmo dominio proteico do antagonista ifenprodil e por apresentar potencial para tratar
sintomas de doengas.

Mais analises devem ser levadas em conta, como a realizacdo da dinamica
molecular e posteriormente a realizagdo de experimentos praticos, uma vez que o antagonista

ifenprodil ¢ um modulador alostérico e apresenta potencial para tratar sintomas de doengas.
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