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“Existem apenas duas maneiras de ver a vida. Uma é pensar que ndo existem milagres e
a outra é acreditar que tudo é um milagre."

(Albert Einstein)

“O Unico homem que esta isento de erros, é aquele que ndo arrisca acertar.”

(Albert Einstein)

“Uma caminhada de mil milhas comega sempre com o primeiro passo.”

(provérbio Chinés)

“E melhor tentar e falhar,
gue preocupar-se e ver a vida passar.

E melhor tentar, ainda que em v&o,
gue sentar-se fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar,
que em dias tristes em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco,
que em conformidade viver...”

(Martin Luther King)



Para Davi.
Amor maior nado ha,

do que 0 meu amor por Voceé.
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RESUMO

Atualmente, o planejamento racional baseado em estrutura e no mecanismo de
acdo de um farmaco € a estratégia mais eficiente e menos dispendiosa para o
desenvolvimento de novos farmacos. Ha4 uma grande variedade de métodos de
Modelagem Molecular que podem ser aplicados no estudo de sistemas biolégicos a
fim de se compreender o fenbmeno biolégico a nivel molecular, possibilitando o
desenho de farmacos com propriedades especificas, melhor atividade e menores

efeitos colaterais.

Neste trabalho, dividido em duas partes, foram desenvolvidos estudos de
Modelagem Molecular em aspectos variados. Na primeira parte foram realizados
estudos de estrutura-propriedade com o intuito de se dar continuidade a um trabalho
de investigacdo de efeitos estéricos em compostos modelo através de deslocamentos
quimicos de RMN. Verificou-se que a magnitude dos efeitos de substituintes nos
sistemas estudados pode ser relacionada ao volume de substituintes halogénios.
Porém, ao invés da polarizacdo de ligagdo observada nos sistemas adamantano, 0s
efeitos de substituintes foram principalmente refletidos por distor¢cdes em ligacdes e

angulos diedros.

Na segunda parte do trabalho foram realizados estudos de estrutura-atividade
a fim de se tentar compreender diferencas de atividade anti-HSV-1 observadas para
uma série de ribonucleosideos sintetizados como potenciais agentes antivirais. Os
resultados mostraram que as diferencas de atividade observadas ndo se devem a
efeitos conformacionais e que as conformacfes syn e anti dos ribonucleosideos
estudados séo importantes, podendo co-existir em agua a 300K. Com base em
estudos de docking e DM foram propostas quatro substancias candidatas a agentes
anti-HSV-1, numa tentativa de se melhorar a atividade do ribonucleosideo 6-ClI

substituido. Selecionou-se uma das propostas como potencial candidata.

Xiv
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ABSTRACT

Nowadays the rational drug design based on the structure and the mechanism
of action of a drug is the most efficient and less expensive strategy for the
development of new drugs. There are many Molecular Modeling tools which can be
applied in the study of biological systems in order to understand the biological
phenomena at molecular level. It leads to the design of drugs with specific properties,

increased activity and low side effects.

In this work, which is divided in two parts, Molecular Modeling studies were
developed in many ways. In the first part we made structure-property studies in order to
continue with the work of steric effects investigation on model compounds by NMR
chemical shifts. It was verified that the magnitude of substituent effects on the studied
systems can be related to the ‘bulk’ of halogen substituents. However, instead of the
bond polarization observed for adamantyl compounds, here substituent effects were

mainly reflected by distortions in bonds and dihedral angles.

In the second part, we made structure-activity studies trying to understand
differences in the activity against HSV-1 observed for a series of ribonucleosides
synthesized as potential antiviral agents. The results showed that the differences
observed for activity are not due to conformational effects and both syn and anti
conformations of the ribonucleosides are important and co-exist in water at 300K.
Based on docking and molecular dynamics studies we proposed four compounds as
candidates to anti-HSV-1 agents in order to improve the activity of the ribonucleoside
with chlorine substituent at position 6. One of the proposed structures was selected as

a potential one.

XV
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1 Introducéo

1.1 - Virus Herpes Humanos

A familia Herpesviridae contém mais de 80 virus identificados e dentre estes, oito
sdo capazes de provocar doencas em seres humanos, sendo denominados virus herpes
Humanos (Human Herpes Virus, HHV). Todos os virus desta familia, apds a infec¢éo
priméaria, podem permanecer indefinidamente em estado latente no hospedeiro e serem
reativados de modo recorrente em resposta a estimulos do meio. Os HHV sédo
responsaveis por diversas doencas, que vao desde manifestacdes subclinicas a

infeccdes fatais em pacientes imunocomprometidos (Fatahzadeh e Schwartz, 2007).

A familia dos HHV é dividida em trés subfamilias denominadas o-, B- e y-

herpesvirinae, onde os oito HHV estdo distribuidos da seguinte forma (Martinho et al.,

2003):
Subfamilia Caodigo do virus Nome comum do virus (sigla)
HHV-1 Virus Herpes Simples 1 (HSV-1)
Alfa HHV-2 Virus Herpes Simples 2 (HSV-2)
HHV-3 Varicela-Zoster (VZV)
HHV-5 Citomegalovirus (CMV)
Beta HHV-6 Virus Herpes Humano 6 (HHV-6)
HHV-7 Virus Herpes Humano 7 (HHV-7)
HHV-4 Virus Epstein-Barr (EBV)
Gama HHV-8 Virus associado ao Sarcoma de

Kaposi (KSHV)

Alguns destes virus, em particular, membros da subfamilia a-herpesvirinae séo
associados com infec¢des primarias e recorrentes em hospedeiros imunocomprometidos

(Gilbert et al., 2002).
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1.1.1 - Estrutura e Ciclo Replicativo dos Virus Herpes Simples

A estrutura dos virus herpes simples (HSV-1 e HSV-2), assim como dos demais
virus herpes, apresenta quatro componentes basicos: hélice dupla de DNA (double
stranded DNA, dsDNA), capsideo icosaédrico (estrutura proteica que engloba o material
genético e este conjunto é denominado nucleocapsideo), tegumento (material amorfo que
circunda o nucleocapsideo) e envelope (membrana lipidica, contendo glicoproteinas
virais, que recobre a particula viral) (Figura 1) (Lupi, 2000). Embora o HSV-1 e 0 HSV-2
compartilhem similaridades em suas sequéncias de DNA, eles se distinguem em seus

envelopes proteicos (Fatahzadeh e Schwartz, 2007).

Glicoproteiras
Brvelops
(gE-gh) lipidico com

dicoproteinas

Capsideo - o
Te &rito ¥
_ e Hucleacapsides JEo
Glicoproteinas [OMHO, +capsidec] ©

[9E-gH]

Figura 1. Fotomicrografia eletrbnica (esquerda) e representacdo esquematica da organizacao
estrutural (direita) do HSV-1 [Reproduzido de http://bioinfo.bact.wisc.edu/themicrobialworld/
AnimalViruses.html, acessado em fevereiro de 2009].

A replicacdo viral inicia-se quando as particulas virais sdo adsorvidas na
superficie da célula hospedeira via interacdes com receptores celulares. Apds entrar na
célula, o nucleocapsideo é transportado pelo citoesqueleto até as proximidades do nicleo
e o capsidio € deixado no citoplasma. Em seguida, o DNA e a proteina do tegumenta -
TIF, apbés se complexarem com proteinas citoplasmaticas do hospedeiro, penetram no

nucleo.

Uma vez dentro do nudcleo, a replicacdo viral é dividida em trés fases. Durante a

primeira fase ocorre a sintese de proteinas que serdo necesséarias nas préximas fases.
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Na segunda fase o gene da timidina quinase e a UL30/UL42 (DNA polimerase viral) séo
expressos e a DNA polimerase viral é replicada. Por fim, durante a ultima fase séo feitos
0s componentes estruturais dos virions (particulas infectantes basicas dos virus) (Souza

et al., 2005).

O periodo de incubacao é de cerca de sete dias. A infeccdo propaga-se para as
terminac¢des nervosas livres, com disseminagao intra-axonal, por transporte retrégado
dos virions para os ganglios sensoriais paravertebrais. A replicacdo viral prossegue no
ganglio sensorial e nos tecidos neurais contiguos, com o estabelecimento da laténcia
viral. Os ganglios sacrais e trigeminais sdo 0s mais acometidos, mas outros ganglios
paravertebrais também podem servir de epicentro nas recorréncias clinicas (Lupi, 2000).
Estresse, hipertermia, transplante de 6rgédos e imunossupressao podem levar a infeccéo
produtiva. Durante a reativagcdo, os virus migram pelo axénio e causam lesdes

mucocutaneas, encefalites e inflamacdes corneas (Souza et al., 2007).

1.1.2 — DNA Polimerase do HSV-1

Os virus herpes possuem um ciclo de replicagdo comum no qual a polimerase
viral atua em mudltiplos pontos, sendo um alvo atrativo para o desenvolvimento de
farmacos anti herpéticos.

As polimerases dos virus herpes exibem de 34 a 90% de identidade de sequéncia
primaria e sdo formadas por cerca de 1012 a 1242 aminodacidos. A DNA polimerase do
HSV-1 (Figura 2), o protétipo da familia de polimerases dos virus herpes, possui 1235
residuos de aminoacidos e exibe todas as fun¢bes enzimaticas de uma polimerase.

As polimerases séo classificadas de acordo com suas sequéncias e homologias
funcionais. Todas as DNA polimerases dos virus herpes pertencem a familia B de DNA
polimerases. Varias polimerases eucaritticas, incluindo as polimerases a e 8 humanas

também pertencem a esta familia de DNA polimerases, onde a polimerase & humana
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compartilha o mais alto grau de identidade sequencial com as polimerases dos virus
herpes. Esta familia B de DNA polimerases apresenta de quatro a sete dominios

altamente conservados, numerados de | a VI, em grau decrescente de ordem de

conservacéo (Figura 3) (Oien et al., 2002).

Sitio ativo Exonuclease |
:E |
\

Figura 2. DNA polimerase do HSV-1 (Liu et al., 2006).

v
a-DNA pol. Humana “I
DMA pol. de fungo lllz
Herpes Simples MHz
CuMv "HZ
Epstein-Barr "Hg
Virus Vaccinia "Hz
T4 DNA pol. NH,
¢ 29 DNA pol. NH,
Iilz/
|

nvimi v

COOH

COOH

COOH

PRD1 DNA pol.

pGKL1 T

S1 Mitocéndria NH

2 k 1 COOH
Adenovirus 2 Il'lz L COOH

—_
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Figura 3. Arranjo espacial relativo de regi6es conservadas de DNA polimerases. Regifes similares
séo alinhadas por linhas verticais (Wang et al., 1989).
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1.1.3 — Infecgdes Causadas pelo HSV

As infec¢cBes causadas pelo HSV tém distribuicdo mundial e tém sido descritas na
literatura médica por séculos. O HSV existe sob duas formas o HSV-1 e 0 HSV-2. O
HSV-1 é associado a doenca oral (herpes labial) e 0 HSV-2, & genital (herpes genital).
Estas doencas estdo entre as mais comuns em seres humanos e estima-se que cerca de
60 a 95% da populacdo adulta esteja infectada por pelo menos um destes virus (Brady e

Bernstein, 2004).

Os HSVs causam no homem les6es mucocutaneas desde moderadas até graves
com desconforto para 0 paciente e mesmo risco de vida nos individuos

imunocomprometidos (Travassos et al., 1988).

O herpes é uma doenca que ndo tem cura, existindo, contudo, alguns tratamentos
que melhoram a situagdo do individuo, quer acelerando o processo de cicatrizacdo das
vesiculas formadas (diminuindo o periodo de manifestacdo da doenca) quer aumentando

os periodos de tempo entre dois surtos consecutivos (Martinho et al., 2003).

1.1.4 - Farmacos Anti-Virus Herpes

As infec¢gBes por HSV estdo entre as primeiras doengas que vieram a ser tratadas
com farmacos antivirais. Dentre estes, analogos de nucleosideos naturais (como a
guanosina), foram introduzidos em 1960 no arsenal da terapia antiviral como inibidores
da DNA polimerase viral, uma vez que esta é uma enzima chave na replicacdo de todos

0s virus herpes.

Véarios farmacos estdo disponiveis para se tratar infec¢cdes por virus herpes.
Farmacos como o Foscarnet agem diretamente na inibicdo da polimerase. Outros, como
os analogos de nucleosideos Aciclovir, Penciclovir e Ganciclovir atuam como inibidores

competitivos da DNA polimerase viral com relagdo ao substrato natural, uma vez que sao
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analogos do substrato. De um modo geral, eles sdo pré-farmacos que devem ser primeiro
fosforilados por quinases para a forma monofosfato e entédo fosforilados por enzimas
celulares para a forma trifosfato antes de se tornarem inibidores ativos. A forma trifosfato
destes analogos de nucleosideos inibe as polimerases virais competindo com a interacao

dos desoxinucleosideos trifosfatos naturais (Thomsen et al., 2003).

Os analogos de nucleosideos Aciclovir, Penciclovir, Ganciclovir e Cidofovir
(Figura 4) séo alguns exemplos de farmacos anti-HSV disponiveis atualmente (Gilbert et
al., 2002; Clercg, 2007). Os mecanismos de acdo dos mesmos e do Foscarnet sdo
descritos a seguir (Clercq, 2004; Clercq, 2001; Fatahzadeh e Schwartz, 2007; Brady e

Bernstein, 2004):

Nucleosideos (Substratos Naturais)

o)
N \ N
NH
HO </ l /J\ N/KO
HO

‘] o. N7 N7 UNH, o
OH OH OH OH
Guanosina Citidina

Anélogos de Nucleosideos
o

o)
Q N N
. @ NH </ | NH
/ INH HO < fl\)\ o P
HO <Nf’\>\NH N N/ NH, H O\ll\l N/ NH, HO\P//O ) N (0]
\I/O\J : ho
HO HO o

Aciclovir Penciclovir Ganciclovir Cidofovir

° T

O

Valaciclovir Famciclovir Valganciclovir
(pro-farmaco do (pré-farmaco do (pré-farmaco do
Aciclovir) Penciclovir) Ganciclovir)

Figura 4. Estruturas quimicas dos nucleosideos Guanosina e Citidina, de alguns analogos de
nucleosideos e de seus respectivos pro-farmacos.
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- Aciclovir (ACV): 9-(2-hidroxietoximetil)guanina, acicloguanosina (ACG), Zovirax®

O ACV é um pro-farmaco analogo da desoxiguanosina, que € um dos quatro
nucleosideos do DNA (guanina). Ele é monofosforilado pela timidina quinase do  HSV-1
(garantindo que ele atue apenas nas células infectadas) e o produto é di-fosforilado por
quinases celulares, se tornando um substrato para a DNA polimerase do HSV. A
incorporacdo do ACV trifosfatado resulta na terminacdo de cadeia e inativacdo da DNA
polimerase, com a consequente inibi¢cdo da replicagdo viral. Ele € utilizado via oral para o

tratamento de infecgdes por HSV-1, HSV-2 e VZV.

A biodisponibilidade do ACV administrado por via oral € de apenas 10-20%, sendo
necessario se utilizar multiplas dosagens. O Valaciclovir, o éster de L-valina do Aciclovir,

€ bem absorvido (50%) e rapidamente convertido em Aciclovir.

- Penciclovir (PCV): 9-(4-hidroxi-3-hidroximetil-buta-1-il)guanina, Denavir®, Vectavir®

O PCV possui um mecanismo de acgdo similar ao do ACV, sendo utilizado,
principalmente, para o tratamento de herpes labial, na forma de creme. Comparado ao
ACV, apresenta maior tempo de meia-vida e maior concentragdo nas células infectadas
por HSV, porém, € cerca de 100 a 160 vezes menos potente em inibir a DNA polimerase
viral. O PCV interrompe a sintese do DNA viral por inibicdo competitiva e irreversivel da

DNA polimerase.

O Famciclovir é um éster de diacetila do PCV, bem absorvido (70%) pelo trato
gastrointestinal. E indicado para o tratamento de HSV-1 em pacientes
imunocomprometidos. Apresenta maior absor¢do oral, maior biodisponibilidade e maior

intervalo de dosagens com relacdo ao PCV.
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- Ganciclovir (GCV): 9-(1,3-dihidroxi-2-propoximetil)guanina (DHPG), Cymevene®,
Cytovene®

Assim como o ACV, o GCV precisa ser ativado a forma trifosfato, competindo com
a guanosina trifosfato pela incorporacdo ao DNA viral. O GCV se liga ao DNA da
polimerase viral, onde atua como terminador de cadeia. O primeiro passo da fosforilacdo
€ catalisado pela timidina quinase do HSV ou pela proteina quinase do HCMV, o que
explica a especificidade do GCV para o HSV e o HCMV respectivamente. E indicado,
principalmente, para o tratamento de infeccbes causadas por HCMV, especialmente,

retinite em pacientes imunocomprometidos, sendo administrado por via intravenosa.

- Cidofovir (CDV): (S)-1-(3-hidréxi-2-fosfonilmetoxipropil)citosina (HPMPC), Vistide®,
Forvade®

O CDV se liga a DNA polimerase viral, atuando como terminador de cadeia. Ele
sofre uma fosforilagdo por uma quinase celular para se converter na forma difosfato
(forma ativa). O CDV difosfato inibe a sintese do DNA viral, competindo com a
incorporacdo da desoxicitidina-TP & cadeia de DNA. E indicado para o tratamento de
retinite causada por infec¢cdes do HCMV em pacientes com AIDS, sendo administrado por
via intravenosa. Também se mostra eficaz no tratamento de HSV nos casos de resiténcia

ao ACV e ao Foscarnet.

- Foscarnet: trisddio fosfonoformato, sddio Foscarnet, Foscavir ®

O Foscarnet (Figura 5) é um andlogo de pirofosfato que bloqueia,
competitivamente, os sitios de reconhecimento de pirofosfato da DNA polimerase viral
durante o processo de polimerizacdo do DNA. Ele inibe diretamente a polimerase viral e
ndo requer fosforilagdo pela timidina quinase viral. A resiténcia ao Foscarnet é rara e €
proveniente de mutacdes na DNA polimerase. Sua toxicidade limita seu uso no

tratamento de infeccdes resistentes ao ACV. E indicado, principalmente, para o
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tratamento de infecgbes por HSV e VZV resistentes ao ACV, em pacientes

imunocomprometidos, sendo administrado por via intravenosa.

0 0
-O_|}|3 _C// 3Na+
N
O-

Figura 5. Estrutura quimica do Foscarnet.

O uso do ACV é considerado seguro para o tratamento de pacientes com lesfes
herpéticas devido a sua baixa citotoxicidade. No entanto, vem sendo observado um
aumento do numero de cepas de HSV-1 resistentes ao ACV. Estas estirpes surgem,
principalmente, em pacientes imunocomprometidos (Stranska et al., 2005). Além disso, a
administracdo sistémica de ACV vem sendo correlacionada com a formacéo de cristais e
consequente falha no funcionamento renal (Lyon et al., 2002). Tanto o ACV quanto o
GCV podem, ocasionalmente, apresentar neurotoxicidade (Ernst e Franey, 1998). Em
alguns casos, este Ultimo esta associado a carcinogénese (Wutzler e Thust, 2001).
Farmacos como o Foscarnet tém sido empregados para tratamento de pacientes
infectados com cepas resistentes ao ACV. No entanto, o Forscarnet pode levar a
mutacdes em DNA polimerases celulares quando usado por longos periodos (Hwang et

al.,, 1992). O Cidofovir é altamente nefrotoxico e é reservado para o tratamento de

infecgBes por HSV resistentes ao ACV e ao Foscarnet (Fatahzadeh e Schwartz, 2007).

Desta forma, embora existam diversos farmacos antivirais em uso clinico para o
tratamento das infeccdes por HSV, a sintese de novos derivados de nucleosideos, além
de outras classes de compostos com potencial atividade antiviral, continua a ser uma
importante estratégia no desenvolvimento de farmacos candidatos a agentes anti-HSV
(Clercq, 2001), principalmente devido a emergéncia de formas virais resistentes (Morfin e

Thouvenot, 2003).
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1.1.5 — Candidatos a Agentes Anti-HSV

1.1.5.1 - Compostos 4-Dihidro-oxoquinolinos

Devido a necessidade de novos agentes ativos contra cepas resistentes de HHV e
com maior perfil de seguranca, o centro de pesquisa da Pharmacia Corp. sintetizou,
testou e estudou diversos compostos 4-dihidro-oxoquinolinos (Figura 6), que se

mostraram excelentes candidatos a agentes anti-herpéticos (Wathen, 2002).

o) o)
N N/ﬁ
/©/\}L l k/o
Cl ll\l
Me PNU-183792
o) o)
N X
L
H
Cl ’l“ OH
Me F PNU-182171

Figura 6. Exemplos de compostos 4-dihidro-oxoquinolinos sintetizados pela Pharmacia (Thomsen
et al., 2003).

Estes inibidores ndo nucleosideos, recentemente descritos na literatura (Wathen,
2002; Brideau et al., 2002; Oien et al., 2002; Hartline et al., 2005), previnem a replicacéo

de um largo espectro de virus herpes.

Uma das limitag6es dos farmacos disponiveis atualmente € que eles sé@o ativos
apenas contra alguns dos oito HHVs, enquanto alguns dos compostos 4-dihidro-
oxoquinolinos inibiram seis dos oito HHVs (Wathen, 2002). A atividade antiviral desses
compostos se correlaciona com a inibicdo da DNA polimerase viral. Além disso, eles sdo
seletivos, pois inibem as DNA polimerases virais sem inibir as DNA polimerases humanas

(Thomsen et al., 2003).

O largo espectro de atividade antiviral destes compostos pode ser explicado pelo
fato de que eles parecem interagir com uma regido dentro do dominio Il da DNA

polimerase viral, dominio este que é extremamente conservado em muitos dos virus

11
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herpes (Thomsen et al., 2003). Outro aspecto positivo destes compostos é que eles se
mostraram ativos contra virus resistentes ao ACV. Todos estes fatores fazem destes
compostos potenciais candidatos a agentes para a profilaxia de virus herpes em

pacientes imunocomprometidos (Wathen, 2002).

1.1.5.2 — Compostos Derivados do Acido 1,4-dihidro-4-oxoquinolino-3-carboxilico

Alguns grupos de pesquisa na Universidade Federal Fluminense objetivam
sintetizar e estudar a atividade antiviral de novos compostos candidatos a agentes anti-
HSV. Como exemplo, citamos uma série de ribonucleosideos contendo, como unidade

heterociclica, derivados do sistema 1,4-dihidro-4-oxoquinolino (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados dos ensaios de atividade antiviral in vitro dos ribonucleosideos 1a-1j frente
ao virus HSV-1 na concentragao de 50 puM.

Substancia la 1b 1c 1d le 1f 1g 1h 1i 1j
R 6-Me 6-F 6-CI 6-Br 6-OMe 7-F 7-CI 7-Br 7-Me 7-OMe
% de inibicdo 99 53 99 0 11 0 91 93 67 90

Em ensaios in vitro, os ribonucleosideos contendo este heterociclo com os
substituintes 6-Me, 6-Cl, 7-OMe, 7-Cl ou 7-Br (Tabela 1) apresentaram acima de 90% de
inibicdo da replicacdo do HSV-1 na concentracdo de %M ( Santos, 2004). Estes
ensaios foram feitos utilizando-se células VERO (rins de macaco verde africano)

crescidas em meio DMEM (Dubelco’s) suplementado com 2% de soro fetal bovino e 8%

12
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de soro bovino, antibiéticos (penicilina e estreptomicina) e fungizona. As células foram
infectadas com HSV-1 e mantidas por 1 hora a 37 °C, em atmosfera de 5% de gas
carbdnico. Os ribonucleosideos foram diluidos em DMSO até concentracdo 50uM e, apds
a adsorcdo do inéculo viral, foram deixados por 72 horas, quando o titulo viral foi

determinado segundo 0 método de Reed & Muench (1938).

Em funcdo destes resultados (Tabela 1) foram realizados estudos sobre o
mecanismo de acdo do ribonucleosideo com o substituinte 6-cloro (1c, Tabela 1) no
processo de replicagdo do virus HSV-1, usando como padrdo o ACV. Investigou-se
também, a citotoxicidade destes ribonucleosideos (Canuto et al., 2007; Souza et al.,

2008).

Como resultado desses estudos, verificou-se que a concentracdo do composto 6-
cloro substituido, necessaria para inibir a DNA polimerase viral, € menor do que aquela
necessaria para inibir a DNA polimerase o de células VERO. Ambos os ribonucleosideos
6-cloro (1c) e 7-cloro (19) inibem a atividade da DNA polimerase do HSV-1 na mesma

extensado do que o ACV (Souza et al., 2005).

Verificou-se, também, que o derivado 6-Cl substituido apresenta baixa
citotoxicidade e alto indice de seletividade. Ele inibiu a atividade da DNA polimerase do
HSV-1, mas diferentemente do ACV, com um mecanismo acompetitivo (Souza et al.,
2008). Tanto o ribonucleosideo 6-cloro substituido quanto o anel heterociclo (Figura 7),
gque também foi testado (Souza et al., 2008), inibem a atividade da DNA polimerase do
HSV-1, mostrando que o grupamento principal, responsavel pela inibicédo, é o anel cloro-

oxoquinolinico. Este resultado esta de acordo com os estudos de Wathen (2002).

13
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Figura 7. Estruturas de compostos contendo o sistema 1,4-dihidro-4-oxoquinolina: analogo de
nucleosideo 6-Cl, anel heterociclo e PNU-183792, respectivamente (em azul, o grupamento
comum as trés estruturas).

Ao publicar a estrutura de raios-X da DNA polimerase do HSV-1, Liu e
colaboradores (2006) demonstraram que o composto PNU-183792 (Figura 7), também
um derivado 1,4-dihidro-4-oxoquinolina, interage com o complexo HSV-DNA-
polimerase/DNA-duplex, mecanismo este compativel com o perfil de inibicdo do
ribonucleosideo 6-Cl substituido. A partir deste resultado, Liu e colaboradores (2006)
propdem um modelo para a inibicdo da DNA polimerase do HSV pelo PNU-183792, onde
este composto substitui um nucleotideo, deslocando uma base do template do sitio ativo.
Neste modelo, o anel oxoquinolinico do PNU-183792 esta “empilhado” com os anéis
aroméaticos das bases nitrogenadas do primer/template e também interage com residuos
de aminoacidos da polimerase. Adicionalmente, o grupo 6-cloro-benzila interage com
uma regido hidrofébica, composta pelos residuos GLN617, GLN618, PHE820 e VAL823

(Figura 8).
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Figura 8. Modelo proposto por Liu e colaboradores (2006) para a inibicdo da DNA polimerase do
HSV-1 pelo PNU-183792.

1.2 - Modelagem Molecular

Atualmente, o planejamento racional, baseado na estrutura e no mecanismo de
acdo de um farmaco, € a estratégia mais eficiente e menos dispendiosa para o
desenvolvimento de novos farmacos, capaz de contribuir em todos os estdgios do
processo, desde a descoberta e a otimizacdo de protétipos até a elaboragdo de

compostos candidatos a testes clinicos (Silva e Silva, 2007).

Existe uma grande variedade de métodos de Modelagem Molecular que pode ser
aplicada ao estudo de compostos que atuam em sistemas bioldgicos. Em sua esséncia,
todos os métodos tém a mesma finalidade: compreender o mecanismo de agao biolégico
em nivel molecular, possibilitando o desenho de farmacos com propriedades especificas,

mais potentes, seletivos e com menos efeitos colaterais.
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Com o avangco da Modelagem Molecular, hoje é possivel, a partir do
conhecimento da estrutura tridimensional de uma biomacromolécula alvo, sua funcéo e
sitio ativo receptor, construir e fazer o docking de um ligante na biomacromolécula alvo
antes de investir tempo e recursos em sintese e testes de atividade. Outra abordagem é
a simulacdo por Dindmica Molecular (DM), que é uma ferramenta poderosa para a
analise do comportamento de biomacromoléculas, permindo obter seu perfil de energia
em funcdo do tempo de simulacdo (Meyer et al.,, 2000). Também se tornou possivel
propor e validar modelos mateméticos por estudos de relagfes entre a estrutura quimica
e a atividade farmacolodgica, possibilitando a proposi¢cdo de novas entidades quimicas de

interesse (Amaral e Montanari, 2002).

1.2.1 - Modelagem Molecular de Compostos Modelo e de Substancias com Atividade

Antiviral

As propriedades fisico-quimicas de determinados grupos funcionais sdo de
extrema importancia na fase farmacodindmica de acdo dos farmacos. Portanto,
compreender a influéncia de substituintes nas propriedades estruturais de moléculas

ligantes é fundamental.

Os efeitos dos substituintes podem ser divididos em dois tipos: estéricos e
eletrénicos. Na dissertacao de Mestrado, investigamos os efeitos estéricos em compostos
modelo, utilizando dados de deslocamento quimico de RMN calculados e experimentais
(Yoneda, 2005). Como os resultados foram promissores, demos continuidade a estes
estudos nesta tese Doutorado, estudando outros sistemas modelo (Yoneda, Seidl et al.,

2006).

A abordagem empregada neste trabalho inclui a anélise conformacional por DM
dos ribonucleosideos em estudo (Tabela 1) para testar a hipotese de que a conformacao

€ o fator responsavel pela dferenca de resposta bioldégica observada para estes
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compostos. Caso esta hipOtese seja verdadeira, serd investigado se as diferencas
conformacionais estdo associadas a efeitos estéricos, o que pode ser analisado pela
metodologia empregada na dissertacdo de Mestrado (Seidl et al., 2002; Yoneda, 2005;
Seidl et al., 2005). Caso esta hipotese seja falsa, serdo utilizadas abordagens

computacionais tais como docking, QSAR e DM para se tentar responder a esta questao.

Deste modo, este trabalho esta dividido em duas partes: estudos de estrutura-

propriedade e estudos de estrutura-atividade.

1.2.1.1 - Modelagem Molecular de Compostos Modelo — Estudos de Relacédo Estrutura-

Propriedade

Como na primeira parte deste trabalho demos continuidade ao trabalho de

dissertacdo de Mestrado, é importante descrever aqui, de forma breve, algumas das

conclusdes obtidas nos trabalhos anteriores.

Numa molécula, o efeito estérico é oriundo da repuls@o entre orbitais de d&tomos
(ou grupos de atomos) que se encontram espacialmente proximos. Para minimizar este
efeito, ocorre entdo um rearranjo geomeétrico, que promove uma redistribuicdo de cargas,
que pode alterar distancias interatbmicas, comprimentos de ligacdo, angulos de ligacédo e

angulos diedros da molécula.

No caso da ligacdo C-H, como por exemplo, nos sistemas tetraciclododecanos
(Seidl et al., 1998), a polarizagéo da ligagdo € uma das consequéncias do efeito estérico,
em que ocorre uma transferéncia de carga do atomo de hidrogénio para o atomo de
carbono, aumentando o carater s da ligacdo C-H, que € encurtada (“polarizada”), levando

a blindagem do atomo de 13C e a desblindagem do atomo de tH.

by

O efeito oposto corresponde a polarizacdo inversa da ligacdo C-H, como por
exemplo, nos sistemas 1-metil-adamantano (Seidl e Leal, 2001), onde a ligagdo C-H é

estirada, ocorrendo a desblindagem do atomo de 13C e a blindagem do atomo de H.
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A abordagem de investigar efeitos estéricos por deslocamento quimico de RMN
foi aplicada no trabalho de Mestrado a sistemas modelo substituidos, tais como
norbornanos, adamantanos, di- e triamantanos (Yoneda, 2005), procurando correlacionar
0os valores obtidos experimentalmente na literatura com os valores calculados de
deslocamento quimico de RMN de 3C e 'H, comprimentos de ligacdo, angulos de
ligagéo, angulos diedros e densidade de carga. No trabalho de Doutorado os estudos se
estenderam a outros compostos modelo substituidos, tais como o bornano, céanforas e

norcanforas (Yoneda, Seidl et al., 2006).

Esta metodologia nos permitiu verificar que efeitos estéricos, devido a presenca
de substituintes, podem ocasionar variagdes de deslocamento quimico tanto em nucleos
vizinhos quanto em nucleos relativamente distantes e que esses efeitos podem ser

transmitidos através do espaco ou através de ligagdes.

O estudo de halogénios como substituintes na posicdo 2-exo do sistema
norbornano (Figura 9) mostrou uma correlacdo entre a magnitude do efeito estérico e o
raio de van der Waals do substituinte, uma vez que quanto maior o seu raio de van de
Waals, maior o grau de polarizacdo da ligagdo C-H e maior o grau de desblindagem dos
atomos de hidrogénio espacialmente proximos ao substituinte (Seidl et al., 2005).

H 0,59 H 0,68 H 0,74

H 020 H 032 H 041
Cl Br |

H 033 H 0,60 H 076

Figura 9. Diferencas entre os valores de deslocamento quimico de RMN de H do norbornano
substituido na posi¢édo 2-exo por Cl, Br e | respectivamente e do norbornano ndo substituido (Seidl
et al., 2005).

O estudo do substituinte etila no sistema adamantano (Figura 10) permitiu definir
a orientagdo espacial do substituinte, a partir dos valores calculados de comprimento de
ligacdo, densidade de carga e deslocamentos quimicos de RMN de 13C e 'H (Seidl et al.,

2005).
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Figura 10. Possiveis orientacdes espaciais para o substituinte etila no 1-etil-adamantano (Seidl et
al., 2005).

Em estudo com adamantanos 2,2-dissubstituidos (Figura 11), a comparagéo entre
0s substituintes bromo e metila mostrou que a magnitude do efeito estérico do bromo é
maior do que o da metila, levando a polarizacdo mais acentuada da ligagédo e afetando o
deslocamento quimico de a&tomos de hidrogénio de uma forma que a metila ndo faz,
embora dados da literatura (Carey, 2000) indiquem que o raio de van der Waals da metila

€ maior do que o do bromo.

10934

Figura 11. Efeito estérico dos substituintes metila e bromo em adamantanos 2,2-di-substituidos
(em cinza: diferenca entre os valores de deslocamento quimico de RMN de H do adamantano
substituido e ndo substituido (ppm), em vermelho: valores de comprimento da ligacao C-H, que no
adamantano ndo substitido é de 1,098A) (Yoneda, 2005).

A racionalizagéo do efeito do substituinte metila em norbornanos e adamantanos
permitiu compreender as variacdes de deslocamento quimico com relacdo ao
adamantano observadas para os di- e triamantanos (Yoneda, 2005; Yoneda et al., 2005).

Nos sistemas estudados, de um modo geral, onde as variagcdes observadas nos

deslocamentos quimicos de RMN decorrem, principalmente, de efeitos estéricos, o0s
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deslocamentos quimicos dos nucleos de 13C refletem principalmente mudangas na
geometria, enquanto que os deslocamentos quimicos dos nudcleos de *H refletem,
principalmente, mudancas na distribuicdo de cargas, estando associadas & magnitude do
efeito. Em conjunto, a variacdo do deslocamento quimico, associada aos diferentes tipos

de substituintes, reflete a extenséo e a direcdo de interacbes estéricas.

1.2.1.2 - Modelagem Molecular de Substancias com Atividade Antiviral — Estudos de

Relagéo Estrutura-Atividade

Na segunda parte do trabalho, estudamos a relacdo estrutura-atividade dos
ribonucleosideos com atividade anti-HSV-1 (Tabela 1), empregando metodologias
computacionais que podem auxiliar na racionalizacdo das diferencas de resposta
biolégica observadas. Dentre estas técnicas podemos destacar a anélise conformacional,
mapas de potencial eletrostatico molecular, estudos qualitativos de relacdo estrutura-
atividade (SAR), estudos quantitativos de relacdo estrutura-atividade (QSAR) classicos
(também denominados 1D-2D) ou em trés dimensdes (QSAR-3D), estudos de encaixe

molecular (docking), etc.

A série de compostos em estudo ndo € adequada para estudos de QSAR
classicos ou QSAR-3D devido a auséncia de dados de ICs, dos compostos bem como a
pequena diversidade dos mesmos. Como alternativa, um banco de dados de compostos
similares selecionado da literatura pode ser usado para se construir um modelo de QSAR
classico ou de QSAR-3D (Cramer et al.,, 1988) e em seguida aplica-lo aos compostos
alvo deste trabalho. No entanto, na literatura, existem apenas dados de quinolonas com
atividade antibacteriana que atuam na DNA girase, associando-se ao DNA, de acordo
com o modelo proposto por Shen e colaboradores (1989), onde a conformacao do grupo

COOH seria importante para interagdo com o DNA (Figura 12).
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Figura 12. Modelo proposto por Shen e colaboradores (1989) para a auto-associacdo da
quinolona com o DNA.

No caso de estudos de encaixe molecular (docking), € necessaria a estrutura 3D
da macromolécula alvo além da estrutura 3D dos ligantes. Verificou-se que compostos
similares (Figura 13) ndo agem na Transcriptase Reversa, DNA integrase ou protease
(Parolin et al., 2003). Como compostos contendo um anel similar a série de interesse
(Figura 14) inibem a DNA polimerase do HSV-1, sem inibir polimerases humanas
(Oien et al., 2002), esta enzima pode ser a macromolécula alvo da série de

ribonucleosideos.

Figura 13. 6-Aminoquinolonas (R=H ou C,Hs) (Parolin et al., 2003).
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Figura 14. 4-Hidroxiquinolino carboxamidas: PNU-181128, PNU-145185 e PNU-181465
respectivamente (Oien et al., 2002).

De fato, testes de atividade biol6gica do composto 6-Cl (1c, Tabela 1) substituido
com a DNA polimerase do HSV-1 indicam cinética de inibicdo do tipo acompetitiva
(Souza et al., 2008). Neste caso, 0 mecanismo de acdo molecular pode ser devido & uma
interacdo do ribonucleosideo com o complexo DNA-enzima em concordancia com o
mecanismo proposto por Shen e colaboradores (1989). A questédo seria em que regido da
enzima estaria ocorrendo tal interagcdo. Foi feita entdo uma busca no Protein Data Bank —
PDB - (Berman et al., 2000) por DNA polimerases de virus complexadas com compostos

similares aos ribonucleosideos em estudo, mas nada foi encontrado.

Vérias referéncias propdem regides importantes (Gibbs et al., 1988; Haffey et al.,
1990) na DNA polimerase, mas a partir de testes com um composto similar aos de
interesse (PNU-183792, Figura 7) foi proposta na literatura uma interacao importante com
o residuo VALB823. Esta interagéo justificaria a auséncia de atividade do PNU-183792
com polimerases humanas, uma vez que embora este residuo faga parte da regido
conservada lll ele ndo esta presente nas polimerases humanas. Testes com o virus e a
DNA polimerase viral mostraram uma correlagédo entre a inibicdo da DNA polimerase e a

atividade antiviral (Thomsen et al., 2003). Logo, a inibicdo da DNA polimerase deve ser o
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mecanismo de atividade procurado. Por isso, foi feita uma busca sem sucesso no PDB
por uma estrutura que apresentasse uma regido similar a regiéo Il da DNA polimerase do
HSV-1 com o primer/template proximo, uma vez que a enzima deve colocar o DNA em

posicdo adequada para gerar o sitio ativo e interagir com o antiviral.

Em 2006 foi publicada por Liu e colaboradores (2006) a estrutura de raios-X da
DNA polimerase do HSV-1 (estrutura do PDB: 2GV9). O mecanismo proposto para a
interagdo desta enzima com o PNU-183792 nesta referéncia veio de encontro ao que
estdvamos pressupondo. No entanto, a estrutura cristalografica da enzima estava
incompleta, e alguns dos residuos faltosos se localizavam proximos a regido de interesse
(residuo VALB823). Deste modo, foi necessario se construir por homologia as regides com

residuos faltosos. Além disso, foi necessério se adicionar a dupla fita de DNA a enzima.

Em seguida, foram realizados estudos de docking de alguns dos ribonucleosideos
sob investigacdo e do PNU-183792 (para fins de simplificacdo, a partir deste ponto
passaremos a chamar o PNU-183792 simplesmente de PNU) com a DNA polimerase do

HSV-1 reconstruida por homologia e complexada com a dupla fita de DNA.

Os resultados do estudo de docking serviram como ponto de partida para
simulacdes por DM visando-se avaliar a persisténcia das interacdes existentes entre os
ligantes e o complexo DNA-polimerase do HSV-1/DNA-duplex. Combinando-se o0s
resultados de estudos de docking e de simulagbes por DM foi possivel propor novos

candidatos a agentes anti-HSV-1.
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Justificativa e Objetivos
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2 Justificativa e Objetivos

Alguns grupos de pesquisa do Instituto de Quimica da Universidade Federal
Fluminense realizam trabalhos visando a sintese e o0 estudo da atividade antiviral de
novos compostos candidatos a agentes anti-HSV, como, por exemplo, derivados
ribonucleosideos, contendo como unidade heterociclica o sistema 1,4-dihidro-4-

oxoquinolino (Santos, 2004; Marques, 2005; Santos, 2006; Canuto et al., 2007).

No entanto, o desenho e o desenvolvimento de novos farmacos é um processo
multi-estagios e dispendioso, devendo ser planejado e controlado de maneira apropriada
(Kubinyi, 1993). Desta forma, como mencionado na Introducéo, a Modelagem Molecular é
uma ferramenta capaz de analisar detalhes moleculares de compostos envolvidos em
sistemas bioldgicos fornecendo subsidios para explicar a relacdo estrutura-atividade de

moléculas candidatas a protétipos de farmacos.

O objetivo deste trabalho € ndo apenas o de dar continuidade ao trabalho de
dissertacdo de Mestrado (Yoneda, 2005), estendendo-se o0 estudo de efeitos
conformacionais, estéricos e eletrbnicos por Modelagem Molecular e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) a outros compostos modelo, mas principalmente de tentar
compreender por que a troca de substituintes ou da posi¢cdo dos mesmos leva ou ndo a
atividade anti-HSV-1 de ribonucleosideos (Tabela 1), que séo sintetizados por um grupo
de pesquisas do Instituto de Quimica da Universidade Federal Fluminense (Santos, 2004,
Marques, 2005; Santos, 2006; Canuto et al., 2007). Isto foi feito com o uso da Quimica
Computacional a fim de se obter racionalizacBes que permitissem fundamentar propostas
de modifica¢des estruturais que possam direcionar o trabalho do grupo de sintese para o

planejamento de novos agentes antivirais.
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Metodologia
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3 Metodologia

Conforme jA mencionado na Introducao, utilizou-se neste trabalho as seguintes
abordagens computacionais: otimizacdo de geometrias e célculos de deslocamentos
quimicos de RMN, modelagem por homologia, docking e DM. Estas abordagens serdo

detalhadas a sequir.

3.1 — Métodos de Quimica Computacional

De maneira geral, pode-se agrupar os métodos de calculo criados desde o
advento da mecénica quantica e dos métodos computacionais em duas classificacdes:
métodos de mecéanica molecular (MM) e métodos quanticos teéricos. O método a ser
utilizado deve ser escolhido considerando-se o custo computacional e a qualidade dos

resultados a serem atingidos de acordo com o sistema molecular em questéo.

3.1.1 - Métodos de Mecanica Molecular

Os métodos empiricos baseiam-se na mecénica classica, onde a energia do
sistema é descrita pelo somatério das contribuicbes das energias de ligacdo, angular,
torsional e por interagdes néo ligadas, onde estes valores sdo previamente obtidos a
partir de dados experimentais ou através de calculos para uma determinada classe de

compostos.

Estes métodos consideram apenas 0 movimento nuclear dos &tomos, uma vez
que os elétrons acompanham o nicleo. Assim, os resultados deste calculo ndo fornecem
dados que sejam dependentes dos elétrons, tais como densidade eletrdnica, potencial de

ionizacdo, momento dipolar, etc.
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A vantagem dos métodos de mecanica molecular é que sdo rapidos
computacionalmente, podendo ser empregados em célculos de moléculas muito grandes,
uma vez que um modelo estritamente mecénico é utilizado em sua formulagdo (Campos,

2001).

Como exemplo de métodos de MM pode-se citar o MM3 (Allinger et al., 1989), o
MM4 (Allinger et al., 1996) e o AMBER (Cornell et al., 1995), cada qual com seu campo
de forga particular, ou seja, suas expressfes analiticas que descrevem a superficie de

energia potencial de uma molécula.

3.1.2 - Métodos Quanticos Teoricos

Os métodos quanticos teoricos podem ser subdivididos em mais duas
classificacbes: métodos semi-empiricos e ab initio. Estes métodos levam em conta o
movimento dos elétrons, considerando o nucleo fixo, e representam 0s orbitais

moleculares como uma combinacéo linear de orbitais atbmicos.

3.1.2.1 - Métodos Semi-empiricos

Os métodos semi-empiricos utilizam métodos da mecanica quantica
parametrizados com dados experimentais. Estes métodos consideram somente 0s
elétrons da camada de valéncia, sendo os elétrons de camadas internas representados
juntamente com o nucleo. Dentre os métodos semi-empiricos pode-se citar: o MNDO

(Dewar et al., 1977), AM1 (Dewar et al., 1985), PM3 (Stewart et al., 1989), entre outros.
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3.1.2.2 - Métodos Ab initio

Os métodos ab initio ndo utilizam parametros experimentais em seus célculos.
Baseiam-se exclusivamente nas leis da mecéanica-quantica empregando aproximacoes
para a resolugcdo da equacdo de Schrodinger que tornam possiveis solucdes
aproximadas para uma grande faixa de moléculas, conforme descrito a seguir, uma vez
gue solugcbes exatas para esta equacdo ndo sdo possiveis mesmo para 0s sistemas

moleculares mais simples (Leach, 2001):

- Principio de Born-Oppenheimer: considera que o movimento dos elétrons é

desacoplado do movimento do nucleo.

- Hartree-Fock (HF): assume que cada elétron se move num campo “fixo”

compreendendo o nlcleo e os outros elétrons.

- Combinacao Linear de Orbitais Atbmicos (LCAO): cada orbital molecular é

expresso como uma combinacao linear de orbitais atbmicos.

Dentre os métodos ab initio, 0os mais simples se baseiam na teoria HF, que produz
um modelo razoavel para um grande numero de sistemas moleculares. Porém, a teoria
HF tem suas limitacdes. Elas surgem principalmente do fato de que esta teoria ndo inclui
um tratamento completo dos efeitos da correlagdo eletrbnica, ou seja, ndo leva em
consideracdo as interacdes individuais entre os elétrons, ja que 0s mesmos, em um

sistema molecular, interagem entre si e tendem a permanecer afastados.

Para suprir esta limitacdo, alguns métodos tém sido desenvolvidos, os quais
incluem alguns efeitos de correlagéo eletrénica. Dentre eles podemos destacar o método

MP2, o qual contabiliza interacdes instantaneas dos pares de elétrons com spins opostos.
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3.1.2.3 - Métodos DFT

Recentemente, uma terceira classe de métodos quénticos tedricos, 0 método da
Teoria do Funcional de Densidade (DFT) tem sido amplamente empregado. Estes
métodos sao similares aos métodos ab initio em muitos aspectos. Os métodos DFT usam
funcionais de densidade eletrbnica de um sistema para a modelagem da correlacdo
eletrbnica, sendo mais rapidos, 0 que representa uma vantagem com relacdo aos
métodos de correlagdo tradicionais, uma vez que se tem menos fung¢des para calcular.
Segundo esta teoria, todos os termos componentes de energia eletrénica, com excecao

da energia de repulséo nuclear, sao fun¢des da densidade eletrénica.

O DFT enfoca a distribuicdo de densidade eletrénica correspondente a uma dada
molécula. A energia da molécula é unicamente especificada pelo funcional de densidade
eletrbnica. O calculo envolve a construcdo de uma expressdo para a densidade

eletrbnica. A energia do sistema € entdo expressa como:

E=T+ vent Jee + Vxc (Equacao 1)

Onde T € a energia cinética, ve, € Jee S0 interacdes Couldmbicas elétron-nucleo e
elétron-elétron, respectivamente e v,. sdo os efeitos de correlagcdo e troca. Como na
aproximacao de orbitais moleculares HF, a minimizacdo de energia deve proporcionar a
descricdo mais apurada do campo eletrénico. O problema matematico € definir cada um
dos termos com vy, sendo 0 mais variavel. A formulagdo ndo pode ser feita exatamente,
mas varias aproximacdes tém sido desenvolvidas e calibradas por comparacdo com
dados experimentais. Os calculos podem ser feitos com um tempo de computacao
consideravelmente menor do que o requerido para métodos de orbitais moleculares ab

initio mais avancados (Carey e Sundberg, 2000).

Com isso, os métodos DFT, podem fornecer geometrias iguais ou melhores do
que o método MP2, pois ja que esta teoria necessita de menos recursos computacionais,

fungbes de base mais sofisticadas podem ser empregadas.
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3.1.3 - Fungdes de Base

Funcdes de base sé@o a representacdo mateméatica dos orbitais moleculares em
uma molécula. As fungbes de base podem ser interpretadas como a restricdo do elétron
em uma regido especifica do espaco. Funcdes de base maiores impdem menores
restricbes ao espaco ocupado pelos elétrons, aumentando a precisdo da forma dos

orbitais moleculares, o que requer um tempo computacional maior.

A menor fungéo de base é a STO, outro tipo de funcéo € a 6-31G. O conjunto de
funcdes de base mais comum utiliza funcdes de polarizacdo (d,p), neste caso, sédo
adicionadas fung¢des d para atomos pesados e p para os hidrogénios. Funcdes mais
complexas incluem fung¢@es difusas (+ ou ++), que sdo versdes maiores das funcdes s e
p, ou seja, esta nova funcao (orbital) pode ocupar uma maior regido do espaco. Quanto
maior for a base, mais exata sera a descricdo dos orbitais, por impor um ndmero menor

de restricdes na localizac&o dos elétrons no espaco (Tormena, 2002).

O funcional B3LYP (Becke, 1993) utilizado neste trabalho é baseado nos
funcionais de Becke (Becke, 1988), Lee, Yang e Parr (Lee et al., 1988). Interpreta-se a
notacdo B3LYP/6-31G(d,p) ou 6-31G** da seguinte maneira: o céalculo a ser executado
ter4 suas bases construidas por seis bases gaussianas para os elétrons internos, e os
elétrons de valéncia tém suas bases divididas em duas partes, uma com trés bases e
outra com uma base gaussiana. O termo (d,p) diz respeito a fun¢des de polarizagéo, que
expandem os niveis de energia dos 4tomos leves (hidrogénios) ao nivel p, e dos &tomos

pesados (carbono, etc.) ao nivel d.
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3.1.4 - Calculos de Deslocamentos Quimicos de RMN

A precisdo dos célculos de deslocamento quimico por métodos DFT tem sido
relatada (Kupka et al., 1999; Peralta et al., 1999; Adcock et al., 1999). A qualidade dos
resultados depende da qualidade das geometrias. Portanto, as geometrias estudadas

neste trabalho foram completamente otimizadas no nivel B3LYP/ 6-31G(d,p).

A base 6-31G(d,p) foi escolhida para nossos trabalhos ndo sé por se ter uma boa
quantidade de trabalhos na literatura (Della et al., 2000) que a utilizam com bons
resultados, mas principalmente por se tratar de uma continuidade do trabalho iniciado
durante a dissertacdo de Mestrado (Yoneda, 2005). Foi mostrado que os calculos
funcionam bem quando se trabalha com diferencas de deslocamentos quimicos ao invés
de seus valores absolutos, eliminando-se assim erros sistematicos (Topic e Pejov, 2001).

Estas diferencas sdo objeto de interesse neste trabalho.

A base utilizada ndo possui parametros para o iodo. Logo, as geometrias das
estruturas com substituintes halogénios também foram otimizadas pelo método MM2

(Burket e Allinger, 1982) do programa Chem 3D.

Os calculos DFT foram realizados com o programa Gaussian 98 (Frisch et al.,
1998). Os tensores de blindagem magnética isotropica foram calculados a partir das
geometrias otimizadas utilizando-se o0 método Gauge Independent Atomic Orbital (GIAO)
(Ditchfield, 1974; Wolinski et al., 1990) com a base B3LYP/6-31G(d,p). Os valores de
deslocamento quimico de 13C e 'H foram obtidos com relacdo a blindagem isotrépica do
Tetrametilsilano (TMS), calculada no mesmo nivel. No entanto, embora o método GIAO
venha sendo aplicado com sucesso no célculo de deslocamentos quimicos de nucleos
mais pesados como o0 13C, este ndo € o caso do 'H (Helgaker et al., 1999). O problema
reside no fato de que as diferencas de deslocamentos quimicos quando se trata do
nacleo de 'H sdo muito pequenas. Como exemplo pode-se citar o fato de que os

deslocamentos quimicos de 'H sdo praticamente os mesmos quando ligados aos
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carbonos secundarios e terciarios do adamantano ndo substituido (Tabela 2). Assim
sendo, para fins de comparacdo com os resultados do método DFT, os deslocamentos
quimicos de *H também foram calculados dos dados estruturais otimizados usando-se a
versdo 6A do programa CHARGE (Abraham e Ainger, 1999), que diferenciou bem os
hidrogénios em questdo (Tabela 2), mostrando um notavel progresso com suas

sucessivas versoes.

Tabela 2. Deslocamentos quimicos de *H experimentais (Topic e Pejov, 2001) e calculados pelo
programa CHARGE para hidrogénios do adamantano.

Adamantano
Experimental CHARGE 3A CHARGE 4A CHARGE 6A DFT
B3LYP/6-31G(d,p)
CH 1,87 2,07 1,98 1,95 1,80
CH, 1,75 1,20 1,35 1,70 1,79

3.2 - Modelagem por Homologia

Embora a base de dados das estruturas resolvidas de proteinas no PDB esteja
crecendo exponencialmente nos Ultimos anos, devido aos crescentes avancos
alcancados pelas técnicas de determinagcdo estrutural, ainda ndo existem dados
estruturais para boa parte das proteinas eleitas como alvos terapéuticos atrativos

(Nayeem et al., 2006).

Nos casos em que a elucidacdo estrutural do alvo terapéutico ndo é possivel ou
ainda néo foi determinada, modelos virtuais de proteinas podem ser elaborados por
comparacdo da similaridade de sua sequUéncia primaria de aminoacidos com as
sequéncias de proteinas homadlogas com estruturas resolvidas e depositadas no PDB.
Este procedimento comparativo para a construcdo de modelos estruturais € conhecido
como Modelagem Molecular por homologia estrutural ou modelagem comparativa (Silva e

Silva, 2007).
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No processo de Modelagem Molecular por homologia estrutural sdo utilizadas
estruturas de proteinas determinadas experimentalmente para se predizer a conformacao
de outra proteina que apresenta uma sequéncia de aminoacidos similar (Hillisch et al.,

2004).

A estratégia de modelagem por homologia baseia-se no conhecimento de que a
conformacédo estrutural de uma proteina é mais conservada que sua sequéncia de
amino&cidos durante o processo evolutivo, e que pequenas mudangas na sequéncia, em

geral, resultam em sutis modifica¢cdes na estrutura tridimensional (Nayeem et al., 2006).

O processo de obtencdo de um modelo proteico virtual através da execucdo da
estratégia da Modelagem Molecular por homologia estrutural envolve quatro etapas
principais: busca de proteinas homologas, alinhamento das sequéncias, constru¢éo e

otimizacdo dos modelos, e a validacdo dos mesmos (Hillisch et al., 2004).

Para se construir a estrutura tridimensional dos residuos faltosos da estrutura
2GV9, utilizou-se o programa Swiss Model (Arnold et al., 2006). O Swiss Model integra
programas e banco de dados requeridos para modelagem por homologia. Ele permite ao
usuario contruir modelos comparativos de proteinas a partir de conexdo com a internet
sem necessidade de baixar ou instalar grandes pacotes de programas e bancos de

dados.

Inicialmente foi feita uma busca por proteinas homologas a DNA polimerase do
HSV-1 no programa Swiss Model. Foram selecionadas as estruturas homoélogas de DNA
polimerases do PDB 2GV9, 1QHT, 1Q8I e 1D5A. Estas estruturas foram utilizadas como
moldes para a modelagem por homologia no modo projeto do programa Swiss Model. O
arquivo de entrada para o modo projeto contém estruturas molde superpostas e o
alinhamento entre a proteina-problema e as proteinas-molde. Este arquivo é gerado no
programa Swiss-Pdb Viewer (Guex e Peitsch, 1997), que permite gerar, visualizar,

analisar e manipular projetos de modelagem para submeter ao programa Swiss Model.

34



UFF-10-EGQ-Tese de Doutorado

Embora a sobreposicéo da estrutura obtida por homologia com a DNA polimerase
do HSV-1 tenha levado a um RMS de 2,68 A, os residuos importantes para as interacées
propostas pelo modelo de Liu e colaboradores (2006) sairam completamente de sua
posicdo original. Como alternativa, tentou-se utilizar o modo automético do programa
Swiss Model. O modo automatico foi desenvolvido para casos onde a similaridade
proteina-problema/proteina-molde é suficientemente alta para permitir uma modelagem
totalmente automatizada. A submissdo no modo automatico requer apenas a sequéncia
primaria de aminoacidos da proteina-problema como dado de entrada e o programa
seleciona automaticamente os moldes adequados (Arnold et al., 2006) — no caso a
prépria estrutura da DNA polimerase do HSV-1 foi selecionada (2GV9), e optou-se pela
utilizacdo da cadeia B uma vez que esta possui menos residuos faltosos do que a cadeia

A.

Com o modo automatico obteve-se a estrutura que foi utilizada neste trabalho

conforme descrito na se¢édo de Resultados e Discusséo.

3.3 - Docking

O Docking ou ancoramento molecular é um processo computacional de busca por
um ligante capaz de se “encaixar’” geométrica e energeticamente ao sitio ativo de uma

proteina.

A obtencdo de uma descricdo acurada e automatizada do processo de
reconhecimento molecular receptor-ligante, utilizando metodologias computacionais, é
motivada pela possibilidade de reducdo do tempo e dos altos custos envolvidos no
desenvolvimento de novos medicamentos (Morgon e Coutinho, 2007). O docking pode
ser feito por ajuste manual (docking manual), onde o composto é posicionado no sitio de
interacdo de acordo com modelos comparativos de outros compostos anélogos, ou de

modo automético (docking automatico), onde o composto é posicionado por softwares
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gue utilizam algoritmos de busca para achar as orientacdes mais estaveis (de menor
energia).

Para se realizar os estudos de docking foi necessario construir o complexo
proteina/DNA. Este foi construido no programa Swiss-Pdb Viewer (Guex e Peitsch, 1997)
por sobreposi¢cdo das estruturas do PDB 2GV9 (reconstruida por homologia) e 1blf

(modelo tedrico de DNA polimerase).

Vale comentar que tentou-se utilizar os programas FlexX (Tripos Inc.) e Molegro
Virtual Docker (Thomsen et al., 2006) para se realizar os estudos de docking. No entanto,
0 programa FlexX n&o reconheceu o DNA, sobrepondo o ligante a atomos do mesmo, e o
Molegro ndo conseguiu gerar uma estrutura para o PNU que estivesse com a
conformacgéo parecida com a do modelo proposto por Liu e colaboradores (2006).
Utilizou-se entdo o programa Surflex-Dock (Jain, 2003), que em um estudo comparativo
de oito programas de docking foi um dos que apresentou melhor desempenho

(Kellenberger et al., 2004).

O Surflex-Dock considera que a enzima € rigida e que o ligante possui
flexibilidade conformacional. O programa lista 20 ligantes de acordo com uma funcéo de
pontuacgdo que inclui os termos hidrofébico, polar, repulsivo, de entropia e de solvatacéao

para o complexo proteina-ligante.

O Surflex-Dock utiliza um sitio ativo idealizado para o ligante (chamado de
protomol) como um alvo para gerar provaveis poses de moléculas ou fragmentos
moleculares. Existem duas maneiras de se gerar o protomol: 0 modo baseado no ligante
(onde o programa gera o sitio ativo com base na estrutura de um ligante em um
complexo de partida proteina-ligante) e 0 modo baseado em residuos (onde se informa
ao programa quais sdo os residuos do sitio ativo). Caso nado se tenha idéia de onde o
sitio ativo estéa localizado ha ainda o modo automatico, em que o programa busca uma

cavidade na proteina para se gerar o protomol.
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Uma vez fornecida ao programa a estrutura da proteina com os hidrogénios e
escolhida a maneira de se gerar o sitio ativo, sera gerado um arquivo protomol que
servird como alvo para o ligante ser alinhado com base em similaridade molecular. Trés
tipos de fragmentos moleculares (CH4, C=0 e N-H) séo colocados dentro do sitio ativo
em posicdes mdltiplas e sdo otimizados para interacdo com a proteina. Fragmentos

combinados de alta pontuag&o formam o protomol.

Os ligantes sdo entédo encaixados dentro da proteina para otimizar o valor da
funcdo de pontuacdo gerando-se conformacfes otimizadas dos ligantes junto com suas

pontuacdes correspondentes.

Nesta etapa o ligante de entrada é fragmentado resultando em 1-10 fragmentos
moleculares. Para cada fragmento é feita uma busca conformacional e a conformagéo de
cada fragmento é alinhada com o protomol para levar a poses que maximizem a
similaridade molecular ao protomol. Os fragmentos alinhados s&o pontuados e
selecionados com base na funcdo de pontuacdo e no grau de interpenetracdo na

proteina.

A funcdo de pontuacdo fornece os resultados em unidades de —log(Kj)2. Os
termos da fungdo em ordem de significAncia sdo a complementariedade hidrofébica, a

complementariedade polar, termos entrépicos e termos de solvatacao.

Neste trabalho o estudo de docking foi feito com o modo baseado em residuos,
pois este foi o que forneceu melhores resultados conforme detalhado na sec¢édo de

Resultados e Discusséao.

Antes de se realizar o docking, as estruturas do PNU e dos ribonucleosideos 6-Cl
substituidos (1c) nas formas syn e anti foram otimizadas no programa Gaussian 98 e no
mesmo programa foram calculadas as cargas com o método ChelpG (Breneman e
Wiberg, 1990) para cada conformacéo otimizada. Das vinte estruturas geradas pelo
docking selecionou-se para o PNU aquela de conformacdo mais parecida com a proposta

no modelo de Liu e colaboradores (2006) e para o ribonucleosideo a estrutura que
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apresentou o &tomo de cloro mais proximo a VAL823. Cada estrutura selecionada foi
otimizada dentro do sitio ativo da proteina no préprio Surflex-dock, e os complexos

proteina-ligante serviram como ponto de partida para estudos de simulagéo por DM.

3.4 - Dinamica Molecular

A mecanica classica € um método adequado para descrever a maioria das
propriedades de sistemas de interesse biol6gico, e 0 método de simula¢des por DM é a

abordagem tedrica mais adequada para estes estudos (Karplus, 2002).

Neste método, particulas interagentes, inicialmente dispostas em uma
determinada configuragdo, movimentam-se sob a influéncia de potenciais
intermoleculares. Conhecendo posi¢cfes e velocidades de todas as particulas em um
dado instante ty, pode-se computar as forcas resultantes em cada particula devido as
interacbes com as demais e entdo determinar posicdes e velocidades em um instante
posterior ty + 6t. As novas posi¢des sdo utilizadas para o cdmputo de novas forgas e dai
posicbes e velocidades em ty+ 26t. Este procedimento é realizado recursivamente

gerando trajetérias moleculares para todo o sistema (Morgon e Coutinho, 2007).

A trajetdria € obtida resolvendo-se as equacdes diferenciais incorporadas na

segunda lei de Newton (Equacao 2):

S o’r  au(™ )
Fi=m -0 (Equacdo 2)

Onde F; corresponde a forca aplicada na particula i, causada pelas N-1 demais
particulas do sistema, m; corresponde a sua massa e a segunda derivada parcial de sua
posicdo r; em relacdo ao tempo corresponde a aceleracdo. U(r™) é a funcédo de energia
potencial do sistema cuja derivada parcial em relacdo a posicédo r; é a forca aplicada

resultante na particula i (Oliveira, 2005).
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U(r™) normalmente é descrita como um somatério de termos ligados e n&o-ligados

(Equacao 3):

U(rN) = Uligac;éo + Ué + Udiedro + l-Jvdw + Uelet (Equagéo 3)

ngulo

Onde Ujigaczo, Uanguio € Udiedro, COrrespondem as fungdes de energia potencial de
deformacdo axial de ligacdo, deformacdo angular e de rotagdo torcional (interacbes
ligadas), enquanto que U,q, € Ut correspondem as funcdes de energia potencial de van

der Waals e eletrostatica (intera¢des ndo-ligadas).

Os termos néo-ligados U4y € Uget S80 representados tipicamente por interacdes

de Lennard-Jones e de Coulomb, respectivamente, como has Equacgdes 4 e 5.

12 6
(o ot ~
Uygw =4€4|| — | —|— (Equacao 4)
Uger = r— %) (Equagao 5)
TEGE T

Na Equacédo 4, g; corresponde a profundidade do potencial entre a barreira
atrativa e a repulsiva, o; € a distancia finita na qual o potencial interparticula € zero e rjé
a distancia interatbmica. Na Equacéo 5, q; e g; correspondem as cargas parciais atbmicas
dos atomos i e |, €g € € correspondem a permissividade elétrica no vacuo e a constante
dielétrica do meio respectivamente, e r; € a distancia entre os atomos i e j (Namba et al.,

2008).

Nas simulacfes € necessario um periodo para se atingir o equilibrio e relaxar o

sistema, e um de coleta de dados.

As simulac¢des por DM ajudam na compreensao dos processos bioquimicos e dao
uma dimensdo dindmica aos dados estruturais. Por causa disto, tornaram-se a
ferramenta chave para a investigacéo de biomoléculas. Com este método podemos partir

de estruturas obtidas experimentalmente ou de modelos e simular 0 comportamento das
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proteinas em solu¢do através de calculos computacionais. Desta forma € possivel
monitorar, em escala atdémica, mudancas conformacionais da molécula que estejam
associadas a sua atividade bioldégica na escala de nanossegundos, permitindo-se
melhorar resultados de estudos de docking, monitorar a estabilidade de ligacbes

hidrogénio e etc.

3.4.1 - Dinamica Molecular dos Ribonucleosideos

Inicialmente as simulagcbes por DM foram feitas para o ribonucleosideo 7-OMe

substituido (1), pois para este composto tinha-se dados de raios-X (Leal et al., 2005).

As estruturas dos conférmeros syn e anti do ribonucleosideo 7-OMe substituido
foram obtidas pelo método DFT disponivel no programa Gaussian 98 (Frisch et al., 1998),
apo6s uma andlise conformacional feita com o método AM1. As geometrias foram
otimizadas utilizando-se o funcional de densidade B3LYP com base 6-31G(d,p). As
cargas foram calculadas por ajuste ao potencial eletrostatico para uma grade de pontos
selecionados de acordo com o esquema ChelpG (Breneman e Wiberg, 1990). Os
arquivos de topologia e de coordenadas para ambos os conférmeros foram criados com o
programa LEaP do programa AMBER 7 (Case et al., 2002), e eles representam as

estruturas iniciais usadas como arquivo de entrada nas simulagdes por DM.

Com o intuito de simular o comportamento do ribonucleosideo 7-OMe substituido
em solucdo aquosa, cada conférmero foi colocado em uma caixa d’agua. Como
moléculas do solvente presentes nas extremidades da caixa passariam a interagir com
um numero menor de atomos do que aqueles do centro da caixa utilizou-se Condigbes
Periddicas de Contorno (CPC), que consistem em se criar imagens transladadas do
sistema ao redor do mesmo, produzindo um sistema pseudo-infinito. Assim, quando um
atomo se move na caixa central, suas imagens peridédicas em cada uma das caixas

vizinhas se movem exatamente da mesma forma, e se uma molécula deixa a caixa
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central, uma de suas imagens periodicas ir4 entrar pela face oposta. O modelo TIP3P foi
utilizado para a agua (Jorgensen, 1981) e o tamanho da caixa foi de 34,9A x 30,5A x

31,3A para o conférmero syn e 34,2A x 32,2A x 29,3A para o anti.

Um corte de 9A de distancia ao longo dos trés eixos foi aplicado a fim de se
descartar alguma molécula de agua que estivesse mais longe do que este valor de algum
atomo do soluto, e o numero total de moléculas de agua na caixa para os conférmeros

syn e anti foi de 694 e 643, respectivamente.

Os célculos de DM e MM foram feitos com o programa AMBER 7 (Case et al.,
2002). Uma distancia de corte de 9A foi utilizada para interacdes de Lennard-Jones e
interacBes eletrostaticas de longa distancia na caixa d’agua foram calculadas utilizando-
se o protocolo Particle Mesh Ewald (Darden et al., 1993), que avalia as interacdes de
uma particula com todas as outras contidas na caixa central bem como com todas as

caixas periddicas replicadas.

As simulagdes por DM foram iniciadas com uma minimizagdo de todo o sistema
seguida de 20 ps de equilibracdo. O sistema solvatado foi equilibrado por 10 ps a volume
constante e 30 ps a presséo constante a fim de se levar a densidade do sistema a um

valor proximo de 0,99 g/cm®.

Inicialmente, as simulagbes por DM foram feitas no vacuo e na agua a 300 K e
600 K durante 1 ns, porém este tempo de simulagdo ndo foi suficiente para produzir
variacOes de interesse na conformagédo da estrutura. Deste modo, as simula¢des por DM
foram estendidas a 10 ns em ambas as temperaturas. Todas as ligacbes covalentes
envolvendo atomos de hidrogénio foram mantidas rigidas utilizando-se o algoritmo
SHAKE (Rickaert et al., 1977). As coordenadas atdmicas foram salvas a cada 0,2 ps
durante a simulacdo. A andlise das simulacdes por DM foi feita com o programa PTRAJ
(Case et al., 2002), e o programa Rasmol foi utilizado para visualizacdo das estruturas

(Sayle e Milner-White, 1995).
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A fim de se acessar a conformacao preferencial e as interagdes intramoleculares
(tais como liga¢gBes hidrogénio) durante a simulagdo, monitorou-se 0s angulos de tor¢ao
8; (04'-C1'-N1-C8a) e 6, (H-Ola-C1l-C3), e as distancias interatbmicas D1-D4

(conférmero syn) e D1'-D5’ (conférmero anti) (Figura 15).

M

OH CLH

1j (conférmero syn) 1j (conférmero anti)

Figura 15. Representacédo esquemdtica dos conférmeros syn e anti do acido 7-metoxi-1,4-dihidro-
4-oxo-1-(B-D-ribofuranosil)quinolino-3-carboxilico (1j)) e a numeracdo IUPAC dos atomos,
destacando os angulos de torcdo (em vermelho) 8; (O4’-C1’-N1-C8a) e 6, (H-Ola-C1-C3) e as
distancias interatbmicas (em azul) monitoradas durante as simuacdes por DM.

Em seguida, o procedimento realizado para o ribonucleosideo 7-OMe substituido
a 300K no vacuo e na agua foi aplicado para os demais ribonucleosideos em estudo
durante 3 ns em agua e para a conformacdo inicial anti no vacuo. No caso da

conformacgéo inicial syn no vacuo as simulagbes foram feitas por 10 ns, uma vez que

neste caso alguns ribonucleosideos foram para a forma anti e outros nao.

3.4.2 - Dindmica Molecular dos Complexos Ligante / DNA Polimerase / DNA

As estruturas de entrada para as simulagbes por DM dos complexos PNU/DNA
polimerase/DNA e ribonucleosideo 6-Cl substituido/DNA polimerase/DNA foram aquelas
obtidas pelos estudos de docking conforme descrito na secdo 3.3. Cada ligante
selecionado foi re-submetido ao calculo de cargas de acordo com o esquema ChelpG no

programa Gaussian 98.
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Os arquivos de topologia e de coordenadas para os complexos foram criados com
0 programa LEaP do programa AMBER 9 (Case et al., 2006). O sistema obtido ficou
muito grande, contendo 1159 residuos e 37970 moléculas de agua, o que exigiria um
enorme tempo de simulacdo. Desta forma, foi necessario se fazer um corte na enzima.
Selecionou-se atomos que se encontravam a até 15A de distancia do PNU, e os que ndo
se encontravam dentro desta faixa foram excluidos. Dos atomos selecionados, tomou-se
os residuos que se encontravam a até 8A do PNU para que pudessem se movimentar e
os demais tiveram suas posicoes fixadas com uma constante de forga de 100 kcal/mol.Az2.
O sistema foi neutralizado com atomos de sodio e a simulagéo foi feita no vacuo a 300K

durante 8 ns.

Os célculos de DM e MM foram feitos com o programa AMBER 9 (Case et al.,
2006). Uma distancia de corte de 9A foi utilizada para interacées de Lennard-Jones e as

coordenadas atémicas foram salvas a cada 2 ps durante a simulagéo

As simulagbes por DM foram iniciadas com uma minimiza¢do de todo o sistema

seguida de 10 ps de aquecimento a 300K e 20 ps de equilibracao.

As ligacBes covalentes envolvendo atomos de hidrogénio foram mantidas rigidas
utilizando-se o algoritmo SHAKE (Rickaert et al., 1977). O programa Weblab ViewerLite

(Accelerys Software Inc.) foi utilizado para visualizagdo das estruturas.

A fim de se acessar as interacdes intermoleculares durante a simulacéo, foram
tomados pontos aleatérios da trajetéria e estes foram submetidos ao programa LPC
(Sobolev et al., 1999). Este programa permite analisar contatos entre ligantes e proteinas
e é disponivel gratuitamente na internet no endereco http://ligin.weizmann.ac.il/cgi-
bin/lpccsu/LpcCsu.cgi. Para cada ligante o programa determina os residuos em contato
com ele, e o tipo de interacdo existente. Selecionadas as interacfes existentes, elas

foram analisadas com o programa PTRAJ (Case et al., 2006).
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Resultados e Discussao
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4 Resltadose Discusséo

4.1 - Modelagem Molecular de Compostos Modelo — Estudos de Relacao

Estrutura-Propriedade

Nesta secdo investigou-se os efeitos estéricos decorrentes da introducdo de
substituintes analisando-se deslocamentos quimicos de RMN e dados estruturais obtidos
de geometrias otimizadas em compostos modelo dando continuidade ao trabalho de

dissertagédo de Mestrado (Seidl et al., 2002; Seidl et al., 2005; Yoneda, 2005).

Nossos trabalhos sobre adamantanos mono- e di-substituidos mostrou que
efeitos de substituintes nos deslocamentos quimicos de RMN podem ser tracados por
mudancas na geometria molecular e distribuicdo de cargas (Seidl et al., 2002; Seidl et al.,
2005; Yoneda, 2005). Seria desejavel testar um critério similar para a andlise de efeitos
estéricos em outros sistemas a fim de se avaliar a generalidade do nosso trabalho em
adamantanos substituidos, uma vez que a magnitude destes efeitos segue o raio de van
der Waals do atomo halogénio (Seidl et al.,, 2005) e logo, pode ser diretamente
relacionada a seu “volume”. Uma boa escolha seria o sistema norbornano, que consiste
em um anel rigido de atomos de carbono, que é distorcido pela introdugdo de
substituintes em diferentes posi¢des. No entanto, como ja foi mostrado (Abraham, 1999),
embora muitos compostos modelo interessantes sejam conhecidos, a informacdo sobre
seus deslocamentos quimicos de hidrogénio € escassa, como no caso dos sistemas
norbornanos 2-exo (Figura 16) e endo halo-substituidos. Neste contexto, a publicacédo
de dados de deslocamentos quimicos de hidrogénio dos derivados substituidos 3-endo e
exo norcanfora (ou norbornanonas) (Gauze et al., 2006) proporciona uma boa

oportunidade para se verificar a aplicabilidade de nossos resultados a outros sistemas.
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Cl
Br

aprwnN

Figura 16. Norbornanos substituidos.

A mesma abordagem que temos utilizado (Seidl et al., 2005) foi aplicada neste
trabalho a estrutura de novos compostos de interesse: deslocamentos quimicos
experimentais foram usados para determinar efeitos de substituintes, e foram usados

como provas para mudancas nas respectivas geometrias.

A magnitude dos efeitos de substituintes nos sistemas norbornano pode ser
também relacionada ao volume dos substituintes halogénios. Porém, ao invés da
polarizagdo de ligacdo observada para os compostos adamantano, os efeitos de

substituintes s&o principalmente refletidos por distor¢des em ligacbes e angulos diedros.

5.1.1 - Halonorbornanos

Efeitos de substituintes nos deslocamentos quimicos de 'H para os exo-
halonorbornanos (Figura 16, compostos 2-5, 0 esquema de numeragédo € 0 mesmo que 0
correspondente a 2-cetonas para facilitar comparacdes) sdo dados na Tabela 3,
indicando que o maior efeito de substituintes que pode ser associado a interagdes
estéricas com halogénios sao observadas para H,,, Hzn,, Hasn, Hs € Hzs. Elas devem
corresponder a atomos de hidrogénios espacialmente mais proximos ao substituinte (ou
no caso de Ha,, ser afetado por interagBes do substituinte com Hy,) e ser responsaveis
pelas maiores variagdes nos comprimentos de ligacdo e angulos (como a
eletronegatividade dos respectivos halogénios segue a ordem inversa da desblindagem

que seria esperada por efeitos eletrénicos, os efeitos observados seriam principalmente
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de natureza estérica). As respectivas ligacdes C-H séo encurtadas (Tabela 4) levando a
desblindagem do nudcleo de hidrogénio correspondente. O grau de desblindagem e de
compressao de ligacdo pode ser relacionado ao raio de van der Waals do substituinte

halogénio, assim como observado para o sistema adamantano (Seidl et al., 2005).

Tabela 3. Efeitos de substituintes nos deslocamentos quimicos (ppm) de *H para 3-
halonorbornanos (Gauze et al., 2006).

3 4 5
H; 0,12 0,12 0,06
Hzn 0,75 0,87 0,97
Hox 0,33 0,60 0,76
Hsn 2,71 2,83 2,82
Ha,
Hy 0,20 0,32 0,41
Hsn -0,02 0,02 0,07
Hsx 0,14 0,17 0,10
Hen -0,09 -0,08 -0,06
Hex 0,00 0,01 0,02
H7a 0,06 0,11 0,17
H-s 0,59 0,68 0,74

Tabela 4. Comprimentos de ligagéo (A) para 3-halonorbornanos calculados pelo programa

Gaussian 98.
2 3 4

C,-C, 1,547 1,548 1,549
C,-Cs 1,547 1,546 1,546
C,-Cy 1,545 1,545 1,545
Cs-C, 1,564 1,556 1,554
C,-Cs 1,547 1,540 1,537
C4-Cs 1,548 1,552 1,553
C4-Cy 1,545 1,544 1,544
Cs-Cq 1,565 1,564 1,563
Ci-H; 1,094 1,093 1,093
Co-Hs, 1,095 1,095 1,095
Co-Hoy 1,095 1,093 1,092
Cs-Ha, 1,095 1,090 1,089
C3-Hay 1,095

C4-Hy4 1,094 1,091 1,091
Cs-Hs,, 1,095 1,095 1,095
Cs-Hsy 1,095 1,094 1,095
Ce-Hen 1,095 1,095 1,095
Ce-Hex 1,095 1,095 1,095
Co-Hys 1,096 1,094 1,094
Cs-H7a 1,096 1,095 1,095
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Ha uma diferengca notavel entre as estruturas dos sistemas norbornano e
adamantano. Efeitos secundarios, bem como tor¢gdes ao redor das ligagbes C,-Cgse
mudancas em angulos de ligacdo que também foram observadas para sistemas
adamantano (Seidl et al., 2005) e levaram a distorcbes em sua geometria, S840 muito mais
significativos nos sistemas norbornano. Angulos diedros selecionados para 2-5 sdo dados
na Tabela 5. O maior volume do iodo com relagdo aos outros substituintes € refletido

muito mais pelo angulo diedro do que pelo grau de polarizacdo de ligacdo de Cs-Ha,.

Distancias internucleares sao dadas na Tabela 6.

Tabela 5. Angulos diedros (graus) selecionados para 3-halonorbornanos calculados pelo método

MM2.
2 3 4 5
R-C3-C2-H2x -1,0 -2,0 -3,0 -6,0

Tabela 6. Distancias internucleares e C-R (A) para 3-halonorbornanos calculadas pelo método

MM2.
3 4 5
R..H; 454 4,67 4,90
R...Hay 2,71 2,82 2,96
R...Han 3,53 3,67 3,82
R...Han 2,36 2,50 2,67
R...H, 2,88 2,99 3,11
R...Hsy 4,91 5,06 5,24
R...Hsn 4,32 4,48 4,65
R...Hex 5,56 5,72 5,93
R...Hsn 5,08 5,24 5,43
R...H7a 4,31 4,43 4,65
R...Hs 2,95 3,05 3,26
C-R 1,81 1,97 2,16

Hidrogénios que estdo envolvidos em interagBes estéricas com 0s substituintes
halogénios se encontram a cerca de 3,0 A de distancia do cloro, 3,1 Ado bromoe 3,3A
do iodo, tomando-se seus respectivos nucleos como referéncia como no caso dos

haloadamantanos (Seidl et al., 2005). Enquanto todas as distancias internucleares
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seguem a ordem dos respectivos raios de van der Waals do substituinte, os dados nas

Tabelas 3, 4 e 5 indicam que distor¢Bes na estrutura molecular ndo sédo uniformes.

4.1.2 - Norbornano, Norcanfora, Bornano e Canfora

Os aspectos estruturais do norbornano (2), norcanfora (6), bornano (7) e canfora
(8) (Figura 17) sdo comparados com o intuito de se avaliar os efeitos dos grupos
carbonila e metila em seus respectivos deslocamentos quimicos de hidrogénio
(Tabela 7). Das comparacg6es de deslocamentos quimicos da norcanfora e do norbornano
bem como da canfora e do bornano (Tabela 7) fica claro que os hidrogénios sao
desblindados na mesma extenséo pela carbonila. Uma vez que contribuicBes estéricas e
anisotropicas para os deslocamentos quimicos de hidrogénio nos derivados do
norbornano, bornano e canfora tém sido investigadas (Abraham, 1999) e uma abordagem
similar foi recentemente aplicada a norcanfora (Gauze et al., 2006), a presente andlise se
limita a seus componentes estéricos. Estes podem ser localizados por comparacdes de
deslocamentos quimicos entre o bornano e o norbornano bem como entre a canfora e a
norcanfora (Tabela 7) e subsequentes mudancas nos comprimentos de ligagdo dados na

Tabela 8.

) (6) (@) (8)

Figura 17. Norbornano, norcanfora, bornano e canfora respectivamente.
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de "H (ppm) para o norbornano, norcanfora, bornano e canfora
(Abraham, 1999).

Norbornano Norcanfora Bornano Canfora
(2) (6) (1) (8)

H, 2,19 2,60 H,
Hox 1,47 Hox 1,49
Hon 1,16 Hon 1,23
Hax 1,47 2,06 Hax 1,71 2,35
Hsn 1,16 1,84 Hsn 1,13 1,84
Ha 2,19 2,67 Ha 1,60 2,09
Hsx 1,47 1,79 Hsx 1,71 1,95
Hsn 1,16 1,45 Hs, 1,13 1,34
Hex 1,47 1,81 Hex 1,49 1,68
Hen 1,16 1,53 Han 1,23 1,40
Hys 1,18 1,73 Hg 0,83 0,84
H7a 1,18 1,56 Hg 0,83 0,96

Hio 0,83 0,92

Tabela 8. Comprimentos de ligagéo (A) do norbornano, norcanfora, bornano e canfora calculados
pelo programa Gaussian 98.

Norbornano Norcanfora Bornano Canfora

2) (6) ) (8)
C1-C2 1,547 1,529 1,555 1,536
C1-Cé6 1,548 1,560 1,555 1,566
Cc1-c7 1,545 1,546 1,577 1,572
C1-C10 1,523 1,518
C2-C3 1,564 1,541 1,560 1,538
C3-C4 1,547 1,544 1,547 1,543
C4-C5 1,547 1,548 1,548 1,548
C4-C7 1,545 1,549 1,561 1,567
C5-C6 1,565 1,564 1,561 1,559
C7-C8 1,540 1,541
C7-C9 1,540 1,537
C1l-H1 1,094 1,090
C2-0 1,211 1,212
C2-H2x 1,095 1,095
C2-H2n 1,095 1,095
C3-3x 1,095 1,097 1,094 1,095
C3-3n 1,095 1,095 1,095 1,095
C4-H4 1,094 1,093 1,095 1,094
C5-H5x 1,095 1,094 1,094 1,093
C5-H5n 1,095 1,094 1,095 1,094
C6-H6x 1,095 1,094 1,095 1,094
C6-H6Nn 1,095 1,094 1,095 1,094
C7-H7s 1,096 1,095
C7-H7a 1,096 1,095

O efeito estérico do grupo carbonila (Gauze et al., 2006) é perceptivel na Tabela

8. A distorcdo na geometria molecular é refletida pelas ligagdes C,-C; e C4-C; maiores na
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norcanfora com relagdo ao norbornano e a diferenca entre seus respectivos
comprimentos na norcanfora.

Efeitos de substituintes em norbornanos e bornanos ja foram interpretados
(Abraham et al., 1989). Distor¢bes no anel com o objetivo de se minimizar as repulsbes
entre grupos metila e suas respectivas interacdes com os hidrogénios nas posicdes exo e
H4 podem ser localizadas na Tabela 8.

No norbornano, a introducdo de grupos metila na posi¢cdo 7 (bornano) leva ao
estiramento ndo apenas das ligagées C,-Cg mas também da ligagdo Cg-Hg (C4-Hs). Como
consequéncia Hy € mais blindado no bornano do que no norbornano, de acordo com
nosso trabalho em adamantanos substituidos, que mostrou que a introducdo de
substituintes metila em posic¢des terciarias leva ao estiramento das ligagdes C,-Cy e Cg-

Hg, € como consequiéncia os hidrogénios £ séo blindados (Seidl et al., 2005).

No caso da posi¢ao Cyy, a introducdo do grupo metila deve levar a um efeito g nos
hidrogénios dos carbonos 2 e 6. Para Hy, e Hg, este efeito ocorre simultaneamente com
o efeito yy, dos grupos metila ligados a C; e os dois efeitos parecem cancelar um ao
outro, pois nem os comprimentos de ligagdo Cg-Hg (relativos a Meyg) ou Cysyn-H,syn
(relativos a Meg e Meg) (Tabela 8) e nem os deslocamentos quimicos de Hy, € Hgx mudam
no norbornano com relagdo ao bornano.

A interpretacao de efeitos estéricos em hidrogénios endo requer um entendimento
de como eles afetam a geometria molecular. A repulsdo entre os grupos metila comprime
0s angulos de ligacdo Cg-C;-C;, e Cs-C4-C3 com relacéo ao norbornano e ao adamantano
(Figura 18). A conseqiiéncia desta compressao é que os hidrogénios endo séo forcados a
se aproximar (Figura 19). A presenca de um grupo carbonila em C,, introduz interacbes
estéricas adicionais com os grupos metila em C; e C; diminuindo as distancias

internucleares e angulos de ligacgéo.
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Figura 18. Angulos selecionados no norbornano, 1-metil adamantano e bornano respectivamente.
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Figura 19. Angulos, distancias interatdmicas e comprimentos de ligacdo selecionados para o
norbornano, bornano e canfora respectivamente.

O efeito yyn dos grupos metila em C; pode ser observado para Hs, € Hsy,, onde néo
h& efeito g da metila Mej,. Seus respectivos comprimentos de ligacdo C-H sé&o
encurtados e como conseqiéncia eles sdo mais desblindados no bornano do que no

norbornano (Tabelas 7 e 8).

Comparando-se a canfora e o norbornano, uma combinacédo de efeitos do grupo
carbonila (norcanfora) e dos grupos metila (bornano) é observada. Por exemplo, a ligacao
Cs-Hs, deve ser estirada devido a presenca do grupo carbonila e esta ligacdo também
seria comprimida devido ao efeito y,, da Meg. Como conseqiiéncia, seu comprimento nao
se altera com relagdo ao norbornano. O mesmo tipo de racionalizacédo pode ser aplicado
aos outros hidrogénios da canfora. Para Hs;, o comprimento da ligacdo C-H deveria
diminuir devido ao grupo carbonila, mas ao mesmo tempo deveria aumentar por causa do
grupo metila. Assim, também nao ha alteracéo relativa ao norbornano. Para Hs,, por outro
lado, ambos os substituintes, carbonila e metila, contribuem para o encurtamento da

ligacdo C-H. Como conseqiiéncia a ligacdo Csy-Hsx € a menor ligacdo C-H da canfora.
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Para Hs, e Hgn, O substituinte metila ndo leva a efeito significativo devido a distancia
existente entre eles e o encurtamento da ligagdo C-H associado ao grupo carbonila
prevalece. Finalmente, para Hgy, 0S efeitos das metilas Meg e Me;o cancelam um ao outro,
como observado no bornano, e o efeito relacionado ao grupo carbonila prevalece. Por

isso a ligacdo Cg-Hex € encurtada como no caso da norcanfora.

4.1.3 - Halonorcanforas

Inicialmente deve-se destacar que o efeito do grupo carbonila nos deslocamentos
quimicos de hidrogénio destas estruturas parece ser constante, como observado pelo
grau de desblindagem muito préximo de Hs, € Hz, nos derivados da norcanfora endo e
exo substituidos, respectivamente (Tabela 9). Esta observacdo também é valida para os

derivados da canfora substituidos — ver proxima secao.

Ry R,
6 H H
10 F H
11 H F
12 Cl H
13 H Cl
14 Br H
15 H Br
16 I H
17 H I

Figura 20. Norcanfora com substituintes na posicdo 3.

Tabela 9. Efeitos de substituintes nos deslocamentos quimicos de H (ppm) para derivados 3-
halonorcanfora (Gauze et al., 2006).

12 13 14 15 16 17
H1 0,13 0,17 0,14 0,16 0,10 0,14
H3x - 2,07 - 2,26 - 2,58
H3n 1,83 - 1,99 - 2,30 -
H4 0,06 0,14 0,12 0,16 0,14 0,10
H5x 0,15 -0,11 0,17 -0,06 0,10 0,01
H5n 0,05 0,59 0,08 0,62 0,15 0,56
H6X 0,04 0,10 0,03 0,08 0 -0,07
H6n 0,03 0,06 0,05 0,04 0,05 -0,04
H7s 0,54 0,10 0,57 0,18 0,55 0,29
H7a 0,04 0,22 0,07 0,29 0,12 0,38
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A comparacao dos derivados halonorbornano e halonorcénfora (Figuras 16 e 20)
mostra que a presenca de um grupamento carbonila ndo parece afetar a interpretacdo do
efeito do substituinte halogénio que foi proposta para os norbornanos substituidos. Assim
como nos norbornanos substituidos na posigdo 3-exo, os hidrogénios que estédo sob forte
compressao estérica nos derivados exo-norcanforas sao Has,, Hs € Hzs (Tabela 19). Suas
desblindagens estdo associadas com o encurtamento de suas respectivas ligagdes C-H

(Tabela 10) como observado para os adamantanos (Seidl et al., 2005).

Em geral, o grau de desblindagem segue o raio de van der Waals do substituinte,
como foi observado para os haloadamantanos (Seidl et al., 2005). No entanto, para o Hz
do composto 16 e Hs, do composto 17, a desblindagem ndo aumenta do bromo para o
iodo. Existem varias racionalizacfes possiveis para isto com base na distor¢do molecular,
mas lista-las € muito dificil. Por exemplo, conforme o substituinte se torna maior, a
molécula é consideravelmente distorcida a fim de se minimizar as interacdes estéricas,
como refletido por certos angulos diedros (Tabela 11), mas estas distor¢des ndo parecem

seguir nenhum padréo definido, e estdo fora do escopo do presente trabalho.

Tabela 10. Comprimentos de ligacéo (A) para 3-halonorcanforas calculados pelo programa

Gaussian 98.
6 10 11 12 13 14 15

C1-Cc2 1,529 1,526 1,523 1,527 1,524 1,528 1,525
C1-C6 1,560 1,557 1,560 1,558 1,561 1,559 1,560
C1-C7 1,546 1,548 1,547 1,546 1,546 1,545 1,546
C2-C3 1,541 1,559 1,553 1,558 1,553 1,550 1,549
C2-0 1,211 1,208 1,209 1,206 1,206 1,207 1,207
C3-C4 1,544 1,530 1,536 1,537 1,542 1,534 1,540
C4-C5 1,548 1,549 1,547 1,552 1,546 1,553 1,546
Cc4-c7 1,549 1,549 1,548 1,548 1,551 1,548 1,552
C5-C6 1,564 1,564 1,563 1,563 1,562 1,563 1,562
C1-H1 1,090 1,090 1,090 1,090 1,090 1,090 1,091
C3-H3x 1,097 1,099 1,094 1,093
C3-H3n 1,095 1,095 1,091 1,090

C4-H4 1,093 1,092 1,092 1,091 1,091 1,001 1,091
C5-H5x 1,094 1,093 1,093 1,094 1,094 1,094 1,094
C5-H5n 1,094 1,095 1,092 1,095 1,092 1,095 1,092
C6-H6x 1,094 1,094 1,095 1,094 1,094 1,094 1,094
C6-Hén 1,094 1,094 1,093 1,094 1,093 1,093 1,093
C7-H7s 1,095 1,093 1,096 1,093 1,095 1,093 1,095
C7-H7a 1,095 1,094 1,094 1,094 1,094 1,094 1,094
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Tabela 11. Angulos diedros selecionados (graus) para 3-halonorcanforas calculados pelo
programa Gaussian 98 (a) e pelo método MM2 (b).

6 10 12 14 16
a b a b a b a b a b
R1-C3-C2-O 66 65 67 61 64 60 68 64 63
C3-C4-C7-H7s -62 -60 -61 -61 -63 -61 -63 -61 -62
6 11 13 15 17
a b a b a b a b a b
R2-C3-C2-0 -52 -57 -49 -47 -45 -46 -47 -50 -51
H4-C4-C5-H5n -79 -78 -80 -79 -77 -77 -78 -77 -75

Para os compostos 3-endo substituidos, os hidrogénios mais fortemente afetados
por interacdes estéricas sao Hs, e Hg,, mas as diferencas nos comprimentos de ligacao
C-H s@o menores se comparados a efeitos de substituintes. Aqui outros fatores como
angulos de ligacao e angulos diedros devem estar tendo uma importante contribuicao
para os efeitos de substituintes. Os atomos halogénios nas posi¢ces 3-exo ou 3-endo

devem estar envolvidos nas distorgdes moleculares ilustradas na Figura 21.
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Figura 21. Angulos de ligacdo selecionados para derivados 3-halonorcanfora calculados pelo
programa Gaussian 98.
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Um substituinte na posicdo 3-exo aumentara as interagbes estéricas com His
comprimindo os angulos de ligacdo C;-C4-Cs e R-Cs-Hs,. Substituintes na posicdo 3-endo
aumentarao as interacdes estéricas com Hs,, comprimindo o angulo R-Cs-Hs,, mas neste
caso, o angulo C;-C4-Cs aumenta com o objetivo de minimizar interacdes estéricas no
lado do anel em que o substituinte € introduzido. Quanto maior o raio de van der Waals

do substituinte, maior a distor¢do com relagdo a norcanfora (Figura 21).

4.1.4 - Halocanforas

Uma racionalizacdo similar pode ser aplicada aos derivados halocanforas
(Figura 22). Para substituintes na posicdo 3-exo, Hsn,, Hs € Hg sédo os mais fortemente
desblindados devido a efeitos estéricos (Tabela 12) enquanto para substituintes na
posicdo 3-endo estes hidrogénios sdo Hsx e Hs,, como observado para os derivados

halonorcanforas.

R Ry
. 8 H H
8 18 F H
g 19 H F
10 20 cl H
o 21 H Cl
22 Br H
ﬁw Ry 23 H Br
24 | H
25 H |
Rz 26 Me H

27 H Me

Figura 22. Canfora com substituintes na posi¢éo 3.

Para se analisar os efeitos de substituintes de grupamentos alquila, efeitos
conformacionais devem ser levados em consideragéo (Seidl et al., 2005). Este também é
0 caso dos derivados da canfora substituidos uma vez que a conformacdo do grupo
metila (Meg) do mesmo lado do substituinte muda ligeiramente com relacdo a canfora,
como mostrado na Tabela 13. Comprimentos de ligacdo e distancias internucleares

selecionadas sdo dados na Tabela 14.
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Tabela 12. Efeitos de substituintes nos deslocamentos quimicos de H (ppm) para derivados da
canfora substituidos (Kaiser et al., 1994).

18 19 20 21 22 23 24 25
H3n 2,53 - 2,03 - 2,20 - 2,55 -
H3x - 2,50 - 2,04 - 2,24 - 2,60
H4 0,16 0,30 0,20 0,22 0,30 0,22 0,36 0,15
H5n -0,01 0,55 0,15 0,73 0,18 0,77 0,18 0,69
H5x 0,08 -0,22 0,17 -0,16 0,19 -0,08 0,11 -0,03
H6nN 0 0,09 0,10 -0,15 0,13 0,04 0,14 -0,03
H6Xx -0,03 0,09 0,03 0,06 0,01 0,02 0,01 -0,09
H8 0,13 0,04 0,22 0,10 0,29 0,12 0,39 0,13
H9 0,01 0,07 0,01 0,11 0,01 0,13 0 0,15
H10 0,06 0,06 0,07 0,07 0,08 0,07 0,08 0,08

Tabela 13. Angulos diedros selecionados (graus) para halocanforas calculados pelo programa
Gaussian 98.

8 18 19 20 21 22 23 26 27
C4-C7-C8-H8 58 55 61 59 62 58 61 62 62
C4-C7-C9-H9 -54 -55 -53 -55 -54 -55 -54 -55 -54
C7-C1-C10-H10 174 176 174 176 175 176 175 176 174
R1(Hexo)-C3-C2-O 61 56 65 50 67 51 65 44 73
R1(Hendo)-C3-C2-O -57 -62 -53 -66 -48 -63 -50 -73 -45

Tabela 14. Comprimentos de ligac&o e distancias selecionadas (A) de halocanforas calculados

pelo programa Gaussian 98.

8 18 19 20 21 22 23 26 27
C1-C2 1536 1,532 1530 1,536 1,533 15537 1,533 1,537 1,536
C1-C6 1566 1,564 1,567 1,565 1,567 1,565 1,567 1,566 1,568
C1-Cc7 1572 1,577 1573 1,574 1572 1574 1573 1573 1,571
C1-C10 1518 1,518 1,518 1,519 1518 1,519 1,518 1,518 1,518
C2-C3 1538 1,556 1,552 1,554 1551 1,547 1546 1,543 1,541
C2-0 1,212 1,209 1,210 1,207 1,208 1,207 1,208 1,213 1,214
C3-C4 1543 1,533 1536 1,541 1540 1,538 1,538 1,554 1,552
C4-C5 1548 1,549 1547 1,552 1545 1,553 1,545 1,548 1,547
C4-C7 1567 1,568 1,567 1569 1,572 1570 1573 1,571 1,569
C4-H4 1,094 1,093 1,094 1,092 1,093 1,092 1,093 1,095 1,095
C5-C6 1559 1,560 1559 1560 1,558 1560 1,558 1,561 1,559
C5-Hb5n 1,094 1,095 1,091 1,094 1,091 1,094 1,091 1,094 1,092
C5-H5x 1,093 1,092 1,093 1,092 1,093 1,093 1,092 1,093 1,093
C6-Hén 1,095 1,095 1,094 1,095 1,094 1,095 1,094 1,095 1,095
C6-H6x 1,094 1,094 1,095 1,094 1,094 1,094 1,094 1,094 1,095
C7-C8 1541 1,540 1543 1,540 1542 1,540 1,542 1,540 1,542
C7-C9 1537 1,537 1537 1,538 1538 1,538 1,538 1,539 1,539
C8-H8a 1,095 1,095 1,096 1,095 1,096 1,095 1,096 1,096 1,096
C8-H8b 1,094 1,095 1,095 1,095 1,095 1,095 1,095 1,095 1,095
C8-H8c 1,094 1,091 1094 1,091 1,093 1,091 1,093 1,092 1,093
C9-H9%a 1,096 1,096 1,096 1,09 1,096 1,096 1,096 1,096 1,096
C9-H9b 1,095 1,095 1,095 1,095 1,095 1,095 1,095 1,095 1,095
C9-H9c 1,093 1,092 1,091 1,092 1,091 1,091 1,091 1,091 1,091
C10-H10a 1,096 1,095 1,095 1,095 1,095 1,095 1,095 1,095 1,095
C10-H10b 1,092 1,094 1,094 1,094 1,094 1,094 1,094 1,094 1,094
C10-H10c 1,095 1,094 1,095 1,094 1,094 1,094 1,094 1,094 1,097
C3..CH3(8) 2,949 2,978 2920 3,030 2,914 3,037 2,910 3,033 2,952
C3..CH;(9) 3,850 3,840 3,820 3,860 3,820 3,860 3,820 3,880 3,850
C3...CH5(10) 3,830 3,840 3,830 3,840 3,830 3,840 3,820 3,850 3,840
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Os comprimentos de ligacdo C;-Cg ndo variam nos compostos exo-substituidos,
mas esta ligacdo € mais curta do que nos compostos endo-substituidos, mostrando que
algum tipo de interacdo espacial do substituinte na posicdo exo com Meg deve estar
presente. O tamanho maior do substituinte parece ser refletido pelo grau de distor¢cédo

molecular (Figura 23).
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Figura 23. Alguns angulos de halocanforas calculados pelo programa Gaussian 98.

Como consequéncia da compresséo do angulo de ligacdo C;-C4-Cs, as distancias
internucleares C;...Cg nos compostos exo substituidos sdo ndo apenas maiores do que
nos compostos ndo substituidos, mas também maiores do que nos derivados endo
correspondentes, com o objetivo de se minimizar interacdes estéricas entre o substituinte
e a metila na posicao 8. Uma racionalizacdo similar pode ser aplicada para os compostos
endo substituidos para os quais estas distancias sdo menores do que nos compostos nao
substituidos e menores do que nos derivados exo. As distancias C;...Cg para 0s
derivados halonorcanforas tendem a ser maiores (nos derivados exo) ou menores (nos
derivados endo) conforme o raio de van der Waals do substituinte aumenta. Estes efeitos
sdo muito maiores nos derivados da canfora dos que nos analogos norcanfora

substituidos. Comparacfes entre a 3-exo-bromonorcanfora e a 3-exo-bromocéanfora
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(Figuras 21 e 23), por exemplo, mostram claramente que a extensédo da compressao dos

angulos de ligacdo R-C3-Hs, e C3-C4-Cs segue a presenca de substituintes volumosos.

4.1.5 - Deslocamentos Quimicos de RMN de H e Distor¢des Moleculares como Provas

para Efeitos Estéricos

Efeitos estéricos e distorcfes na estrutura molecular podem ser associados a
interagcbes estéricas entre grupos espacialmente proximos e podem ser
convenientemente localizadas por deslocamentos quimicos de 'H. Dados os sistemas
modelo apropriados, eles proporcionam importantes informacdes das propriedades
associadas ao tamanho ou volume de certos grupos. A seguir sdo dados exemplos que

complementam nossas investigacdes prévias (Seidl et al., 2002; Seidl et al., 2005).

Em nosso trabalho sobre adamantanos substituidos (Seidl et al., 2005), um
substituinte bromo leva a maiores mudancas nos deslocamentos quimicos de H do que
um grupamento metila. Este resultado estd em aparente contradicdo com a magnitude de
seus respectivos raios de van der Waals (Carey e Sundberg, 2000). A andlise da
distorcdo molecular nos compostos correspondentes (Figura 24) mostra claramente que
para o bromo isto ocorre em extensdo consideravelmente maior do que para 0 grupo
metila. Logo, em todas as conformacdes do grupo metila que foram investigadas, o

bromo é um substituinte mais volumoso do que o grupo metila.
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Figura 24. Alguns angulos de derivados da canfora bromo- e metil-substituidos calculados pelo
programa Gaussian 98.

Também ¢é interessante notar que embora nos derivados fluoronorcanfora e 3-
endo-fluorocénfora, o fldor ndo parega causar nenhum tipo de distor¢do angular devido a
efeitos estéricos (Figuras 21 e 23), na 3-exo-fluorocanfora alguns angulos de ligacao
mudam se comparados a cénfora (Figura 24). Isto significa que embora o flaor
normalmente néo esteja associado a efeitos estéricos, em situacbes mais

congestionadas, como no caso da interagdo entre o flior com o grupo metila na posicao 8

da 3-exo-fluorocanfora (18), eles podem ser detectados.

Nossos resultados mostram que a interpretacdo de efeitos estéricos no sistema
adamantano (Seidl et al., 2002; Seidl et al., 2005) também pode ser aplicada a variacao
nos deslocamentos quimicos de 'H causados pela introducdo de grupos metila no
bornano com relagdo ao norbornano e na canfora com relacdo a norcanfora. Eles
também mostram que a reducdo nos comprimentos de ligacdo C-H estdo associadas a
interagbes estéricas levando a desblindagem nos deslocamentos quimicos de *H. Porém,
a introducao de substituintes nas posicbes R1 e R2 levam a distor¢cbes angulares, que se
tornam mais fortes na canfora com relagdo a norcanfora devido a interacdes estéricas
que surgem da introducdo de grupos metila. Dados os modelos apropriados (isto €,

aqueles para os quais as contribuicdes estéricas podem ser separadas daqueles de
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natureza eletrdnica ou anisotropica), os deslocamentos quimicos de 'H séo eficientes na
localizacao de efeitos estéricos.

Dados de deslocamentos quimicos de 13C experimentais, densidade de cargas
calculadas, distancias interatbmicas e efeitos de substituintes nos deslocamentos
guimicos de 'H calculados pelo programa Gaussian 98 e CHARGE 6A encontram-se no

Anexo I.

4.2 - Modelagem Molecular de Substancias com Atividade Antiviral —

Estudos de Relacao Estrutura-Atividade

4.2.1 - Andlise Conformacional de Ribonucleosideos por DM

De acordo com as regras de notacdo da IUPAC-IUB (IUPAC) para nucleosideos,
os termos syn e anti descrevem diferentes regides conformacionais do angulo de torcao
¥, isto é, o &ngulo de tor¢céo da ligagdo N-glicosidica (N-C1'), que liga a base (purina ou
pirimidina) ao aclUcar. A sequéncia de atomos que define este angulo é O4'-C1'-N9-C4
quando a base é purinica e 04'-C1'-N1-C2 quando a base é pirimidinica. O grupo 4-
oxoquinolino ndo é uma base nitrogenada, no entanto, sua estrutura é mais similar a um
sistema purinico do que a um sistema pirimidinico. Desta forma, o &ngulo de tor¢éo y foi
nomeado como 6; para o composto 1j (7-OMe), correspondendo a sequéncia de atomos
0O4’-C1'-N1-C8a (Figura 15).

A conformacéo dos nucleosideos purinicos é definida pela IUPAC-IUB (IUPAC)
como syn quando y=0+90° e anti quando x=180+90°. No entanto, dependendo da
referéncia consultada na literatura, a faixa de angulo que é usada para definir se a
conformacdo é syn ou anti pode variar. Por exemplo, Foloppe e Nilsson (2005) em um
estudo com nucleosideos, definem a conformacdo syn na faixa de 30 a 90° e a anti na

faixa de 170 a 180° e -60 a -180°, enquanto Gelbin e colaboradores (1996), em um
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estudo com nucleosideos e nucleotideos consideram a conformacao syn na faixa de 0 a
100° e a anti na faixa de 170 a 180° e -80 a -180°, de acordo com a definicdo de Saenger

(Saenger, 1983). Neste trabalho, adotamos esta ultima defini¢ao.

A conformacdo syn € a mais frequentemente encontrada em nucleosideos
naturais (Donohue & Trueblood, 1960), exceto quando 0s anéis purinicos possuem um
substituinte na posicao 3 (Minakawa et al., 1996; Cruz et al., 1993). Porém, no caso de
analogos de nucleosideos nao ha uma preferéncia estabelecida. Por exemplo, o derivado
4-oxoquinolino 28 (Figura 25), similar aos ribonucleosideos de nosso interesse, apresenta
a conformacao anti como predominante em solucéo (Cruz et al., 1993) (nesta referéncia,
o conférmero anti foi assinalado como syn, uma vez que a definicdo utilizada foi oposta a
deste trabalho).

Por outro lado, estudos com o0 composto 1-deazo-2’-desoxiadenosina
(29, Figura 25) (Seela et al., 1999) mostram que ambas as conformacdes syn e anti sdo
observadas no estado s6lido, uma vez que este composto apresenta as duas formas de
cristalizagdo enquanto que a conformacao syn € a predominante em solugéo de D,0O.

A preferéncia pela conformacédo syn, ndo apenas neste caso, mas também em
nucleosideos naturais, que também possuem um nitrogénio na posicdo 3 da base
purinica (ou posi¢do similar em analogos de nucleosideos), é provavelmente devido a
interagbes por ligacdo hidrogénio intramoleculares entre o atomo de nitrogénio da
posicdo 3 e o grupo OH da posicao 5'.

Este ndo é o caso do composto 1j em estudo (Figura 25), que se apresenta na
conformagdo anti no estado solido, de acordo com dados de difracdo de raios-X, e
também em fase géas, visto que a conformacdo anti é mais estavel do que a syn
(4,643 kcal/mol), de acordo com célculos DFT (Leal et al., 2005). Altera¢gBes na natureza
da base podem mudar a conformacgédo preferencial de analogos de nucleosideos ou

nucleotideos, como discutido anteriormente.
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Figura 25. Representagdo esquematica dos conférmeros anti do acido 7-metdxi-1,4-dihidro-4-oxo-
1-(B-D-ribofuranosil)quinolino-3-carboxilico (1j) estudado por Leal e colaboradores (2005), e do
derivado 4-oxoquinolino (28), estudado por Cruz e colaboradores (1993) e do conférmero syn da
1-deazo-2’-desoxiadenosina (29), estudado por Seela e colaboradores (1999).

Estudos de analise conformacional de compostos biologicamente ativos (como por
exemplo, substratos naturais e inibidores sintéticos de enzimas) sdo muito importantes,
visto que a atividade biolégica de uma molécula estd relacionada a um espaco
conformacional limitado, podendo ter aplicagdo direta na compreensdo da relagdo
estrutura-atividade e no desenho de novos farmacos (Minakawa et al., 1996). O espaco
conformacional pode ser investigado por varias técnicas experimentais, tais como
difracao de raios-X e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (Cruz et al., 1993; Seela et

al., 1999) e por métodos tedricos de calculo, como a simulacdo por DM.

Uma caracterizacdo completa e quantitativa das conformacfes de nucleosideos
em solucdo é relativamente dificil de se obter, visto que estas moléculas apresentam
varios graus de liberdade conformacional No entanto, um estudo recente de oito
nucleosideos naturais, constituintes dos acidos nucleicos (Foloppe e Nilsson, 2005),
mostra que a simulagéo por DM é muito util para explorar a estrutura e o comportamento
dindmico de moléculas de interesse biolégico, indicando que esta téchica estid se
tornando madura o suficiente para caracterizar completamente propriedades de

nucleosideos em solucéo.
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Embora ja tenhamos estabelecido que o conférmero anti de 1j € o encontrado na
fase solida, de acordo com dados de difracdo de raios-X, e que esta € a conformacgéo
mais estavel na fase gasosa, de acordo com célculos DFT (Leal et al.,, 2005), a
conformagéo predominante em agua ainda néo tinha sido determinada. Assim, para se
obter informacdes sobre o comportamento conformacional de 1j em solugdo, este
composto foi submetido a simulacdo por DM durante 10 ns, utilizando o campo de forca
AMBER. As simulagfes por DM foram realizadas no vacuo e numa caixa d’agua em duas

temperaturas diferentes, 300 e 600K, iniciando-se com os conférmeros syn e anti de 1j.

Para distinguir as conformacdes de 1j em cada meio, o angulo de torcéo 8; foi
monitorado durante a simulacdo, uma vez que este permite diferenciar a conformacgéo
syn (0°<6,<100°) da anti (170°<6,<280°). Outros parametros geométricos também foram
monitorados: o angulo de tor¢ao 6,, que corresponde a uma possivel ligacdo hidrogénio
intramolecular entre COOH e C4=0, e as distancias interatbmicas D1-D4 (conférmero
syn) e D1-D5 (conférmero anti), que correspondem a possiveis interacdes

intramoleculares (Figura 15).

Analisando-se os valores do angulo de tor¢éo 8, adotados durante as simulacdes
iniciadas com as conformacgdes syn e anti de 1j, a temperatura de 300K, no vacuo e na
agua, pode-se verificar que a conformacéo inicial (syn ou anti) € mantida durante os 10
ns de simulacdo (Figura 26), exceto no vacuo, quando a conformagdo syn é a inicial.
Neste caso, a conformacdo muda apds cerca de 1500 ps de simulagédo (Figura 26),
mostrando que a conformacdo anti é a preferencial no vacuo. Um comportamento
anbmalo, porém, é observado na simulagdo em agua quando a conformacdo inicial é a
syn, que neste caso ndo muda para a anti, a mais estavel. HA duas hipéteses para
explicar este comportamento: as moléculas de &gua explicitas ao redor do soluto
estabilizam esta conformacdo ou esta mudanca em agua ocorre em um tempo maior do

gue 10 ns de simulacao devido ao efeito do volume do solvente.
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A temperatura de 600K, a variagdo do angulo de torgdo 6, observada durante as
simulacgdes iniciadas com as conformacdes syn e anti de 1j, no vacuo e na 4gua, mostra
que ambos os conférmeros podem co-existir, uma vez que ocorre uma mudanca

periddica de uma conformacao para a outra ao longo do tempo de simulagao (Figura 27).
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Figura 26. Variagdo do angulo de torcdo 8; durante 10 ns de simulagdo por DM, & 300K, no
vacuo (acima) e em agua (abaixo) para a conformacao inicial syn (esquerda) e anti (direita) do
ribonucleosideo 1j.
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Figura 27. Variagao do angulo de tor¢do 6, durante 10 ns de simulacéo por DM, & 600K, no vacuo
(acima) e em agua (abaixo) para a conformacdo inicial syn (esquerda) e anti (direita) do
ribonucleosideo 1j.
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Comparando-se as simulagdes no vacuo iniciadas com a conformacdo syn, a
300K e a 600K, o tempo de mudanca conformacional é reduzido para 1/3
(cerca de 500 ps) na temperatura de 600K. Em agua, a 600K, a primeira mudanca
conformacional ocorre em cerca de 1000 ps, indicando que o efeito do volume do

solvente pode desacelerar o processo de mudancga conformacional.

Analisando-se o angulo de torcao 0, (Figura A2, Anexo 1), cujo valor médio fica em
torno de 0° durante todo o periodo de simulacdo (10 ns) em todas as condi¢bes de
simulacdo, verifica-se a manutencdo de uma ligacdo hidrogénio intramolecular entre
COOH e C4=0, formando um pseudo anel de seis. A distancia medida entre estes
atomos varia de 1,75 a 1,80 A, em ambas as temperaturas (300 e 600K) e em ambos os
meios (vacuo e agua). Esta distancia corresponde a uma interacdo por ligacdo hidrogénio
de intensidade moderada, segundo Jeffrey (1997), que classifica interagbes por ligacdo
hidrogénio com distancia H...O na faixa de 1,2 a 1,5 A como fortes, de 1,5 a 2,2 A como

moderadas e de 2,2 a 3,2 A como fracas.

A distancia entre OH5’ e COOH (D1’) para o conférmero anti se manteve em um
valor médio de 3,17 A entre OH5' e COOH a 300K, o gue indica a existéncia de uma
interacdo fraca entre estes atomos (Jeffrey, 1997). Em &agua, estas interacbes
intramoleculares ndo parecem ocorrer porque a distancia média é de 4,0 A a 300K,
provavelmente por causa das interagbes com as moléculas de solvente. No caso da
conformag&o syn, a distancia entre OH5’ e OMe (D1) fica em torno de 4,20 A, indicando
gue ndo existem interacdes intramoleculares entre estes &tomos em vacuo ou em agua.
Porém quando o conférmero syn é convertido no anti, este passa a apresentar interacdes
estabilizantes entre o grupo OH5’' e COOH de acordo com a distancia média de 2,80 A
entre estes atomos (Figura 28). As distancias entre COOH e C4=0 (D2 e D2’) ja foram

comentadas anteriormente na analise de 0.
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Figura 28. Varia¢gBes das distancias entre C=0 e OH5’ e entre OMe e OH5’ durante a simulagéo
para a conformacao inicial syn de 1j a 300K.

As distancias entre 04’ e H2 (D3") quando se inicia a simulacdo com a
conformagédo anti a 300K permanece com uma distancia média de 2,30-2,50 A no véacuo
e na agua (Anexo 1) indicando a existéncia de uma fraca interacdo intramolecular entre
estes 4tomos. A 600K estas interagbes podem ser rompidas em alguns pontos da
simulacdo no vacuo. No entanto, na agua as interagdes sdo mantidas com a distancia de
2,36 A entre 04’ e H2. O mesmo pode ser dito para a distancia entre 04’ e H8 (D3)
guando a simulacdo é iniciada com a conformag¢do syn, mas neste caso, a 600K a
interacdo é rompida em alguns pontos da simulacdo e a 300K, como o conférmero syn

muda para o anti, esta interacdo é quebrada e uma entre O4’ e H2 é formada (Figura 29).

Distdncia entre O, -HB8 Distincia entre 0 ., -H2
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Figura 29. Variacdes das distancias entre O4’ e H8 e entre O4’ e H2 durante a simulagdo
iniciada com o conférmero syn de 1j a 300K.

As distancias entre OH5’ e H8 ou H2 (D4 e D5’) para os conférmeros syn e anti
respectivamente, s&o mantidas num valor médio de 2,70-3,10 A durante as simulacées

no vacuo ou na agua (Anexo l), mas elas flutuam para valores maiores em alguns pontos
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a 600K. Quando a simulagdo € iniciada com a conformag¢do syn no vacuo a 300K, a

interacdo entre OH5' e H8 é quebrada e uma entre OH5’ e H2 é formada.

Finalmente, para o conférmero anti a distancia entre OH2’ e H8 também foi
monitorada e um valor médio de 2,90-3,00 A foi observado no vacuo e na agua a 300K
indicando que existe alguma interacdo entre estes atomos. A 600K, esta interacdo néo é
observada. Quando o conférmero syn é convertido no anti no vacuo a 300K esta
interacdo é também observada na mesma faixa de distédncia observada quando se inicia

a simulagdo com a conformagéo anti.

A analise da Figura 28 mostrou que a mudanca de conformacéo de syn para anti
no vacuo a 300K levou a mais intera¢cdes intramoleculares, que podem promover uma
melhor estabilizacdo da estrutura. Embora a maioria das interacdes observadas seja de
intensidade fraca (as distancias entre os atomos H...O sdo maiores do que 2,2 A)
(Jeffrey, 1997), elas podem estar ajudando a manter o ribonucleosideo na conformacgéo
inicial de simulacéo.

A é&gua tem uma grande influéncia nas propriedades conformacionais dos
nucleosideos (Foloppe e Nilsson, 2005). Em &gua, a conformacéo inicial parece ser
mantida durante as simulagbes a 300K, ndo apenas devido as interacbes
intramoleculares observadas neste estudo, mas também devido a perda de liberdade
conformacional devido as moléculas do solvente. A 600K, os dois conférmeros
coexistem, mas no vacuo a conformacao inicial € majoritaria (Anexo I). Assim, ambas as
conformacfes sdo importantes e devem ser consideradas nos préximos estudos, como

por exemplo, numa simulagéo por DM do complexo enzima-inibidor.

Estes resultados s&o similares em alguns pontos, mas ndo completamente
comparaveis com aqueles obtidos por Foloppe e Nilsson (2005). A conformacg&o inicial
dos nucleosideos pirimidinicos estudados por Foloppe e Nilsson é mantida em agua.
Porém nosso sistema é diferente, porque em nucleosideos purinicos, enquanto a

conformacdo anti parece ser a menos impedida estericamente, a syn é estabilizada por
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ligagBes hidrogénio entre o grupo OH5’ e as bases syn apesar da competi¢céo pela agua.
No sistema aqui estudado estas interacdes estabilizantes para a forma syn ndo existem,
mas outros tipos de interagbes intramoleculares e interacdes com as moléculas do

solvente parecem ser suficientes para estabilizar as duas conformacgdes.

A simulagdo a 300K em agua (Anexo I) mostrou que as moléculas explicitas de
agua ao redor do soluto estdo impedindo a mudanca de uma conformacao para outra,

uma vez que a conformacéo inicial syn ou anti € mantida.

O assinalamento completo do espectro de RMN do composto 1j ja foi feito por
Leal e colaboradores (2005), onde o experimento de eOn foi usado para determinar a
configuracao g do ribonucleosideo e a posicéo de ribosilacdo em N1. Vale comentar aqui
a parte do experimento que permitiu analisar a conformagao do composto 1j em solucéo

de DMSO-d6, publicada em 2006 (Yoneda et al., 2006).

A irradiacdo de H; (8 6,30) do ribonucleosideo 1j resultou em 20,4% de eOn no
sinal de Hg (6 7,45) e em 4,0% no de H; (5 9,51), indicando que Hg estd mais proximo de
Hy e logo, a conformacéo anti deve ser a preferencial (espectro no Anexo ). Isto esta de
acordo com o trabalho de Cruz e colaboradores para um analogo de nucleosideo similar
ao estudado (Cruz et al., 1993) (embora eles ndo utilizem a mesma definicdo de syn/anti
utilizada aqui). Porém o eOn em H, significa que o conférmero syn também deve co-

existir em solucgéo.

Os resultados de simulagdes por DM no vacuo estdo de acordo com a estrutura
cristalografica de 1j (conférmero anti) e também com calculos DFT, onde o conférmero
anti é o mais estavel (Leal et al., 2005). Em agua, porém, ambos os conférmeros podem
existir a 300K, a temperatura dos testes in vivo e in vitro, 0 que mostra que ambos os
conférmeros devem ser levados em consideragdo em um estudo de simulag&o por DM do
complexo enzima-inibidor. Os resultados computacionais estdo de acordo com o0s

resultados de eOn.
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As simulacdes por DM feitas para o ribonucleosideo 7-OMe substituido foram
estendidas aos demais ribonucleosideos da série em estudo a 300K (com excec¢do dos
compostos com substituinte bromo (1d e 1lh), uma vez que para este atomo ndo ha
parédmetros para o calculo de cargas pelo método ChelpG implementado no programa

Gaussian 98).

Os resultados para as simulacBes em agua e para a conformacdo anti no vacuo
coincidem com os resultados obtidos para o ribonucleosideo 7-OMe (1) substituido, onde
a conformacao inicial € sempre mantida (os resultados encontram-se no Anexo I). No
entanto, as simulacfes iniciadas com a conformacdo syn no VAcuo apresentaram
resultados distintos. Neste caso, os ribonucleosideos com substituintes 6-F (1b), 6-Cl (1c)
e 0 ndo substituido (1, R=H) foram para a conformacéo anti no decorrer das simula¢cdes
ao passo que os com substituintes 6-Me (1a), 6-OMe (1le), 7-F (1f), 7-Cl (1q) e 7-Me (i)

ficaram na conformacao syn.

Embora estas condicbes ndo representem as condicdes do meio bioldgico

(vacuo), seria interessante analisar o que poderia estar ocorrendo.

Verificou-se que a demora em ir para a conformacéo anti deve estar associada a
distancia D3 (Figura 15). Quanto menor o valor da distancia D3 (Tabela 15), mais tempo
se leva para mudanca de conformacdo de syn para anti. Embora o ribonucleosideo ndo
substituido apresente o mesmo valor de D3 que o 7-OMe substituido (1j), este ultimo
muda de conformacdo bem antes (1500 ps) provavelmente devido ao efeito estérico do

substituinte volumoso na posicao 7.
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Tabela 15. Valores médios das distancias D1, D3 e D4 e D1’, D3’, D4’ e D5’ (A) para as
simulag®es por DM iniciadas com o conférmero syn no vacuo a 300K.

D1 D3 D4 DI’ D3’ D4’ D5’
1 (H) 415 250 2,84 2,77 2,38 319 2,98
1a (6-Me) 414 248 2,88
1b (6-F) 421 248 2,90 2,77 2,37 312 2,95
1c (6-Cl) 409 248 2,77 2,73 2,37 314 2,95
le (6-OMe) 4,16 247 2091
1f (7-F) 406 247 2,76
1g (7-Cl) 40 248 283
1i (7-Me) 407 246 270

1) (7-OMe) 4,19 250 2,89 2,83 2,38 3,14 2,96

* este valor oscila bastante

Como o ribonucleosideo ndo substituido (1, R=H) vai para a conformacao anti,
seria de se esperar que os demais tivessem um comportamento similar, até porque a
conformagéo anti € estericamente menos impedida e como visto para 1j, apresenta mais
interagdes intramoleculares estabilizantes do que a conformagdo syn. Desta forma,
tentou-se justificar a permanéncia dos ribonucleosideos 6-Me (1a), 6-OMe (1e), 7-F (1f),
7-Cl (1g9) e 7-Me (li) na conformagéao syn.

Os ribonucleosideos 7-F (1f) e 7-Me (1i) substituidos deixam H8 altamente
positivo de acordo com as cargas calculadas pelo método ChelpG, o que leva a menores
valores de distancias D3 e D4 (Tabela 16). Isto deve contribuir para que estes

ribonucleosideos fiqguem na conformacao syn.

Tabela 16. Densidades de carga calculadas para H8 dos ribonucleosideos estudados pelo método

ChelpG.
H8
1(H) 0,122
la (6-Me) 0,130
1b (6-F) 0,140
1c (6-Cl) 0,149
le (6-OMe) 0,137
1f (7-F) 0,180
1g (7-Cl) 0,113
1i (7-Me) 0,187
1j (7-OMe) 0,163
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Vale comentar que o ribonucleosideo 7-Me (li) substituido possui uma densidade
de carga muito positiva em H8. Com isso, ele consegue uma conformacédo diferenciada
dos demais (observada pelo diedro 61 de 126,0°- Anexo |) na qual consegue continuar
com a interacdo entre OHS e H8, de acordo com o baixo valor de D4 observado
(Tabela 15) e a0 mesmo tempo minimizar interacées estéricas com o grupo metila na
posicéo 7.

Os ribonucleosideos 7-F (1f) e 7-Cl (1q) substituidos devem apresentar algum tipo
de interacdo entre o substituinte e o hidrogénio de OH5’, devido aos menores valores de

D1 (Tabela 15) observados. Isto também deve favorecer a conformacéao syn.

No entanto, ndo se conseguiu uma explicacao para o fato de os ribonucleosideos
6-Me (1la) e 6-OMe (1le) substituidos permanecerem na conformagdo syn. Foram feitos
calculos de éarea superficial (Tabela 17) com o programa Hyperchem 7.0
(Hypercube Inc.), para se tentar encontrar alguma justificativa. No vacuo, espera-se que o
composto mais estavel seja aquele de area superficial menor. Porém, todos os

conférmeros anti apresentaram uma area menor do que 0s syn.

Tabela 17. Area superficial dos ribonucleosideos estudados nas conformacdes syn e anti
calculada pelo programa Hyperchem.

H13 2[H
OH OH
Ribonucleosideo Area superficial Ribonucleosideo Area superficial
(anti) (A2) (syn) (A2)
R=H 292,19 R=H 296,0
R=6-F 295,70 R=6-F 299,96
R=7-F 296,24 R=7-F 299,68
R=6-ClI 304,13 R=6-Cl 313,26
R=7-Cl 303,97 R=7-Cl 313,21
R=6-Me 312,60 R=6-Me 316,74
R=7-Me 313,01 R=7-Me 317,13
R=6-OMe 321,25 R=6-OMe 326,09
R=7-OMe 321,03 R=7-OMe 324,39
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Tentou-se obter a estrutura de raios-X para os demais nucleosideos a fim de
compara-las com os resultados de simulacdo no vacuo, mas nao foi possivel se obter

monocristais para a realizacdo dos experimentos.

4.2.2 — Mapas de Potencial Eletrostatico

Numa tentativa de se compreender as diferencas de atividade dos
ribonucleosideos derivados do &cido 1,4-dihidro-4-oxoquinolino-3-carboxilico frente ao
virus HSV-1, foram feitos mapas de potencial eletrostatico (Anexo ) para as

conformagdes syn e anti dos mesmos no programa Spartan (Wavefunction, Inc.).

Nado foram observadas diferencas de coloragdo nos mapas obtidos que
permitissem algum tipo de racionalizagéo, como exemplificado pelos compostos 6-Cl,
6-Br, 7-Cl e 7-Br substituidos na Figura 30. O composto 6-Cl (1c) substituido é um dos
mais ativos da série (99% de inibicdo) e o 6-Br (1d) um dos menos ativos (0% de

inibicéo).

~

R=6-Br (1d)

R=6-Cl (Lc) R=7-Cl (1q)

Figura 30. Mapas de potencial eletrostatico para os ribonucleosideos 6-Br e 7-Br substituidos
(acima) e 6-Cl e 7-Cl substituidos (abaixo) respectivamente na conformacgéo syn.
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4.2.3 - Modelagem por Homologia

O modelo obtido por homologia com o modo automético ndo apresentou
visualmente desvios da posicado original para os residuos importantes da regido Ill da
DNA polimerase do HSV-1, e o RMS obtido no programa Swiss-Pdb Viewer foi de 0,08 A
(Figura 31). Porém, a andlise de Anolea (Melo e Feytmans, 1998), mostrou regides
desfavoraveis na vizinhanga de varios aminoécidos. Este problema foi solucionado apés
minimizagdo de energia da enzima com o método AMBER (Cornell et al., 1995) no

programa Hyperchem 7.0 (Hypercube, Inc.).

Figura 31. Sobreposi¢édo da estrutura obtida por homologia (verde) a estrutura de raios-X da DNA
polimerase do HSV-1 (magenta).

A estrutura final também foi submetida ao programa Procheck (Laskowski et al.,
1996) através do endereco http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/ a fim de se validar o
modelo obtido. Os gréaficos de Ramachandran obtidos mostraram uma distribuicdo normal
de pontos, com angulos Phi em sua maioria restritos a valores negativos e valores de Psi

agrupados em regides distintas com 98,7% dos residuos ocupando as regides permitidas.
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4.2.4 — Estudos de Docking

Antes de se realizar o docking com os compostos em estudo, testou-se o
programa Surflex-dock (Jain, 2003) com a estrutura do PDB 1TKT. Embora nesta
estrutura a enzima seja diferente da DNA polimerase (€ a Transcriptase Reversa), o
ligante possui similaridade estrutural com os analogos de ribonucleosideos em estudo
(Figura 32). Utilizando-se o modo automatico o programa ndo encontrou a posi¢ao
original do ligante, mas com o modo ligante e com 0 modo residuos o programa chegou a
estrutura original. O programa também permitiu a rotacdo da ligacdo do oxigénio com o
anel cicloexano do ligante em teste, ou seja, 0 programa é capaz de rodar o diedro 61

dos ribonucleosideos em estudo, que diferencia a conformagéo syn da anti.

e

Cl CH
AN 3

Figura 32. Ligante da estrutura 1TKT (6-Cloro-4-(ciclo-hexil-oxi)-3-propilquinolin- 2(1H)-ona).

Apos o teste, fez-se o docking com o PNU. Mas com nenhum dos modos de se
gerar o sitio ativo o ligante se aproximou da VAL823. Isto ocorreu porque o template

estava ocupando o espaco proximo a VAL823 (Figura 33).
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Figura 33. Template (magenta) ocupando espaco proximo a V823 (verde).

Assim, foi necessario retirar residuos do template, confirmando-se a proposta do
modelo de Liu e colaboradores (2006) de que o ligante precisa deslocar residuos do

template do sitio ativo para interagir com a enzima.

Em seguida, o teste foi feito com o PNU considerando-se trés possibilidades para

se gerar o protomol:

1- Foram selecionados os residuos da regido Ill (805-845) com um raio de 3A com
relacdo a cada residuo selecionado, os residuos de template T6-T10 e os do

primer P19-21.

2- Foram selecionados os residuos da regido Il considerados importantes (GLN617,
GLN618, LYS811, ASN815, TYR818, PHE820, VAL823 e ASP888) pelo modelo
proposto por Liu e colaboradores (2006) com um raio de 10 A com relacéo a eles,

os residuos de template T6-T10 e os do primer P19-21.

3- Foi feita a mesma selecéo do item 2 mas com um raio de 3 A com relacéo aos

residuos selecionados da proteina.
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O melhor resultado (conformacdo mais proxima a do modelo) foi obtido para a
terceira tentativa. Utilizou-se entdo estas condigbes para se gerar o sitio ativo para o
docking do composto 6-Cl substituido. Este foi escolhido porque foi um dos compostos
mais ativos da série em estudo e, além disso, foi bastante estudado por Souza e

colaboradores (2008).

Foi feito o docking para o composto 6-Cl substituido nas conformacgdes syn e anti.
Dos arquivos de saida foram escolhidas as conformac¢des em que o cloro se encontrava
mais proximo a VAL823. No resultado do docking feito com a conformagéo syn obteve-se
conformagfes syn e anti com o cloro proximo a VAL823. Para o conférmero syn a
distancia entre o cloro e o &tomo mais préximo da VAL823 foi de 4,2 A e para o anti foi de
7,5 A. J& no resultado do docking feito com a conformac&o anti, a estrutura obtida que
ficou mais proxima da VAL823 estava na forma syn, com uma distancia de 5,2 A entre o
cloro e o atomo mais proximo da VAL823. Deste modo, selecionou-se a estruturas
obtidas com o docking feito com a conformacado syn (Figura 34) como ponto de partida

para se realizar as simulacfes por DM com as conformacdes syn e anti.

Figura 34. Resultado do docking para as conformagdes syn e anti respectivamente do composto
6-Cl substituido (1c) (VAL823-verde, ribonucleosideo-ciano, primer-amarelo, template-magenta).

O docking também foi feito para o ribonucleosideo com substituinte bromo na

posicdo 6 a fim de se verificar se ele se aproximaria da VAL823, uma vez que para este
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composto observou-se 0% de atividade anti-HSV-1 (Tabela 1). Porém, em vérias das
conformagbes geradas na saida do docking o bromo se aproximou da VAL823
(Figura 35). Como nao temos dados de ICsq ndo é possivel dizer se este resultado é
incoerente. Além disso, pode ser que o composto se aproxime da VAL823 uma vez
dentro do sitio ativo, mas pode ser que na pratica ele ndo apresente atividade por nao
conseguir chegar até 14, seja por motivo de tamanho ou de solubilidade. Além disso, seria
conveniente que houvesse uma convergéncia entre os resultados obtidos pelas

simulacdes de docking feitas com as formas syn e anti, 0 que ndo ocorreu.

Figura 35. Resultado do docking para a conformacdo anti do composto 6-Br substituido (1d)
(VAL823-verde, ribonucleosideo-ciano, primer-amarelo, template-magenta).

4.2.4.1 — Mutagdes

De acordo com Thomsen e colaboradores (2003), a mutagdo na VAL823 para
ALAB823, que € o residuo correspondente na DNA polimerase 6 humana, leva a perda de
inibicdo da polimerase pelo PNU.

Com base nesta informacao, foi feita a mutacdo da VAL823 para ALA823 e
também para PHE823, que seria o residuo correspondente na DNA polimerase

a humana.
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Os resultados do docking mostraram que realmente a interagdo com a VAL823 é
determinante, estando de acordo com Thomsen e colaboradores (2003), uma vez que

tanto o composto 6-Cl substituido (nas formas syn e anti) quanto o PNU deixaram de se

aproximar do residuo 823 apos a mutacao (Figuras 36 e 37).

Figura 36. Resultado do docking para o PNU e para as conformacdes anti e syn respectivamente
do composto 6-Cl (1c) substituido, para a mutacdo V823P (PHE823-verde, ribonucleosideo-
ciano, primer-amarelo, template-magenta).

79



UFF-10-EGQ-Tese de Doutorado

Figura 37. Resultado do docking para o PNU e para as conformacdes anti e syn respectivamente
do composto 6-ClI (1c) substituido, para a mutacdo V823A (ALA823-verde, ribonucleosideo-ciano,
primer-amarelo, template-magenta).

4.2.5 - Simulagdes por DM dos Complexos Ligante/ DNA Polimerase/ DNA

As simulacbes por DM foram feitas com o programa AMBER 9.0 conforme
descrito na se¢ao 3.4.2. As simula¢des foram também realizadas com o ribonucleosideo
na forma anti embora a distancia entre o cloro e a VAL823 tenha sido grande (7,54), a fim
de se verificar se no decorrer da simulagdo o &tomo de cloro se aproximaria deste e dos

demais residuos da regido hidrofébica. Verificou-se que esta aproximagéo nao ocorreu e,
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portanto, relataremos aqui os resultados referentes as simulagdes feitas com o PNU e
com o ribonucleosideo 6-Cl substituido na forma syn. Neste ponto vale ressaltar as
limitagcbes da simulagéo realizada: ela foi feita no vacuo e com alguns dos atomos da
enzima com posi¢des fixas, com isso, oscilagbes mais amplas ndo estariam sendo
permitidas.

Os resultados mostraram que nos dois primeiros nanossegundos de simulacéo,
tanto o composto 6-Cl substituido quanto o PNU apresentaram interacdes com 0s
residuos considerados importantes no modelo proposto por Liu e colaboradores (2006)

(Tabela 18).

Tabela 18. Interacdes do PNU e do ribonucleosideo 6-Cl substituido (1c) com residuos da DNA
polimerase do HSV-1 até 2 ns de simulacdo (em azul os residuos considerados importantes pelo
modelo de Liu e colaboradores (2006) e em verde as intera¢gdes comuns aos dois compostos).

Residuos 6-Cl P
ILE504
GLY505
GLY616
GLN617
GLN618
SER720
PRO723
VAL812
CYS814
ASN815
SER816
VAL817
TYR818
GLY819
PHE820
GLY822
VAL823
GLN824
HIS825 X
GLY826 X
LEU831
ALA834
ALA835
THR887 X

(e

XXX

X|>x

I X XXX XXX I X I Z

x

XX XXX >X

Dad Bl B

Apo6s 2 ns as interagbes sdo mantidas para o composto 6-Cl substituido e ele
também passa a interagir com o residuo THR838 (Tabela 19). A conformagdo syn

(monitorada pelo diedro 61, conforme descrito na se¢éo 4.2.1) foi mantida durante toda a
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simulacdo e a ligacdo hidrogénio entre COOH e C4=0 (monitorada pelo diedro 62)
também (Figura 38). Embora ndo se esteja relatando os resultados da simula¢@o para o
conférmero anti, vale comentar que sua conformacdo foi mantida durante toda a

simulacdo, bem como a ligagéo hidrogénio entre COOH e C4=0 (Figura 38).
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120

&0
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diedro {graus)

120 =120

-180 T T T T T -180 T T T T
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tempo (ps) tempo (ps)
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0
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120 | -120

-180 1 T T T T T 1 -180 T T T
2000 3000 4000 5000 G000 To00 a000 2000 3000 4000 S000 6000 7000 8000
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diedro {A)

diedro {A)

Figura 38. Diedros 61 e 62 respectivamente, monitorados durante a simulagdo para o
ribonucleosideo 6-Cl substituido nas conformacdes syn (acima) e anti (abaixo) respectivamente.

Embora o 4&tomo de cloro do PNU pareca ter interagfes pouco constantes com a
VAL823, o grupo 6-cloro-benzila continua a interagir com residuos da regido hidrofébica
(GLN617, GLN618, PHEB20 e VALB823) considerados importantes no modelo proposto

por Liu e colaboradores (2006) (Figura 39).
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Tabela 19. Interagcdes do PNU e do ribonucleosideo 6-Cl substituido (1c) com residuos da DNA
polimerase do HSV-1 de 2 a 8 ns de simulagdo (em azul os residuos considerados importantes
pelo modelo de Liu e colaboradores (2006), em verde as interagbes comuns aos dois compostos,
em laranja as interacdes ganhas ap0s 2 ns e em cinza as perdidas).

Residuos 6-Cl

PNU

ILE504

GLYS505

GLY616

GLNG617

XXX

GLN618

XXX XX

SER720

TYR722

PRO723

ILE726

LEU734

VAL812

CYS814

ASN815

XX

SER816

VAL817

TYR818

GLY819

PHEB820

Do d P B Bl Bad Pad Bl et Pad B Bt

GLY822

VAL823

XX XXX X

GLN824

H1S825

GLY826

LEU831

ALA834

XXX

ALA835

VAL837

THR838 X

THR887
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Figura 39. Interacdes do grupo 6-cloro-benzila do
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PNU com os residuos da regido hidrofobica
GLN617, GLN618, PHE820 e VAL823 de 2 a 8 ns de simulagao.
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LigagBes hidrogénio moderadas com os residuos TYR818 e GLY819 (distancia
média entre C=0 e H de 1,87-2,11 A) s&o mantidas pela carbonila do anel aromatico do
PNU (Figura 40).

A carbonila do ribonucleosideo 6-Cl substituido passa a apresentar interacdes
com os residuos VAL823 e GLN824 em cerca de 5 ns de simulacdo (Figura 41), mas
estas interacbes sdo menos intensas do que aquelas feitas pela carbonila
correspondente do PNU. Isto provavelmente ocorre porque a metila ligada ao nitrogénio

do PNU deve estar contribuindo para um efeito do tipo “push-pull” com a carbonila.

DistCOa_H_TYR&18 DistCOa_H_GLY819

@

distincia (4)
S — R ot o tn

distincia (a)
& = P e wnon

T T T T T T
2000 3000 4000 5000 5000 7000 2000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 2000
tempo (ps) tempo (ps)

Figura 40. Interacdes da carbonila do PNU com os residuos TYR818 e GLY819 de 2 a 8 ns de
simulacgéo.
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Figura 41. Interacdes da carbonila do ribonucleosideo 6-Cl substituido com os residuos VAL823 e
GLN824 de 2 a 8 ns de simulacéo.

As intera¢cfes do ribonucleosideo com os residuos GLN617, GLN618, PHE820 e
VALB823 da regido hidrofébica do sitio ativo da DNA polimerase do HSV-1 sdo constantes
e estaveis (Figura 42). No entanto, a ribose e o grupo COOH sao bastante hidrofilicos e
devem preferir a solubilidade em agua a interagir com esta regido hidrofébica. Além
disso, a carbonila do ribonucleosideo estd comprometida com a ligagdo hidrogénio

monitorada pelo diedro 62, ficando menos disponivel para interacdes com a enzima.
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Outro ponto é que o PNU apresenta interagdes com mais residuos da DNA polimerase e

€ mais ativo que o ribonucleosideo 6-Cl substituido de acordo com ensaios realizados

com células infectadas pelo HSV-1 (Tabela 20).

Desta forma buscamos propor

modificacfes estruturais que pudessem vir a aumentar a atividade do ribonucleosideo em

estudo.
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Figura 42. Interagdes do ribonucleosideo 6-Cl substituido com os residuos da regido hidrofébica
GLN617, GLN618, PHE820 e VAL823 de 2 a 8 ns de simulacgéo.

Tabela 20. Atividade antiviral frente ao HSV-1 para o ribonucleosideo 6-Cl substituido (Canuto et
al., 2007) e para o PNU (Brideau et al., 2002) comparados ao ACV.

Substancia ECso(pM)
6-Cl 1,5
ACV 1,25

Substancia ECsy(pM)
PNU 3,3
ACV 3,9
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4.2.6 - Proposicdo de Novas Substancias
Santos, F.C. em sua tese de Doutorado sintetizou os compostos 30, 31 e 32 da

Figura 43 (Santos, 2009).
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Figura 43. Derivados quinolbnicos acilidrazonas 30, 31, 32 e PNU-183792 respectivamente.

Estes compostos foram testados contra o HIV em células PBMC (dados nao
publicados fornecidos pela Prof2. I1zabel C. P. P. Frugulhetti) e os resultados encontram-
se na Tabela 21. Os ensaios foram realizados como descrito por Souza e colaboradores

(2008).

Tabela 21. Resultados de testes de atividade antiviral in vitro frente ao virus HIV-1 dos derivados
quinoldnicos acilidrazonas 30, 31 e 32 (Figura 43).

Substancia % de inibicdo (50uM)  ECso(uM)

30 99 3,4
31 10 100
32 40 56

Estes compostos séo interessantes para este trabalho devido a sua semelhanca
estrutural com o PNU (por¢cdo em azul na Figura 43) e com os ribonucleosideos em
estudo. Por isso, eles foram submetidos ao programa Osiris (http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo) para avaliagdo de suas propriedades semelhantes a um farmaco

(Drug-likeness).
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No programa Osiris a frequéncia de ocorréncia de cada fragmento de uma
molécula candidata a farmaco € determinada dentro de uma colecdo de farmacos
comerciais e dentro de um banco de compostos supostamente sem as caracteristicas de
Drug-likeness. O processo de predicdo € baseado numa lista de cerca de 5300
fragmentos distintos associados a uma classificacdo Drug-likeness.

O Drug-likeness (d) é calculado de acordo com a Equacao 6:

d= Z\/l/i (Equacéao 6)
n

Onde se calcula a razdo do somatodrio dos valores de Drug-likeness (v;) dos

fragmentos que estdo presentes na estrutura em avaliacdo pela raiz do numero de
fragmentos (n).

De acordo com os resultados obtidos (Figura 44), destaca-se que o composto 30
apresentou um Drug-likeness maior do que o PNU, e este foi o composto mais ativo
frente ao virus HIV (Tabela 21). O ribonucleosideo 6-Cl substituido apresentou um Drug-
likeness negativo, indicando que modificacdes estruturais conforme estamos propondo

seriam interessantes a fim de torna-lo um melhor candidato a farmaco.
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Figura 44. Grafico de Drug-likeness para os compostos 30, 31, 32, ribonucleosideo 6-Cl
substituido (1c) e PNU.

Em seguida foi feito o docking no programa Surflex-dock dos compostos 30, 31 e

32 com a DNA polimerase do HSV-1. O resultado encontra-se na Figura 45.
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»

Figura 45. Resultado do docking dos compostos 30, 31 e 32 com a DNA polimerase do HSV-1.
(PNU — amarelo, 30 - verde, 31 - magenta, 32 - azul, VAL823 - laranja).

De acordo com a Figura 46, o composto 30 apresentou um arranjo espacial bem

similar ao do PNU, indicando que sua atividade anti-HSV-1 deve ser testada.

1e PNU 32 e PNU

Figura 46. Sobreposicdo das estruturas de saida do docking para os compostos 30, 31 e 32 ao
PNU (PNU - amarelo, 30 - verde, 31 - magenta, 32 - azul).
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Esta similaridade de comportamento com o PNU e a maior atividade frente ao HIV
observada para o composto 30 pareceu bem interessante e nos levou a investigar se
alguma enzima do HIV teria uma regido em comum com a regido Il da DNA polimerase
do HSV-1. Verificou-se que a Transcriptase Reversa do HIV possui um dominio DNA
polimerase. Verificou-se também que a DNA polimerase | e dominio DNA polimerase da
Transcriptase Reversa embora ndo apresentem homologia significativa de seqtiéncia
primaria, compartilham caracteristicas estruturais em seus dominios polimerase. Por isso
verificamos a estrutura tridimensional de ambas as enzimas. No entanto, embora uma
das alfas-hélices da DNA polimerase do HSV-1 tenha tido boa sobreposigdo com uma
alfa-hélice do dominio DNA polimerase da Transcriptase Reversa, a outra alfa-hélice bem
como a regido em que se encontra a VAL823 ndo se sobrepuseram bem, o que néo
permitiu justificar a observacédo (Anexo I).

Mesmo assim aproveitou-se a analise das estruturas 30, 31 e 32 para se propor
modificagbes estruturais para o ribonucleosideo 6-Cl substituido.

O resultado do estudo de docking foi submetido ao programa LPC (Sobolev et al.,
1999) para andlise de interacdes. Verificou-se que embora os trés compostos
apresentem treze interagdes em comum com o PNU, o composto 30 € o que apresenta
interacbes na regido proxima ao residuo ASP888 (Tabela 22) que seria importante para

interacbes com o PNU de acordo com o modelo proposto por Liu e colaboradores (2006).
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Tabela 22. Interacdes do PNU e compostos 30, 31 e 32 com residuos da DNA polimerase do
HSV-1 (em azul os residuos considerados importantes pelo modelo de Liu e colaboradores (2006),
em verde as intera¢gdes em comum com 0 PNU e em rosa residuo proximo a ASP888).

Residuos 30
ILE504 X
GLY616
GLN617 X
GLN618 X
ILE619
GLN640 X
SER720
PRO723
LYS811 X
VAL812 X
CYS814
ASNB815
SER816
TYR818
GLY819
PHEB820
VAL823
HIS825
GLY826
THR887
P20
P21

PNU

xX[><[><[|><|&
x<|x[x[x<|z

P B4 B4 P9 P I I

XX XXX (>

X[>
XX XXX XXX} X

XX XXX

XX XXX XXX X<

P B
X[
XXX

Com base na Figura 47, para se aumentar as interacées na regido proxima ao
residuo ASP888, pensou-se em fazer as seguintes modificacfes estruturais no composto
30 (Figura 48), que teria um cloro na posicdo 6 uma vez que seria obtido a partir de

propostas de modificagdes estruturais no ribonucleosideo 6-Cl substituido:

1- Adicionar uma metila na posicéo 1 e tirar a dupla ligacdo entre o carbono e
0 nitrogénio. Talvez a livre rotacdo permita uma conformacdo ainda mais similar a
do PNU.

2-  Simplesmente adicionar uma metila na posicéo 1. Talvez isto mantenha a
conformacdo obtida mas permita uma maior aproxima¢do do composto a outros
residuos.

3- Caso a metila ndo faca diferenca, talvez simplesmente a presenca do
cloro na posicdo 6 aumente o alcance que seria correspondente ao anel morfolina

do PNU.
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4- O composto com uma etila na posicao 1 ja foi sintetizado por F.C. Santos
(Santos, 2009). Por isso, este composto também foi testado nos estudos de

docking.

TYR818

THR887 %
)ﬂspsss

&

Figura 47. PNU (amarelo), composto 30 (verde), alguns dos residuos importantes no modelo de
Liu e colaboradores (2006) e residuos préximos a ASP888.
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Figura 48. Estruturas propostas |, Il e Ill e substancia IV ja sintetizada (Santos, 2009)
respectivamente (em vermelho as modificacdes propostas).
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Foi feito o docking das estruturas propostas com a DNA polimerase do HSV-1 e

também o grafico de Drug-likeness das mesmas. De acordo com o grafico, as

substancias propostas Il e IV apresentam os mais altos valores de Drug-likeness, maior

até do que o do PNU devendo ser, portanto, boas candidatas a farmacos (Figura 49).
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Figura 49. Gréficos de Drug-likeness para as substancias propostas I, Il, lll e IV e para o PNU.

Na Figura 50 encontram-se os resultados do docking das estruturas propostas I,

I, Il e IV. A estrutura proposta | apresentou duas conformacdes plausiveis, uma com a

metila apontando na direcdo do anel morfolina do PNU (estrutura proposta la) e outra

com a metila ha mesma direcdo da metila do PNU (estrutura proposta Ib). As estruturas

propostas Il e Ill foram as que apresentaram uma disposi¢do espacial mais similar a do

PNU.
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la e PNU Ib e PNU

IV e PNU
Figura 50. Resultado do docking das estruturas propostas |, Il, lll e IV com a DNA polimerase do
HSV-1 sobrepostas ao PNU (PNU — amarelo, estrutura proposta la - verde, estrutura proposta Ib -
magenta, estrutura proposta Il - azul, estrutura proposta Il - laranja, estrutura proposta IV -

branco).

A analise das interagfes (Tabela 23) mostrou que os compostos Il e Il foram os
que mais ganharam interacbes com os residuos que o PNU interage sem perder
nenhuma interacdo que o composto 30 fazia. Embora o composto Il seja o que ganhou
mais interacdes com relacdo ao composto 30 (cinco interagdes, sendo duas em comum
com o PNU), o composto Il foi o0 que ganhou mais interacées com residuos que o PNU

interage (ganhou quatro, sendo trés em comum com o PNU).
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Tabela 23. InteragBes do PNU e das estruturas propostas |, IlI, 1l e IV com residuos da DNA
polimerase do HSV-1 (verde- interagbes em comum com o PNU, laranja - interagbes ganhas com

relagdo ao composto 30, cinza - interacdes perdidas com relagdo ao composto 30).

Residuos

la

vV

PNU

ILE504

X

X

X

X

X

LYS534

GLY616

GLN617

GLN618

X
X
X

X
X
X

X
X
X

X
X
X

ILE619

GLNG640

SER720

x

TYR722

PRO723

P B

LYS811

VAL812

XX

x

CYS814

ASN815
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Por conta do que foi descrito no paragrafo anterior, estamos propondo a sintese

da estrutura Il (Figura 51) que além de apresentar um alto valor de Drug-likeness

(Figura 49), apresentou incrementos de interagdo com relacdo a estrutura 30 com o0s

residuos GLY616, TYR722, PRO723 e CYS814, e essas interacdes sdo importantes por

serem mantidas pelo PNU durante as simulacdes por DM. Além disso, a presenca da

metila na estrutura Il a torna mais interessante do que a lll, devido ao efeito “push-pull”

que pareceu ser importante durante as simula¢gdes por DM com o PNU.
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Figura 51. Modificagdes estruturais propostas para o ribonucleosideo 6-Cl substituido.
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Conclusoes
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5 Condlusies

5.1 — Estudos de Relagéo Estrutura-Propriedade

Com relacdo aos estudos de Modelagem Molecular de compostos modelo
verificou-se que a interpretacdo de efeitos estéricos no sistema adamantano também
pode ser aplicada & variacdo nos deslocamentos quimicos de 'H causados pela
introducdo de grupos metila no bornano com relagdo ao norbornano e na canfora com
relacdo a norcanfora. Eles também mostraram que para os sistemas estudados a
reducdo nos comprimentos de ligacdo C-H estdo associadas a interacdes estéricas
levando a desblindagem nos deslocamentos quimicos de 'H. Porém, a introdugcédo de
substituintes nas posi¢cdes R1 e R2 levaram a distorc6es angulares, que se tornaram
mais fortes na canfora com relagdo a norcanfora devido a interacbes estéricas que
surgem da introducdo de grupos metila. Dados os modelos apropriados, 0s
deslocamentos quimicos de 'H sdo provas eficientes para efeitos estéricos. Eles
confirmam as significativas interagdes entre o grupo carbonila e outros substituintes e

indicam que, em todas as situacfes investigadas, o bromo apresentou um efeito estérico

maior do que o grupo metila embora seu raio de van der Waals seja considerado menor.
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5.2 — Estudos de Relacdo Estrutura- Atividade

Com relagéo aos estudos de Modelagem Molecular de substéncias com atividade
antiviral, os resultados de simulacdes por DM no vacuo para o ribonucleosideo 7-OMe
substituido estdo de acordo com a estrutura cristalina obtida por raios-X e com célculos
DFT, onde o conférmero anti é o mais estavel.

As simulacdes em agua ndo s6 para o ribonucleosideo 7-OMe substituido, mas
para todos os demais ribonucleosideos estudados mostrou que ambos os conférmeros
podem existir a 300K, a temperatura dos testes in vivo e in vitro, o que mostra que ambos
os conférmeros devem ser levados em consideragdo em um estudo de simulacéo por DM
do complexo enzima-inibidor. Deste modo a conformacdo ndo deve ser o fator
responsavel pelas diferengas de atividade observadas.

N&ao foi possivel se racionalizar as diferencas de atividade observadas para os
ribonucleosideos estudados por SAR e nem por estudos de docking.

A necessidade de se retirar residuos do template para se realizar os estudos de
docking confirmou a proposta do modelo de Liu e colaboradores (2006) de que o ligante
precisa deslocar residuos do template do sitio ativo para interagir com a enzima.

Os resultados dos estudos de docking mostraram que realmente a interacdo com
o residuo VAL823 é determinante para a atividade dos compostos tipo PNU frente ao
HSV-1, uma vez que tanto o ribonucleosideo 6-Cl substituido (nas formas syn e anti)
guanto o PNU deixaram de se aproximar do residuo 823 apds a mutacdo do mesmo para
residuos correspondentes aos de DNA polimerases humanas.

Embora o a4tomo de cloro do PNU pareca ter interagbes pouco constantes com a
VAL823 durante as simula¢gbes por DM, o grupo 6-cloro-benzila continua a interagir com
os residuos da regiao hidrofébica da DNA polimerase do HSV-1, considerados
importantes de acordo com o0 modelo proposto por Liu e colaboradores (2006).

A metila ligada ao nitrogénio do PNU deve estar contribuindo para um efeito

“push-pull” com a carbonila, uma vez que esta apresentou interacdes mais intensas com
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residuos da DNA polimerase do HSV-1 do que a carbonila do ribonucleosideo 6-Cl
substituido durante as simula¢des por DM.

O composto 30 (Figura 43) sintetizado por F.C. Santos deve ser um forte
candidato a agente anti-HSV-1 de acordo com os estudos de docking realizados.

Com base nos estudos de docking e DM realizados foram propostas quatro
substancias candidatas a agentes anti-HSV-1 numa tentativa de se melhorar a atividade
do ribonucleosideo 6-Cl substituido. Dentre elas a estrutura Il (Figura 51) foi selecionada

como melhor candidata.
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Tabela Al. Deslocamentos quimicos experimentais de 13C (ppm) para 3-halonorbornanos
(Whitesell e Minton, 1987).

2 3 4 5
cl 363 363 370 379
C2 296 434 438 451
C3 296 61,7 531 299
C4 363 459 464 479
C5 296 265 274 284
C6 296 280 280 287
C7 383 350 355 36,2

Tabela A2. Deslocamentos quimicos experimentais de 13C (ppm) para 3-halonorcéanforas
(Gauze et al., 2006).

Tabela A3. Densidades de carga para 3-halonorcanforas calculadas pelo programa

6 12 13 14 15 16 17
Cl 499 486 488 49,1 483 498 4772
c2 2183 2105 210,2 210,8 2102 2122 2119
C3 453 593 635 496 552 281 353
C4 354 442 422 445 442 457 428
Cs 272 256 208 263 227 27,1 265
C6 242 237 256 235 251 230 246
c7 27,7 343 344 350 357 365 36,2

Gaussian 98

6 10 11 12 13 14 15
ci1 -0,135 -0,143 -0,138 -0,142 -0,138 -0,142 -0,139
C2 0,436 0,414 0,403 0,467 0,467 0,463 0,458
C3 -0,241 0,232 0,230 -0,245 -0,256 -0,152 -0,156
c4 -0,099 -0,130 -0,140 -0,082 -0,083 -0,089 -0,094
c5 -0,178 -0,196 -0,188 -0,192 -0,184 -0,193 -0,185
C6 -0,194 -0,194 -0,194 -0,195 -0,196 -0,195 -0,196
c7 -0,188 -0,199 -0,202 -0,192 -0,201 -0,194 -0,200
H1 0,095 0,103 0,102 0,106 0,105 0,106 0,105
H3x 0,128 0,109 0,172 --- 0,164
H3n 0,123 0,100 --- 0,166 0,155 ---
H4 0,083 [0099 0,094 [T1¢107 0,101 0,107 0,100
H5x 0,101 0,112 [0103 0,113 [T1m29 0,113 0,105
H5n 0,100 0,105 0,124 0,107 0,107 0,107 0,128
H6x 0,110 0,114 0,112 0,116 0,125 0,115 0,113
H6n 0,114 0,117 0,122 0,119 0,113 0,119 0,125
H7s 0,099 0,123 0,108 0,128 0,109 0,128 0,108
H7a 0,102 0,103 0,110 0,106 0,111 0,104 0,111
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Tabela A4. Efeitos de substituintes nos deslocamentos quimicos de *H (ppm) para 3-
halonorcanforas calculados pelo programa Gaussian 98.

10 11 12 13 14 15
H1 004 003 030 0,09 0,16 0,10
H3x - 273 - 208 - 2,29
H3n 2,46 — 181 - 1,93 ---
H4 003 0,15 -0,02 0,02 0,04 0,02
H5x -0,02 -0,21 0,09 -0,23 0,11 -0,19
H5n -0,17 065 -0,09 0,72 -0,07 0,90
H6x -0,03 0,08 -0,04 0,04 -0,04 0,04
H6n -009 0,16 -0,09 0,07 -0,09 0,08
H7s 062 -0,14 0,62 -0,04 0,78 0,02
H7a 0,04 0,04 -0,08 0,10 -0,09 0,17

Tabela A5. Efeitos de substituintes nos deslocamentos quimicos de 'H (ppm) para 3-
halonorcénforas calculados pelo programa CHARGE 6A.

10 11 12 13 14 15
H1 0,16 0,17 0,17 0,6 0,17 0,15
H3x - 319 - 2,27 - 2,26
H3n 3,22 - 2,26 - 230 -
H4 0,12 0,12 0,19 0,19 0,24 0,24
H5x 0,09 -0,03 0,04 -0,25 0,02 -0,26
H5n 0,17 052 0,15 0,78 0,15 0,96
H6x 0,12 0,04 009 0,02 0,06 0,02
H6n 0,11 0,13 0,08 0,14 0,07 0,16
H7s 036 0,12 056 0,08 0,72 0,07
H7a 0,05 0,16 -0,13 0,09 -0,16 0,07

Tabela A6. Distancias internucleares (A) para 3-halonorcanforas calculadas pelo método
MM2.

10 11 12 13 14 15 16 17

R...H1 4,17 4,49 454 488 462 502 480 518
R...H3x - 206 -- 236 - 250 - 268
R.H3n 206 - 238 - 252 - 269 -

R...H4 263 285 292 317 3,03 329 3,19 3,49
R..H5x 456 387 495 421 5,09 432 528 4,49
R..H5n 3,99 254 436 282 452 291 471 3,03
R..H6x 5,17 4,67 560 5,02 573 513 594 526
R..H6n 465 3,67 5,06 390 523 398 541 4,03
R.H7s 2,70 4,01 297 442 304 456 320 4,78
R..H7a 4,00 456 435 497 444 511 462 5,32
C-R 139 139 180 180 19 196 2,16 2,15
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(ppm) de canforas substituidas (Kaiser et al., 2001)

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
clL -032 056 055 041 062 -003 0,17 -1,18 -0,20 0,76
C2 -450 -512 -479 -598 -485 -598 -380 -476 321 292
C3 49,62 48,31 16,25 1796 4,78 10,12 -203 -949 559 0,81
C4 537 455 831 661 834 6,48 880 6,58 6,13 5,13
C5 -405 -927 019 -697 121 -4,72 247 -0,68 208 -7,29
cée -118 1,76 -132 09 -140 044 -149 -024 -0,57 1,08
cr -036 -414 002 -155 009 -084 017 -0,71 -0,09 -0,75
cg 105 008 1,72 -003 214 0,06 305 020 191 -0,22
c9 029 049 080 036 082 0,80 079 143 136 0,14
cio -039 -001 -003 031 041 0,35 064 036 0,21 0,34

Tabela A8. Densidades de carga para canforas substituidas calculadas pelo programa

Gaussian 98.
8 18 19 20 21 22 25 26 27

c1 -0,009 -0,015 -0,010 -0,018 -0,010 -0,019 -0,011 -0,012 -0,007
C2 0,428 0,398 0,394 0,454 0,460 0,448 0,452 0,430 0,433
CcC3 -0,246 0,230 0,231 -0,253 -0,264 -0,155 -0,160 -0,110 -0,117
c4 -0,084 -0,116 -0,128 -0,069 -0,067 -0,078 -0,079 -0,082 -0,087
c5 -0,18 -0,202 -0,194 -0,199 -0,191 -0,199 -0,191 -0,191 -0,187
c6 -0,200 -0,201 -0,201 -0,201 -0,202 -0,201 -0,202 -0,200 -0,201
C7 0,041 0,027 0,026 0,040 0,027 0,039 0,027 0,045 0,039
c8 -0,322 -0,324 -0,325 -0,321 -0,327 -0,321 -0,326 -0,324 -0,324
c9 -0,318 -0,317 -0,316 -0,318 -0,317 -0,317 -0,317 -0,317 -0,318
cio -0,326 -0,325 -0,327 -0,324 -0,327 -0,324 -0,327 -0,324 -0,327
H3n 0,121 0,103 - 0,169 0,160 - 0,115 -

H3x 0,129 - 0,109 - 0,175 - 0,166 - 0,120
H4 0,073 0,090 0,083 0,099 0,090 0,099 0,089 0,071 0,070
H5n 0,095 0,101 0,121 0,102 0,126 0,102 0,125 0,094 0,097
H5x 0,100 0,210 0,101 0,212 0,105 0,111 0,103 0,098 0,099
H6n 0,210 0,111 0,218 0,112 0,121 0,112 0,120 0,107 0,109
H6x 0,106 0,211 0,107 0,112 0,209 0,112 0,209 0,106 0,105
H8 0,106 0,111 0,109 0,123 0,210 0,112 0,210 0,107 0,104
H9 0,103 0,105 0,106 0,106 0,207 0,105 0,107 0,103 0,102
H10 0,108 0,112 0,211 0,123 0,123 0,213 0,223 0,107 0,108

Tabela A9. Efeitos de substituintes nos deslocamentos quimicos de *H (ppm) para

canforas substituidas calculados pelo programa Gaussian 98.

18 19 20 21 22 23 26 27
H3n 3,07 - 2,35 - 2,47 - 0,49 -
H3x - 2,64 - 2,10 - 2,31 - 0,20
H4 015 0,23 0,5 0,07 020 0,08 -0,10 -0,05
H5n -0,11 0,75 -0,02 0,85 0 1,03 0 0,39
H5x -0,02 -0,33 0,10 -0,29 0,13 -0,26 0,06 -0,22
H6n -0, 0,13 -0,05 0,07 -0,05 0,09 0,07 -0,10
H6x -0,05 0,06 -0,07 0,01 -0,06 0,01 -0,05 -001
H8 022 -002 0,23 001 032 005 0,06 0,03
H9 0 0,02 -0,04 0,03 -0,04 005 -002 0,04
H10 0,03 0 0,03 0,01 0,04 0,01 0 -0,01
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Tabela A10. Efeitos de substituintes nos deslocamentos quimicos de H (ppm) para
canforas substituidas calculados pelo programa CHARGE 6A.

18 19 20 21 22 23 26 27
H3n 3,22 - 2,21 - 2,22 - 0,10 —
H3x - 3,15 - 2,27 - 2,23 - 0,27
H4 0,13 013 0,20 0,20 0,25 025 -0,35 -0,21
H5n 0,17 063 0,12 094 0,12 114 0,02 0,34
H5x 0,11 -0,05 0,07 -0,31 0,05 -0,30 -0,07 -0,33
H6n 0,12 0,13 0,11 0,6 0,10 0,18 0,05 0,03
H6x 0,14 005 0,12 0,02 0,10 0,02 0,03 -0,05
H8 0,15 0,10 0,13 0,08 0,13 0,06 0,05 0,02
H9 004 007 002 005 0,02 004 -001 0,00
H10 0,04 0,05 0,04 0,04 003 0,03 0,00 0,01

Tabela A11. Distancias internucleares e distancias C-R (A) para canforas substituidas
calculadas pelo método MM2.

18 19 20 21 22 23 24 25

R...H3x - 204 - 234 - 247 - 2,66
R.H3n 205 - 23 - 249 - 266 --

R...H4 263 288 291 320 3,03 3,32 3,18 3,52
R..H5x 456 3,79 493 4,14 508 425 526 442
R..H5n 3,90 242 423 2,72 4,38 281 448 294
R..H6x 521 457 565 493 580 504 6,01 519
R..H6n 456 349 495 3,76 5,10 3,83 529 3,93
R...C8 293 431 3,30 4,71 3,38 4,85 356 5,07
R...H8 238 401 2,73 437 284 452 299 4,71
R...C9 450 496 492 538 503 553 524 570
R...H9 468 5,15 504 557 514 571 532 591
R..C10 4,64 487 5,07 527 5,18 540 540 5,57
R..H10 459 5,12 499 548 5,07 559 527 5,73
C-R 1,39 139 180 180 19 196 216 2,16

*Distancias dos grupos metila séo com relagdo ao hidrogénios mais proximo na conformacgéo de mais baixa energia.
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Figura Al. Variacdo de 61 no vacuo e na agua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) de 1j a 300 K.
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Figura A3. Variacao das distancias entre COOH e C=0 (D2 e D2’) no vacuo e na agua
para as conformacdes iniciais syn (esquerda) e anti (direita) de 1j a 300 K.
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Figura A4. Variagdo das distancias entre OMe e OH5’ (D1) e entre C=0 e OH5’ (D1)
no vacuo e na agua para as conformacdes iniciais syn (esquerda) e anti (direita) de 1j
a 300 K.
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Figura A5. Variacdo da distancia entre O4' e H2 (D3’) no vacuo e na agua para a
conformagéo inicial anti de 1j a 300 K.
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Figura A6. Variacdo da distancia entre OH2' e H8 (D4’) no vacuo e na agua para a
conformagéo inicial anti de 1j a 300 K.
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Figura A7. Variacdo da distancia entre OH5’ e H2 (D5’) no vacuo e na agua para a
conformacado inicial anti de 1j a 300 K.
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Figura A8. Variacdo da distancia entre O4’ e H8 (D3) no vacuo e na agua para a
conformacéo inicial syn de 1j a 300 K.
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Figura A9. Variacdo da distancia entre OH5’ e H8 (D4) no vacuo e na agua para a
conformacéo inicial syn de 1j a 300 K.
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Figura A10. Variacao das distancias entre OH5' e H2 (D5’), OH2' e H8 (D4’) e O4’ e
H2 (D3’) quando a conformacao inicial syn de 1j é convertida na anti no vacuo a 300K.
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Figura A11l. Espectro de nOe para o ribonucleosideo 1j. A irradiacéo de H1' (5 6,30) resultou em 20,4% de nOe em H8 (6 7,45) e 4,0% em
H2 (5 9.51).
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Figura A12. Variacdo de 61 no vacuo e na 4gua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo 1 (R=H) a 300 K.
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Figura A13. Variacdo de 62 no vacuo e na 4gua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo 1 (R=H) a 300 K.
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Figura Al4. Variacdo de 61 no vacuo e na 4gua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo la (R=6-Me) a 300 K.
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Figura A15. Variacdo de 62 no vacuo e na agua para as conformagdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo 1a (R=6-Me) a 300 K.
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Figura A16. Variacdo de 61 no vacuo e na 4gua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo 1b (R=6-F) a 300 K.
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Figura A17. Variacdo de 62 no vacuo e na 4gua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo 1b (R=6-F) a 300 K.
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Figura A18. Variacdo de 81 no vacuo e na agua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo 1c (R=6-Cl) a 300 K.

B2_conformagao inicial:syn_300K

180
- 120
g
[
2
£
= <120

-180 T T T T

1] 2000 4000 5000 &00o 10000
tempo (ps)
62_conformagao inicial:syn_300K_H20

180
g
[
=
£
= <120

-180 T T T T T

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
tempo (ps)

diedro (graus)

diedro (graus)

180

-120
-180

180

-120
-180

62_ conformagao inicial: anti_300K

T T T T T
0 s00 1000 1500 2000 2500 3000
tempo (ps)
62_conformagao inicial:anti_300K_H20

1500 2000 2500
tempo (ps)

T
o 500 1000 3000

Figura A19. Variacdo de 62 no vacuo e na 4gua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo 1c (R=6-Cl) a 300 K.
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Figura A20. Variacdo de 61 no vacuo e na agua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo 1e (R=6-OMe) a 300 K.
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Figura A21. Variagcdo de 82 no vacuo e na agua para as
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Figura A22. Variacdo de 61 no vacuo e na agua para as conformagdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo 1f (R=7-F) a 300 K.
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Figura A23. Variacdo de 62 no vacuo e na agua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo 1f (R=7-F) a 300 K.
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Figura A24. Variacdo de 61 no vacuo e na 4gua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo 1g (R=7-Cl) a 300 K.
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Figura A25. Variacdo de 62 no vacuo e na 4gua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo 1g (R=7-Cl) a 300 K.
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Figura A26. Variacdo de 61 no vacuo e na agua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo 1i (R=7-Me) a 300 K.
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Figura A27. Variacdo de 62 no vacuo e na 4gua para as conformacdes iniciais syn
(esquerda) e anti (direita) do ribonucleosideo li (R=7-Me) a 300 K.
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Figura A28. Mapas de potencial eletrostatico feitos com o programa Spartan para 0s
ribonucleosideos estudados na conformacéo anti.
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Figura A29. Mapas de potencial eletrostatico feitos com o programa Spartan para 0s
ribonucleosideos estudados na conformacéo syn.
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Figura A30. Sobreposicdo da Regido Ill da DNA polimerase do HSV-1 (verde) e do
dominio DNA polimerase da Transcriptase Reversa do HIV (rosa). Em amarelo o
residuo VAL823.
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