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Resumo

“Telurooxetanas : estudos cristalograficos, modelagem molecular e calculos de

docking para aplicacéo biolégica”.

Este trabalho € composto de 4 capitulos. No capitulo 1 encontra-se uma
descricdo dos problemas abordados aqui, comecando com as caracteristicas da
proteina, a sua importancia biolégica e social, as interacdes responsaveis tanto pela
sua estrutura como pela formacdo de complexos proteina-ligante; também ha uma
breve descricdo dos compostos de telurio seguido da apresentacdo dos

fundamentos dos métodos experimentais utilizados, ou seja, cristalografia e docking.

No capitulo 2, o0s objetivos deste trabalho sdo apresentados.

O Capitulo 3 inclui os procedimentos experimentais que foram utilizados para
determinar as estruturas cristalinas e moleculares, a modelagem dos compostos que

ndo tém estrutura cristalograficas, bem como do docking molecular.

No capitulo 4 sdo descritos e discutidos os resultados. As estruturas cristalinas
das telurooxetanas (3E)-2-cloro-3-(cloromethilidene)-2-(4-metoxifenil)-1-oxa-21"-
telluraspiro [3,6]decano (1) e de (3E)-2-cloro-3-(clorometilidene)-2 A% 4-
telluraspiro[3,5]nonano (2), mostram que o poliedro de coordenacao ao redor do
atomo de Te é uma pseudo-bipiramide pentagonal. O synthon supramolecular &
diferente nos dois casos, apesar de o a&tomo Te, em ambos 0s casos, realizar uma
interacdo secundaria com um haleto. Os resultados de docking para todos os
compostos de telurio estudados monstraram que estes formam complexos com a
catepsina B através da formacédo de uma ligacédo covalente entre o Te e S da Cys29
da enzima. As diferengas nos valores dos escores de docking e no numero de
interacbes sao devidos, principalmente, o tamanho da cadeia de carbono.

Finalmente as conclusdes e as perspectivas podem ser encontrados.



Abstract

“Telurooxetanes : crystallographic studies, molecular modeling and docking for

biological applications”.

This work is composed of 4 chapters. In Chapter 1 is a description of the
problems addressed here, starting with the characteristics of the protein, its biological
and social importance, and the interactions responsible for both its structure and the
formation of ligand-protein complexes, there is also a brief description of Te(IV)
compounds followed by the presentation of the grounds of the experimental methods
used, namely crystallography and docking.

In Chapter 2 the objectives of this work are presented.

Chapter 3 includes the experimental procedures that were used to determine the
crystal and molecular structures, the modeling of the compounds that did not have
crystallographic structure, as well as the molecular docking.

In Chapter 4 are described and discussed the results. The crystal structures of
the telluroxetanes (3E)-2-chloro-3-(chloromethylidene)-2-(4- methoxyphenyl)-1-oxa-2
A% telluraspiro[3.6]decane (1) and of (3E)-2-chloro-3-(chloromethylidene)-2-(4-
methoxyphenyl)-1-oxa-2 A’ telluraspiro[3.5]nonane (2) show that the coordination
polyhedron around the atom of Te is a pseudo-pentagonal bipyramid. The
supramolecular synthon is different in the two cases, in spite that the Te atom makes
a secondary interaction with a halide, in both cases. The docking results for all
tellurium compounds have shown that these ligands form complexes with Cathepsin
B through the formation of a covalent bond between the Te and S of Cys29 of the
enzyme. The differences in the values of scores from the docking and the number of
interactions are due, mainly, the size of the carbon chain.

Finally the conclusions and outlook can be found.
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Introducao

1. Introducéo

1.1 Cisteino-proteases

As proteases, enzimas que atuam na hidrélise das ligacdes peptidicas, sdo
divididas em quatro familias com base no seu residuo catalitico e em seu
mecanismo de acdo. Assim, enquanto serino-proteases utilizam como nucledfilo a
hidroxila do residuo da serina e as aspartil-proteases, e metaloproteases possuem
carboxilatos ativos como grupo funcional, cisteino-proteases possuem como
nucledfilo um tiol no sitio ativo (Albeck et al.,1998). Cisteino-proteases lisosssomais
sdo abundantes nas células e tém um importante papel na protedlise intracelular
(Watanabe et al., 2006). As mais abundantes sao as da familia da papaina, enzima
encontrada no mamao, sendo uma importante parte desta familia composta pelas
proteases lisossomais que sdo constituidas por 11 catepsinas humanas (B, H, L, S,
C, K, O,F,V, XeW) (Turk B. et al, 2000).

Dentre estas proteinases, a catepsina B € a mais abundante e a mais
estudada (Musil et al., 1991).

1.2 CatepsinaB

A catepsina B (CatB) (EC 3.4.22.1), importante membro das proteases
lisossomais esta envolvida na degradacgéo e processamento de proteinas (Watanabe
et al., 2006), sendo a Unica da familia das catepsinas que atua como endopeptidase
e exopeptidase (Zeng et al., 2006). Além disso, estas cisteino-proteases lisossomais
podem participar da invasdo tumoral pela degradacdo de componentes da matriz
extracelular (Buck et al., 1992). A presenca da CatB em membrana plasmatica
resulta em dissolucao focal das proteinas da matriz extracelular permitindo a invaséo
das células tumorais. Investigacdes clinicas mostraram que a presenca de CatB é
um forte indicador do prognostico e diagnostico de cancer. A inibicdo de enzimas da
familia de cisteino-proteases € muitas vezes suficiente para interromper a invasao

de vérios tipos de células humanas (Cunha et al., 2005).



Introducao

Em vista dos fatos descritos fica claro que o desenvolvimento de novos
inibidores para a Catepsina B tem primordial importancia na pesquisa de novos

agentes quimioterapicos.
1.2.1 Caracteristicas gerais da Catepsina B

A Catepsina B (Figura 1.1) possui cadeia polipeptidica homologa as das
enzimas papaina e actinidaina, de 30 kDa (Zeng et al., 2006) e apresenta formato
de disco com diametro de 50 A e espessura de 30 A constituida por dois dominios
distintos esféricos (I6bulos) denominados L e R, que interagem entre si (Musil et al.,
1991). Em tecidos de mamiferos, estes dominios sdo duas cadeias de 47 e 205
residuos de aminoacidos denominadas cadeia leve e pesada, respectivamente,

ligadas covalentemente por uma ponte dissulfeto (Musil et al., 1991).

Os dois lébulos formam um bolso ligante longo e estreito onde esta localizada
a triade catalitica composta pelos residuos Cys29, His199 e Asn219. Ao lado da
Cys29 encontram-se 0s subsitios Sn’ (utilizando-se a nomenclatura Sn e Sn’ de
Schechter e Berger), caracterizado por um loop oclusdo com duas histidinas, e do
outro lado o subsitio Sn (n = 1, 2) (Watanabe et al., 2006).

Figura 1.1. A Catepsina B € um mondmero funcional enquanto a estrutura cristalografica 1gmy

apresenta trés moléculas em sua unidade assimétrica (Greenspan et al,, 2001).
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O subsitio S1 corresponde a uma regido cercada por hidroxilas e € composta
principalmente pelos residuos GIn23, Gly27, Cys29, Gly74 e Gly198 (Watanabe et
al., 2006). O subsitio S2 é composto pelos residuos Pro76, Alal73, Gly198, Ala200
e Glu 245 (Figura 1.2) (Watanabe et al., 2006) e o residuo principal do subsitio S3 &
a Tyr75 (Watanabe et al., 2006). O subsitio S1’ é composto por um bolso hidrofébico
rodeado pelos residuos Vall76, Leul81, Met196, His199 e Trpl21l e, finalmente, o
subsitio S2’ é formado por um espaco rodeado pelos residuos GIn23, Gly24, His110,
His111, Gly1l21 e Trp221 (Watanabe et al., 2006).

A Catepsina B apresenta atividade étima em meio levemente acido (pH = 5,0)
e sua atividade torna-se menor em valores de pH alcalino, atua como
endopeptidase, ou seja, clivando ligacdes peptidicas dentro da cadeia, com relativa
especificidade e uma leve preferéncia por residuos béasicos e atua também como
exopeptidase, na hidrélise da extremidade da parte carboxi da cadeia
(carboxipeptidase). Possui 14 residuos de cisteina, sendo que 12 deles estéao
envolvidos em ligacdes dissulfeto. A Cys29 e a Cys240 estdo desemparelhadas. A
Cys 29 é topologicamente equivalente a outras cisteinas pertencentes a cisteino-
proteases, mas a Cys 240 aparece apenas na Catepsina B, ndo apresentando

equivalente na papaina (Musil et al., 1991).

No sitio ativo, o tiol e o imidazol das cadeias laterais da Cys29 e His199
formam um par i6nico quando o intervalo de pH varia entre 4,0 e 8,5. A quebra da
ligacdo do substrato é mediada pelo ataque nucleofilico do S™ da Cys 29 seguida

pela protonacao da His199 (Pan et al., 2005):

/\/\ H
S—H + N °N H
/ — S5 \NAN/
Cys § /
Cys N
His
His

Figura 1.2. Esquema de protonacédo da His199



Figura 1.3 Alguns residuos de aminoacidos do sitio ativo da Catepsina B: Cys29, His199 e

Asn219 que fazem parte da triade catalitica, mais o0 aminoacido coadjuvante Gly74.

Como visto anteriormente, a Catepsina B esta relacionada a algumas
doencas tais como, metastase (Sloane et al., 1986), doencas inflamatérias
(Pan et al., 2005), distrofia muscular (Katunuma et al, 1987) e enfisema
pulmonar (Johnson e Travis, 1977). Alguns inibidores estudados se
apresentam como potentes inibidores de cisteino-proteases, porém néao
possuem preferéncia por uma delas (Yamamoto et al, 1991). Assim, o estudo
de novos inibidores especificos deve ser desenvolvido mediante o

entendimento de como ocorre a inibicéo da enzima®.

! Ha varios mecanismos pelo qual um inibidor enzimatico pode atuar. Em uma inibicéo do tipo
competitiva o inibidor compete diretamente com o substrato no sitio de ligacao (Voet, 1995). Na
inibicéo n&o competitiva o inibidor se liga diretamente ao complexo enzima-substrato, mas néo
na enzima livre. Ha um terceiro tipo de inibicdo denominada mista onde o inibidor pode ligar-se
tanto na enzima livre quanto no complexo enzima-substrato.
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1.3 Interag6es em Proteinas

Embora a estrutura primaria de uma proteina seja determinada por sua
estrutura covalente, isto €, sua sequéncia de aminoacidos unidas por ligagdes
peptidicas, as for¢as responsaveis pelo enovelamento (“folding”) e sua estabilizagao
sao principalmente de natureza ndo covalente. Estas interacbes nao covalentes
incluem ligacdes de hidrogénio, forgas de van der Waals, interacdes eletrostaticas e

interagdes hidrofébicas (Brandl et al., 2001).

O conceito de ligacdo de hidrogénio foi originalmente introduzido por Latimer
e Rodebush (1920) com sendo simplesmente uma interagdo que ocorre quando “o

atomo de hidrogénio esta ligado a dois ou mais atomos”.

As ligacbes de hidrogénio ocorrem de maneira onipresente na formagao de
elementos de estrutura secundaria tais como a-hélices, onde a cadeia polipeptidica
assume conformagdo  helicoidal permitindo, simultaneamente,  angulos
conformacionais e um padrdo favoravel de ligagdes de hidrogénios na cadeia
peptidica (Voet, 1995) e folhas B, onde as ligagcdes de hidrogénio ocorrem entre
cadeias polipeptidicas vizinhas (Voet, 1995), e no fato de que quase todo potencial
do doador e aceptor de ligagcdo de hidrogénio da proteina estd normalmente
envolvido em interagdes intra e inter-moleculares, como por exemplo, entre a
proteina e um inibidor (Brandl et al., 2001; Rajagopal e Vishveshwara, 2005). Estas
interagbes s&o altamente direcionais e a energia eletrostatica é geralmente o termo
de maior contribuigdo para sua estabilidade (Derewenda et al., 1995). As ligagdes de
hidrogénio chamadas classicas incluem os sistemas O-H...O, N-H...O e O-H...N. As
chamadas nao classicas sao: C-H...O, O-H...n, e C-H...n (Brandl et al., 2001). Um
outro tipo de interagdo muito importante € a que ocorre entre anéis aromaticos:

empilhamento n—n.
1.3.1 Interacdo C-H...O

Enquanto as ligagées de hidrogénio do tipo O-H...O ou N-H...O vem sendo
estudadas por décadas, o mesmo nao pode ser dito sobre as interagcbes C-H...O
gue somente a algum tempo vem ganhando a aceitagao de ser uma genuina ligagéo
de hidrogénio (Desiraju, 1991; Scheiner et al, 2001).
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As ligagdes C-H...O fazem contribuicbes energeticamente favoraveis para a
estabilidade da proteina bem como para as interagdes ligante-proteina (Yan et al.,
2007).

Em retrospecto, Ramachandran sempre considerou que as ligagbes de
hidrogénio C-H...O existem e contribuem significativamente para a estabilidade de
biomoléculas (Desijaru, 1991).

Para a identificagdo destas interagoes é necessario a utilizagao de critérios
tais como distancia doador/aceptor e o angulo C-H...O (Figura 1.3). A distancia C...O
€ um dos atributos importantes para determinar a existéncia deste tipo de ligagéo e
deve-se ser menor que a soma dos raios de van der Waals do carbono e do
oxigénio. Assim, se o raio de van der Waals do atomo de oxigénio é 1,40 A e o do
atomo de carbono ligado ao hidrogénio é de 1,85 A, a distancia C...O deve ser em

menor que 3,25 A para se ter uma interagéo deste tipo (Yan et al., 2007).

Ainda a distancia de doador/aceptor € uma condicdo necessaria mais nao
suficiente, pois como mencionado estas interagdes sido direcionais de forma que o
angulo ao redor do atomo de hidrogénio deve ser o mais linear possivel. Nestas
interagdes a variagao do angulo aceita esta entre 100° e 180" (Derewenda et al.,
1995).
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‘ X=C,N,0
P e A=N,0,S,F.CLBr,|l

X=F,Cl,Br,l

A=C,N,P,S
e L\ oA

(d)

Figura 1.4 (a) Representagado de uma ligagao de hidrogénio. A-C € uma ligagao simples ou dupla; (b)
e (¢) sdo parametros para interagdes do tipo X-H...w; (d) pardmetros para interagbes do tipo

halogénio...O. A ligagdo O-A é dupla (Panigrahi e Desiraju, 2007).

1.3.2 Interagcao C-H... n

A interagao C-H...m que ocorre em proteinas é estavel tanto em solventes
polares como em nao polares e sua energia de estabilizagdo global € de cerca de
0,5 kcal/mol por interacdo o que é suficiente para fazer dela um contribuinte
potencialmente importante na estabilizagdo total da proteina, que em muitos casos
nao é mais que poucas kcal/mol. Um fato que deve ser destacado € que estas
interacdes foram descritas primeiro em proteinas na formacdo de complexos de
proteinas com ligantes ou cofatores como o grupo heme, piridoxal-5-fosfato,
carboidratos, e nas interagdes entre cadeias laterais vizinhas em torno de uma

ligacéo peptidica cis (Brandl et al., 2001).

Brandl e colaboradores (2001) numa andlise das interagbes C-H...nr nas
estruturas depositadas no Protein Data Bank observaram que a maioria delas
apresentavam uma distancia dc-x mostrada (Figura 1.4) de 3.6 A e que para incluir

96% de todos os dados encontrados esta distancia deveria ser ampliada a 4.5 A.
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Como no caso das outras interacdes envolvendo o atomo de hidrogénio o

angulo <c.p.x € importante e o valor minimo aceito é de 120°.

Neste caso particular € necessario introduzir um terceiro parametro: dup.x, que
é a distancia entre o atomo de hidrogénio projetada no plano n e o centro de massa
do plano & (Figura 1.3.2.1.). Este parametro define o circulo ao redor do centro de
massa do sistema e assegura que o atomo de hidrogénio envolvido na interagao
esta realmente localizado acima ou abaixo do plano © € ndo em algum lugar na

lateral,0 que permite excluir interagdes n...n (Brandl et al., 2001).

Figura 1.5 Os parametros de uma interacdo C-H...n. O centro de massa é representado pelo ponto
X. Em vermelho estdo desenhados os pardmetros geométricos utilizado para identificar a interagao C-
H...n: as distancias entre o &tomo de carbono e o centro do sistema = (dc.x), 0 dngulo formado (<c.y.x)
e a distancia da projecao da posi¢cao do atomo de hidrogénio no plano n e o centro de massa do anel
(dwp-x) (Brandl et al., 2001).

1.4 Estudos estruturais por difragao de raio X

A determinacao e analise das estruturas tridimensionais por difracdo de raio X
tém por objetivos essenciais o conhecimento da estrutura molecular e cristalina dos
materiais. Através desta metodologia podem-se determinar as posi¢oes relativas de
todos os atomos que constituem a molécula (estrutura molecular) e a posigéao

relativa de todas as moléculas que constituem a cela unitaria (estrutura cristalina)
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(Giacovazzo et al., 2002). Pode-se, portanto, estabelecer os angulos e as distancias
inter-atdbmicas na molécula, bem como as interagdes intermoleculares que permitem
a formacédo do cristal. Estes ultimos estudos sdo conhecidos como Quimica

Supramolecular, a quimica além da molécula (Segao 1.5).

A determinacédo de estruturas cristalinas por difracdo de raio x compreende

uma série de etapas fundamentais que pode ser resumido no esquema abaixo
(Sheldrick, 1982):

Coleta lwelFI? | Reducdo .| Problema
de dados de dades | de fases
Métodos
Diretos

_— - Densidade Eletrénica

namento |[<———— 1 .
Minimos ﬂﬁﬂﬂ:;zzzﬁ'wf'“ e

Quadrados P!

V
Modelo Final

Figura 1.6 Etapas para a determinacao de estruturas por difragcao de raio x.

1.4.1 Coleta de Dados

A coleta de dados € o procedimento pelo qual se obtém as medidas das
intensidades dos feixes difratados.

No estudo da difracdo de raio X demonstra-se que existe a seguinte relagao

entre o padrdo de difracéo (Fn) € 0 objeto que o produz (pxy,) (Giacovazzo et I., 2002) :
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p(x,y,z>=\%zzz R )
h k |

onde Fny , o Fator de Estrutura, € uma quantidade complexa:

Fra=|Fuale ™ (2)

A interpretacdo dos dados de difracdo comecga pela determinacdo dos
parametros da cela unitaria e pelos indices (h, k, 1) de cada pico de difragao

observado resolvendo a seguinte equagéao (Giacovazzo et al., 2002):

2
diz_(Zsinej =h?(a") + k2(b") + 12(c”f +2hka'b" cosy” + 2klb"c” cosa” +2Ihca” cos B
hkl
(3)

Em seguida, é necessario a determinacao dos fatores de estrutura a partir das

intensidades observadas:

2

(4)

onde v € a multiplicidade, k € um fator de escala tal que Fooo = N (niUmero de elétrons

L (N K =1 &2 C [Fi

na cela unitaria) e Cnq corresponde as corre¢des de Lorentz, polarizagao, absorgao,

extingdo e corregao da dispersdo andmala (Giacovazzo et al., 2002).

A unica medida experimental é a da intensidade dos feixes difratados, que como
mostrado na equagado (4) é proporcional a |Frql’, entretanto para utilizar a eq. (1) é
necessario tanto o modulo quanto a fase do fator de estrutura (eq. (2)), mas toda
informacao sobre a fase, anw, € perdida o que impossibilita a determinagéo da estrutura
a partir das medidas diretas das intensidades, este problema € conhecido como o
“‘problema das fases”. Assim, as fases devem ser calculadas e entdo as coordenadas
dos atomos dentro da cela unitaria deverao ser estimadas. Um dos fatos relevantes
que distinguem a cristalografia € que o padrdao de difragdo é diferente para cada
molécula. Ou seja, se as moléculas possuem fragmentos iguais, por exemplo, grupos
fenila, isto ndo significa que partes do padrdo de difracdo serdo semelhantes. Até o
presente momento nao tem sido obtido o0 mesmo padrao de difragdo para moléculas

diferentes.

10
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1.4.2 Determinacao da estrutura

Como mencionado acima o problema a ser resolvido é a determinacado das
fases dos fatores de estrutura. Para isso tira-se vantagem do fato das fases (thki)
estarem condicionadas pelas propriedades da densidade eletrénica. As condicdes
mais importantes sdo: a) a densidade eletrénica somente pode ser positiva ou nula
em cada ponto da cela unitaria; b) os atomos podem ser considerados pontuais. Em
geral, a solugdo do problema das fases em cristalografia de pequenas moléculas é

obtida pelos chamados Métodos Diretos.

Os Métodos Diretos sdo chamados dessa forma pois estdo baseados na
obtencdo de informagdo das fases diretamente das intensidades dos feixes
difratados. Sao relacbes matematicas e estatisticas que permitem reconhecer que
existe informacéao nas intensidades, por exemplo, em geral acontece que se |Fy|, |Fn|
e |Fn.n| correspondem a reflexdes intensas, suas fases estarao relacionadas por: a ~
O’ Olh-h’ ( AZZéfOf’f, 1968)

O uso destas relagdes e de outras levaram aos mais sofisticados codigos de
resolugdo de estruturas, como sejam os desenvolvidos por George Sheldrick
(SHELX) (Sheldrick, 1990; Sheldrick, 1997) e por Altomare e colaboradores (SIR92)
(Altomare et al, 1993;). Estes algoritmos foram utilizados no desenvolvimento deste

trabalho.

11
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1.4.3 Refinamento da estrutura

A estrutura aproximada, calculada a partir de um primeiro conjunto de fases,
deve ser refinada de forma iterativa, de forma a obter o melhor modelo possivel, ou
seja, a melhor concordancia entre os fatores de estrutura observados
experimentalmente e os calculados com o modelo estrutural. Para isso, é definida

uma funcao erro (Altomare et al, 1993) :

Q=) W [A| Fo |]2 onde  A[F| :‘ Fobs

hkl

®)

_‘F calc

Os parametros estruturais que podem ser refinados s&o: a) coordenadas das
posicdes atbmicas; b) parametros de deslocamento atdmico, que de certa forma
simulam a vibragao dos atomos ao redor da sua posicdo de equilibrio, que podem
ser até 6 por atomo. Quanto melhor a qualidade dos dados coletados mais
parametros podem ser refinados. Isto porque o método de refinamento utilizado € o
dos minimos quadrados que exigem uma sobre determinagédo do problema, ou seja,
um elevado numero de reflexdes por parametro. O modelo se refina minimizando a

funcédo Q(ps1,...pn) com relagédo aos parametros p1...pn.

A qualidade dos resultados € analisada utilizando os chamados indices de
discordancia, que avaliam a diferenga entre 0 modelo calculado e o modelo que deu
lugar ao padrao de difragdo, ou seja, a molécula. Os indices geralmente utilizados

sdo:

2)2

2_‘Fcalc

)2

ZNFObS _‘Fcalc
ZqFobS

) RW:Z:‘UFObs
) Zcham

R= (6)

12
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1.5 Quimica Supramolecular

A Quimica Supramolecular & definida como a "quimica dos arranjos

moleculares e das ligagdes intermoleculares" (Atwood, et al 1996; Lehn, 1990; Lehn,
1995; Steed e Atwood, 2000), seu interesse esta em estudar entidades de grande

complexidade que resultam da associacdo de duas ou mais espécies quimicas
mantidas unidas por forgas intermoleculares.

Sdo as forgcas intermoleculares que levam a formacdo de estruturas
supramoleculares; estas podem ser ligagbes secundarias (Alcock, 1972,1993),
ligacbes de hidrogénio (Aakeroy, 1997; Braga e Grepioni, 1999; Braga et al 1998),
interacbes doador-aceptor (tipo acido-base de Lewis) ou interagcbes idnicas. Estas
forcas sdo importantes na formagdo de complexos "host-guest", no controle de
estados de agregacdo e sido fundamentais para o que € hoje conhecido como
"crystal engineering", ou seja, a sintese de compostos com propriedades fisicas e
quimicas pré-determinadas (Zukerman-Schpector e Haiduc, 2001).

A formagéo de estruturas supramoleculares é um processo espontaneo (“self-
assembly”) e ndo em etapas, envolvendo o processo conhecido como
"reconhecimento molecular”.

Em quimica supramolecular ao menos trés niveis de organizagao

estrutural podem ser distinguidos:

a) estrutura primaria: nivel molecular (atomos conectados

covalentemente formando moléculas);

b) estrutura secundaria: as supermoléculas ou o0s arranjos
supramoleculares baseados em conexdes intermoleculares n&o-covalentes dos
tectons moleculares (um tecton é definido como alguma molécula cujas interagdes
sdo dominadas por forgas associativas particulares que induzem auto-arranjo de

uma cadeia organizada (Simard et al., 1991).

c) estrutura terciaria: resultado da organizagdo no estado solido
(empacotamento cristalino) dos arranjos supramoleculares ou supermoléculas
(Haiduc e Edelmann, 1999). Estas ultimas, por sua vez, podem associar-se para
produzir gigantescas estruturas supramoleculares altamente ordenadas (Fyfe e
Stoddart, 1997).

13
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No presente trabalho uma énfase particular sera dada ao estudo da quimica
supramolecular de compostos de Te(lV), o que supde um estudo detalhado e criterioso

das projecdes dos empacotamentos moleculares obtidos.

1.6 Compostos de Telurio

O telurio é encontrado na natureza associado a minérios do grupo dos
sulfetos, perfazendo uma abundancia relativa de aproximadamente 107% da crosta
terrestre (Faoro, 2006).

Wohler (1840) e Mallet (1851) foram os primeiros a introduzir o atomo de
telurio em uma molécula organica produzindo o telureto de dietila. A partir dai, os
compostos orgéanicos de telurio tém sido explorados com grande interesse. Seu
carater bifilico, ou seja, sua capacidade de acomodar cargas negativas ou positivas
faz com que seja possivel a obtencao de varias moléculas organicas deste elemento

podendo ser classificadas como espécies eletrofilicas ou nucleofilicas (Faoro, 2006).

A coordenacao ao redor do Te (IV) em compostos contendo haletos e grupos
organicos com formula RTeXs, RyTeX; e RsTeX é bastante variada e tem sido
descrita pela primeira vez de forma compilada por Zukerman-Schpector e Haiduc
(2001). Estes compostos mostram uma grande versatilidade na geracdo de
estruturas supramoleculares através de interagdes secundarias do tipo Te..X e
Te...O (Haiduc e Zukerman-Schpector, 2001; Zukerman-Schpector et al., 2002) e as
menos comuns Te...nt (Zukerman-Schpector e Haiduc, 2002). Classicamente, a partir
do trabalho de Ziolo e Troup (1983), o poliedro de coordenagao ao redor do telurio
(IV), em compostos contendo o grupo C,TeXj, era sempre descrito como sendo uma
pseudo-bipiramide trigonal com os atomos de cloro ocupando as posi¢des axiais e
os atomos de carbono e o par isolado de elétrons ocupando as posi¢gdes equatoriais.
Deve ser apontado que esta geometria estd em concordancia com a teoria de
repulsdo dos pares eletrbnicos na camada de valéncia (VSEPR) (Gillespie e
Hargittai, 1991). Uma analise mais detalhada mostrou que se as interacdes

secundarias fossem levadas em consideracgao, os poliedros de coordenagao podiam

14
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apresentar uma variedade muito grande de formas, chegando a antiprismas

quadrados mono-encapuzados (Zukerman-Schpector e Haiduc, 2001).

As interacoes Te...n foram relatadas pela primeira vez por Zukerman-
Schpector e Haiduc (2002), onde foram identificados compostos no qual a distancia
entre o atomo de telurio e a centroide de uma face do anel fenila € menor que a
soma dos raios de van der Waals. Em geral, compostos contendo interagdes
n...w entre dois anéis fenila paralelos sua distancia interplanar (centréide — centroide)
é em torno de 3.3 — 3.8 A, 0 que sugere que a espessura da metade do anel esta
entre 1.7 — 1.9 A. Portanto, se o raio de van der Waals do telurio ¢ de 2.2 A e a
espessura da metade do anel fenilico € tomada como sendo 1.8 A, entdo uma
distancia entre o telurio e a centroide do anel benzénico menor que 4.0 A pode ser

considerada uma interagéo Te...n-CgHs (Zukerman-Schpector e Haiduc, 2002).

Compostos de Te(lV) tais como TeX4 ou Te(OR)4 interagem rapidamente com
nucledfilos tais como alcodis, tidis, carboxilatos, etc, gerando (Nu)s;Te. E possivel
modificar os ligantes, ou eventualmente, hidrolisar para TeO, em solugdo aquosa.
Ao contrario da regra geral, compostos do tipo Te(SR)4 sofrem desproporcionamento

de acordo com a reagao (Albeck et al., 1998).

Te(SR)s > Te(SR), + RSSR (1)

1.6.1 Compostos de Te(IV) como inibidores enzimaticos.

O composto AS-101 (Figura 1.6) € um imunomodulador com potencial para
aplicagdes terapéuticas e toxicidade minima (Kalechman et al, 1998), entre suas
variadas aplicagdes, atua também como inibidor de cisteinoproteases. Essa agéao foi
atribuida ao ataque nucleofilico dos grupos SH da proteina ao atomo de Te(lV) do
AS-101 baseado na reatividade de haletos de telurio (IV) com nucledfilos que leva a
produtos de substituicdo nucleofilica. Muitos outros compostos de telurio exibem
diferentes atividades bioldgicas, como, por exemplo, compostos com a forma
R,TeCl, exibem atividade anti-helmintica enquanto ions de teltrio (TeOs*) induzem
alteragcdes na membrana do eritrécito (Albeck et al., 1998). Outra atividade envolve

ligagdo covalente entre o tiol e o telurio em varios estados de oxidagdo, com
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excecao de Te(VI). Assim, as evidéncias sugerem que muitas atividades bioldgicas
de organotelurios sdo diretamente relacionadas com sua especificidade quimica com
tidis (Albeck et al., 1998).

O i
o @ eImunoestimulante
/ o—Te=Cl "N ginibidor enzimatico
Cl e Potencializa a ag&do do Taxol
AS-101

Figura 1.7. Molécula AS-101

Em 2005 Cunha e colaboradores relataram os primeiros exemplos de
telurooxetanas avaliadas como inibidores de cisteino-proteases in vitro. Assim, neste
trabalho serdo estudadas as diferengas e similaridades de algumas moléculas da

familia das telurooxetanas e seu modo de interagdo com a enzima catepsina B.
1.7 Desenvolvimento de novos inibidores

As interagdes ligante-receptor sdo centrais em inumeros processos bioldgicos
como transducgdo de sinais, regulagao fisiolégica, transcricdo de genes e reagdes
enzimaticas. Estas interagbes acontecem pela formacdo de complexos
macromoleculares (proteina-proteina ou proteina-DNA) e complexos de pequenas
moléculas com macromoléculas (Lybrand, 1995).

Como varias proteinas regulam processos bioquimicos-chave pela interagao
com pequenas moléculas, as proteinas receptoras geralmente sdo alvo de estudos
para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (Basso et al., 2005).
Seguindo o principio da quimioterapia proposto por Paul Erhlich tais agentes
terapéuticos devem apresentar uma toxicidade seletiva, agindo contra o
microorganismo e sendo relativamente in6bcuos ao hospedeiro. De acordo com este
principio e sabendo que agentes infecciosos como virus, bactérias, fungos ou
protozoarios codificam e carregam seus proprios (e cruciais) acidos nucléicos e
enzimas, estas macromoléculas obviamente representam bons alvos para a
intervengao, quando ndo possuem equivalentes no organismo de mamiferos (Kuntz,
1992).
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Como as técnicas de identificacdo, clonagem, expressao e purificacao de
proteinas e DNA se desenvolveram enormemente nas ultimas décadas, tornando
comuns 0s ensaios in vitro altamente especificos, uma grande variedade de
inibidores especificos pdde ser desenvolvida (Rosamond e Allsop, 2000).

Uma possibilidade para a formulagcédo de provaveis inibidores foi desenvolvida
baseando-se no conhecimento da estrutura do receptor (alvos moleculares
definidos) e é conhecida como structure-based drug design. A abordagem baseada
na estrutura do receptor pressupde como bons inibidores aqueles que tém boa
complementaridade quimica e estrutural com o sitio de ligagdo no receptor
(Rosamond e Allsop., 2000).

Métodos computacionais podem ser utilizados para propor e testar a ligagao
da molécula sugerida no sitio ativo do receptor e avaliar a qualidade do complexo
formado.

A analise teodrica-computacional da interacdo do ligante com o receptor
geralmente é feita utilizando-se a metodologia de docking molecular. Varios
exemplos de docking molecular sdo descritos na literatura. Simula¢des de docking ja
foram utilizadas no Laboratério de Cristalografia, Estereodinamica e Modelagem
Molecular — LaCrEMM, entre outros estudos, para a modelagem de novos inibidores
anti-chagasicos utilizando as proteinas tripanotiona redutase e glutationa redutase
como alvo (Vega-Teijido et al., 2006), onde se faz uma andlise das intera¢des
envolvidas na ligagdo de pequenas moléculas com proteinas e relaciona-se com

dados de atividade.

Hoje estudos de docking tem sido utilizados ndo s6 para o estudo de
complexos formados entre proteinas e pequenas moléculas, como também tem sido
amplamente utilizado para o estudo de proteina-proteina, DNA-pequenas moléculas,
DNA-proteinas. Neste contexto, alguns inibidores de proteases tém sido
desenvolvidos a partir do método de docking como, por exemplo, o desenvolvimento
de inibidores contra citeinas parasitarias (Desai et al, 2006) dentre eles a cruzaina,
proteina presente na Trypanossoma cruzi (Romeiro et al, 2009) e as proteases
apsparticas plasmepsina |, Il e IV presentes no parasita plasmodium falciparum

(Ersmark et al, 2006) causador da malaria.
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1.8 Docking

Predizer o modo de ligacdo e a afinidade de interagdo de um composto
guando este interage com o sitio de ligagdo de uma proteina, reside no coragéo do

desenho de novas estruturas (Verdonk et al., 2004).

Nos ultimos anos, técnicas computacionais como o docking molecular foram
desenvolvidas para a predicdo da estrutura (ou estruturas) de complexos
intermoleculares formados entre duas ou mais moléculas e tém sido amplamente
empregadas no estudo das interagdbes molécula alvo-ligante. Geralmente as
moléculas que formam este complexo sdo uma proteina e um ligante pequeno.
Quando ligado a proteina, o ligante tem sua conformacgéao alterada afetando a fungao

da macromolécula.

As informagbes estruturais obtidas do complexo modelado teoricamente
podem auxiliar no esclarecimento do mecanismo molecular de reconhecimento, e
podem até indicar como a estrutura de um ligante ou receptor pode ser modificada
para melhorar sua fungao bioldgica, ou quais as caracteristicas necessarias para o
desenho de novos compostos que aumentem ou inibam suas fung¢des (Hou et al.,
1999). Este método € uma area de imenso interesse para a industria farmacéutica
(Hartshorn, 2007).

Atualmente, existem alguns programas computacionais que permitem realizar
estudos de docking molecular. A propriedade mais importante que tais programas
devem possuir € a habilidade de reproduzir os resultados experimentais, geralmente

cristalograficos.

O docking molecular é realizado com auxilio de programas computacionais
que utilizam diferentes algoritmos de docking. A utilizagdo dos programas permite
gerar um grande numero de complexos ligante-receptor, classificando-os de acordo
com os mais variados indices e parametros. Cabe ao pesquisador, com auxilio de
programas graficos, identificar aqueles cujas intera¢des ligante-receptor sejam mais
efetivas. Estes algoritmos utilizam os dados da estrutura tridimensional de um
determinado receptor para: (i) caracterizar o sitio de ligagao; (ii) colocar o possivel

ligante neste sitio, e (iii) avaliar a qualidade do acoplamento (Krumrine et al., 2003).
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O numero de programas computacionais disponiveis para realizagao de
estudos de docking € grande e vem crescendo. Muitos algoritmos possuem partes
comuns em sua metodologia com graus diferentes de complexidade e com uma
diversidade de técnicas que permitem enfrentar de forma eficiente problemas na
identificacdo de possiveis inibidores baseado no conhecimento da estrutura do

receptor (structure-based drug design) (Taylor et al., 2002).

Os estudos de docking, normalmente iniciam com a validagdo do processo
realizando, quando possivel, estudos a partir da estrutura cristalografica do
complexo, processo este denominado redocking. Inicialmente remove-se o ligante
da estrutura cristalografica. Toma-se o receptor e o ligante e realiza-se o docking,
com o intuito de reproduzir a orientagdo e conformacao cristalografica. Em termos de
precisdo de docking, um desvio quadratico médio (rmsd) de 1,0 — 3,0 A entre a
estrutura cristalografica e o complexo virtual pode ser geralmente considerado um
célculo de docking realizado com sucesso e cuja metodologia esta validada
(Erickson et al., 2004).

1.8.1 Algoritmos de Docking

O algoritmo de docking pode ser dividido de acordo com a flexibilidade
molecular gerada no calculo de docking: ambos proteina e ligante sao rigidos,
ligante flexivel e proteina rigida e proteina e ligante flexiveis (Jones e Willett,
1995a).

Um bom algoritmo de busca deve explorar exaustivamente todas as formas
de ligacao entre ligante e receptor. As principais técnicas para este método
disponiveis atualmente sdo: mecanica molecular, método de Monte Carlo, algoritmo
genético, método baseado em fragmentos (fragment-based method), método de
complementaridade de pontos, método da distancia geométrica, entre outros (Taylor

et al., 2002). O método utilizado no presente trabalho € o de algoritmo genético.
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1.8.2 Algoritmo Genético

O algoritmo genético (AG) também tem sido utilizado como uma ferramenta
de otimizacado. Neste método, € necessaria a geragao de uma populacéao inicial. A
esséncia dos AG esta na evolugéo da populagéo através de operagdes genética tais
como mutagdes, crossover e migragdes de modo que se obtenha uma populagéo
final, otimizada e adequada a situagcao pré-definida. Graus de liberdade sao
codificados em genes ou em uma sequéncia binaria e a colegdo de genes, ou
cromossomos, € atribuida a uma adequagao baseado em uma fungéo escore (Taylor
et al., 2002).

A estrutura basica de um AG esta apresentada na forma de fluxograma na

Figura 1.7.

| inicializac;ﬁ populagdo '—)i |§" .11..-( posicdo e conformacéo) l
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Figura 1.8. Fluxograma de um AG basico (adaptado de Miranda, 2000).
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1.9 Programa GOLD

O programa GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking) (Jones et al.,
1995, 1997) é um programa baseado em algoritmo genético, que realiza calculos de
docking permitindo a flexibilizagdo dos ligantes.

O programa GOLD utiliza um algoritmo genético na busca de uma populagao
de possiveis solugdes utilizando operadores genéticos (mutagbes, crossovers e
migragdes) para obter uma populagao final, trabalhando com a otimizagdo de uma
funcdo Fitness pré-definida, o GoldScore ou o ChemScore. O uso desta fungéo
Fitness permite que o docking seja realizado com flexibilizagdo dos ligantes e das
hidroxilas da macromolécula. Desta forma, o programa GOLD opera com um método
de ajuste do ligante ao sitio, considerando os aspectos conformacional e de energia
do ligante e da macromolécula. A funcédo pré-definida compreende quatro

componentes (Jones et al., 1995, 1997):

a) energia de ligacao de hidrogénio do complexo receptor-ligante;
b) energia de ligacéo de van der Waals;

c) energia de ligagdo de hidrogénio intramolecular do ligante;

d) energia de van der Waals interna do ligante

(

(

(

(

O programa realiza uma sele¢ao interna dos resultados do docking com base

na fungéo Fitness e no escore escolhido (GoldScore ou ChemScore). Os célculos de
docking em geral estdo planejados para obter 10 saidas em cada etapa de caélculo.
Porém pode ser alterado para obtencdo de mais ou menos saidas. Quando fornece
menos saidas que o solicitado, é porque o valor de RMSD — o desvio médio
quadratico, do inglés root mean square deviation, entre os ligantes é muito pequeno,

de forma que o programa considera que as saidas sao iguais.

A funcao escore utilizada, GoldScore, baseada em campo de forca e é

constituida de quatro componentes:

« S(hb_ext): energia de ligagdo de hidrogénio entre do complexo proteina-ligante;

S(vdw_ext)): energia de van der Waals entre proteina-ligante;

« S(vdw_int): energia de van der Waals no ligante;

« S(hb_int): energia de ligagdo de hidrogénio intramolecular do ligante.
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O escore vdw_ext € multiplicado por um fator de 1,375 quando o escore total
€ calculado. Isto € uma corregcao empirica para induzir a proteina-ligante ao contato
hidrofobico. O resultado final é fornecido em kcal/mol (Annamala, Inampudi,
Guruprasad, 2007).

Fitness = S(hb_ext) + 1.3750*S(vdw_ext) + S(hb_int) + S(vdw_int)

O campo de forgca (mecénica molecular) utilizado no programa GOLD é o
Tripos 5.2 Force Field (Clark, Cramer, van Opdenbosch,1989).

Cada complexo é calculado utilizando uma populacéo inicial de 500 individuos
dividido em cinco sub-populagdes iguais, e com a migracdo de cromossomos
individuais entre as sub-populagdes. Em um unico célculo de AG utiliza-se 100000

operagodes genéticas (Taylor et al., 2002).
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2 Objetivos
Os objetivos fundamentais desta dissertacdo s&o :

e Determinacao de estruturas cristalinas e moleculares de compostos de telurio

(IV), da familia das telurooxetanas;

e Estudos dos arranjos supramoleculares e dos poliedros de coordenacao do

Te(IV) nas estruturas estudadas.

e Estudos da formacdo de complexos ligante-enzima (“docking”) destes

compostos com a Catepsina B humana.
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3 Procedimento Experimental

No estudo dos compostos de telario, nos casos em que foi possivel a obtengéo
de cristais (Figura 3.1), as estruturas foram determinadas por difracdo de raio X;

guando néo, a estrutura foi modelada (Figura 3.2).

A enzima catepsina B, de cédigo pdb 1gmy, foi avaliada, para determinagéo de
parametros a serem adotados nos calculos de docking. O primeiro passo foi o
redoking, conforme descrito na Secdo 3.6., para a validacdo dos parametros

escolhidos.

Finalmente, os calculos de docking foram realizados com os ligantes descritos
na primeira parte, e sao apresentados os resultados obtidos dessa simulagéo

computacional.

3.1 Determinacéao das estruturas cristalograficas
Os compostos foram sintetizados pelo Prof. Rodrigo L.O.R. Cunha (UFABC),
no laboratorio do Prof. Jodo V. Comasseto do Instituto de Quimica da USP (Cunha
et al, 2005).

O cristal foi montado no difratbmetro CAD-4 e as intensidades dos feixes
difratados foram medidas usando-se a técnica de varredura 6 -26 com a radiacado Ko

do Molibdénio (A = 0,71073 A) monocromatizada por cristal de grafite.

As estruturas cristalograficas dos compostos (1) e (2) (Figura 3.1) foram
resolvidas por meétodos diretos (Altomare et al., 1993) e refinadas por minimos
quadrados com a matriz completa de F? utilizando-se o programa SHELXL 97
(Sheldrick, 1998).

I
OHTE

1 1
O
Te :
: "OCH; : ; OCH;
Br
2

\,

C

Figura 3.1 Cloro—telurooxetana (1) e bromo-cloro-telurooxetana (2).
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3.2. Modelagem Molecular de uma Telurooxetana

A terceira estrutura desta familia foi obtida a partir da modelagem molecular
utilizando-se o0 método DFT e base de calculo B3LYP/Ahlrichs + HW-ECP (Vega-
Teijido et al., 2004) com o programa GAUSSIAN98 (Frisch et al., 1998), tendo como
ponto de partida estruturas cristalograficas depositadas no Cambridge Structural

Database (CSD).

Br Br
OHTE/E i O“‘“Ti :
QL$ OCHz QL§ OCH;
1 Er
e e
o T Te : o T Te :
: ; OCH, : ; OCH;
Zl g Br 6

Figura 3.2 Telurooxetanas obtidas a partir de modelagem molecular

3.3. Posicionamento dos Hidrogénios

As posicles dos hidrogénios, tanto para as estruturas cristalograficas quanto
para a modelada, foram otimizadas utilizando-se o método descrito por Vega-Teijido

e colaboradores (2004).
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3.4. Preparacéao do ligante

O estudo de docking exige o conhecimento das coordenadas estruturais dos
ligantes, que neste caso foram obtidas dos dados cristalograficos para (1) e (2) e por

modelagem molecular para (3).

As estruturas, tanto cristalograficas quanto a modelada, foram levadas ao

formato mol2 que é o utilizado pelo programa GOLD.

3.5. Preparacdo da macromolécula — Catepsina B.

As coordenadas cristalograficas da catepsina B (cat B) humana foram obtidas
no Protein Data Bank (pdb), com cédigo 1gmy. A estrutura foi determinada com 2.15
A de resolugdo. A unidade assimétrica deste cristal contém 3 moléculas
independentes complexadas com seus respectivos inibidores. Dois destes
complexos estdo em contato um com o outro o que leva a algumas preocupacdes
em utiliza-los para o estudo de docking jA que o empacotamento do cristal pode
influenciar na ligagdo do inibidor (Greenspan et al, 2001). Entretanto, o terceiro
complexo enzima-inibidor cristalizado esta “isolado” podendo ser utilizado para o

estudo, ja que do ponto de vista funcional a molécula € um monémero.

Assim, para o presente estudo foi considerada a cadeia C que esta
complexada com dipeptidil nitrila (Figura 3.3.). O complexo é apresentado na Figura
3.4.
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Figura 3.3 Inibidor dipeptidil nitrila complexado com a Catepsina B 1gmy

Figura 3.4 Complexo cristalografico 1gmy da Catepsina B humana com dipeptidil nitrila

Na preparacdo do arquivo de entrada da macromolécula, as moléculas de
agua, presentes no arquivo depositado no PDB, foram removidas, uma vez que nao
foram observadas interacbes entre o ligante e a enzima. Como as coordenadas

cristalograficas obtidas do PDB nédo contém hidrogénios, entdo é necessario
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adiciona-los levando-se em consideracdo a protonacdo dos residuos presentes no
sitio ativo. Assim, a CatB na sua forma ativa tem o enxofre da Cys29 desprotonado,
ou seja, na forma S e a His199 encontra-se protonada. Para adiciona-los, foi
utilizada a subrotina addprh do programa DOCK 3.5 (Kuntz et al., 1982).

A molécula foi salva em formato mol2, arquivo de entrada do programa, e que
permite caracterizar o tipo de atomo utilizado como doador ou aceptor de

hidrogénios.

3.6. Céalculos de docking de compostos de Telurio em Catepsina B.

Primeiramente, fez-se a validacdo da metodologia realizando o docking da
molécula dipeptidil nitrila retirada da estrutura cristalografica depositada no PDB,;
para isso, foi necessaria a alteracdo de suas coordenadas de modo que o ligante se
posicionasse em outro local antes do célculo de docking, e que, apés o célculo,
retornasse a mesma orientacdo que tinha no cristal (Figura 3.5). Validado o método

iniciaram-se os célculos com os ligantes de telurio.

Enzima Separagdo do complaxo

Ligante
cristalografico

Reconstrugéo do
complexo

Figura 3.5. Validacdo do estudo de docking a partir da mudanga das coordenadas do ligante
cristalografico (dipeptidil nitrila) que apos o célculo de docking retorna a sua posicéo inical.
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Para os calculos de docking definiu-se um raio de 10 A para a esfera de

trabalho, ao redor da Cys29 como sitio receptor do ligante.

Posteriormente faz-se uma analise em tela gréfica observando-se as
orientacdes dos ligantes obtidas através de calculos, bem como das interagdes entre
atomos dos ligantes e do receptor, selecionando-se entdo a orientagdo mais

favoravel para a formacéo do complexo.

De acordo com dados experimentais, a enzima se liga covalentemente as
telurooxetanas (Cunha et al., 2005) de forma que o estudo de docking buscou
avaliar as interacfes existentes entre o ligante e a proteina para promover a
formacdo do complexo covalente entre a Cys29 e o telurio dos ligantes. Desta forma,
primeiramente, o docking foi executado com os ligantes neutros; em seguida, 0
halogénio ligado ao atomo de teldrio foi removido e um segundo célculo de docking

foi executado a partir da posicao obtida anteriormente.

Os complexos com a mesma orientacdo foram agrupados e o grupo contendo a
maior percentagem de repeticbes e melhores escores, foi selecionado. Para analise
e selecdo do complexo representativo de cada grupo utilizou-se o programa grafico
O (Jones, 1978, 1991) de forma a avaliar as interacdes entre o receptor e o ligante.

3.6.1. Visualizacao Grafica.

Utiliza-se a visualizacdo gréafica em cada passo do trabalho. Na escolha do
receptor, na analise das estruturas cristalograficas envolvidas no trabalho
(complexos, receptores e ligantes), na escolha do sitio receptor e na analise dos
resultados dos calculos de docking.

Os programas de docking geram muitas saidas. Cabe ao pesquisador atraves
da investigacdo visual, determinar a validade ou ndo dos resultados. Em geral, o
primeiro passo é o de verificar quantas saidas de um mesmo calculo sdo iguais ou
diferentes quanto a sua orientacdo e/ou conformacdo, separar em grupos por
similaridades de orientacdo, analisar as interacdes receptor-ligante, verificar quais
sdo as interacdes, se sao desejaveis ou ndo. A partir disso cabe ao pesquisador

decidir qual sera a orientacdo escolhida.
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Os programas graficos utilizados para sistema Windows, todos tipo software
livre, foram: programa “O” (Jones e Kjeldgaard, Jones, 1982); DS VISUALIZER™;
VEGA ZZ 2.1.0 (Pedretti, Villa, Vistoli, 2002, 2003, 2004); MERCURY CSD 1.4.2 -
Department of Chemistry of Cambridge University e Pymol (DeLano W. 2004) .
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Resultados e Discussao

4 Resultados e discusséao

As estruturas foram resolvidas por métodos diretos (SIR92, Altomare et al.
1993) e refinadas com matriz completa (SHELXL, Sheldrick, 1997). Os caélculos
geométricos e as projegdes graficas foram feitas utilizando-se os programas WinGX
(Farrugia, 1999), ORTEP3 (Farrugia, 1997) e POVRay .

4.1 Determinacdo das Estruturas Cristalogréficas
4.1.1 Composto (1) : (3E)-2-cloro-3-(cloromethilidene)-2-(4-

metoxifenil)-1-oxa-2A*telluraspiro [3,6]decano.

1

D“‘“—-h

4
;TE:
( L
OCH,

1

Figura 4.1 Estrutura da cloro-telurooxetana (1)

A sintese e origem do composto 1 estdo descritas no artigo de Rodrigo L.O.R.
Cunha et al. (2004), a Figura 4.2 mostra a projegao do composto.
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c5 .‘u, ; 02 .

Te

Figura 4.2. Projecao da cloro-telurooxetana com anel de sete membros (1) com os atomos

identificados.

O Te"' apresenta uma configuracdo primaria de pseudo-bipiramide trigonal
formada por quatro ligagdes, sendo duas com atomos de carbono, uma com o atomo
de cloro e uma com o atomo de oxigénio e uma par de elétrons isolados. Os atomos
C1, C3 juntamente com o par de elétrons ocupam a posi¢gao equatorial enquanto os
atomos CI1 e O1 estdo em posicao axial; estes dados estdo em total concordancia
com a Teoria de Repulsdo dos Pares Eletrénicos de Valéncia (VSPER: Gillespie,
1972).

Uma anadlise detalhada mostrou que as interacbes secundarias levam o

composto a formar dimero centrossimétricos (Figura 4.3).
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f"‘é.

Figura 4.3. Dimero centrossimétrico da cloro-telurooxetana.

Esta interagdo juntamente com outras apresentadas na Tabela 2, unem 4
moléculas formando o synthon (Figura 4.4). A translagdo supramolecular ocorre ao

longo do eixo z.

Tabela 4.1 Interagbes secundarias da cloro—telurooxetana.

D..A H..A D-H...A Op. simetria
C10...02 3,677(6) H10...02 2,75 C10-H10A...0 161 -X+2,-y,-z+1
C4..01 3.397(4) H4..01 2.83 C4-H4...01 120 -x+1,-y,-z+1
Te...Cl1 3.849(4) 2-x ,-y,1-z
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Figura 4.4 Synthon da cloro-telurooxetana (1)

Mas é bem conhecido o fato do Te(lV) fazer interagbes secundarias
(Zukerman & Haiduc, 2001). Neste caso o telurio faz duas ligagdo secundarias com
atomos de oxigénio e de cloro de moléculas vizinhas, de forma que levando-se em
consideragao estas interagdes a coordenacédo pode ser descrita como uma pseudo-
bipiramide pentagonal, onde os atomos CI1’ e C3 ocupam a posi¢cdo axial, os
atomos, CI2, C1 e O1 e O1” ocupam a posi¢cao equatorial e na quinta posigao

encontra-se o par de elétrons isolados (Figura 4.5).
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ciz

ci’

Figura 4.5 Poliedro de Coordenagao em torno do atomo de Te, a base pentagonal é formada pelos
atomos C1,Cl, O1, O1”, o espago vazio entre CI2 e O1” corresponde ao sitio ocupado pelo par de

elétrons isolados (1-x, -y, 1-z).

Um resumo dos dados cristalograficos e do refinamento pode ser encontrado
na Tabela 4.2. Na Tabela 4.3 encontram-se as coordenadas fracionais dos atomos
nao-H, na Tabela 4.4 as distancias e angulos de ligagdo encontrados, na Tabela 4.5
parametros de deslocamento atdbmico anisotrépico e na Tabela 4.6 as coordenadas

dos atomos de hidrogénio.
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Tabela 4.2 Dados cristalograficos e de refinamento da telurooxetana (1)

Férmula empirica

Peso formula

Temperatura

MMoK,,)

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensodes da cela unitaria

Volume

4

Densidade (calculada)
Coeficiente de absorgao (u)
Varredura

F(000)

Tamanho do cristal

emin,emax

Variagao dos indices

Reflexdes Coletadas
Reflexdes independentes
Reflexdes observadas
[1225(1)]
Dados/restricdes/parametros
indice R final [I225 (1)]

indice R (todos os dados)
Max. e min. Ap final

C15H20C|202Te
442 82

293,2
0,71073A
monoclinico
P21/a
a=9,3921(6) A
b =21,026(7) A
c =9,447(8) A
B=111,62(6)
1734,4(5) A3

4

1,9281 Mg/m?®
2,597 mm™"
/20
872
0,20x0,20x0,10 mm
2,3°, 30°
13<h<12
0<k<29
0<1<13
5313
5031 [R(int) = 0,015]

4036
5031/0/191

R1=0,030, wR2 = 0,0104
R1=0,049, wR2 = 0,120
0,971; -0,984(e/A%)

36



Resultados e Discussao

Tabela 4.3 Coordenadas atbmicas fracionarias e fatores de deslocamentos atébmicos
isotrépicos equivalentes do Composto (1).

Atomo X y z U(eq)
Te 0,55547 (2) -0,06547 (1) 0,68442 (2) 0,03623(9)
cli 0,76995 (13) 0,02964 (5) 1,17175 (9) 0,0617(3)
cl2 0,57529 (12) 0,16113 (4) 0,85752 (11) 0,0551(2)
01 0,58650 (25) 0,02630 (10) 0,63149 (22) 0,0381(4)
02 1,11542 (33) 0,15041 (15) 0,52181 (37) 0,0637(7)
C1 0,66111 (32) -0,00753 (15) 0,87700 (31) 0,0364(6)
c2 0,69378 (38) 0,02303 (16) 1,02059 (35) 0,0435(6)
c3 0,75079 (34) 0,09638 (14) 0,63976 (32) 0,0369(6)
c4 0,79179 (44) 0,06196 (15) 0,53516 (43) 0,0462(7)
C5 0,91335 (42) 0,08174 (18) 0,49688 (43) 0,0488(8)
C6 0,99694 (38) 0,13573 (16) 0,56624 (36) 0,0436(7)
c7 0,95777 (39) 0,16903 (16) 0,67299 (40) 0,0453(7)
c8 0,83558 (37) 0,14917 (14) 0,70905 (36) 0,0417(6)
c9 0,66649 (34) 0,05135 (14) 0,78521 (33) 0,0358(5)
c10 0,82864 (41) 0,06907 (16) 0,79837 (47) 0,0478(8)
c11 0,91194 (47) 0,12016 (22) 0,91591 (45) 0,0621(10)
c12 0,87015 (59) 0,18775 (22) 0,85809 (60) 0,0739(13)
c13 0,71237 (65) 0,21069 (21) 0,83404 (64) 0,0817(15)
c14 0,57954 (49) 0,16883 (18) 0,73626 (50) 0,0581(9)
c15 0,56973 (38) 0,10579 (15) 0,81171 (39) 0,0434(7)
Ci6 1,19807 (51) - 0,20717 (23) 0,58169 (57) 0,0717(12)
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Tabela 4. 4 Distancias (A) e angulos () de ligagdo do Composto (1).

CI(1) - C(2) 1,739(3)

C(16) — 0(2) 1,422(5)

c(11) - c(12) 1,521(7)

c(11) - c(10) 1,536(5)

c(2) - c() 1,317(4)

c(12) — C(13) 1,494(7)

c(?) - c(8) 1,377(5)

c(?) - Cc(6) 1,384(5)

0(2) - c(6) 1,362(4)

c(10) — C(9) 1,528(4)

c(13) - c(14) 1,528(6)

c(8) - Cc(3) 1,382(4)

c() - c(9 1,523(4)

c() - Te 2,109(3)

c(6) — C(5) 1,398(5)

cl(2) - Te 2,5555(9)

C(9) — 0(1) 1,465(3)

c(9) — C(15) 1,538(4)

C(15) — C(14) 1,524(5)

c(3) - C(4) 1,389(4)

c@d®) - Te 2,130(3)

c(5) — C(4) 1,383(5)

Te - 0(1) 2,041(2)
C(12) — C(11) - C(10) 113,5(3) C(1) — C(9) - C(15) 111,5(2)
C(10) — C(9) - C(15) 115,9(3) c(1) - c(@) - CcI(D) 123,9(3)
c(14) — c(15) - C( 115,5(3) C(13) - C(12) - C(11) 117,8(4)
c(8) — C(3) - C(4) 119,5(3) c(6) — 0(2) — C(16) 117,1(3)
c( - c@B@) - Te 122,6(2) C(9) — C(10) - C(11) 117,2(3)
c(4) — c(3) - Te 117,8(2) C(12) — C(13) - C(14) 116,7(4)
c(4) — c(5) — C(6) 119,8(3) c(7) - c(8) - C(3) 120,9(3)
C(15) — C(14) - C(13) 113,3(4) c(2) - c(1) - c(9) 138,0(3)
c(5) — C(4) - C(3) 120,1(3) c(@ - c(@) - Te 127,1(2)
0(1) — Te — C(1) 66,49(10) c(9) - C(1) - Te 94,71(17)
0(1) — Te — c(3) 91,65(10) 0(2) — c(8) — C(7) 125,2(3)
c(1) — Te — c(3) 100, 45(11) 0(2) — ¢(6) - C(5) 114,9(3)
0(1) — Te — CI(2) 156,58(6) c(7) - c(6) - c(5) 119,9(3)
c() - Te — CI(2) 90,14(8) 0(1) — C(9) - c(D) 99,2(2)
c3®) - Te — CI(2) 91,24(8) 0(1) — C(9) - C(10) 107,5(2)
c(9) - 0(1) - Te 99,46(16) c(1) - c(9) - c(10) 113,2(3)

C(8) — C(7) — C(6) 119,8(3) 0(1) — c(9) — c(15)  108,1(2)
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Tabela 4.5 Fatores de deslocamentos atdmicos anisotrépicos do composto (1).

U1l u22 u33 u23 u13 u12
Te 0,04148(13) 0,03497(13)0,03169(12)-0,00214(6) 0,01283(9)-0,00222(7)
ClI1 0,0815(6) 0,0669(6) 0,0287(3) -0,0049(3) 0,0109(4) -0,0093(5)
Cl2 0,086(3) 0,062(2) 0,079(3) -0,022(2) 0,037(3) -0,035(2)
01 0,0510(12) 0,0366(1) 0,0259(9) -0,0005(8) 0,0131(8) 0,0019(9)
02 0,0597(1) 0,0636(2) 0,079(2)  0,0201(1) 0,0391(1) 0,0210(1)
Cl  0,0395(14) 0,0409(14) 0,0289(12) -0,0011(10) 0,0128(11)-0,0002(11)
C2 0,0506(17) 0,0453(16) 0,0322(14) 0,0018(12) 0,0126(12)-0,0008(13)
C3 0,0418(14) 0,0368(14) 0,0312(13) -0,0023(10) 0,0123(11) 0,0003(11)
C4 0,0530(19) 0,0466(18) 0,0426(17) 0,0122(12) 0,0219(15) 0,0133(13)
C5 0,0539(19) 0,0491(17) 0,0493(19) 0,0105(15) 0,0259(16) 0,0105(15)
C6 0,0453(16) 0,0443(16) 0,0405(15) 0,0022(13) 0,0150(13) 0,0040(13)
C7 0,0475(16) 0,0378(15) 0,0486(18) 0,0050(13) 0,0152(14) 0,0045(13)
C8 0,0491(16) 0,0354(14) 0,0384(15) 0,0045(11) 0,0136(13) 0,0014(12)
C9  0,0406(14) 0,0369(13) 0,0297(12) -0,0022(10) 0,0129(11) 0,0009(11)
C10 0,0452(18) 0,0505(19) 0,052(2) -0,0024(14) 0,0225(15)-0,0039(13)
Cl11 0,058(2) 0,078(3) 0,048(2) -0,0096(18) 0,0159(17)-0,023(2)
Cl2 0,086(3) 0,062(2) 0,079(3) -0,022(2) 0,037(3) -0,035(2)
C13 0,116(4) 0,041(2) 0,093(4) -0,015(2) 0,044(3) -0,013(2)
Cl14 0,073(2) 0,0450(19) 0,054(2) -0,0011(16) 0,0209(2) 0,0078(2)
C15 0,0464(2) 0,0413(2) 0,0443(2) -0,0047(12) 0,0188(13) 0,0047(12)
C16 0,062(2) 0,070(3) 0,085(3) 0,015(2) 0,030(2) 0,029(2)

Tabela 4.6 Coordenadas fraciondrias dos atomos de hidrogénio do composto (1).

X y z U(eq)
H2 0,6750 -0,0646 1,0425 0,052
H4 0,7374 -0,0256 0,4908 0,055
H5 0,9395 -0,0592 0,4252 0,059
H7 1,0138 -0,2047 0,7202 0,054
H8 0,8097 -0,1716 0,7810 0,050
H10a 0,8240 0,0835 0,6992 0,057
H10b 0,8905 0,0308 0,8226 0,050
Hlla 0,8876 0,1142 1,0063 0,075
H1lb 1,0215 0,1145 0,9450 0,075
H12a 0,9425 0,2163 0,9296 0,089
H12b 0,8849 0,1916 0,7621 0,089
H13a 0,6997 0,2525 0,7875 0,098
H13b 0,7046 0,2157 0,9330 0,098
Hl4a 0,4843 0,1919 0,7144 0,070
H14b 0,5911 0,1603 0,6401 0,070
H15a 0,4635 0,0924 0,7747 0,052
H15b 0,6015 0,1128 0,9205 0,052
Hl6a 1,2486 -0,2032 0,6900 0,108
H16b 1,2730 -0,2142 0,5364 0,108
H16c 1,1284 -0,2425 0,5591 0,108
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4.1.2 Composto (2): (3E)-2-cloro-3-(clorometilidene)-2 A*-  4-

telluraspiro[3,5]nonano

OCH;
EBr

Fig. 4.6 Estrutura da bromo-cloro-telurooxetana

A sintese e origem do composto (2) estdo descritas no artigo de Rodrigo

L.O.R. Cunha et al (2004), a Figura 4.7 mostra a projecédo do composto.

Figura 4.7 Projegéo da bromo-cloro-telurooxetana com os atomos numerados.
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A analise da estrutura primaria da molécula permite concluir que a coordenagao
ao redor do atomo de Te'” é, como no caso anterior,uma pseudo-bipiramide trigonal
com os atomos C1, C9 juntamente com o par de elétrons em posi¢cédo equatorial e os

atomos Cl e O1 em posigao axial.

A analise da quimica supramolecular da bromo-cloro-telurooxetana mostra que
esta se arranja em dimeros centrossimétricos, onde o synthon (Figura 4.8) é
formado por quatro moléculas relacionadas pelas interagées secundarias do Te com
um &tomo de bromo (Te...Br' = 3,918 A; i = 1-x, -y, 1-z) de uma molécula vizinha e

com um atomo de oxigénio de outra molécula (Te...O" = 2.908 A; ii = 1-x, 2-y, 2-z).

Figura 4.8 Synthon da bromo-cloro-telurooxetana

Novamente a coordenagdo em torno do atomo de Telurio deve ser
interpretada levando em consideracdo as interagdes secundarias, de forma que
apresenta geometria de pseudo-bipiramide de base pentagonal com o atomo C(9) e

Br' em posigao axial e os atomos C1,Cl ,01 e O1’ juntamente com o par de elétrons
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isolados em posicao equatorial.

Figura 4.9 Poliedro de coordenagao em torno do atomo de Te, a base pentagonal é formada pelos

atomos C1,Cl, O1, O1’ e o par de elétrons isolados (op. simetria: -x, -y, 1-z)

Um resumo dos dados cristalograficos e do refinamento pode ser encontrado
na Tabela 4.7. Na Tabela 4.8 encontram-se as coordenadas fracionais dos atomos
nao-H, na Tabela 4.9 as distancias e angulos de ligagdo encontrados, na Tabela

4.10 parédmetros de deslocamento atdbmico anisotropicos e na Tabela 4.11 as
coordenadas dos atomos de hidrogénio.
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Tabela 4.7 Dados cristalograficos e de refinamento da bromo-cloro- telurooxetana (2)

Foérmula empirica

Peso férmula

Temperatura

MMoK,)

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensdes da cela unitaria

Volume

Z

Densidade Calculada
Coeficiente de absorgao (u)
Varredura

F(000)
Tamanho do cristal
emim emax 2,5°% 26°

Variagcao dos indices

Reflexdes Coletadas
Reflexdes Independentes
Reflexbes Observadas

[1226 (1)]
Dados/Restricbes/Parametros
indice R final [I225(1)]

indice R (todos os dados)
Max. e min. Ap final

C15H18CIBr02Te

473,25

293,2K
0,71073A
triclinico

P1
a=9,253(2) A
b=9,901(1) A
c=10,15(9) A

o =96,08(2)°

B =92,62(1)°
y=116,37(1)°
824,68(3)A°

2

1,906 Mg/m?
4,386 mm’

/20

456

0,20x0,20x0,10 mm

10<h<10
0<k<12
12<1<12

3503

3299 [R(int) = 0,014]

2847
3999/0/182

R1=0,024, wR2 = 0,086
R1=0,035 wR2 = 0,095
0,334; -0,550 (e/A3)
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Tabela 4.8 Coordenadas atdbmicas fracionarias e fatores de deslocamentos atdémicos isotropicos
equivalentes do Bromo-Cloro — Telurooxetana.

Atomo X y z U(eq)
Te 0,21000 (3) 0,06928 (2) 0,63491 (2) 375 (1)
Br 0,71457 (5) 0,29037 (6) 0,42970 (5) 637 (2)
Cl 0,40901 (15) 0,10188 (14) 0,82929 (10) 591 (5)
01 0,13576 (29) 0,09244 (27) 0,44838 (23) 390 (10)
02 0,10240 (44) 0,61807 (35) 0,87690 (34) 681 (15)
C1 0,40158 (44) 0,16954 (38) 0,51715 (34) 374 (13)
Cc2 0,29389 (41) 0,17296 (37) 0,40279 (31) 341 (13)
C3 0,29929 (52) 0,08870 (45) 0,26974 (37) 462 (16)
c4 0,18462 (54) 0,09398 (47) 0,16096 (36) 504 (18)
C5 0,21912 (63) 0,25531 (56) 0,14683 (41) 637 (22)
C6 0,21293 (56) 0,34085 (49) 0,27880 (43) 541 (18)
c7 0,32757 (49) 0,33667 (40) 0,38876 (38) 443 (16)
C8 0,55410 (48) 0,20503 (46) 0,54590 (38) 462 (17)
Cc9 0,19024 (45) 0,26484 (41) 0,71926 (33) 393 (14)
Cc10 0,05810 (50) 0,28104 (44) 0,67214 (41) 503 (17)
C11 0,03161 (52) 0,40069 (46) 0,72762 (44) 543 (17)
C12 0,13955 (52) 0,50550 (43) 0,82930 (39) 477 (A7)
C13 0,27462 (53) 0,49301 (48) 0,87391 (39) 509 (15)
Ci14 0,29876 (52) 0,37123 (48) 0,81907 (38) 493 (16)
C15 0,20919 (83) 0,73048 (60) 0,98087 (59) 893 (31)
Tabela 4.9 Distancias (A) e angulos (°) de ligagado do Bromo-cloro-telurooxetana.
Te — 0(2) 2,056(2)
Te — C(D) 2,108(4)
Te — C(9) 2,120(4)
Te — CI 2,5296(10)
Br — C(8) 1,889(4)
0(1) - C(2) 1,447(4)
0(2) - C(12) 1,355(5)
Cc(12) - Cc(13) 1,371(6)
0(2) — C(15) 1,418(5)
c(12) - c(1v 1,378(5)
c(13) - c(1%) 1,386(6)
C(3) - Cc™ 1,518(5)
C(3) — C(2) 1,526(4)
C(2 - c 1,509(5)
c(@ -cm 1,533(5)
C(7) — C(6) 1,522(5)
cC(14) - Cc9) 1,508(6)
c(8) - c( 1,304(6)
C() - CM 1,508(6)
C() — C(®) 1,526(6)
c(11) - c(0) 1,382(5)
C(9) - CcQ10) 1,374(5)
0(1) — Te — C(D) 66,28(12) 0(1) - C(2) -C7 110,0(3)
0(1) — Te — C(9) 90,86(11) C(1) - C(2) - Cc( 111,1(3)
C(1) — Te — C9) 100,26(13) C(3) - C@ —-Cc(™ 110,703
0(1) — Te — ClI 156,88(8) C(6) — C(7) — C(2) 111,5(3)
cC1) — Te —ClI 90,75(10) C(9) - C(14) - C(13)120,6(4)
C(®) — Te —CI 90,72(10) C(1) - C(8) - Br 123,5(3)
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C(2) - 0(1) — Te 98,36(18)
C(12) — 0(2) — C(15) 118,1(4)
0(2) — C(12) — C(13) 124,6(4)
0(2) — C(12) - C(11) 115,2(4)
C(13) — C(12) - C(11)120,2(4)

C(10) — C(9) — Te  116,9(3)
C(4) — C(3) - C(2) 111,5(3)
0(1) — C(2) - c(1) 100,7(3)
0(1) - C(2) - c(3®) 109,1(3)
C(1) - C(2) - c(3) 114,8(3)
c(8) — c(1l) — Te 127,4(3)

C(4) — C(5) — C(6) 111,1(3)
C(7) — c(6) — c(5) 111,4(3)
C(12) — C(11) - C(10)119,9(4)

C(10) — C(9) - C(14) 119,5(3)
C(12) - C(13) - C(14 119,5(4)
C(14) — C(9) - Te  123,6(3)
C(9) - C(10) — C(11) 120,3(4)
c(5) - C(4) - c3) 111,7(3)
c(8) — C(1) — C(2) 138,3(4)
c(@ - c() - Te 94,2(2)

Tabela 4.10 Fatores de deslocamentos atémicos anisotrépicos do composto (2).

Uil 022 U33 U23 Ui3 U1z
Te 0,03683(16) 0,04306(16) 0,03398(15) 0,00602(10) 0,00171(10) 0,01944(11)
Cl  0,0621(6) 0,0814(7)  0,0448(5) 0,0126(5) -0,0073(5) 0,0424(6)
Br 0,0381(2) 0,0866(3) 0,0658(3) 0,0187(2) 0,0111(2) 0,0253(2)
01 0,0359(1) 0,0456(1)  0,0328(1) 0,0003(1) -0,0008(1) 0,0175(1)
02 0,070(2) 0,0560(2) 0,077(2) -0,0185(2) -0,0143(17)  0,0352(16)
Cl1 0,0390(19) 0,0395(17) 0,0363(18)  0,0041(14) 0,0022(14)  0,0206(15)
C2 0,0323(16) 0,0382(16) 0,0304(16)  0,0019(13) 0,0025(13)  0,0154(14)
C3 0,053(2) 0,051(2) 0,039(2) -0,0026(16) 0,0040(17)  0,0294(19)
C4 0,055(2)  0,063(2) 0,0294(18)  -0,0020(17) 0,0013(16) 0,025(2)

C5 0,065(3)  0,080(3) 0,044(2) 0,022(2) -0,002(2) 0,029(2)

C6 0,057(3)  0,054(2) 0,060(3) 0,0131(19) -0,002(2) 0,032(2)

C7 0,047(2)  0,0387(18) 0,044(2) 0,0008(15) -0,0023(16) 0,0182(16)
C8 0,041(2)  0,062(2) 0,041(2) 0,0076(17) 0,0044(16)  0,0281(18)
C9 0,0400(19) 0,0469(19) 0,0326(17)  0,0063(15) 0,0046(15)  0,0206(16)
C10 0,046(2)  0,046(2) 0,052(2) -0,0074(17) -0,0086(18)  0,0190(17)
C11 0,041(2)  0,053(2) 0,066(3) -0,008(2) -0,0113(19)  0,0244(18)
C12 0,053(2)  0,0434(19) 0,045(2) 0,0027(16) -0,0001(17)  0,0220(18)
C13 0,050(2)  0,054(2) 0,038(2) -0,0046(17) -0,0117(17) 0,0178(19)
Cl4 0,049(2)  0,064(2) 0,0370(19)  0,0031(18) -0,0069(17)  0,029(2)

C15 0,108(5)  0,060(3) 0,092(4) -0,035(3) -0,030(4) 0,045(3)
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Tabela 4.11 Coordenadas fracionarias dos atomos de hidrogénio do composto (2).

X y z U(eq)
H3a 0,4090 0,1345 0,2446 0,055
H3b 0,2698 -0,0166 0,2792 0,055
Haa 0,1954 0,0443 0,0771 0,060
H4b 0,0738 0,0385 0,1816 0,060
H5a 0,1398 0,2542 0,0803 0,076
H5b 0,3256 0,3078 0,1167 0,076
H6a 0,2425 0,4459 0,2683 0,065
H6b 0,1031 0,2953 0,3037 0,065
H7a 0,3152 0,3856 0,4724 0,053
H7b 0,4386 0,3933 0,3691 0,053
H8 0,5856 0,1874 0,6280 0,055
H10 -0,0139 0,2112 0,6026 0,060
H11 -0,0589 0,4105 0,6964 0,065
H13 0,3495 0,5656 0,9404 0,061
H14 0,3893 0,3615 0,8502 0,059
H15a 0,2655 0,6883 1,0312 0,134
H15b 0,1482 0,7637 1,0382 0,134
H15c 0,2864 0,8156 0,9435 0,134

4.2 Resultados dos estudos de docking

4.2.1. Validacao da Metodologia — Redocking.

A validagdo do calculo de docking foi realizada tomando as coordenadas do
ligante cristalografico dipeptidil nitrila as quais foram tratadas de forma que a ocorrer
a perda a informagédo sobre a sua posi¢ao original (o chamado redocking) como

apresentado na Sec¢ao 3.6 de Procedimento experimental.
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c13

Figura 4.10 Estrutura da dipeptidil nitrila numerada.

Apos a mudancga das coordenadas o calculo de docking foi realizado, tendo como
receptor a enzima de 1gmyc e como ligante a estrutura apresentada na Figura 4.10.
Os resultados obtidos do calculo mostraram boa concordancia com as estrutura

cristalografica original (Figura 4.11).
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Figura 4.11 Validacao do método de docking: A molécula em destaque corresponde as coordenadas

cristalograficas da molécula retirada do pdb; as moléculas superpostas sédo os resultados de docking.

Realizou-se também uma analise das interagdes que a molécula dipeptidil

nitrila realiza com a enzima catepsina B (Tabela 4.12, Figura 4.12):

Tabela 4.12 Principais distancias entre os residuos de catepsina B e os atomos do ligante

cristalografico dipeptidil nitrila.
C5 - SG-Cys29 1,82A | HI0-OE2-Glu245 320A | HN3—ND1-His19 297 A

H2A-0-Gly198 261A | H12-0-Gly74 2,17A
H8 —N-His19  260A | H22-Ct-Tyr75* 2,61A

*Ct= Centroide.
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Figura 4.12 Algumas interagdes entre a dipeptidil nitrila e alguns residuos da Cat. B.

4.2.2 Estudos de docking - Telurooxetanas.

Como mencionado anteriormente, os calculos de docking foram realizados em
duas etapas (Secao 3.6): uma com o ligante neutro e outra com o ligante sem o

haleto ligado ao atomo de telurio. Primeiramente, os ligantes estudados foram:
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Figura 4.13 Estruturas das telurooxetanas analisadas.

ligante 1: molécula cristalografica de cloro-telurooxetana
ligante 2: molécula cristalografica de bromo-cloro-telurooxetana.

ligante 3: molécula modelada de bromo-telurooxetana.

4.2.2.1. Cdlculos realizados com os ligantes neutros.

Nesta primeira etapa, foram observadas as interagbes entre a orientagao
selecionada de cada ligante e o sitio receptor, verificando-se em todos os casos que
a distancia de ligagéo Te (ligantes) — SG-Cyx29 (Cat B) é de cerca de 5,5 A. Outras

interagbes também foram observadas e sdo apresentadas na Tabela 4.13.

As Figuras 4.14, 4.15 e 4.16, mostram as orientagdes selecionadas na Tabela
4.14 dentro do sitio escolhido da enzima CatB onde pode ser observadas as
interagbes entre os residuos de aminoacidos e os ligantes neutros. A partir da
analise, foi possivel observar que os ligantes realizam interagcbes com alguns
residuos que fazem interagbes com a dipeptidil nitrila; dentre eles os residuos Gly74
e Tyr75.
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Tabela 4.13 Principais distancias entre os residuos de catepsina B e os atomos das moléculas

nas orientagdes selecionadas para os ligantes neutros

cloro-telurooxetana bromo-cloro-telurooxetana bromo-telurooxetana

(Composto 1) (Composto 2) (Composto 3)

Te -SG-Cyx29 5,36 A Te -SG-Cyx29  529A | Te-SG-Cyx29 562A
H12 - 0-Glu245 2,07 A H3 - O-Asn72 237A | H3-0-Asn72 2,88 A
H17 - Ct-Tyr75* 2,46 A H8 - Ct-Tyr75*  299A | HOA-Ct-Tyr75* 258A
H20-0-Gly74  187A H15-N-Gly74 2,58 A H9B-0O-Gly74  2,45A

*Ct = centroide

Figura 4.14. Interagdo entre a molécula cloro-telurooxetana neutra e residuos da Cat B. As
distancias de ligacdo estéo indicadas na Tabela 4.13.
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Figura 4.15 Interagéo entre a molécula bromo-cloro-telurooxetana neutra e residuos da Cat B
As distancias de ligacao estdo indicadas na Tabela 4.13.

Cys 29

seseseees=ss=

Br

Tyrs

. T

Figura 4.16 Interacéo entre a molécula bromo-telurooxetana neutra e residuos da Cat B. As
distancias de ligacéo estéo indicadas na Tabela 4.13.
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4.2.2.1.1. Discussédo dos Resultados obtidos para os ligantes

neutros.

A partir da analise realizada € possivel observar que os 3 compostos estudados
fazem interagées com os residuos Gly74, Gly73 e Asn72 localizados no subsitio S1,
e a Tyr75 do subsitio S3, localizada na entrada do sitio ativo. Todos estes residuos
estdo situados de um mesmo lado da Cys29.

A cloro-telurooxetana, por possuir um anel de 7 membros e, consequentemente,
ser maior que os outros dois compostos faz mais uma interacdo com o Glu245.
Todos os compostos ficam posicionados no sitio ativo que esta localizado entre os
dois dominios L e R da proteina; é possivel observar que a cloro-telurooxetana faz
interagcbes com os dois dominios, “bloqueando” sua entrada na interface do sitio
ativo, enquanto que os outros dois compostos interagem apenas com o dominio L da
proteina ficando com parte da molécula “solta” para adentrar no sitio ativo.

E possivel observar também que o 4tomo de Te dos trés ligantes posicionaram-

se em frente a cisteina catalitica.

4.2.2.2 Calculos realizados com a retirada do haleto ligado ao

atomo de Te dos ligantes.

Nesta situacao, foi possivel obter a formagao de uma ligacéo covalente Te-S,
0 que resultaria na inibigdo da enzima. Assim, a distancia de ligagdo Te-SG Cyx29 é
igual a 2,8 A, que é uma distancia compativel com o tamanho da ligagédo covalente
Te-S (dados obtidos do CSD — Cambridge Structural Database).

O inibidor dipeptidil nitrila, além da ligagdo covalente com a Cys29, também

faz interacdes com outros residuos como mostrado na tabela abaixo (Tabela 4.14)

dentre eles a His199.
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Tabela 4.14 Principais distancias entre os residuos de catepsina B e os atomos das

orientagdes selecionadas para os ligantes sem o haleto ligado ao Te.

cloro-telurooxetana bromo-cloro-telurooxetana bromo-telurooxetana
(Composto 1) (Composto 2) (Composto 3)

Te - SG-Cyx29 286A | Te - SG-Cyx29 2,80 A Te — SG-Cyx29 272 A
02 - HD1-His199 2,23 A Br— HD1-His199 351 A Br—HD1-His199 3,39 A
H5 - 0-Gly74 317A | H3-0-Glu122 2,83A H3-0-Glu122 2,77 A
H8 - O-Glu122 2,12 A H4 -0-Gly198 2,49 A H4-0-Gly198 2,47 A
H11B - O-Met196 2,18 A H5 -N-Gly198 2,77A H5-N-Gly198 2,96 A
H12B- O-Gly197 2,51 A H6 — N-Ala200 2,44 A H6—N-Ala200 2,62 A

H12 -O-Gly74 2,77 A H12-0-Gly74 2,74 A

H15-0-Asn72 2,36 A H15-0-Asn72 2,40 A

H17-0-Glu245 3,07 A

Figura 4.17 Observa-se a ligagédo covalente entre o Te da molécula cloro—telurooxetana e o

SG-Cyx29 no sitio ativo da Catepsina B.
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His 199 Glu 122

Cys 29

Figura 18 Interacdes entre a molécula cloro-telurooxetana da qual se retirou o haleto e residuos da

enzima Catepsina B.

-

Te Gly 198

X ]

Glu122

>__f Asn T2 \_
Gly 74

Figura 4.19 Interagdes entre a molécula bromo-cloro—telurooxetanada qual se retirou o haleto e

residuos da enzima Catepsina B.
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Figura 4.20. Observa-se a orientagao da molécula bromo-cloro-telurooxetana na Cat B

Gly 74

AsnT2

Glu 122

His 199

Figura 4.21 Interagbes entre a bromo-telurooxetana com a retirada do haleto e residuos da Cat B.
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4.2.2.2.1. Discussdao dos Resultados obtidos para os ligantes

carregados

Todos os ligantes fazem interagdes no subsitio S2, composto pela Gly198,
Ala200 e Glu245, além destas interagdes, o composto Cloro — Telurooxetana
interage com o subsitio S1° que consiste de um espago cercado por residuos
hidrofébicos: Met196 e His199. A His199, participante da triade catalitica do
composto esta protonada de modo que o ambiente proposto esta sendo fiel ao o
ambiente real da enzima em seu pH 6timo assim, a interagdo com este residuo € de
grande importancia na inibigcdo da Cat B.

A inativagdo da Cat B pelos inibidores estudados deve-se ao carater
nucleofilico do residuo tiol localizado no sitio ativo combinado ao carater eletrofilico
do atomo de telurio (Cunha et al., 2005). A ligacao covalente é entdao formada pelo
ataque nucleofilico ao atomo de Te(lV) pelo enxofre da enzima seguido da saida do
ion haleto ligado ao telurio. O mecanismo pelo qual o Te(lV) interage com o
nucledfilo ainda é pouco entendido, mas é mostrado com algumas similaridades com
seu correspondente ao fésforo. Considerando o mecanismo associativo, tipo Sn2,
pode considerar-se que enquanto compostos de Te(lV) sao geralmente
pentavalentes (incluindo o par de elétrons isolados em posicdo equatorial)
permitindo assim a adigdo de outro ligante no plano equatorial. No mecanismo
dissociativo, tipo Sn1, o composto de Te (IV) pode compensar o surgimento de uma
carga positiva durante a dissociagdo do ligante pelo par de elétrons isolados em
posicao equatorial (Albeck et al., 1998).
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Figura 4.22 Propostas de mecanismo para compostos de Te(lV): (a) mecanismo associativo e (b)
dissociativo (Albeck et al, 1998).

De acordo com a hipétese acima, a reatividade das telurooxetanas frente a Cat
B deve-se ao telurio ser considerado um acido de Lewis. A substituicido da saida do
ion é preferivel a abertura do anel de 4 membros como o0 modelo de reagao sugere
(Cunha et al., 2005).

O tipo de inibicdo ocorrido é considerado uma interacao irreversivel, assim, o
inibidor é denominado modificante da enzima (Figura 4.23.) (Silverman, 1992; Voet,
1995).

R R
5 S |
> sO—_ » |\ > S—Tle\x + X (<)
& X » &
A R R
& &

Figura 4.23 Esquema de inibidor modificante (Cunha, 2008).

Na Tabela 4.15 podem ser vistas as constantes de inibicdo da Cat B com os

compostos de Te (Cunha et al., 2005).
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Tabela 4.15 Constantes de segunda ordem para a inibicdo da Cat B pelos compostos de
Te (IV) (Extraido de Cunha et al. 2005).
Inibicéo Catepsina B (k,, x10°M ™" s™)

Telurooxetana

Cloro 1,6 +0,1
Bromo-Cloro 36+3
Bromo 7,7+0,9

Como dito anteriormente, o volume do anel de 7 membros impede a entrada
efetiva do composto cloro-telurooxetana fazendo que este seja um inibidor menos
reativo que os outros estudados. Comparando-se os dois anéis de 6 membros
percebe-se maior eficacia na inibicgdo do composto contendo o cloro ligado ao telurio
que pode ser atribuida as modificacdes eletronicas de cada composto em sua saida,
com a retirada do haleto o ligante torna-se idéntico ndo havendo grandes

modificagcdes em suas interacbes com os residuos.

O critério de selegao para a escolha da orientagéo dos ligantes no sitio ativo
baseia-se no numero de repeticbes de orientagbes geradas; assim o grupo de
orientagdes com maior repeticdo é selecionado; além disso, deve haver um sentido
quimico nesta escolha. Dentre o grupo selecionado, a orientagdo escolhida é a de

menor energia total do complexo formado (escore gerado pelo programa GOLD).

Tabela 4.16 Escores gerados para as orientagdes escolhidas que se ligam a proteina

(kcal/mol)
cloro- bromo—cloro- bromo-
telurooxetana telurooxetana telurooxetana
(Composto 1) (Composto 2) (Composto 3)
Escore —30,68 -30,74 -33.27

E possivel observar pela Tabela 4.16 de valores gerados que todas as

orientagdes escolhidas sdo da mesma ordem de grandeza, o que é compativel com
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os dados de teste bioldgicos, ja que todos ligantes se ligam covalentemente a

enzima.

4.2.3 Comparacdo das conformagbes das moléculas
cristalogréaficas ou modelada com as obtidas por docking antes e
depois daretirada do haleto.

Realizou-se também uma analise conformacional dos compostos
cristalograficos e 0 modelado e seus respectivos resultados de docking (primeiro e

segundo passo):
- Cloro-telurooxetana (1)

Na analise observa-se que o ligante tem sua conformacédo cristalografica
praticamente inalterada na primeira etapa de docking; porém, ao se ligar com o S” do
sitio ativo, torce seu anel fenila para se encaixar no estreito canal da proteina
(Figura 4.24).

X

Figura 4.24 Superposicao do cloro—telurooxetana (1): A molécula cristalografica em azul e a
orientacdo do ligante escolhido em verde, a esquerda com o ligante neutro e a direita com a retirada

do cloro.
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- Bromo—cloro—telurooxetana (2)

E possivel observar na Figura 5.4.2 que ocorre uma torgdo do anel do ligante
neutro para entrar na proteina que em seguida volta ao seu estado conformacional
de mais baixa energia, ou seja, a conformacao cristalografica, ao se ligar com a

proteina.

Figura 4.25 Superposi¢cdo do bromo—cloro—telurooxetana (2) : A molécula cristalografica em azul e
orientacdo do ligante escolhido em verde, a esquerda com o ligante neutro e a direita com a retirada

do cloro.
- Bromo-telurooxetana (Composto 3)

O composto bromo-telurooxetana como ligante neutro torce seu anel
benzénico para entrar na Cat B, retornando a conformacado modelada quando perde

0 bromo para ligar-se ao enxofre.

Figura 4.26 Superposi¢do do bromo—telurooxetana (3): A molécula modelada em azul e a orientagéo
do ligante escolhido no sitio em verde, a esquerda com o ligante neutro e a direita com a retirada do
cloro.
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4.2.4 Modelagem e Estudos de docking de algumas telurooxetanas

a partir da anélise anterior.

Com base no estudo da formacdo de complexos das telurooxetanas
anteriores em comparagao com seus testes biolégicos, foram realizadas também a

modelagem molecular das seguintes telurooxetanas:

C3

Figura 4.27 Estruturas das telurooxetanas analisadas.

ligante 4: molécula modelada cloro-bromo-telurooxetana;
ligante 5: molécula modelada cloro-telurooxetana;

ligante 6: molécula modelada bromo-telurooxetana.

4.2.4.1. Calculos realizados com os ligantes neutros.

Como para os ligantes analisados anteriormente, foram observadas as
interacbes entre a orientacdo selecionada de cada ligante e o sitio receptor.
Verificou-se em todos os casos que a distancia de ligagao Te (ligantes) — SG-Cyx29
(Cat B) é de cerca de 5,60 A. Outras interagcbes também foram observadas e s&o

apresentadas na Tabela 4.17.
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Tabela 4.17 Principais distancias entre os residuos de catepsina B e os atomos das

orientagdes selecionadas para os ligantes neutros

cloro-bromo-telurooxetana

(Composto 4)

cloro-telurooxetana

(Composto 5)

bromo-telurooxetana

(Composto 6)

Te — SG-Cyx29 5,62 A
H5 — Ct-Tyr75* 2,71 A
H4 - O-Gly74 2,17 A
H12A-OE1-Glu245 3,20 A

Te — SG-Cyx29 563 A
H10 - O-Asn72 2,51 A
H11B - N-Gly74 2,43 A
H12A - Ct-Tyr75* 3,00 A
H13A-N-Asp69 3,50 A

Te-SG-Cyx29 561A
H5 - Ct-Tyr75* 2,65 A
H13A - 0-Glu245 3,06 A
H15A- O-Gly74 2,74 A

*Ct = centréide

As Figuras 4.28, 4.29 e 4.30, mostram as orienta¢gdes dos ligantes dentro do

sitio escolhido da enzima Cat B.

Br

Figura 4.28 Interagdes entre a molécula cloro-bromo-telurooxetana neutra e residuos da Cat B.
As distancias de ligacao estao indicadas na Tabela 4.17
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Asp 69
Asn 72

Figura 4.29 Interagdes entre a molécula cloro- telurooxetana neutra e residuos da Cat. B. As
distancias de ligagao estdo indicadas na Tabela 5.5.1.1.

Glu 245

Cys 29

Figura 4.30 Interagdes entre a molécula bromo- telurooxetana neutra e residuos da Cat B. As
distancias de ligacdo estdo indicadas na Tabela 4.17
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4.2.4.1.1 Discussdo dos Resultados obtidos para os ligantes

neutros.

Os 3 compostos estudados fazem interagbes com os residuos Gly74 e Asn72
localizados no subsitio S1, e a Tyr75, do subsitio S3, localizada na entrada do sitio
ativo.

A cloro-bromo-telurooxetana e a bromo-telurooxetana, que sao caracterizadas
pelo anel de 7 membros e, consequentemente, sdo maiores que o0 outro composto
estudado nesta secdo, faz mais uma interacdo com o Glu245, o que também foi
observado para o composto cristalografico contendo um anel de 7 membros (cloro-
telurooxetana). Todos os compostos ficam posicionados no sitio ativo que esta
localizado entre os dois dominios L e R da proteina; € possivel observar que os
inibidores maiores fazem interagcbes com os dois dominios, “bloqueando” sua
entrada na interface do sitio ativo, enquanto que o outro inibidor, um pouco menor,
interage apenas com um lado da proteina ficando com o anel fenila “solto” no sitio
ativo.

Além disso, as trés moléculas modeladas posicionaram o atomo de Te em frente
a Cys 29.

4.2.4.2 Calculos realizados com a retirada do haleto ligado ao

atomo de Te dos ligantes.

Obteve-se a formacao de uma ligacao covalente Te-S a uma distancia igual a
2,8 A, o que indicaria a possibilidade de inibicdo, desta maneira, da enzima. Como
mencionado anteriormente, este valor de distancia € compativel com o tamanho da
ligacao covalente Te-S (informagdes obtidas do CSD).

Na Tabela 4.18 é possivel observar que, além da formacdo da ligagao
covalente, obteve-se, nos trés ligantes estudados, interagdes com alguns residuos

presentes no sitio ativo.
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Tabela 4.18 Principais distancias entre os residuos de catepsina B e os atomos das

orientagdes selecionadas para os ligantes sem o haleto ligado ao Te.

cloro-bromo-telurooxetana

(Composto 4)

cloro-telurooxetana

(Composto 5)

bromo-telurooxetana

Te — SG-Cyx29 2,89 A
H2-N-Ala200 2,69 A
C4-C5- HD1-His199 2,20 A
H15 — O-Gly74 2,00 A
H16B-0-Gly197 240 A

Te — SG-Cyx29 279 A
Cl -HD1-His199 3,10A
H8 — N-Ala200 2,47 A
H10A —O-Gly198 243A
H13B-0-Asn72 2,16 A
H14A-0-Glu122  2,90A
H15C -O-Glu245 2,79 A

(Composto 6)
Te — SG-Cyx29 2,85 A
02-HB2-His199 3,00 A
H4-0-Glu122 2,95 A
H8-0-Gly198 2,58 A
H15A-0-Met196 2,98 A
H16A—0-Asn72 2,38 A

./Gly19?

‘-.___/ .

His 199

Figura 4.31 Interagbes entre a cloro-bromo-telurooxetana com a retirada do haleto e residuos da Cat

B. As distancias de ligagao estao indicadas na Tabela 4.18

O hidrogénio HD1 (His 199) forma uma ligac&o de hidrogénio com os elétrons

n da dupla ligagcédo do anel fenila entre os carbonos C4 e C5.
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Glu 122

Glu 245

Figura 4.32 Interagbes entre a cloro-telurooxetana com a retirada do haleto e residuos da Cat B.
As distancias de ligacao estdo indicadas na Tabela 4.18.

AsnT2 ~

Figura 4.33 Interagdes entre a bromo-telurooxetana com a retirada do haleto e residuos da Cat B. As

distancias de ligacao estao indicadas na Tabela 4.18.
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4.2.4.3 Discussbes dos Resultados obtidos para os ligantes

carregados

Todos os ligantes analisados se posicionaram a uma distancia de cerca de
2,80 A de distancia do S-Cys29, distancia compativel com uma ligagdo covalente
Te-S.

Como para os ligantes analisados anteriormente, todos os compostos fazem
interagbes no subsitio S2, composto pela Gly198, Ala200 e Glu245. A His 199
protonada, participante da triade catalitica do composto, faz interagdo com os trés
compostos. Além disso, como observado para o ligante cristalografico de 7
membros, os dois ligantes modelados com esse numero de carbonos no anel fazem
uma interagdo com a Met196.

Estas interagdes, além da ligacédo covalente, sdo importantes, pois prendem o
ligante no sitio ativo impedindo-o de ter movimento dentro do canal e desta forma
estaria facilitando a inibicdo; assim, a cloro- telurooxetana seria a mais reativa de
todas por possuir mais interagdes estando mais “presa” dentro do sitio de ligagao, o
que €& esperado quando se observa os resultados obtidos para os ligantes
analisados anteriormente.

Para a escolha do ligante, o grupo de orientagées com maior repeticdo gerado
pelo programa é selecionado, dentre o grupo selecionado, a orientagdo escolhida é
a de menor energia total do complexo formado (valor escore gerado pelo programa
GOLD).

Tabela 4.19 Escores gerados para as orientagdes escolhidas que se ligam a proteina. (kcal/mol)

cloro-bromo- cloro-telurooxetana bromo-—

telurooxetana (Composto 5) telurooxetana

(Composto 4) (Composto 6)
Escore - 37,85 -35,25 - 35,27

Os valores obtidos possuem a mesma ordem de grandeza o que é€
compativel com os resultados observados, ja que todos os ligantes formam uma

ligagdo covalente com o S.
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4.2.5 Comparacdo das conformacdes das moléculas modeladas

com as obtidas por docking antes e depois da retirada do haleto.

A anadlise conformacional dos compostos cristalograficos e o modelado e seus

respectivos resultados de docking (primeiro e segundo passo) apresentaram 0s
seguintes resultados:

- Cloro-Bromo-telurooxetana (4)

Na analise observa-se que o ligante torce o anel fenila, em relagdo a

conformacao modelada, tanto para entrar no sitio ligante quanto ao ligar-se na
proteina.

Figura 4.34 Superposigéo da cloro-bromo—telurooxetana (4): A molécula modelada em azul e a
orientac&o escolhida do ligante no sitio em verde, a esquerda com o ligante neutro e a direita com a

retirada do cloro.

- Cloro- telurooxetana (5)

O ligante ao entrar no sitio ativo tem seu anel fenila torcido, porém, ao ligar-se
a Cys29 o anel volta a conformacado da molécula modelada alterando-se apenas a
direcado da cadeia ligada ao anel.
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Figura 4.35 Superposi¢ao da cloro-telurooxetana (5): A molécula modelada em azul e a orientagédo
escolhida do ligante no sitio em verde, a esquerda com o ligante neutro e a direita com a retirada do

cloro.

- Bromo- telurooxetana (6)

O ligante torce o anel ao entrar no sitio ativo e o0 mantém torcido quando liga-
se a Cat B.

Figura 4.36 Superposi¢do da bromo—telurooxetana (6): A molécula modelada em azul e a orientagéo
escolhida do ligante no sitio em verde, a esquerda com o ligante neutro e a direita com a retirada do

cloro.
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4.2.6 Andalise comparativa dos resultados para os ligantes

Finalmente, todos os resultados seréo juntados de forma de poder compara-
los entre si.

1 1
~
T Te
OCH; OCHs
Br
2
Br Br
o /
© TTe OHTE:
QOCH, OCH;
Br 3 cl g
o] Er
e
OCH; OCH;

Figura 4.37 Ligantes estudados neste trabalho.

Para esta comparagao, separou-se os ligantes de acordo com o tamanho de
seu anel carbdnico; assim dois grupos foram feitos: um grupo com o anel de 7
membros (compostos 1, 4 e 6) e um grupo contendo o anel de 6 membros
(compostos 2, 3 e 5). Observou-se que, ao entrar no sitio ativo da enzima, todos os
ligantes do grupo contendo anéis de 6 membros se posicionam praticamente no

mesmo lugar como pode ser observado na Figura 4.38.
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Figura 4.38 Superposicao dos ligantes contendo anel de 6 membros na entrada do sitio ativo da
Catepsina B: o ligante verde é o composto 2 (atomo de Cl ligado ao Te), o ligante azul € o composto

3 (atomo de Br ligado ao Te), o ligante vermelho é o composto 5 (atomo de Cl ligado ao Te).

A partir da Figura 4.38 é possivel observar que os ligantes contendo o mesmo
haleto ligado ao atomo de Te, neste caso o atomo de ClI, se sobrepdem mais que o
ligante cujo atomo de Te esta ligado ao Br (ligante de cor azul na Figura 4.38). Isso
mostra que o haleto ligado ao atomo de Te tem influéncia na posigdo do ligante

dentro do sitio ativo da enzima.

O mesmo efeito pode ser observado para o grupo contendo os ligantes com

anel de 7 membros conforme pode ser observado na Figura 4.39.
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Figura 4.39 Superposicéo dos ligantes contendo anel de 7 membros na entrada do sitio ativo da
Catepsina B: o ligante amarelo é o composto 1 (atomo de Cl ligado ao Te), o ligante laranja é o

composto 4(atomo de Br ligado ao Te), o ligante roxo € o composto 6 (atomo de Br ligado ao Te).

No caso do grupo dos ligantes contendo o anel de 7 membros, a
sobreposi¢gao ocorre com os ligantes contendo o atomo de Br ligado ao Te, tendo
uma diferenga de posicdo em relagéo ao ligante contendo o atomo de ClI ligado ao
Te.

Com a retirada do haleto e formagao da ligagdo covalente Te-S, o grupo de
ligantes contendo o anel de 6 membros se sobrepdem conforme pode ser observado

na Figura 4.40.
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Figura 4.40 Superposi¢ao dos ligantes contendo anel de 6 membros com a retirada do haleto e
formacao da ligagédo Te-S: o ligante verde € o composto 2 (atomo de Br ligado ao atomo C2), o
ligante azul é o composto 3(atomo de Br ligado ao atomo C2), o ligante vermelho é o composto 5

(4tomo de Cl ligado ao atomo C2).

Nesta situagdo observa-se apenas uma leve diferengca na posi¢céo do ligante
contendo o atomo de CI ligado ao atomo C2 (ligante vermelho) em relacdo aos

outros dois ligantes.

No caso da retirada do haleto no grupo de ligantes com anel de 7 membros

nao ocorre uma sobreposi¢ao dos ligantes (Figura 4.41).

74



Resultados e Discussao

Cys 29 4

His 199
o

Gly 198

Figura 4.41 Superposicao dos ligantes contendo anel de 7 membros com a retirada do haleto e
formacao da ligagédo Te-S: o ligante amarelo é o composto 1 (atomo de Cl ligado ao atomo C2), o
ligante laranja € o composto 4(atomo de Cl ligado ao atomo C2), o ligante roxo € o composto 6

(adtomo de Br ligado ao atomo C2).
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6. Conclusdes

Foram realizados o0s estudos cristalograficos das duas telurooxetanas

sintetizadas bem como sua analise supramolecular.

Nos dois casos as telurooxetanas apresentaram 0 mesmo poliedro de
coordenacao de pseudo-bipiramide-pentagonal. Entretanto, o arranjo supramolecular
€ similar no sentido que nos dois cristais o Te forma um dimero centrossimétrico
através de uma interacdo secundaria com o haleto de uma molécula vizinha. A
diferenca se encontra nos synthons, que no caso de (1) € formado por quatro

moléculas e no (2) somente por apenas trés.

As coordenadas cristalograficas dos ligantes, obtidas por difracdo de raio X,
foram importantes tanto para a utilizacdo destas nos calculos de docking como para
a modelagem molecular de novos ligantes. A modelagem de compostos de Te foi

feita por métodos desenvolvidos no nosso laboratorio.

Para a realizacdo dos calculos de docking foi necessario um planejamento de
uma estratégia para o desenvolvimento de um experimento in silico; para isso, foi de
extrema importancia o entendimento da bioquimica da proteina estudada, como por
exemplo, os residuos relacionados a atividade da enzima e a protonacdo dos
residuos do sitio ativo em pH o6timo além do conhecimento das coordenadas

estruturais do ligante.

As visualizacdes em tela grafica fazem parte tanto do planejamento quanto da
andlise dos resultados de docking. Para o planejamento é necessario observar as
interacOes entre o ligante cristalografico (no caso a dipeptidil nitrila) e a proteina, e
na analise dos resultados para ver como o ligante se “acomoda” no sitio de ligacéo e

as interacdes que ele realiza.

Os resultados obtidos com os calculos de docking para os todos compostos de
teldrio permitiram mostrar que estes ligantes formam complexos com a Catepsina B,

bem como entender como ocorre a formacao destes.

Baseando-se na comparacao dos resultados para os ligantes é possivel sugerir
modificacdes neles que os tornem mais eficazes como inibidores: a Cat B possui um
canal longo e estreito, de forma que o inibidor deveria ser o mais plano possivel para

deslizar com certa facilidade até o sitio ativo. Esta poderia ser a razdo pela qual o
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composto com o anel de sete membros tenha menor possibilidade de interacao.
Outra caracteristica observada é que para a formacdo do complexo deve-se ter um
grande numero de ligacdes de hidrogénio formadas de modo que o ligante esteja

“preso” dentro do sitio ativo.

A interacdo da telurooxetana com a enzima € influenciada por caracteristicas
estéricas e eletrostaticas. As diferencas nos valores obtidos para os escores de
GOLD como o numero de interacbes encontradas mostram que a sintese de
derivados similares de telurooxetanas pode ser interessante no sentido de aumentar
a atividade do organotelUrio tanto pela variacdo do substituinte ligado ao telario

como pelo tamanho da cadeia carbdnica da molécula (Cunha et al., 2005).

Uma possivel continuacédo deste trabalho seria a sintese das telurooxetanas
modeladas para posterior elucidacdo estrutural, estudos de testes bioldgicos para

comparéa-lo com estudo de docking feito.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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