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RESUMO

ROCHA, Marcus Vinicius Juliaci. Analise do modo de acdo biocida de
compostos organoestanicos: ensaios a partir de modelos tedricos e
experimentais. 2010. 98p. Dissertagdo (Mestrado em Agroquimica) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras.

A alta frequéncia de contaminagdo por pesticidas sugere a necessidade
de agrotoxicos mais ativos e seletivos. Compostos organoestanicos sdo uma
classe de fungicidas, que também sao potentes inibidores da FFo-ATP Sintase.
Essa é uma enzima-chave, porque a producdo de ATP ¢ uma das principais
reagOes quimicas nos organismos vivos. Assim, a ATP Sintase ¢ considerada um
alvo para os compostos organoestinicos. Nesta linha, estudos de modelagem
molecular e calculos de DFT foram realizados a fim de compreender o
comportamento molecular desses compostos em solugdo. Além disso,
investigou-se nesta pesquisa o mecanismo de reagdo por analise de ESI-MS do
dicloreto de difenilestanho, e pelos resultados, infere-se que um intermediario
chave instavel é gerado in situ e podera ter lugar na reagdo com a ATP Sintase.

Palavras-chave: organoestanicos, F|Fo-ATP Sintase, DFT

Orientador: Teodorico de Castro Ramalho — UFLA.
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ABSTRACT

ROCHA, Marcus Vinicius Juliaci. Analysis of biocide action from
organotin compounds: insights from theoric and experimental models.
2010. 98p. Dissertation (Master in Agrochemistry) - Federal University of
Lavras, Lavras.

The high frequency of contamination by pesticides suggests the need for
more active and selective agrochemicals. Organotin compounds are the
fungicides class, which are also potents inhibitors of the F;Fo-ATP Synthase.
That is a key enzyme, because the ATP production is one of the major chemical
reactions in living organisms. Thus ATP Synthase is regarded as a prime target
for organotin compounds. In this line, molecular modeling studies and DFT
calculations were performed in order to understand the molecular behavior of
those compounds in solution. In addition, we investigated the reaction
mechanism on-line by ESI-MS analyses of the diphenyltin dichloride. Our
findings indicate that an unstable key-intermediate generated in situ might take
place in the reaction with ATP Synthase.

Key words: organotin, FFo-ATP Synthase, DFT

Adviser: Teodorico de Castro Ramalho — UFLA.

X



1 INTRODUCAO

Os primeiros estudos acerca dos compostos de estanho foram realizados
a partir de 1778 por Bayer e Charlard, os quais substituiam o chumbo e o cobre
pelo estanho nos vasilhames de leite e nos revestimentos de balcdes dos
comerciantes de vinho, visando a diminuir os efeitos toxicos desses metais na
populagdo francesa (Filgueiras, 2002). De fato, o primeiro organoestanico foi
sintetizado por Frankland, em 1849, mas somente ganhou proje¢do mundial
quando se descobriu, em 1940, que esses compostos poderiam ser usados como
estabilizadores do PVC (cloreto de polivinila) (Blunden & Evans, 1990; Davies,
2004).

Ha diversas aplicagdes desses compostos na industria, na agricultura e na
medicina, especialmente na agricultura, em razdo de duas caracteristicas
fundamentais: em primeiro lugar, a grande afinidade do estanho por um atomo
doador de Lewis, tal como um atomo de oxigénio, nitrogénio, fosforo ou enxofre
e, em segundo, as propriedades biocidas contra bactérias, fungos, insetos,
moluscos e pequenos animais. Essa tlltima conferiu aos organoestanicos seu uso
em larga escala como fungicidas em diversas culturas do setor agricola (Omae,
1989; Filgueiras, 1998).

Apesar de o estanho ser considerado um metal pesado, a vantagem do
uso desses compostos como pesticida ¢ a sua degradagdo em didxido de estanho
(SnO,), um composto insolivel em pH fisioldégico que o torna atéxico para o
meio ambiente, ao contrario do que ocorre com biocidas ctpricos, mercuriais ou
fosforicos (Omae, 1989; Filgueiras, 1998; Dias, 2005).

Nos ultimos anos vém se intensificando estudos relacionados ao
processo bioquimico ao qual a molécula biocida interage com seu alvo. Segundo

Ballmoos et al. (2004), os compostos organoestanicos agem, principalmente na



inibicdo da enzima F,Fo-ATP Sintase, que promove a sintese do ATP, que ¢
vital para a produgdo de energia dos organismos vivos em geral. Entretanto, o
mecanismo ¢ quase totalmente desconhecido, sendo varias hipoteses levantadas,
mas sem um consenso cientifico acerca do assunto. Com isso, pretende-se neste
trabalho utilizar a quimica computacional no intuito de auxiliar na compreensao

do mecanismo de agdo dos organoestanicos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Consideracdes iniciais

2.1.1. Brasil, uma poténcia agricola do Século XXI

Segundo dados da FAOSTAT em 2007, o Brasil lidera a producio de
diversos géneros agricolas como feijdo, café e cana-de-acucar, além de estar
entre os primeiros na produ¢ao de soja, arroz ¢ milho.

O pais possui a maior reserva de terras disponiveis para a agricultura no
planeta. Mesmo paises que tém extensao territorial maior que o Brasil, como o
Canada, Estados Unidos, India, China e Russia, enfrentam severas limitagdes
climaticas e geograficas para ampliar a producdo e precisam também de altos
investimentos para preparar o solo. No caso dos chineses e Europa, atender a
alta demanda interna de alimentos ¢ um desafio, pois as areas agricolas ja estdo
completamente ocupadas. Diante disso, resta ao Brasil uma posi¢ao de destaque
no cenario de agronegocios, pois ¢ o Uinico do mundo com largas extensdes de
terras para plantio ja mapeadas e disponiveis para uso imediato (Secco, 2004).

Ainda segundo a edigdo da Revista Veja de 2004 (Secco, 2004), o Brasil
dispde de 106 milhdes de hectares para incorporar ao mapa agricola, area
equivalente ao territorio da Franga e ao da Espanha somados. Desses 106
milhdes de hectares, 90 milhdes sdo areas que podem produzir, mas ainda ndo

foram desbravadas; os outros 16 milhdes estdo improdutivos.

2.1.2. O desafio atual
Desde o inicio de seu desenvolvimento, a produgdo agricola esta

diretamente relacionada com a aplicagdo de agroquimicos para controlar as



pestes que atacam os produtos agricolas, prejudicando as colheitas. Entretanto,
esses produtos geram, comumente, grandes problemas, pois os herbicidas,
muitas vezes, sdo toxicos, podendo ser cancerigenos, mutagénicos e
teratogénicos (Primel et al., 2005).

Atualmente um dos maiores problemas com o qual se deparam os
agricultores ¢é conciliar o aumento da produtividade de biomassa com a demanda
de energia e alimentos, decorrentes do crescimento das populagdes
consumidoras. Até o presente momento, uma resposta economicamente viavel
para se reduzirem perdas na producdo ainda é o emprego de agroquimicos,
apesar de todos os problemas ambientais e de saude listados anteriormente
(Fitzpatrick, 2006). Portanto, o desenvolvimento de novos agroquimicos que
sejam eficazes e, a0 mesmo tempo, tenham o minimo de impacto ao meio

ambiente € o desafio neste século.

2.2 Agroquimicos: do enxofre aos organoestanicos

Os seres humanos usam pesticidas para impedir danos as suas colheitas
desde aproximadamente 500 a.C., sendo o enxofre o primeiro pesticida utilizado.
Por volta do século XV, comegaram a utilizar elementos quimicos toxicos, como
o0 arsénio, mercurio ¢ cobre no combate a pragas em colheitas. No século XVII,
o sulfato de nicotina foi extraido das folhas de tabaco para ser usado como
pesticida (Caetano, 2009).

Produtos inorgénicos, como o cobre ¢ o enxofre, ainda estavam em uso
ha mais de cem anos, quando o primeiro produto sintético, o dinitro cresol, foi
colocado no mercado em 1892 sob a marca Antinonnin. O primeiro fungicida
para tratamento de sementes, & base de mercurio organico, foi descoberto no

inicio do século XX (Santini, 2003).



Em 1939, Paul Miiller descobriu que o DDT ¢ um inseticida muito
eficaz, transformando-o rapidamente no pesticida mais usado no mundo
(Caetano, 2009). De 1945 a 1950, apés a II Guerra Mundial, o Japdo
experimentou condi¢des sanitarias precarias e varias doengas proliferaram,
devido a destruicdo causada pela guerra. A fim de controlar os artrépodes
vetores de doencas transmitidas por insetos, cerca de 4 milhdes de cidadaos de
Toquio foram tratados com DDT (Mori, 2007; Stenersen, 2004).

A partir da segunda metade do século XX, uma nova classe de

agroquimicos entrava no mercado: os organoestanicos (Filgueiras, 1998).

2.3 Estanho

2.3.1. Historico

Estudos arqueologicos realizados no dominio interfluvial dos rios Tigre e
Eufrates, antiga Mesopotamia, hoje Iraque, revelaram que o estanho foi utilizado
inicialmente, entre 3500 a 3200 a.C, na forma de liga com o cobre, denominado
bronze. Portanto, o estanho foi um dos primeiros metais a ser trabalhado pelo
homem, para manufatura de armas e ferramentas, caracterizando um marco da
evolugdo tecnologica das civilizagdes, a denominada Idade do Bronze (Omae,
1989).

Quando o Império Romano era governado por Julio César, registrou-se a
presenca de estanho na regido onde hoje é chamada de Formagdes Geoldgicas de
Cornwall, na Inglaterra. Alias, essa regido foi a maior produtora de estanho da
Europa até o século XIX (Greenwood & Earnshaw, 1984).

No final do século XVIII, varias providéncias de prote¢do a populacao,
em vista da contaminacdo por chumbo e cobre, levaram a monarquia francesa a

uma consulta ao Colégio de Farméacia para saber sobre a viabilidade ou ndo da



substitui¢do destes metais por estanho. Bayer e Charlard, responsaveis pelos
estudos, acabaram por transformar a consulta governamental em um verdadeiro
projeto de pesquisa engenhoso e critico. A partir dai, houve um salto em relagéo
a pesquisa com compostos de estanho (Filgueiras, 2002).

A primeira referéncia historica sobre a descoberta de estanho no Brasil
data de 1625, em Sdo Paulo. Porém, somente no século XIX iniciou-se o
processo extrativista do metal no estado do Rio Grande do Sul (Brasil, 2001).

Nas décadas de 40 e 50 do século XX, descobriram-se reservas de
cassiterita em S3ao Jodo Del Rei, Minas Gerais ¢ em Rondbnia. A partir da
década de 80, com a descoberta de jazidas no estado do Amazonas, o pais
tornou-se um dos maiores exportadores de estanho metalico. Dados do
Departamento Nacional de Producdo Mineral de 2005 estimam que o Brasil

concentre 11% das reservas de estanho no mundo (Brasil, 2001; Brasil, 2006).

2.3.2. Caracteristicas gerais

Pertencente ao Grupo 14 da Tabela Periodica, ao qual também fazem
parte o carbono, silicio, germanio e chumbo, o estanho ¢ um metal branco-
prateado, brilhante, muito mole, mas que possui consideravel dutibilidade
(Ohlweiler, 1973). E o 48° elemento em abundancia no planeta e sua principal
fonte ¢ o mineral cassiterita, SnO,, que pode ser facilmente reduzido pelo

carvao, conforme mostra a equacao 1. (Filgueiras, 1998).

Sn0, + C > Sn + CO, Eq. 1

Outras propriedades do estanho s3o apresentadas no quadro a seguir:



QUADRO 1 Propriedades atomicas do estanho (Greenwood & Earnshaw, 1989).

Propriedade Valor
Numero atémico 50
Estrutura eletronica [Kr] 4d" 55° 5p°
Ponto de fusdo (°C) 232
Ponto de ebuli¢do (°C) 2623
Is6topos estaveis naturais (%) 10: Sn''%(0,95), Sn''(0,65),

Sn'"(0,34), Sn''%(14,24), Sn'""(7,57),
Sn''*(24.,0), Sn'"’(8,58), Sn'*°(32,97),
Sn'#(4,71), Sn'**(5,98)

Peso atomico 118,69 (£3)
Energia de Ionizagdo /kJ mol” 1*=708,4
2*=1411,4
3%=124922
4*=39293
Eletronegatividade 1,8
Formas alotropicas Forma o (cinza): cubica, tipo
diamante.

Forma f (branca): tetragonal

Forma y: rombica

O estanho ¢ estavel ao ar e a agua a temperatura ambiente. Entretanto, ¢
oxidado a temperaturas elevadas com formagao de dioxido. Combina-se com os
halogénios, formando tetra-haletos: com o cloro e bromo, a temperatura
ambiente, ¢ com o iodo, aquecendo-se moderadamente. Também por
aquecimento, reage energicamente com ndo metais, como enxofre, selénio,
telurio e fosforo e ndo se combina diretamente com nitrogénio. Possui relativa

facilidade em se ligar com outros metais (Ohlweiler, 1973).



Os estados de oxidacdo mais comuns do estanho sdo o Sn™ e Sn™.
Porém, os compostos de estanho (II) sdo menos estaveis que os de estanho (IV),
em razdo, principalmente, da sensibilidade de compostos de Sn (II) frente ao ar ¢
umidade. Essa maior sensibilidade esta relacionada com a facilidade do Sn (II)
em ser oxidado a Sn (IV) pela agdo do O, ou hidrolisado na presenca de

umidade (Lima, 1999).

2.3.3. Aplicacdes

O oxido de estanho (IV), SnO,, tem sido usado ha milénios como
opacificador em ceramicas e em esmaltes vitreos. Outros compostos inorganicos
sdo utilizados como pigmentos, possuindo destaque o azul certileo, nome
tradicional do estanato de cobalto (II), CoSnOs. Os fons de Co®", responsaveis
pela cor azul, alojam-se na rede dos contra-ions SnO,* (Filgueiras, 1998).

Na industria, o estanho é usado no revestimento de placas metalicas
(estanhagem), atribuindo aos produtos finais propriedades antioxidantes. Esse
processo resulta na fabrica¢do da folha-de-flandres, que € o revestimento do ago
laminado por uma fina pelicula de estanho. Estima-se que cerca 90% das folhas-
de-flandres sejam destinadas as industrias de embalagens (latas de cerveja,
refrigerantes, 6leos comestiveis e tintas) (Hanan, 1983).

Outra aplicagdo industrial do estanho consiste na fabricagdo de ligas com
outros metais, sendo a mais importante ¢ a liga para solda (estanho/chumbo). A
solda contém cerca de 33% de estanho em massa, mas pode variar entre 2 e
63%, dependendo do uso. Além da solda, ha outras ligas, incluindo o bronze
(cobre/estanho), “bronze duro” (“gun metal”) (cobre/estanho/chumbo/zinco) e

peltre (antimonio/estanho/cobre) (Lee, 1997; Greenwood & Earnshaw, 1984).



Filmes de 6xido de estanho (IV) sdo aplicados em janelas de avides, pois
ele conduz eletricidade, produzindo calor, evitando a deposi¢do de gelo no vidro

(Filgueiras, 1998).

2.4 Compostos organoestanicos

2.4.1. Historico
O primeiro composto organoestanico foi preparado por Frankland em
1849, utilizando como precursores o iodeto de etila e estanho metalico. O

produto obtido foi o diiodeto de dietilestanho, como mostra a equagdo 2 (Davies,

2004).

2Etl + Sn = Et,Snl, Eq.2

Quando a industria de plasticos iniciou sua expansao em meados do
século passado, o PVC (cloreto de polivinila) passou ter maior importancia.
Porém, esse polimero, exposto ao calor ou a luz degradava-se, descolorindo.
Para eliminar esse problema, inimeras pesquisas foram feitas, descobrindo-se
que os compostos organicos a base de estanho possuiam uma poderosa agao
estabilizante. Foram entdo introduzidos para esse proposito nos Estados Unidos,
no final dos anos 40, ¢ na Europa, em meados dos anos 50 (Blunden & Evans,
1990; Godoi et al., 2003).

A partir de 1950, investigagdes sistematicas pelo Conselho Internacional
de Pesquisas sobre Tintas no Instituto de Quimica Organica em Utrecht
demonstraram a agdo de compostos organoestinicos, especialmente
trialquilestanicos e triarilestanicos, em relacdo a fungos e bactérias, organismos

marinhos, vermes parasiticos, insetos e caracois aquaticos, entre outros (Kumari



et al., 1994; Luijten, 1987; Barbieri et al., 2006). Entdo, as propriedades biocidas
desses compostos foram descobertas e passaram a ser exploradas
comercialmente.

Na década de 60, a companhia alema Aventis S.A. produziu e preparou
o acetato de trifenilestanho, chamado comercialmente de Brestan e a Philips
Dufan introduziu no mercado o Duter, baseado no hidroxido de trifenilestanho,
que sdo usados em culturas de trigo, café, batata, amendoim, cacau e feijdo. A
Dow Chemical, por sua vez, lancou o acaricida Plictran, em 1967, baseado no
hidréxido de tricicloexilestanho (cyhexatin). O grupo Royal Dutch/Shell
produziu o Vendex, baseado no 6xido de fenbutatina e a alemd Bayer AG
produziu o Peropal, baseado no tricicloexilestanho-1,2,4-triazol (azocyclotin),
usado principalmente em culturas de feijao no combate a antracnose (Godoi et
al., 2003).

Paralelamente, o Cloreto de Tributilestanho entrava no mercado como
um agente capaz de evitar a incrustagdo de organismos marinhos no casco de
navios, sendo, portanto, adicionado as tintas utilizadas na pintura desse meio de
transporte. Entretanto, nos anos 80, verificou-se que esse organoestanico, ao ser
liberado no mar, causava mutagdes em organismos que viviam proximos aos
portos. Com isso, medidas legais surgiram para limitar, ¢ até mesmo em alguns
paises como a Inglaterra, proibir o uso desse composto em tintas para navios
(Fernandez et al., 2005; Dias, 2005).

No mesmo periodo em que houve a descoberta da contaminacdo do
cloreto de tributilestanho nas regides costeiras, os primeiros registros de estudos
sobre as atividades antitumorais dos compostos organoestdnicos foram
divulgados e, desde entdo, centenas de compostos tém sido testados para
verificacdo dos seus efeitos sobre sistemas bioldgicos (Crowe et al., 1984;

Pellerito et al., 2006).
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2.4.2. Propriedades quimicas

Os compostos organoestanicos sdo caracterizados pela presenga de pelo
menos uma ligacdo covalente Sn-C. Esses compostos contém centros
tetravalentes e sdo classificados em mono, di, tri e tetraorganoestanicos (IV),
dependendo do nimero de grupos alquilas ¢ arilas. Os anions s3o geralmente CI’,
F’, 0%, OH", -COO" ou —S". Estudos mostram que a natureza do grupo anidnico
tem apenas importancia secundaria na atividade biologica (Pellerito et al., 2006).

A ligagdo Sn-C ¢ estavel na agua e ao oxigénio atmosférico em
temperatura ambiente e é bastante estavel ao calor. Acidos fortes, halogénios e
outros agentes eletrofilicos quebram facilmente a ligacdo carbono-estanho. O
estanho forma predominantemente ligagdes covalentes com outros elementos,
mas essas ligacdes exibem um alto grau idnico, com o estanho usualmente
agindo como membro eletropositivo (Godoi, 2001).

O namero de ligagdes Sn-C tem um grande efeito sobre as propriedades
dos organoestanicos, permitindo uma séric de aplicagdes. Os compostos
tetraorganoestanicos R4Sn ndo possuem atividade bioldgica significativa e sua
maior aplicagdo comercial é como precursor para outros compostos

organoestanicos (Godoi et al., 2003).

2.4.3. Aplicacdes

Como mencionado anteriormente, a primeira sintese de um composto
organoestanico ocorreu em meados do século XIX. Entretanto, somente 100
anos depois apareceram as primeiras aplicagdes industriais (Filgueiras, 1998).

A mais importante aplicagdo comercial dos organoestanicos ocorre nos
estabilizadores de PVC, do qual o Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais

(Omae, 1989).
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SnCl; e Me,SnCl, sdo utilizados para depositar filmes muito finos de
SnO, sobre vidro. Assim, o vidro torna-se mais resistente, o que o torna Util na
fabricacdo de lentes e frascos de menor espessura. Peliculas pouco mais espessas
sd0 depositadas sobre vidros planos, para reduzir a perda de calor. (Filgueiras,
1998).

Um outro largo espectro de aplicagdes de organoestanicos, resultante de
suas caracteristicas biocidas, tem sido muito utilizado. Apesar de o estanho ser
um metal pesado, ele ocorre na natureza, sobretudo na forma de SnO,, um
composto insoltvel no pH fisioloégico e, em consequéncia, praticamente nao ¢
toxico (Greenwood & Earnshaw, 1984). Se a degradacdo de organoestinicos
levar rapidamente a SnO,, entdo o uso de pesticidas baseados nessas substancias
seria bem mais interessante que compostos de merclirio ou outros compostos
organicos toxicos (Filgueiras, 1998).

Os compostos organometalicos de estanho também sdo usados como
tintas anti-incrustantes em navios. Essa tinta é colocada nos cascos dos navios
evitando o ataque de organismos incrustantes, como cracas, mexilhdes e algas,
que causavam aumento dos custos operacionais, principalmente o de
combustivel (Godoi, 2001).

Dois tipos principais de peliculas protetoras tém sido utilizados nos
ultimos 20 anos para prevenir o crescimento de colonias de organismos
marinhos nos cascos. A primeira dessas peliculas consiste em um copolimero de
acrilato e metacrilato de tributilestanho, que sofre hidrélise pela agua do mar,
liberando lentamente a espécie tribultilestanho, especialmente téxica contra
animais marinhos. O segundo tipo de pelicula usado nessa situacdo foi
introduzido na década de 80 e consiste numa espécie triorganoestanica ancorada
a um polissiloxano, formando uma estrutura tridimensional rigida, mais

resistente que aquela do tipo anterior (Filgueiras, 1998).
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Na medicina, 0s compostos organoestanicos, principalmente o0s
diorganoestanicos, vém ganhando destaque devido a sua agdo em células
humanas portadoras de cancer (Crowe, 1984; Pellerito et al., 2006).

Mais recentemente, Jan et al. (2002) vém estudando os efeitos de
compostos trialquilestanicos em células cancerigenas da prostata. Foi verificado
também que compostos de estanho mostraram-se eficazes contra leucemia
linfocitica, sendo os derivados diorganoestdnicos mais ativos que o0s

triorganoestanicos (Dias, 2005).

2.4.4. Toxicidade e modo de acao em sistemas bioldgicos

A toxicologia dos compostos organoestanicos ¢ muito complexa, mas,
de forma geral, os compostos trialquil e triarilestanho (IV) sdo mais toxicos que
os compostos disubstituidos, enquanto os monosubstituidos s8o os menos
toxicos. Compostos R4Sn sdo toxicos somente se forem metabolizados para
triorganoestanicos. Entre os trisubstituidos, os compostos n-propil, n-butil, n-
pentil, fenil e cicloexil (IV) sdo geralmente os mais toxicos para micro-
organismos (Baul, 2008). Omae (2006) mostrou em um grafico (Figura 1) que a
dependéncia da atividade bioldgica de compostos organoestanicos em relagdo a
natureza do grupo alquila é a mesma em fungos e bactérias e diferem se

comparadas a insetos e mamiferos.
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FIGURA 1 Dependéncia da atividade bioldgica de compostos organoestdnicos
em relagdo a natureza do grupo alquila para diferentes espécies
(Omae, 2006).

A toxicidade em compostos R3;Sn" pode estar relacionada também com
seu coeficiente de particio agua-octanol, K,, que ¢ uma medida de
hidrofobicidade; um elevado K,, indica maior hidrofobicidade e, por
consequéncia, pode predizer maior toxicidade (Baul, 2008; Conney & Wuertz,
1989).

Recentemente, Ballmoos et al. (2004) propuseram um modelo de
inibicao dos compostos organoestanicos. Em seus estudos, pode-se concluir que
eles agem na interrup¢do da produg¢do de ATP, inibindo a enzima FFo-ATP
Sintase, mais precisamente na subunidade @, que ¢ uma espécie de canal
formado por proteinas que se localiza na interface da mitocondria, e que € o
responsavel pela passagem de prétons que ativam a enzima (Figura 2). O
trabalho propde que os organoestinicos interagem com a entrada dessa

subunidade, impedindo a entrada desses protons, porém, ndo aponta qual seria
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essa interagdo; uma ligagdo quimica entre o organoestanico com algum residuo
de aminoacido, ou tdo somente algumas interagdes mais fracas, mas que devido
ao tamanho da molécula a bloquearia, dificultando, assim, a passagem de
qualquer espécie, inclusive um préton. Além disso, ndo se tem certeza se quem
participa da inibi¢do ¢ a molécula neutra, um cation, ou mesmo algum
intermedidrio. Ingham e colaboradores, ja em 1960, inferiram que poderia ser o
cation, formado a partir da saida da espécie anionica, ou at¢é mesmo algum
intermedidrio a partir da hidrolise desse composto, visto que o meio celular ¢é
composto majoritariamente por agua. Mais recentemente, Pellerito et al. (2006)
propuseram que seria um cation o responsavel pela inibi¢do, ou mesmo a espécie
neutra (R,SnX,.,), sem determinar, entretanto, as bases moleculares dessa agdo
devido a complexidade do sistema. O mecanismo mais detalhado de como a
enzima ¢ ativada por protons sera visto no topico seguinte.

Os compostos organoestanicos, especialmente os do tipo R3;SnX, podem
se ligar pelo enxofre em residuos de cisteina ou em residuos de histidina pelo
anel imidazolico. Interferéncia com a fun¢do mitocondrial parece ser o modo de

acdo bioquimico que conduz a reagdes toxicas (Manahan, 2003).

15



FIGURA 2 Modelo proposto do modo de acdo de compostos organoestanicos
(Ballmoos et al., 2004).
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2.5 F1Fo-ATP Sintase

2.5.1. Caracteristicas Gerais

A FFo-ATP Sintase é um grande complexo proteico constituido por
pelo menos 22 subunidades, estando mais da metade estdo na fragdo Fo. E
responsavel pela sintese do ATP durante o processo de fosforilagdo e
fotofosforilagdo oxidativa, sua estrutura e mecanismos permaneceram
conservados durante toda a evolucao (Nakamoto et al., 2008).

Segundo Cain (2000), independentemente da origem bioldgica, todas as
FFo-ATP Sintases possuem atividade in vifro, tanto na sintese quanto na
hidrolise do ATP. As semelhancas funcionais das ATP sintases estdo refletidas

na similaridade de suas arquiteturas moleculares. Um modelo da F,Fo-ATP

Sintase esta representado abaixo (Figura 3).

ATP
ADP +P, Fy
stator stalk b rotor stalk
+ |t
H
F

FIGURA 3 Modelo estrutural de F{Fo-ATP Sintase de Escherichia coli (Senior
et al., 2002).
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Em Escherichia coli, a fragdo Fo é composta de trés subunidades com a
estequiometria a;b,cio.14. As subunidades a e ¢ estdo em contato € os protons
translocam-se através da interface entre elas. Essas subunidades estdo presentes
em todas as ATP Sintases (Stock et al., 2000).

O ATP (adenosina trifosfato) ¢ sintetizado pelo processo de fosforilagao
oxidativa e ¢ fundamental para a produgdo de energia em células de
praticamente todos os seres vivos. A fotossintese de plantas também requer
ATP, que ¢ gerado por fotofosforilacdo. Tanto a fosforilagdo oxidativa quanto a
fotofosforilagdo na fotossintese ocorre na enzima F;Fo-ATP Sintase, e é uma das
mais frequentes reacdes enzimadticas em sistemas bioldgicos (Senior et al.,
2002).

A ativagdo da enzima ocorre na subunidade @, onde os prétons
provindos da Cadeia de Transporte de Elétrons entram no canal proteico. Esses
protons estdo envoltos por moléculas de agua, e dentro da subunidade, uma rede
de aminoacidos rompe essa estrutura de solvatagdo e o proton (ou um cation, por
exemplo, Na") pode atravessar livremente a fracio Fo (Ballmoos et al., 2004).

A medida que os prétons atravessam a membrana através do canal da
ATP Sintase, a matriz Fo entra em movimento de rotagdo (Noji & Yoshida,
2001). Essa rotagdo podera ser causada por mudangas no estado de ionizagdo de
aminoacidos na subunidade ¢, o que podera causar interacdes eletrostaticas que
propulsionam o anel (Capaldi & Aggeler, 2002). Esse anel em rotacdo, por sua
vez, forga a rotacdo do eixo central (subunidade y) dentro das subunidades o ¢ 3;
essas ndo entram em rota¢do por se encontrarem fixas pelo braco lateral, que
atua como um estator. E o movimento da subunidade y que providencia a
energia necessaria para os centros ativos das subunidades [ sofrerem alteragdes
que permitam a produgdo e libertacdo de ATP (Dimroth et al., 2000).

Essa reacdo de sintese de ATP ¢ designada em inglés como binding

change mechanism (algo como "mecanismo de ligacdo-modificacao") e consiste
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na modificagdo ciclica do centro ativo de cada subunidade p em trés estados
(Gresser et al., 1982). No estado "aberto", o ADP ¢ o fosfato entram no centro
ativo. A proteina muda de conformacdo capturando as moléculas e liga-as de
forma fraca (estado de ligacdo fraca). A enzima muda entdo novamente de
conformagdo e for¢a o encontro entre essas moléculas (estado "fechado"), em
que o centro ativo liga a recém-produzida molécula de ATP com alta afinidade.
O centro ativo volta, entdo, ao estado "aberto", permitindo a liberagdo da
molécula de ATP e podendo voltar a ligar ADP e fosfato (Capaldi & Aggeler,
2002).

2.5.2. Subunidade a: estrutura e caracteristicas

A subunidade a da enzima F,Fo-ATP Sintase localiza-se na fra¢ao Fo, na
interface das membranas externa e interna da mitocondria. E aqui que de fato ha
a ativacdo da enzima para a producdo de ATP pelo bombeamento de protons ou

ions, oriundos da Cadeia de Transporte de Elétrons (Figura 4).

FIGURA 4 Modelo estrutural da fracdo Fo onde estd localizada a subunidade a
da enzima F,Fo-ATP Sintase (Weber & Sénior, 2003).
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Essa subunidade ¢ hidrofobica e provavelmente envolvida por cinco o-
hélices transmembranosas. Contém residuos acidos e basicos (Arg 210, His 245,
Glu 196, Glu 219), que sdo essenciais para a translocagdo do préoton (Figura 5).

A subunidade ¢ também ¢ hidrofobica (Stock et al., 2000).

Cytoplasm é\

Glu E‘I?G : Sut'funils
subunit :
° : Aspi61
Arg 210 A 6! Asp 61 .
" Periplasm | Glu 5219 His 24:5 /
Asp 11;9 -i 241 P

H+

FIGURA 5 Modelo estrutural da subunidade a da enzima FFo-ATP Sintase de
Escherichia coli (Vik & Ishmukhametov, 2005).

A subunidade a € composta por 271 residuos e estd presente na

estequiometria de uma subunidade por enzima (Cain, 2000).
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2.6 Aspectos da Quimica Computacional

2.6.1 Consideracdes gerais

Com o avango e sofisticagdo da informatica nos ultimos anos, grande
quantidade de informagdes tem sido cada vez mais rapidamente processadas e,
com o auxilio de novas ferramentas ¢ metodologias computacionais, resultados
melhores e mais precisos vém sendo obtidos na tentativa de simular uma
variedade de parametros quimicos e correlatos. Uma das grandes vantagens dos
métodos computacionais ¢ seu baixo custo frente a métodos experimentais, uma
vez que evitam repeticdo de andlises e reagdes, além de gastos com reagentes e
materiais, visto que simulagdes podem ser feitas para aperfeicoar e compreender
processos, reagoes, interagdes, etc. A aplicagdo de métodos computacionais para
solucionar problemas quimicos estende-se as areas onde a quimica desempenha
um importante papel. Nesse contexto, conhecimentos mais detalhados sobre
processos bioldgicos, como interagdo entre agroquimico e receptor, deve ser
avaliada, predita e simulada utilizando métodos de quimica computacional.
Seguindo essa mesma linha de aplicacdo em biotecnologia, novos compostos
podem ser modelados e propostos como potenciais principios ativos
(agroquimicos) (Caetano, 2009).

As bases que regem a quimica computacional estdo na quimica quantica,
que comegou a ser “escrita” por Max Planck em 1900, a partir de seus estudos
sobre a radiacdo do corpo negro ¢ a quantizagdo de energia. Em 1905, Albert
Einstein, com o efeito fotoelétrico, aplica as hipdteses sugeridas por Planck. A
partir de entdo, varios brilhantes cientistas ajudaram a edificar a mecéanica
quantica e, assim, foi possivel chegar a nossa atual capacidade de calculo de
propriedades de atomos e moléculas (Trsic & Pinto, 2009).

Os postulados e teoremas da mecanica quantica formam um fundamento

rigoroso para a predicdo de propriedades quimicas observaveis segundo os
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primeiros principios. De modo geral, o postulado fundamental da mecénica
quéantica diz que sistemas microscopicos sdo descritos por fungdes de onda que
caracterizam completamente todas as propriedades fisicas do sistema. Em
particular, ha na mecéanica quantica operadores correspondentes para cada
observavel fisico (Cramer, 2004).

Estes postulados foram introduzidos a partir de 1920 por varios fisicos
tedricos da época, tais como: Bohr, Einstein, Heisemberg e principalmente
Schrondinger.

O objetivo central da quimica quéntica ¢ a resolucdo da Equagdo de
Schrodinger, por meio da qual € possivel obter uma funcdo ¥ que descreve o
sistema por completo. A equagdo pode ser descrita da seguinte forma (equagao

3):
}AIW:EW, Eq.3

em que o operador / , denominado hamiltoniano, pode ser descrito como:

=y ivi-F Ay Il s

i=1 4=1 Vg i=1 j>0 1

sendo que o primeiro termo do operador H refere-se a energia cinética dos
elétrons; o segundo é o termo de atragdo elétron-nicleo e o terceiro termo
representa a repuls@o instantanea entre os elétrons. Devido a esse tltimo termo, a
solugdo so ¢ exata para sistemas monoeletronicos, havendo a necessidade do uso
de métodos aproximados para a resolu¢do da Equacdo de Schrodinger (Bernini,
2008; Levine, 2001). Born e Oppenheimer, no intuito de simplificar essa
equacgdo, separaram os movimentos dos nucleos e dos elétrons para o estudo de
moléculas. Como a massa do elétron é infima em relagdo a do nucleo, a

velocidade do elétron é muito maior que a do nucleo (Pinto & Trsic, 2009).
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Dessa forma, a movimenta¢do nuclear pode ser considerada desprezivel em
relacdo a movimentagdo eletronica.

Um desses métodos de aproximacao, ¢ que é um dos mais usados hoje, é
o método de Hartree-Fock (HF). Ele ¢ capaz de fornecer uma boa solucdo
aproximada para o problema de muitos elétrons e pode ser o ponto de partida
para outros métodos, como o0s semiempiricos, que serdo discutidos
posteriormente (Castro & Canuto, 2007).

Em 1930, Hartree derivou equagdes para func¢des monoeletronicas,
levando em conta o potencial médio produzido por todos os outros elétrons. Um
ano mais tarde, o fisico russo Vladimir Aleksandrovitch Fock incorporou o
conceito de spin nas equagdes de Hartree, consolidando, assim, as equagoes de

Hartree-Fock (Trsic & Pinto, 2009).

2.6.2 O método DFT

A quimica quantica tem como foco utilizar aproximagdes que melhor
descrevem a fungdo de onda (V) e, por conseguinte, obter as informagdes
necessarias para conhecer o comportamento de um estado particular ou de um
determinado sistema (Pinto, 2007). Além disso, os métodos ab initio partem da
aproximac¢do HF, em que as equagdes HF sdo resolvidas para obter spin-orbitais,
que, por sua vez, sdo usados para construir fungdes de estado. Apesar de serem
amplamente usados atualmente em Quimica Quantica, eles tém limitagdes, em
particular, a dificuldade computacional para realizar calculos precisos com
conjuntos de bases grandes para moléculas que contém muitos atomos (Andrade,
2009). No entanto, a teoria do funcional de densidade (DFT — Density

Functional Theory) possui outra diretriz, ou seja, sua proposta consiste em obter

5
informagdes sobre um dado sistema a partir de sua densidade eletronica, p(r)

(Pinto, 2007).
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O conceito de um funcional da densidade para a energia foi a base de
varios modelos aproximativos ja na década de 20. Entretanto, apenas em 1964
deu-se uma prova formal que a energia ¢ todas as propriedades eletronicas do
estado fundamental sfo unicamente determinadas pela densidade eletronica
(Andrade, 2009).

O teorema da existéncia de Hohenberg-Kohn prova que existe um tnico

funcional tal que (equagao 5):

Elp(r)]=E,, Eq. 5

em que Eg.. € a energia eletronica exata. Além disso, demonstra-se que a
densidade do elétron obedece ao teorema variacional.
A fim de resolver a energia pelo método DFT, Kohn e Shan propuseram

que o funcional tem a forma, de acordo com a equagéo 6:

ELpM =TI o+ ¥, Lo+ V [ o)+ E, [p(r)]  Ea6

em que o termo da energia potencial de atra¢ao nucleo-elétron Vi, ¢

nuclei

Vo)1= |

F ‘r rk‘

——p(r)dr Eq.7

V.., € a energia potencial de repulsdo elétron-elétron

ArOE|| p(”)p(’”z)d dr, ey

‘I"—If'

e Ex., o funcional de correlagdo e troca, onde ¢ geralmente escrito como uma
soma de dois componentes, um componente de troca e outro de correlacdo. Eles

sd0 usualmente escritos em termos de uma energia de densidade &,
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E p(N]=Elp(MI+E[p()]=  w
= [ p(r)e.Lo(rdr + [ p(r)e Lp(r)dr

(Bachrach, 2007; Koch & Houthausen, 2001).

A energia de troca e correlagdo ¢ definida como um funcional de
densidade eletronica, ¢ inclui todos os termos ndo classicos. A correlagdo
eletronica introduz o termo de troca referente a correlagdo entre elétrons de
mesmo spin e a diferenca entre a energia cinética exata e a do sistema de
elétrons que ndo interagem. Esse funcional ¢ que torna o DFT diferencial frente
aos métodos ab initio (Duarte & Rocha, 2007).

Varias formula¢des foram realizadas, dando origem aos diversos
funcionais utilizados, divididos em trés grupos:

a) Métodos de densidade local: O funcional de densidade ¢ equivalente a

de um gas de elétrons uniforme e é constante em todo espaco. O termo
de correlagdo-troca (equagdo 10) ¢ obtido por uma integral em todo o

€spacgo:

EXC[p] = jp(r)gXC (o(7r))dr Ea10

em que &, € a energia de correlacdo e troca na funcdo de densidade de

um gas de elétrons uniforme (Trsic & Pinto, 2009).

b) Métodos dos Gradientes Corrigidos ou ndo locais: O funcional de

densidade depende do gradiente da densidade em um dado ponto ¢ nio
do seu valor. Normalmente s3o separados em contribui¢des de troca e de

correlagdo. Como exemplo de contribuigdo de troca hd o funcional de
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Becke (Becke, 1992) e como exemplo de contribuicdo de correlagdo, ha
o funcional de Lee, Yang e Par — LYP (Lee et al. 1988).

¢) Métodos Hibridos: Incorporam o termo de troca do método HF. Desse

modo, o termo de correlagdo-troca é a soma do termo de correlagao,
obtido pelo método de densidade local, com o termo de troca, obtido
pelos orbitais de Kohn-Shan, escritos em forma de determinante de

Slater (Bernini, 2008; Trsic & Pinto, 2009).

O funcional utilizado neste trabalho foi o HCTH (Hamprecht, Cohen,
Tozer, and Handy). Pertence ao Método dos Gradientes Corrigidos, também
denominado GGA, em que as energias de correlagdo e troca sdo dependentes
tanto da densidade eletronica quanto do gradiente de densidade (Pinto & Trsic,
2009). Esse funcional usa o esquema de fungdes de ondas planas com
pseudopotencial para calcular a estrutura eletronica de sistemas periodicos. A
energia de troca e correlacdo deve ser explicitamente construida. O funcional de
energia HTCH (equacdo 11) ¢ expresso em termos de densidade de spin e

modulo de seus gradientes (Rushton et al., 2001).

Exc ['OT’IO¢:| :IFXC (,0¢,,0¢, VP, V,OL‘)dr Eq. 11

9

Esse funcional mostrou-se eficiente nos calculos em sistemas
envolvendo metais, com énfase aos do Grupo B da tabela periddica, e também a
elementos com muitos elétrons, como o estanho (Buck-Koehntop et al., 2006),
em relagdo ao funcional BLYP, B3LYP e outros funcionais de densidade

(Becke, 1988; Lee et al., 1988; Hamprecht et al., 1998).
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2.6.3 O método Semi-empirico

Michael Polanyi e Henry Eyring foram os primeiros a utilizar a
expressao “‘semiempirico” em quimica teorica, tentando-se de combinar cinética
quimica, termodindmica, mecanica quantica ¢ a teoria da ligacdo de valéncia.
Portanto, seria uma mescla de teoria com resultados experimentais (Simas &
Rocha, 2007), os quais surgiram devido & dificuldade de estudar moléculas
constituidas por um numero de atomos relativamente grande, aliada a
necessidade de compreender o comportamento das propriedades concernentes a
elas (Pinto, 2007).

Os métodos semiempiricos pretendem encontrar solu¢des aproximadas
para a equacdo de Schrodinger empregando parametros empiricos e restrigdes
matematicas mais drasticas do que aquelas utilizadas em métodos ab initio.
Essas restrigdes, por vezes, nao sdo muito bem fundamentadas teoricamente,
mas sdo compensadas pelos pardmetros ajustaveis que aparecem no formalismo
semiempirico especifico. Esses parametros sdo variados até que se reproduzam
da melhor maneira possivel os valores experimentais de propriedades
selecionadas (Laschuk, 2005).

Inicialmente, eram restritos a apenas no estudo do comportamento de
sistemas 7 de moléculas planares pelo Método de Hiickel em 1930. A partir da
década de 60, Pople e colaboradores propuseram novos métodos com niveis de
aproximagdes integrais diferentes, a fim de suprir as deficiéncias do Método de
Hickel e expandir o uso dos métodos semiempiricos a qualquer tipo de molécula

(Simas & Rocha, 2007). Esses métodos sao:
CNDO — Complete Neglect of Differential Overlap

INDO — Intermediate Neglect of Differential Overlap
NDDO — Neglect of Diatomic Differential Overlap
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Os dois primeiros foram introduzidos em meados da década de 60,
sendo o segundo um aperfeigoamento do primeiro, relacionados ao formalismo
aplicando novas aproximagoes.

O método NDDO foi proposto por Pople, Santry e Segal em 1965 ¢ ¢ um
aperfeicoamento do INDO. Esse método considera um maior nimero de
integrais para serem calculadas. Sendo assim, ¢ a melhor das aproximagoes e ¢ a
base de todos os métodos semiempiricos utilizados atualmente (Simas & Rocha,
2007; Trsic & Pinto, 2009).

O método utilizado neste trabalho, o PM3 (Parametrized Model 3),
baseia-se no método NDDO. Ele foi criado por James J. P. Stewart em 1989 e,
juntamente com outro método, o AMI1, é um dos mais populares atualmente. Os
elementos que sdo parametrizados no método sdo: H, C, N, O, F, Cl, Li, Be, Mg,
Al Si, P, S, Ti, Zn, Ga, Ge, As, Se, Br, Cd, In, Sn, Sb, Te, I, Hg, T, Pb, Bi e Po.
Ha versdes mais recentes do método PM3, como o PM3-tm, que introduz
orbitais d para metais de transi¢do ¢ PMS5, que ¢ uma reparametrizagdo do

método PM3 (Laschuk, 2005; Trsic & Pinto, 2009).

2.6.4 Ancoramento Molecular

Uma técnica importante na modelagem estrutural ¢ designada por
“docking”, ou seja, “acoplamento” ou “ancoramento”. O objetivo do calculo do
tipo ancoramento molecular consiste na avaliagdo das interagdes energéticas de
algumas orientagdes de uma molécula em relagdo a outra (s), em busca de
interacdes que resultem em baixa energia (Bastos, 2006). Portanto, o
ancoramento molecular pode ser formulado como uma otimizagao, objetivando
encontrar a interacao do ligante com a proteina de menor energia (Thomsen &

Christensen, 20006).
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O processo de reconhecimento molecular proteina-ligante ¢ dirigido por
uma combinagdo de efeitos entalpicos e entropicos. Estes efeitos podem ser
estimados pela energia livre de ligagdo de Gibbs (AGiig) que, por sua vez, estd
diretamente relacionada a constante de dissociagdo Kj, a qual pode ser medida

experimentalmente (equacdo 12),
AG,, =AH -TAS=RTInK, ™"

em que AH ¢ a variacdo de entalpia, 7 ¢ a temperatura absoluta, AS é a variacdo
de entropia e R ¢ a constante universal dos gases. O sinal positivo da equagdo
acima deve-se ao fato de que a constante medida, K;, é uma constante de
dissociagdo (Magalhies et al., 2007).

Os valores da fun¢do de desempenho do ancoramento (Docking Scoring

Function) Eg. sd0 definidos pela equagao 13 (Thomsen & Christensen, 2006).

Escore = Einter + Eintra Eq. 13

em que Eiy. ¢ a energia de interacdo do ligante com a proteina:

Lo = Z Z E,, (rl.j)+332,0 Z’qu Eq. 14

ieligand  jeprotein }/;'j

O termo de Epp € um potencial “piecewise linear” que usa dois
conjuntos diferentes de paradmetros: um para a aproximacao do termo estérico
(van der Waals) entre atomos e um outro potencial para a liga¢do hidrogénio. O
segundo termo descreve as interagdes eletrostaticas entre atomos carregados. E
um potencial de Coulomb com uma constante dielétrica dependente da distancia
(D(r) = 4r). O valor numérico de 332,0 fixa as unidades de energia eletrostatica
em quilocalorias por mol (Thomsen & Christensen, 2006).

O termo Ejne, € a energia interna do ligante:
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Eira = Z Z Epr(liy)+ Z A[l—cos(mﬁ—%)]+Edmh Eq. 15

icligand  jeligand flexible—bonds

As duas primeiras somas referem-se a todos os pares de atomos do
ligante, excluindo os pares de atomos conectados por duas ligagdes. O segundo
termo refere-se a tor¢ao da energia, em que 6 ¢ o angulo de tor¢ao da ligacdo. A
média da contribuicdo de tor¢do da ligacdo da energia ¢ usada se diversas
torsoes sao determinadas. O ultimo termo, E.,;, atribui uma penalidade de 1000
se a distancia entre dois dtomos pesados (mais de duas ligagdes distantes) for
menor que 2.0 A, punindo conformacgdes inexistentes do ligante (Caetano,
2009).

A compreensdo dos mecanismos de reconhecimento molecular receptor-
ligante, além de ser um dos principais desafios da biologia molecular, ¢ um dos
aspectos centrais para o sucesso na descoberta e planejamento de novos
farmacos. A obtengdo de uma descri¢do acurada e automatizada do processo de
reconhecimento  molecular  receptor-ligante, utilizando = metodologias
computacionais, ¢ motivada pela possibilidade de reducéo do tempo e dos altos
custos envolvidos no desenvolvidos de novos medicamentos (Magalhdes et al.,

2007).
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3 OBJETIVOS

Devido a importancia do desenvolvimento de novos herbicidas e como
ainda n3o sdo conhecidos os residuos de aminoacidos que participam do
mecanismo de inibicdo da enzima FFo-ATP Sintase pelos compostos

organoestanicos, este trabalho objetivou-se:

1) Avaliar o processo de ativagdo das estruturas dos compostos
organoestanicos usando calculos teodricos, envolvendo espécies neutras e
protonadas.

2) Estudar a formacao de intermediarios a partir da hidrélise acida por
meio de uma reacao modelo.

3) Realizar modelagem molecular na enzima F,F,-ATP Sintase, com a
finalidade de avaliar a interacdo desses compostos com a enzima.

4) Propor, utilizando célculos quanticos, uma vez que ainda estdo
obscuros na literatura, quais poderiam ser os aminoacidos envolvidos na
interacdo dos compostos organoestanicos. Dessa forma, pretende-se auxiliar na

elucida¢do do mecanismo dessa reagao.
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4 METODOLOGIA

4.1 Célculos de otimizacao das estruturas

Foram selecionados 14 compostos com atividade conhecida em fungos
e/ou bactérias. Os céalculos foram realizados pelo método DFT, sendo utilizado o
programa Gaussian 03 (Frisch et al., 2004), com funcional de densidade HCTH
(Buck-Koehntop et al., 2006) ¢ funcdo de base LANL2DZ (Krishnamoorthy et
al., 2006). O quadro abaixo apresenta os compostos que foram utilizados neste

trabalho.

QUADRO 2 Compostos organoestanicos utilizados neste trabalho com
respectivo numero de identificagdo, sua nomenclatura IUPAC e
estrutura molecular.

Composto Nome (IUPAC) Estrutura

1 Cloreto de Trifenilestanho QSH' cl

2 Hidreto de Trifenilestanho Q
Sn-H

...continua...
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QUADRO 2, Cont.

Hidréxido de
Trifenilestanho

Acetato de Trifenilestanho

2-Fenil-1,2,3-
triazolcarboxilato de
Trifenilestanho

1,2,4-triazol de
Tricloexilestanho

Dicloreto de Difenilestanho

Cl—Sn-Cl

s

33

...continua...




QUADRO 2, Cont.

Diacetato de Difenilestanho 0 J)\
8 H,C~ ~0—sSn-0” “CH,
Cloreto de Tributilestanho
9 ZN"Nghcl
Dicloreto de Dibutilestanho
10 Cl—Sn-Cl
Diacetato de Dibutilestanho 0 0
11 H,C~ ~0—Sn-0” "CH,
i o)
12 DDBT-CI* e/
cl
F
F
N=N F

...continua...
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QUADRO 2, Cont.

13 Cloreto de Trietilestanho ~speal
s
14 Cloreto de Trimetilestanho Hsc—?n-CI
CH,
*Cloreto de 4-[3-(Trifluorometil)-3H-Diazirin-3-yl|Benziloximetil
Dibutilestanho

4.2 Perfil dos estados de transicéo

Os calculos foram realizados no programa Spartan PC Pro (Hehre et al.,
1999) com o método semiempirico PM3 (Alencastro et al., 2005; Stewart, 1989)
e pelo método DFT no programa Gaussian 03 (Frisch et al., 2003). Todos os
estados de transi¢do, intermediarios e precursores envolvidos foram calculados.
Cada conférmero foi totalmente otimizado pelos métodos PM3 e DEFT.
Utilizaram-se estruturas neutras e protonadas, ou seja, incluiu-se um préton
fazendo ligacdo com o atomo da espécie anidnica ligado ao estanho. Os estados
de transi¢do e intermediarios foram caracterizados por frequéncias imaginarias,
baseados em calculos de infravermelho (Baboul & Schlegel, 1997). O perfil da
energia e as geometrias selecionadas ao longo do caminho da reacdo foram
calculadas pelo método DFT com funcional HCTH utilizando e func¢ao de base
LANL2DZ. Esse procedimento computacional tem sido utilizado em sistemas
semelhantes com sucesso (Cunha et al., 2004; Silva et al., 2006; Buck et al.,

2004).
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4.3 Cinética de reacdo atraves de um composto modelo

4.3.1 Sintese do complexo modelo

Em um baldo de fundo redondo de 500 mL, foram dissolvidos 2,60
mmol de dicloreto de difenilestanho em 30mL de acetonitrila e adicionados 2,60
mmol de acido acético 0,5 mol/L. A mistura reacional foi submetida a refluxo

por 4 horas a 100°C e sob agitagdo magnética (Cannata, 2008) .

4.3.2 Analise pela Espectrometria de massas

Os intermediarios foram identificados por espectrometria de massas com
ionizagdo por eletrospray (ESI/MS) Trap (Agilent-1100). As amostras foram
inseridas no aparelho por infusio a um fluxo de 15 mL min™, com controle de
carga no quadrupolo (ICC) ajustado para 30.000 e modo positivo. A temperatura
do gas de secagem (N,) foi de 325 °C e fluxo de 5 L min™', com potencial de

extracdo de ions de -3.500 V.

4.4 Estudo de Ancoramento Molecular

4.4.1 Tratamento da proteina

Através do “Protein Data Bank” (PDB), sob o codigo 1C17 (Rastogi &
Girvin, 1999), foi obtida a fragdo F, da enzima F,Fo-ATP Sintase. Essa fracao
corresponde as subunidades a e c. A subunidade a, que € o alvo deste trabalho,
foi recortada para a realizacdo dos calculos (Figura 6). O sistema de expressao

foi a Escherichia coli.
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:

Subunidade a Subunidade ¢

FIGURA 6 Frago Fo completa obtida do PDB e a subunidade a recortada para
0 ancoramento

4.4.2 Ancoramento com as estruturas neutras e cations

Os compostos otimizados na primeira etapa do trabalho foram
exportados para o programa PC Spartan Pro (Hehre et al., 1999), para o calculo
de suas cargas parciais atdmicas utilizando o método PM3.

Utilizou-se, para os calculos das energias de ancoramento, o programa
Molegro Virtual Docker (MVD), em que cada ligante foi ancorado no sitio ativo
da enzima. Nessa etapa, a identificagdo dos modos de interacdo do ligante ¢
interativa ¢ avalia um numero de solugdes (conformacdo e orientagdo do
ligante) e estima a energia de suas interagdes com a proteina. As melhores

solugdes sdo retornadas para uma analise adicional (Ramalho et al., 2009).
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As moléculas do ligante e de residuos de aminoacidos perto do ligante
sd0 consideradas flexiveis durante a simula¢do de ancoramento. Assim, para
melhores resultados, os residuos proximos a 10 A do ligante foram
flexibilizados. Foi selecionada a melhor conformag¢do de cada composto,
conjuntamente com a energia de interacdo mais estavel entre a posicdo do

composto e a respectiva proteina.

4.5 Estudo do mecanismo de reacéo na enzima

No presente trabalho, a parte MM foi obtida dos resultados de
ancoramento molecular. A conformacdo dos substratos ¢ dos residuos de
aminoacidos da enzima F,Fo-ATP Sintase obtida do ancoramento foi recortada
de forma a deixar somente a parte que sera utilizada nos calculos de QM.

Os calculos de QM foram efetuados no programa PC Spartan Pro. A
regiao QM, a qual consiste de Ser 233, Gln 234, Asn 238, Leu 125, Leu 126 ¢
His 132, ligacdes peptidicas vizinhas, atomos ligados e inibidor, tem um total de
104 atomos. As coordenadas iniciais para atomos de Ser 233, Gln 234, Asn 238,
Leu 125, Leu 126 e His 132 e ligagdes peptidicas vizinhas foram tomadas da
estrutura do cristal.

Com as conformagdes dos cations provenientes dos resultados de
ancoramento, a curva de energia potencial foi obtida utilizando o método PM3,
variando o comprimento de liga¢do entre a His 132 e o atomo de estanho de

cerca de 0,25 A.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Esta se¢do esta dividida em quatro partes: a primeira discute os perfis de
energia potencial dos compostos e sua possivel contribui¢do para a atividade
bioldgica; a segunda parte descreve um estudo cinético de uma reagdo entre o
dicloreto de difenilestanho e o acido acético, com caracterizacdo por
Espectrometria de Massas. A terceira descreve modelos de ancoramento de
nossos compostos com a subunidade @ da ATP Sintase de E.coli; e a Gltima trata

do mecanismo de reagdo no sitio ativo da subunidade a.

5.1 Perfil da energia de ativacéo

A primeira parte do trabalho é baseada no estudo das superficies de
energia potencial dos compostos em estudo. A intengdo ¢ verificar se existe uma
etapa de ativacdo associada a formagdo dos cations R,Sn’. Essas espécies
quimicas poderiam ser mais bem reconhecidas pela enzima, tendo em vista que a
ATP Sintase ¢ ativada somente pela entrada de protons na subunidade a. Como
ja foi mencionado, recentes estudos de Pellerito et al. (2006) sugerem que a
espécie que causa a inibicdo de ATP no organismo-alvo pode ser um cation
formado a partir da dissociacdo do grupo de saida anidnico. Portanto, investiga-
se a barreira de energia envolvida na dissociagdo do grupo X (Equagio 16).

R,SnX4, 2 R,Sn" +4-n X Eq. 16

A etapa para a dissociagdo do grupo abandonador X pode ser catalisada
com a protonagdo da ligagdo Sn-X, visto que a ligacdo Sn-X ¢ polarizada.

Com a finalidade de avaliar o perfil cinético, foram construidas
superficies de energia potencial para os compostos organoestinicos estudados.
Os calculos foram realizados utilizando estruturas neutras e protonadas, ou seja,

incluiu-se um proton fazendo ligacdo com o atomo da espécie anidnica ligado ao
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estanho. Com isso, pode-se avaliar se ocorre um decréscimo nas energias de
ativagdo, evidenciando a etapa de formacdo do cation de interesse que pode
passar pela protonacdo do grupo X. Os estados de transi¢do e intermediarios
foram caracterizados por frequéncias imaginarias, baseados em calculos de
infravermelho (Baboul & Schlegel, 1997).

A Tabela 1 apresenta as energias dos estados de transi¢do calculados nos

métodos semiempirico e DFT.

TABELA 1 Energias dos estados de transi¢éo calculados pelos métodos DFT e
semiempirico (PM3) em espécies neutras e protonadas dos
compostos organoestanicos estudados e algumas das respectivas
atividades biologicas.

AE* (kcal.mol™)

Composto Neutro Protonado Atividade Bioldgica (MIC)

PM3 DFT PM3 DFT

1 44,13 29,26 9,18 -2,04 3,9

2 62,42 50,38 2,55 -0,64

3 66,50 62,50 9,68 17,82 0,5°: 9,4°

4 54,52 68,82 14,93 10,17 2°

5 60,53 70,36 17,56 13,04

6 41,40 51,61 14,99 1,39

7 39,88 25,27 9,03 -3,02 4,3

8 55,69 41,48 13,05 8,40

9 40,28 22,38 12,07 -5,20 10°

10 4799 33,57 12,93 2,87 16,5¢

11 53,67 36,65 14,15 9,89

12 45,62 27,35 7,22 -0,21 5?

13 45,06 28,76 15,11 3,44

14 46,10 28,80 17,66 -2,46

*mgL™" (Wharf et al., 1997; Wharf, 2000); ° zM (Ballmoos et al., 2004);
© mmol” (Hadi et al., 2008).

Krishnamoorthy et al. (2006) realizaram estudos de reacdes entre

organoestanicos e calcularam as energias de ativacao utilizando os métodos PM3
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e DFT (HCTH com fungdo de base LANL2DZ). Tanto o método PM3, quanto o
DFT descreveram bem o comportamento termodinamico e cinético da reacio.

De acordo com a Tabela 1, tanto para o método PM3, quanto para o
método DFT, pode-se observar claramente uma barreira de ativagdo menor,
associada as espécies protonadas, quando se compara com 0s COmpostos neutros.
Portanto, acredita-se que uma etapa de ativagdo poderia ocorrer, levando a
formacdo de moléculas carregadas antes da reacdo com a proteina. Os valores de
energia de ativacdo foram reduzidos, em média, cerca de 70-75%, quando
comparados com os compostos neutros. Em consonancia com isso, pode-se notar
que uma etapa de protonagdo de compostos organoestanicos podera enfraquecer
a ligagdo Sn-X. A redu¢@o na barreira de ativagdo ¢é tdo drastica, que foram
obtidos valores negativos para a energia de ativacdo. Deve-se ter em mente,
contudo, que esses valores ndo tém significado fisico, mas revelam que o
processo de ativag@o ¢ muito eficiente e nossa metodologia tedrica utilizada ndo
¢ suficientemente acurada para obter valores exatos. O modelo PM3 tem suas
limitagdes, mas como mostrado em outras publicagdes, pelo menos para os
complexos menores, essa metodologia ndo introduz quaisquer modificagdes no
mecanismo, mas apenas estuda a energética das reagdes (Stewart, 1989;
Mancuso & McEachern, 1997).

Fazendo uma correlagdo linear entre os dados de atividade disponiveis
(Hadi et al.,, 2008) e as energias de ativagdo para os compostos neutros e
protonados, pode-se observar uma melhor correlagdo linear entre as energias de
ativacdo quando se protona a ligagdo Sn-X (R”> = 0,91), em comparagio as
estruturas neutras (R*=0,11).

Ao se comparar também os dados de atividade biologica dos estudos de
Wharf (1997), Wharf (2000) e Ballmoos et al. (2004) com as energias de
ativacdo das espécies protonadas pelo método PM3, verifica-se que elas também

se correlacionam.
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Em outro estudo, realizado por Rehman et al. (2005, 2008), verifica-se
uma tendéncia de inibi¢do tanto em fungos, quanto em E. coli. Os autores
concluiram que di- e trifenilestanho (IV) sdo mais ativos do que os outros € 0s
derivados trifenilestanho sdo mais eficazes do que os derivados difenilestanho.

A tendéncia das atividades bioldgicas dos organoestanicos (IV) é mostrada a

seguir:

Ph;SnX e Ph,SnX, >> n-Bu3SnX > n-Bu,SnX, > Et;SnX > Me;SnX,
sendo Ph;SnX > Ph,SnX,

Comparando com os valores de energia apresentados na tabela 1,
observa-se que, com algumas excecdes, a tendéncia se mantém quando se atenta
para as energias calculadas para os compostos protonados, o que reforga nossa
hipotese de que ha uma etapa de ativagdo envolvida na formagdo do cation. A
ordem das energias esta mostrada a seguir:

2>12>7>1>3>9>10>8>11>4>6>13>5>14

Assim, o mecanismo da reagdo, bem como as energias relativas, pode
ser bem estabelecidos com esse modelo teorico. O grafico a seguir (Figura 7)
mostra o perfil de energia de potencial de um de nossos compostos (6), o 1,2,4-

triazol de tricloexilestanho, popularmente conhecido como Azocyclotin®.
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FIGURA 7 Grafico do perfil de energia potencial do composto 6.

Na literatura, verifica-se que o grau de lipofilicidade contribui na
atividade dos organoestanicos (Baul, 2008). Esse grau de lipofilicidade pode ser
determinado pelo coeficiente de parti¢do octanol: agua (LogP). Com isso, foram
feitas predigcdes de valores de LogP para os compostos utilizando o software
online ADME/Tox Web (Didziapetris et al., 2006). Em um primeiro momento,
foram feitos alguns calculos de logP (coeficiente de particdo) para os compostos
organoestanicos, a fim de compara-los com resultados experimentais e validar a
estratégia tedrica utilizada. A comparacdo entre os dados tedricos e
experimentais do coeficiente de particdo (Powers & Beavis, 1991) indica que o
software pode ser usado para calcular os parametros de hidrofobicidade dos
compostos organoestanicos. O coeficiente de correlagdo (R?) obtido entre os

dados experimentais e tedricos foi igual a 0,997 (Tabela 2 e Figura 8).

TABELA 2 LogP de alguns organoestanicos obtidos experimentalmente
(Powers & Beavis, 1991) e calculados pelo programa ADME/Tox

Web.
Composto LogP (Experimental)® LogP (Calculado)
Cloreto de Trimetilestanho -0,30 -0,79
Cloreto de Trietilestanho 0,57 0,65
Cloreto de Tripropilestanho 1,72 2,12
Cloreto de Tributilestanho 3,11 3,58
Cloreto de Trifenilestanho 4,08 5,10

@ Powers & Beavis, 1991

Os compostos utilizados como conjunto de teste representam de forma

significativa toda a classe dos organoestanicos, visto que os derivados de



trimetil, trietil, tripropil, tributil e trifenilestanho s3o os mais comercializados
hoje. Além disso, servem como ponto de partida para a sintese de outros
complexos. O objetivo foi, também, avaliar a influéncia do aumento do ntimero
de carbonos na hidrofobicidade sem alterar a natureza do grupo anidnico, o que
se verifica é que aumentando o nimero de carbonos, aumenta o valor de LogP, e
consequentemente, o grau de hidrofobicidade. Isso considerando que todos eles

sdo derivados de organoestanicos trissubstiuidos.

LogP Calculado (ADME Tox Web)

LogP Experimental

FIGURA 8 Grafico da correlacao linear entre os valores de LogP experimental e
LogP calculado

Na tabela 3 apresentam-se os valores do coeficiente de particdo com

alguns dados de atividade bioldgica.
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Pode-se verificar que os compostos que possuem maiores coeficientes
de parti¢do sdo aqueles que possuem somente aneis aromaticos em sua estrutura,
0 que corrobora com o fato de que quanto mais carbonos, maior o carater
hidrofobico (Baul, 2008). O composto 6 ¢ formado por trés anéis cicloexilas.
Portanto, poderia prever que ele possuiria um coeficiente semelhante aos

compostos 1-5.

TABELA 3 LogP de alguns organoestanicos obtidos experimentalmente
(Powers & Beavis, 1991) e calculados pelo programa ADME/Tox
Web e suas respectivas atividades biologicas.

Composto Atividade Bioldgica LogP
(MIC)
Experimental Teorico
1 3,9 4.08¢ 5.10
2 4.93
3 0,5 9,4¢ 5.00
4 2 5.14
5 6.12
6 5.80
7 4,3 3.55
8 3.63
9 10° 3.11° 3.58
10 16,5¢ 0,90
11 3.80
12 5° 3.33
13 0.57¢ 0.65
14 -0.30¢ -0.79

*mgL”" (Wharf et al., 1997; Wharf, 2000); ® zM (Ballmoos et al., 2004);
¢ mmol”’ (Hadi et al., 2008).
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Comparando-se com valores de atividade, observa-se que ha algumas
discordancias, como, por exemplo, entre os compostos 9 e 12. Os dois possuem
coeficientes parecidos; entretanto o 12 apresenta uma atividade maior. Com
esses dados, pode-se dizer que os dois compostos podem ter absorcdo
semelhante pelo organismo; porém, a formagao da espécie ativa de um ¢ mais
rapida ou mais eficiente que o outro.

Em face disso, pode-se inferir que a hidrofobicidade pode contribuir de
alguma forma para a atividade, mas somente em termos de absor¢do pelo
organismo. Na verdade, a hidrofobicidade tratada isoladamente ndo determina a
atividade biologica.

5.2 Estudo da cinética de reacao

De modo a identificar o comportamento dos compostos organoestanicos
em solucao, foi realizada uma reagdo-modelo entre o dicloreto de difenilestanho
(7) e acido acético. O acido acético foi escolhido, pois sendo ele um acido
organico, simularia residuos de aminoacidos presentes na entrada da subunidade
a.

De acordo com os espectros da Figura 9, pode-se observar que, apos 15
minutos de reagdo, um forte sinal correspondente a razdo m/z = 309 foi
detectado devido a reacdo de hidrdlise. Pode-se assim, identificar um
intermediario formado pela reacdo entre as moléculas de solvente e os
organoestanicos. Pelos resultados deste trabalho, infere-se que a ruptura da
ligacdo Sn-X resulte em vacancias no atomo de Sn, as quais podem ser ocupadas
por moléculas de agua. O complexo organoestanico com novas moléculas de
solvente ¢ instavel (m/z = 309), pois as moléculas de agua sdo bastante labeis.
Na verdade, ¢ evidente que os complexos de estanho dessa natureza tém uma
forte tendéncia a perder as moléculas de agua, a fim de, eventualmente, obter a
situagdo mais estavel, por exemplo, o fragmento m/z = 333. Um exame mais

detalhado das geometrias resultantes mostrou que o complexo de Sn com agua
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foi deformado com moléculas de agua mais distantes do atomo de Sn,
aumentando o grau de polaridade.

O sinal correspondente a m/z = 333 (acetato de difenilestanho) foi
detectado principalmente até 2 horas de reagdo, sugerindo uma ligeira remogao
desse composto. Portanto, a reacdo de hidrélise leva a maior atividade catalitica
para os organoestanicos. Na verdade, a partir da Figura 9, o aumento do ntimero
de intermediarios de reagdo pode ser claramente observado apds 4 horas. Em
contrapartida, a reagdo quimica entre organoestanicos ¢ acido acético sé ocorre
apo6s a formagao de m/z = 309. Com base nos resultados, propde-se que a reacao
seja iniciada com a ativacdo dos compostos organoestinicos por moléculas de
agua, seguida pela formagdo de um intermediario-chave, que reage com acido
acético. O método ESI-MS, que raramente ¢ usado para o estudo de solugdes
aquosas de compostos inorganicos, possibilita uma maior especificidade sobre a
natureza das espécies contidas na solu¢do, bem como sobre o seu mecanismo de
fragmentacdo. Esse método também identifica a espécie intermediaria com um
tempo de vida muito curto, como os complexos ativados, tais como espécies m/z
= 309. Salienta-se também que testes de acidez com o sobrenadante do meio
reacional indicaram um ligeiro abaixamento do pH, o que pode ser HCI formado

na sintese.
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FIGURA 9 Espectros de massas no modo ion positivo para o acompanhamento
da reagdo quimica em diferentes instantes na reacao.
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FIGURA 10 Intensidade relativa dos principais intermediarios formados ao
longo da reagdo

O grafico acima (Figura 10) corresponde aos intermediarios que
possuiram maiores intensidades nos espectros de massas ao longo do tempo.
Pode-se notar que o intermediario principal (m/z = 309), aos 15 minutos de
reacdo, apresenta intensidade relativamente grande, se comparado aos outros, €
que, a partir da primeira hora de reacdo, comega a cair ¢ ficar constante, ao passo
que os intermediarios (m/z = 350 ¢ m/z = 368) vdo aumentando ao longo da
rea¢do. Com isso, infere-se que esses trés intermediarios correlacionam-se de
forma que para se chegar ao produto, passa pelo intermediario-chave (m/z =

309), que apos essa etapa, passa pelo intermedidrio m/z = 350, que conduz ao
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intermediario m/z = 368. Pode-se notar também que a reacdo entre o acido
acético e o dicloreto de difenilestanho parece ocorrer bem rapidamente, visto
que o intermedidrio de razdo m/z = 350 ja aparece nos primeiros 15 minutos,
mesmo com uma intensidade de 1%. Também surge um pico na regido de m/z =
384, que pode ser um caminho alternativo da reag¢do. Entretanto, como esse sinal
aparece com baixa intensidade, a reacdo ndo ocorre majoritariamente por esse
caminho. O mecanismo proposto, baseado nessas informagdes, estd representado

a seguir (Figura 11).
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FIGURA 11 Mecanismo de proposto para a reacao de hidrdlise do dicloreto de
difenilestanho em acido acético.
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O mecanismo proposto assemelha-se a um mecanismo de substitui¢do
bimolecular (Domingos et al., 2003). Como se trata de compostos
organometalicos, esse mecanismo ¢ denominado de mecanismo associativo, ou
seja, a espécie formada no ataque do nucledfilo sobre o atomo de estanho
tetraédrico € pentacoordenada com geometria do tipo bipiramide trigonal, sendo
essa espécie um intermediario ou um estado de transi¢ao. Como os compostos
organoestanicos pentacoordenados sdo relativamente estaveis, pode haver essa
alternancia entre as geometrias tetraédricas e bipiramidais.

Como foi explicado, pode-se ter dois caminhos distintos para essa
reacdo, sendo um majoritariamente devido a propor¢do dos sinais dos
intermedidrios. O intermediario de razdo m/z = 384 possui um impedimento
estérico maior, se comparado aos outros, visto que hd a entrada de um grupo
acetato e a presenca do cloro pronto para sair da molécula. Assim, o0 mecanismo
associativo foi observado experimentalmente com os resultados de
espectrometria de massas.

Dessa forma, pelos resultados, infere-se que o0s compostos
organoestanicos em solug@o podem sofrer hidrélise, formando um intermediario-

chave.

52



5.3 Estudo do Ancoramento Molecular

5.3.1 Ancoramento com o derivado da hidroélise da reacdo modelo

Com base no trabalho de Ballmoos et al. (2004), que sugere que a agdo
de compostos organoestanicos ocorre na enzima F;Fo-ATP Sintase. Nesse
trabalho, os autores também afirmam que os protons que ativam a enzima
entram solvatados e que essa estrutura de solvatagdo seria quebrada por uma
rede de aminoacidos, ainda desconhecidos. Portanto, diante disso, fez-se o
ancoramento do produto de hidroélise gerado pela reagdo entre o &cido acético e o
dicloreto de difenilestanho, no intuito de sugerir alguns aminoacidos que podem
participar dessa rede. Levou-se em consideracdo a proximidade do residuo com
o ligante e as ligagdes hidrogénio presentes.

Um algoritmo de predicdo da cavidade baseado em uma caixa 3D foi
usado para gerar o sitio de ligagdo da F|Fo-ATP Sintase usando o programa
Molegro Virtual Docker (Thomsen & Christensen, 2006). O volume calculado
da cavidade foi de 209,82 A® e esta representada na Figura 12, juntamente com o

derivado da hidrolise da reagdo do composto modelo.
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FIGURA 12 Intermediario dentro da cavidade correspondente ao sitio ativo

Pode-se verificar que o estanho localiza-se dentro da cavidade com os
grupos hidrofilicos orientados para fora da cavidade. Como podera ser visto
adiante, esses grupos estdo localizados proximos a aminoacidos de alta
hidrofilicidade. Os dois anéis aromaticos também estdo orientados a ficar para
fora da cavidade e estdo localizados proximos a regido de alta hidrofobicidade.

As interagdes que esse intermedidrio realizou com a enzima estdo

apresentadas na tabela 4.
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TABELA 4 Principais ligagdes hidrogénio (distincia em A e energia em
kcal/mol) entre o ligante e a FF,-ATP Sintase, os valores de
energia eletrostatica intermolecular (kcal/mol) e de ligacdo
hidrogénio total (kcal/mol).

. Distancia  Energia Eperglfl 1'1ga<;ao Energia
Residuos (A) (keal/mol) hidrogénio total Intermolecular
(kcal/mol) (kcal/mol)
Ser 233 2,76 -2,5
Gln234 241 -0,93 -3,81 -95,60
Asn 238 2,82 -0,38

Verificou-se que a molécula de agua e a hidroxila que coordenam com o
atomo de Sn interagem por meio de ligagdes hidrogénio com os residuos de
aminoacidos Ser 233, Asn 238 e GIn 234. Como foi dito, esses grupos estdo
orientados para fora da cavidade. Com isso, além de estarem voltados para uma
regido fortemente hidrofilica, favorecem essas interagdes. Além disso, a parte
hidrofébica (anel aromatico) do intermediario m/z = 309 (Figura 11) interage
com a nuvem © do anel imidazolico da His 132. Essas interagdes podem ser
atrativas ou repulsivas. A seguir, a tabela 5 apresenta, quantitativamente, essas

interacdes do ligante com a histidina.



TABELA 5 Interagdes hidrofobicas (distdncia em A e energia em kcal/mol)
entre o ligante e o residuo de His 132.

. Distancia Energia
Residuo A) (keal/mol)
4,21 -0,18
. 3,43 -0,27
His 132 3,92 0,086
3,84 0,09
4,30 0,073

Deve-se ressaltar que moléculas de agua coordenadas ao estanho sdo
labeis. Assim, os residuos de aminoacidos Ser 233, Asn 238 e GIn 234 podem
estar envolvidos no processo de remogdo dessas moléculas de agua, gerando
espécies quimicas, tais como R;Sn’. Posteriormente, essas espécies podem
interagir com os residuos de aminoacidos presentes no filtro de seletividade do
canal idnico de uma subunidade da ATP sintase. Nota-se também uma
proximidade do ligante com residuos de leucina (Leu 125 e Leu 126), que sdo
hidrofobicos. Nao ocorre nenhuma interagdo eletrostatica entre o ligante com
esses aminoacidos (Figura 13). Mas devido a proximidade entre eles, sugere-se
que ha uma participagdo no que se diz respeito ao impedimento estérico, por

exemplo.
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FIGURA 13 Ligag¢des hidrogénio entre o intermediario com a subunidade a da
F,Fo-ATP Sintase.

Também foram feitos calculos para determinar a superficie eletrostatica
no sitio ativo, no intuito de saber se o ligante localiza-se em uma regido de alta
hidrofilicidade ou hidrofobicidade. Analisando a superficie eletrostatica da
subunidade a, verifica-se que proximo ao sitio ativo, ha regides hidrofilicas, mas
ha a predominancia de regides hidrofobicas. O ligante encontra-se na interface

entre essas regioes, com o grupo hidroxila e as moléculas de agua voltadas para
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a regido hidrofilica e a cadeia carbdnica voltada para regido hidrofobica (Figura

14).

FIGURA 14 Superficie eletrostatica da regido do sitio ativo da subunidade a da
F\F,-ATP Sintase de Escherichia coli. Em vermelho, regides
hidrofilicas e em azul, regides hidrofobicas.

A regido hidrofobica proxima ao sitio ativo da subunidade a € composta
por residuos dos aminoacidos Leucina (Leu 125, 126, 134, 136 e 237),
Isoleucina (Ile 129 e 223), Valina (Val 133 e 141) e Glicina (Gly 135). Ja a
regido hidrofilica ¢ composta pelos residuos dos aminoacidos Prolina (Pro 122 e
137), Tirosina (Tyr 128), Alanina (Ala 130 e 138), Glutamato (Glu 131),
Histidina (His 132), Arginina (Arg 140), Serina (Ser 144 e 233), Glutamina (Gln
234) e Asparagina (Asn 238). Interessante ressaltar que, somente proximo ao
sitio ativo, hd uma regido fortemente hidrofilica. Além disso, os residuos de Glu
131, His 132 e Ala 130 estdo orientados no que seria a entrada do canal. Como
sdo0 aminoacidos carregados negativamente, podem iniciar o processo de

translocagdo do proton na enzima (Dimroth et al., 2000).
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5.3.2 Ancoramento com compostos neutros

Foram feitos calculos de ancoramento molecular com os compostos
envolvidos neste estudo, a fim de verificar as interacdes que fazem com a
proteina, para poder sugerir um modelo tedrico de inibigdo. A tabela a seguir
apresenta todas as interacdes que foram encontradas nos calculos para os 14

compostos deste estudo:

TABELA 6 Principais interagdes eletrostaticas e hidrofobicas (distancia em A e
energia em kcal/mol) entre os ligantes ¢ a subunidade a da FF,-
ATP Sintase e os valores de energia intermolecular (kcal/mol).

Composto  Residuos Distancia  Energia E. Inter.  Atividade Biol.
p (A)  (kcal/mol) (kcal/mol)

4,18 -0,087
2,70 2,78
4,18 -0,83
His 132 3,54 -0,31
424 1,13
3,87 -0,86 39
1 a2 0,10 111,61
4,01 3,05
4,42 0,19
Glu13l 3,59 0,17
4,18 0,087
3,68 0,22
3,62 -0,29
4,15 0,17
) 3,74 0,27
His 132 4,30 -0,04 -110,28
4,17 -0,56
3,00 -0,09
3,12 0,53

...continua...
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TABELA 6, Cont.

4,33 -0,09
3,98 -0,25
3,53 -0,044
4,44 -0,80
4,21 -1,81
His 132 3,57 -0,043
4,06 -0,96
2,58 -4,84
3 4,27 -1,15 -117,6 0,5% 9,4°
3,76 3,95
3,93 0,20
4,29 -0,17
Glu 131 4,41 0,32
3,63 0,47
4,39 0,022
4,10 -0,30
4,46 -0,25
3,78 -0,011
3,49 -0,012
His 132 4,13 -0,91
4,14 -1,67
2,56 -4,38
4 2,96 -2,95 -134,98 2¢
4,17 -0,025
3,99 3,2
3,15 3,57
Glu 131 4,22 0,025
4,39 0,056
3,57 0,36
3,97 -0,086
5 3,82 -0,25
3,80 -0,094 -186,2
His 132 4,46 -0,24
3,25 -0,035
...continua...
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TABELA 6, Cont.

3,49 -0,031
421 -0,91
Arg 140 3,95 -0,41
431 -0,022
3,25 -0,039
2,74 -4,05
His 132 4,19 -1,75
4,26 0,24
3,94 0,28
6 3,96 0,42 -127.61
2,96 3,38
3,56 -0,29
Glu 131 4,45 0,069
4,10 0,12
4,08 -0,1
3,97 -0,15
3,81 -0,11
His 132 4,30 -0,14
3,38 -0,21
4,42 -0,014
3,52 -0,17
4,06 -0,98
7 2,69 0,14
3,75 1,15 -91,7 4,3¢
3,88 0,076
Glu 131 3,98 0,064
4,49 0,80
4,36 0,06
3,90 0,17
Arg 140 3,79 -0,24
...continua...
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TABELA 6, Cont.

3,97 -0,48
3,86 0,51
3,94 -1,64
426 -1,52
His 132 3,71 -0,44
4,24 -1,46
2,15 5,71
4,03 0,38
3,17 0,61
8 431 3,89 -121,0
3,16 3,15
3,75 -0,02
Glu 131 3,17 0,21
2,65 0,70
4,49 1,18
Arg 140 4,49 0,014
4,10 -1,07
His 132 3,52 -1,45
4,39 0,41
2,92 -0,93
9 3,95 1,85 -82,32 10°
425 0,33
Glu 131 4,44 -0,097
3,33 -0,087
4,44 -0,05
427 0,11
His 132 3,81 -0,14 16,5¢
10 364 086 -69,71
4,19 0,47
3,75 0,58
11 3,75 -0,49
2,44 -4.46
...continua...
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TABELA 6, Cont.

3,54 -2,53
3,84 -1,82
His 132 4,20 -1,51 -97.9
4,24 -1,77
4,35 -1,42
3,49 2,69
3,92 3,78
4,14 2,10
4,29 -0,79
3,29 -1,29
4,14 -0,002 ,
His 132 4,02 -0,86 5
12 418 20,002 -120,85
3,35 0,54
3,30 1,82
4,23 1,11
4,30 -0,97
13 His 132 3,88 0,096 -50,65
4,39 0,075
3,85 -1,18
14 His 132 3,39 -0,75 -32,1
4,32 1,4

“mgL” (Wharf et al., 1997; Wharf, 2000); ° uM (Ballmoos et al., 2004);

¢ mmol”’ (Hadi et al., 2008).
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Analisando o ancoramento com as espécies neutras, verificou-se que
quanto maior for o grupo X, ou quando esse grupo for composto por atomos
aceptores de ligagdo hidrogénio, a energia intermolecular ¢é mais
intensificamente minimizada e, consequentemente, apresenta maior estabilidade
dentro da proteina. Isso ¢ verificado de forma mais evidente nos compostos 4, 5,
11 e, principalmente, o 8, a presenga de 2 grupos acetatos diminui
consideravelmente a energia, devido a formagdo de ligagdes hidrogénios entre
ligante-proteina. Também se pode verificar que ha uma predominancia das
interacdes eletrostaticas e hidrofobicas sobre as ligagdes hidrogénio. Isso € fato,
pois a subunidade a € praticamente hidrofobica, exceto em uma pequena regido
proxima ao sitio ativo. Além disso, todos os compostos fazem interagdes
eletrosaticas com o residuo de His 132, o que sugere que ele seja um dos
aminoacidos-chave para a inibi¢do dos organoestanicos, juntamente com o0s
outros que participam da quebra da estrutura de solvatagao.

Alguns compostos também realizaram ligagdes hidrogénio com os
aminoacidos do sitio ativo: Leu 126, His 132, Ala 138, Ser 233 e Gln 234. As
energias das ligacdes de hidrogénio dos compostos com as respectivas distancias

em relacdo aos aminoacidos estdo indicadas na tabela 7.
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TABELA 7 Principais ligagdes hidrogénio (distincia em A e energia em
kcal/mol) entre os ligantes ¢ a subunidade a da F,F,-ATP Sintase
e de ligagdo hidrogénio total (kcal/mol).

E. Interagdes de E. ligacao hidrog.

Composto Residuos DlS(th)lCla hidrogénio total
(kcal/mol) (kcal/mol)
3 His 132 2,55 -1,14 -1,14
His 132 2,56 -1,04
2,96 -2,05
4 -4,65
GIn 234 3,43 -0,18
3,07 -1,38
His 132 2,15 -1,30
8 GIn 234 3,34 -0,61 504
Leu 126 3,27 -0,13 ’
His 132 3,54 -0,027
2,44 -0,6
L ser233 334 11,28 2,05
Ala 138 3,03 -0,14

Fazendo a correlagdo entre as energias de ancoramento com dados de
atividade biologica segundo Hadi et al. (2008), verificamos um R = 0,64.

Analisando os outros estudos, foram observadas discordancias. Nos
estudos de Wharf (2000) e Rehman et al. (2005, 2008), o composto 3 mostrou-se

mais ativo que o 4; entretanto, as energias de ancoramento mostram o contrario,
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ou seja, o composto 4 mostrou-se mais estavel que o 3 (Figura 15). O composto
8 possui 3 interacdes a mais com His 132 do que seu analogo (composto 7),
além de ter ligagdes hidrogénio (Figura 16). Também verificamos que ele
apresenta mais ou o mesmo nimero de interacdes eletrostaticas e hidrofobicas
que os compostos trissubstituidos (compostos 1-5). Isso pode ser explicado pela
presenca de 2 grupos acetatos ligados a sua estrutura. Consequentemente, a
energia de ancoramento foi superior que outros derivados trifenilestanho,
apresentando uma diferencga de energia de 3,4 kcal/mol maior que o hidréxido de
trifenilestanho (3) e 10,72 kcal/mol para o hidreto de trifenilestanho (2). Outra
discordancia ocorre com o composto 11. O diacetato de dibutilestanho possui
uma diferenca de energia de cerca de 6,2 kcal/mol mais estavel que o dicloreto
de difenilestanho (7) e 14,78 kcal/mol mais estavel que o cloreto de
tributilestanho (9) e 28,1 kcal/mol de um analogo, o dicloreto de dibutilestanho
(10). A explicagdo para isso ¢ a presenga de 2 grupos acetatos, que faz aumentar
o numero de interagcdes com os aminoacidos e apresenta também 4 ligacdes

hidrogénios.
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FIGURA 15 Interagdes dos compostos 3 (A) e 4 (B) com o sitio da subunidade
a.
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FIGURA 16 Interagdes dos compostos 7 (A) e 8 (B) com o sitio da subunidade

a.
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De acordo com propostas na literatura do comportamento de
organoestanicos, espera-se que o grupo X nao interfira na atividade biologica ou
tenha influéncia secundaria (Pellerito et al., 2006; Pellerito & Nagy, 2002).
Entretanto, observa-se uma grande diferenca de energia de ancoramento entre os
grupos de compostos que possuem o mesmo R: 8 e 7; 10 e 11, demonstrando,
assim, que o grupo X pode interferir de forma significativa na atividade desses
compostos.

Portanto, nao se observou para os compostos neutros (Tabela 8) uma
coeréncia entre os valores calculados de energia de ancoramento e a tendéncia

experimental observada.
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5.3.3 Ancoramento com os cations

Com base nos resultados descritos e discutidos no que se respeito ao
ancoramento com as espécies neutras, realizou-se o ancoramento somente com
os cations, a fim de verificar se eles corroboram com a tendéncia de inibi¢do
(Rehman et al., 2005, 2008; Wharf et al., 1997; Wharf, 2000; Ballmoos et al.,
2004; Hadi et al., 2008).

TABELA 8 Principais interagdes hidrofobicas (distAncia em A e energia em
kcal/mol) entre os ligantes e a subunidade a da F,F,-ATP Sintase,
os valores de energia eletrostatica intermolecular (kcal/mol).

L , Dist.  Energia  E. Intermol.
Cition Residuos " 2y (keal/mol)  (kcal/mol)

3,88 0,29
417  -025
Q . 321 -0,44

His 132 4,18 -1,12 -109,7
© 3,84 0,13
3,63 0,14
Trifenilestanho 4,30 0,065
2,97 0,14
Q 3,56 -0,29
sn His 132 4,26 0,26 -89,3
4,44 0,48

Difenilestanho

3,47 -1,33
4,26 0,08
3,30 0,46

His 132 4,11 0,18

...continua...



TABELA 8, Cont.

3,55 0,39
3,53 0,25
Qs” Arg 140 4,41 0,43 -106,6
@ 45 0,029
Tricicloexilestanho 3,05 -0,89
Glu 131 3,88 -0,04
3,47 0,40
4,02 -0,17
4,00 -0,18
S+ His132 3,88 0,26 -60,0
3,42 0,34
4,32 0,24
Dibutilestanho
3,71 -0,27
4,09 -0,21 -80,2
~_~_-Sn His 132 4,15 -0,65
3,52 -0,90
4,21 0,18
Tributilestanho
/\S>n+ His 132 4,25 -0,14 -50,9
4,43 -0,13
Trietilestanho
...continua...
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TABELA 8, Cont.

CH
H3C\S/+ 3
/ n His 132 3,39 -1,24 -30,28
H.C
Trimetilestanho
o~ JO 4,18 -0,66
Sn His 132 3,61 -1,19 -123,53
3,79 -0,55
2,64 -2.33
F
F
N=N F
DDBT*

*4-[3-(Trifluorometil)-3H-Diazirin-3-yl|Benziloximetil Dibutilestanho

Com exce¢do do DDBT, que sera explicado posteriormente, o cation que

apresentou melhor interagdo com o sitio ativo foi o trifenilestanho (Tabela 8). A

ordem de interagdo obtida teoricamente ¢ dada a seguir:

Ph;Sn” > Cyh;Sn* > Ph,Sn*" > Bu;Sn” > Bu,Sn*" > Et;Sn" > Me;Sn”

O trifenilestanho realiza o maior nimero de intera¢des hidrofobicas com
o residuo de His 132 em relagdo aos restantes cations. Outro detalhe interessante
¢ que o trifenilestanho adota uma conformagdo quase planar dentro do sitio

ativo, o que provavelmente o acomoda melhor dentro do canal (Figura 17).
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Aliado ao seu tamanho, ele poderia funcionar bloqueando a translocagdo dos

prétons para dentro da enzima. Isso explicaria porque os compostos cujo R = Ph

sdo mais ativos.

FIGURA 17 Interagdes do cation Trifenilestanho com o sitio da subunidade a

Curiosamente, o cation Tricicloexilestanho (Figura 18) possuiu, além de
interacdes com o residuo de His 132, algumas interagdes hidrofobicas com os
residuos de Arg 140 e Glu 131. Apesar de possuir 0 mesmo numero de carbonos
que o trifenilestanho, o fato de ndo adotar uma conformagdo planar dentro do

sitio ativo, minimiza as interacdes com os residuos hidrofobicos.
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FIGURA 18 Interagdes do cation Tricicloexilestanho com o sitio da subunidade
a.

A medida que o cation apresenta menor niimero de grupos arilas, ou o
tamanho da cadeia alifatica vai diminuindo, o nimero de interagdes hidrofobicas
também diminui. Com isso, ele se torna menos efetivo no bloqueio da
subunidade a. Porém, o nimero de carbonos presentes ou a diferenga de grupos
alquila ou arila do organoestanico também ¢ determinante para a minimizagao
da energia de ancoramento e, consequentemente, a sua estabilidade dentro da
subunidade a.

Fazendo-se a comparagdo entre o cation Trifenilestanho e o cation
Difenilestanho, verifica-se que o primeiro possui cinco interagdes com a His 132
a mais que o segundo. Com isso, a diferenca de energia de ancoramento ¢ cerca

de 20 kcal/mol.
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Os cations tributilestanho e dibutilestanho possuem o mesmo numero de
interagdes hidrofobicas (Figura 19) com o residuo de His 132 (cinco interagdes);
entretanto, o que vai determinar a conformacao favoravel ao primeiro € o fato de
ele possuir um grupo alquila a mais. Sendo assim, a energia do cation

tributilestanho diminui em 20,2 kcal/mol em relacdo ao cation dibutilestanho.

FIGURA 19 Interagoes dos cations Tributilestanho (A) e Dibutilestanho (B) com
o sitio da subunidade a.



Outra comparagdo que se pode fazer ¢ entre os cations Difenilestanho e
Tributilestanho. Os dois compostos possuem o mesmo numero de carbonos:
doze. Entretanto, o segundo tem um grupo catidnico a mais. Portanto, era de se
esperar uma energia de ancoramento menor que o primeiro; entretanto, iSso nao
ocorre. A explicacdo disso ¢ que mesmo o Difenilestanho tendo um grupo a
menos, o fato de possuir anéis aromaticos em sua estrutura ajuda a estabilizar o
cation melhor que o Tributilestanho. A diferenga de energia é de 9,1 kcal/mol
favoravel ao Difenilestanho.

Por enquanto, somente foram discutidas as interagdes entre cations de
estruturas semelhantes; entretanto, o cation que possuiu a melhor energia de
ancoramento foi o DDBT. Esse composto foi utilizado nos estudos de Ballmoos
et al. (2004), na tentativa de propor um modelo de inibicdo dos compostos
organoestanicos. O que determina sua melhor energia em relagdo aos outros
cations ¢ a presenga de uma ligacdo hidrogénio entre o oxigénio do grupo R
substituido com o residuo de histidina (energia -2,5 kcal/mol). Um detalhe
interessante ¢ que ele possui uma interacdo eletrostdtica a menos que seus
analogos tributilestanho e dibutilestanho. A partir disso, pode-se considerar que
a troca de um grupo substituinte apolar por um ligante formado por um
substituinte polar faz criar ligacdes hidrogénios que ajudam a minimizar a
energia de ancoramento; porém, sem aumentar as interagoes eletrostaticas com a
histidina.

A correlag@o entre os dados experimentais (Hadi et al., 2008) com as
energias de ancoramento dos cations apresentou um R* = 0,75, ou seja, melhor
do que a verificada nos compostos neutros.

Fazendo uma comparacdo dos valores de energia de ancoramento com a
tendéncia de inibi¢do observada diretamente na enzima FFo-ATP Sintase de
Escherichia coli (Rehman et al., 2005, 2008; Hadi et al., 2008), verificou-se que

elas corroboram melhor do que os compostos neutros. Com isso, pode-se supor
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que € o cation que pode interagir com a subunidade a da enzima F,Fo-ATP
Sintase.

Como houve interacdo de todos os cations com residuo de His 132,
analisou-se também a distancia do atomo de nitrogénio desse residuo com o
atomo de estanho. A tabela a seguir apresenta as distdncias do estanho com o

residuo de histidina em cada cation.

TABELA 9 Distancia do nitrogénio do anel imidazoélico do residuo de His 132
em relagdo ao atomo de Sn dos cations.

Cation Distancia em relagdo ao Sn (A)
Trifenilestanho 5,07
Difenilestanho 6,93
Tricicloexilestanho 4,53
Dibutilestanho 6,53
Tributilestanho 5,04
Trietilestanho 6,13
Trimetilestanho 5,18
DDBT* 5,52

*4-[3-(Trifluorometil)-3H-Diazirin-3-yl]Benziloximetil Dibutilestanho

Nota-se uma distancia consideravel do atomo de estanho em todos os
cations. Com isso, ndo se pode afirmar que ocorra uma ligagdo quimica de fato
entre Sn e o N do anel imidazolico da histidina. Portanto, o comportamento dos
organoestanicos dentro do canal provavelmente ¢ semelhante ao proton que ativa
a enzima, ou seja, ele atravessa o canal sem reagir com nenhum aminodacido.
Como os organoestanicos sdo moléculas formadas de varios atomos, o tamanho
¢ suficientemente grande para bloquear o canal, impedindo a entrada de novos

protons solvatados e, consequentemente a interrup¢do da produgao de ATP.



5.4 Mecanismo da interagdo com a subunidade a

Sabe-se que os organoestanicos podem interromper o processo de
produgdo do ATP pela interagdo na subunidade @ da enzima F,Fo-ATP Sintase
(Ballmoos et al., 2004). Entretanto, ¢ ainda desconhecido se esse processo
ocorre por meio de interagdes ou de alguma ligagdo quimica com residuos de
aminoacido. Tanto um mecanismo quanto o outro resultariam no bloqueio do
canal, impedindo a passagem de prétons (ou cations) responsaveis pela ativacao
da enzima. Sendo assim, aplicou-se o0 método semiempirico em combinagdo com
métodos de modelagem molecular com uma tentativa de mapear quais os
residuos de aminoacido que participam do mecanismo dessa reagao.

Nesta etapa do trabalho, investigou-se um caminho de reacdo entre os
cations dos compostos organoestanicos estudados e o nitrogénio do anel
imidazol do residuo de His 132. Esse residuo foi selecionado de acordo com os
resultados verificados nos estudos de ancoramento molecular. Em todos os
cations, ocorreram interagdes predominantemente com o residuo de His 132. O

provavel caminho de reacdo esta mostrado a seguir (Figura 20).
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GIn 234 - Ser 233

Asn 238 E
R
| +
R—Sn----N=
R =\
His 132

Leu 125 - Leu 126

FIGURA 20 Mecanismo de reagio para a reacio do cation R,Sn" na subunidade
a

A His 132 seria o primeiro aminoacido que os organoestanicos teriam
algum tipo de interacdo de acordo com sua posi¢do na estrutura cristalografica
da subunidade a obtida do PDB (1c17) (Figura 6).

De acordo com a Tabela 10, os cations trifenilestanho e
tricicloexilestanho apresentam AE” relativamente proximos. Isso pode ser devido
ao fato de as moléculas terem volumes semelhantes. O que diferencia os dois
compostos, sendo um AE” favoravel ao trifenilestanho, é o fato de ele ser
formado por grupos aromaticos e, consequentemente, possuir interagdes do tipo
empilhamento ©-m entre os anéis aromdricos ¢ o anel imidazol do residuo de
histidina.

Podemos observar também uma tendéncia de aumento do AE” de acordo

com o aumento da cadeia carbOnica. A tendéncia observada é:
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Me;Sn” > Et;Sn” > Bu;Sn'”

TABELA 10 Energias de transicdo e seus comprimentos de ligacdo e
frequéncias imaginarias respectivamente, correspondente aos
cations estudados no mecanismo de reagao com o sitio ativo da
enzima F{Fo-ATP Sintase.

Cation Freq. Imag. Comp. (A) AE"
(kcal/mol)
Trifenilestanho 419,55 1,75 71,26
Tricicloexilestanho 331,20 2,75 81,11
Difenilestanho 1066,30 3,00 63,42
DDBT - 1,75 1632,66
Tributilestanho 884,91 2.5 656,75
Dibutilestanho 529,27 2,25 109,11
Trietilestanho 307,02 2,00 59,94
Trimetilestanho 398,00 3,00 34,39

O trimetilestanho apresentou a menor das energias de transi¢do. Isso
significa que o estanho se liga ao nitrogénio mais facilmente, evidenciando um
menor impedimento estérico. Para o tributilestanho, o AE" calculado foi
altissimo (Tabela 12) e, praticamente, ndo ocorre a ligacdo quimica.

Em linha com esses resultados, considera-se que o organoestanico pode-
se ligar a His 132; entretanto, o impedimento estérico para que ocorra a ligacao ¢
grande suficientemente para que ele somente se acomode no sitio ativo,
comportando-se como um agente que bloqueia a passagem dos protons, de

forma semelhante ao trifenilestanho.



Até agora discutiu-se se os cations podem se ligar ou ndo a algum
aminoacido de acordo com a caracterizagdo de um estado de transi¢do por meio
de frequéncias imaginarias ou pelo impedimento estérico resultante das
conformagdes adotadas nos calculos de ancoramento molecular. Essas
frequéncias imaginarias s3o fundamentais para caracterizar se pode ocorrer ou
ndo uma ligagdo quimica e se hd estados de transi¢do envolvidos. O cétion
DDBT nao apresentou frequéncias imaginarias em nenhum comprimento de
ligagdo, assim pode-se afirmar que ndo ha a ligagdo quimica entre o estanho ¢ o
nitrogénio, mas somente o bloqueio no sitio ativo. Entretanto, o elevado AE*
encontrado mostra um grande impedimento estérico com os residuos de
aminoacidos Ser 233 e His 132, o que pode gerar a instabilidade do
organoestanico dentro da enzima. No grafico a seguir (Figura 21), verificam-se

as curvas de energias calculadas para os cations.
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FIGURA 21 Grafico das curvas de energias calculadas em funcdo do
comprimento da ligagdo de todos os cations envolvidos no
mecanismo da reagdo com a subunidade a da enzima F,Fo-ATP
Sintase.

O grafico indica uma tendéncia semelhante a partir 3,5 A, exceto para o
cation dibutilestanho. O comprimento médio calculado para a ligagdo Sn-N ¢ de
2,27 A. Esse comprimento de ligagio estd em boa concordincia com o
comprimento cristalografico médio entre Sn e nitrogénio de cerca de 2,25 A
(Sousa et al., 2005). As energias permanecem praticamente constantes, o que
indica que o impedimento estérico ¢ pequeno ou nao existe. Para o

dibutilestanho, a conformagdo adotada dentro da enzima pode ser suficiente para

82



que o impedimento estérico dos grupos para outros residuos possa aumentar de
acordo com ele se afasta do residuo de His 132.

Analisando a curva do cation trifenilestanho no grafico, observaram-se
dois estados de transi¢do, o primeiro em torno de 1,75 A e o outro, em 3,50 A.
Entretanto, como o segundo apresenta uma distancia relativamente alta entre o
estanho e o nitrogénio, considerou-se apenas o primeiro. E importante notar que
o comprimento de ligacdo médio entre estanho e nitrogénio é cerca de 2,10 A.
Mas, a energia do estado de transi¢do no comprimento alto leva a crer que o
impedimento estérico ¢ elevado. Portanto, a ligagdo pode ndo acontecer ¢ o
trifenilestanho acomoda-se no sitio ativo de acordo com os nossos resultados de
ancoramento.

Isso deveria ter sido observado igualmente para o tricicloexilestanho,
porém foi observado um estado de transicdo em uma energia muito menor que o
trifenilestanho e um comprimento de ligagdo em torno de 2,75 A. Essa diferenga
pode ser explicada de acordo com a sua conformagdo adotada no sitio ativo na
etapa de ancoramento.

Curiosamente, a curva do cation dibutilestanho apresentou uma curva
intensa na regido entre 3,75 e 4,75 A. Esse aumento de energia pode ser
racionalizado pelo fato de haver uma aproximagao desse cation com o residuo de
aminoacido Ser 233, proximo a His 132, fazendo com que o impedimento
estérico seja grande. O cation DDBT ndo apresentou frequéncia imaginaria na
curva de energia potencial estudada, o que ndo caracteriza a presenca de um
estado de transi¢do. Um pico na regido de 1,75 A mostra um aumento do
impedimento estérico entre 0 DDBT e o residuo de His 132. Com isso, pode-se
dizer que a partir de uma distancia minima entre o estanho e o anel imidazol, o
cation pode se estabilizar dentro do sitio ativo. Assim, esse composto pode

funcionar como um agente que bloqueia a passagem dos protons.
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De acordo com os nossos calculos, o tamanho do cation pode determinar
se ocorre a ligacdo quimica e/ou bloqueio do canal da subunidade a. Foi
observado que quanto menor o cation, menor o seu impedimento estérico dentro
da enzima; portanto, ele pode se ligar mais facilmente ao residuo de His 132.
Entretanto, um cation muito grande faz aumentar o impedimento estérico, a
energia do estado de transicdo se eleva e, consequentemente, dificulta a ligacao
com o aminoacido. Portanto, quando o cation for muito volumoso, ele pode
apenas bloquear o sitio ativo, sem ligar-se com nenhum aminoacido préximo a

ele.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, analisou-se o modo de agdo dos compostos
organoestanicos com o meio bioldgico, na tentativa de apontar caminhos para,
assim, auxiliar em futuros estudos acerca do desenvolvimento de complexos
mais seletivos.

Pode-se verificar que, provavelmente, hd& uma etapa de ativacdo
envolvida na dissociagdo dos compostos organoestanicos in situ € que essa
dissociagdo passa pela formagdo de intermediarios produzidos durante o
processo de hidrolise. Esse intermediario interage com os residuos de His 132,
Ser 233, Asn 238 e Gln 234 na subunidade a da enzima F,Fo-ATP Sintase; esses
trés ultimos podem estar associados a remocdo da camada de solvatagdo,
deixando o cation livre para interagir com o residuo de His 132. De acordo com
os nossos calculos, se ndo ocorrer a etapa de hidrdlise, as espécies neutras
poderao interagir com a proteina.

As espécies cujo grupo catidnico ¢ um anel aromatico mostraram-se
mais estaveis, adotando melhores conformacdes dentro do sitio ativo em relagdo
a estruturas com cadeias alifaticas. A conformagéo e energia das estruturas com
cadeias carbonicas alifaticas sao melhores a medida que aumenta o nimero de
carbonos.

O mecanismo de reagdo na enzima indica que a dependéncia do tamanho
da molécula esta intimamente relacionada a possibilidade de reagdo com algum
residuo de aminoacido. Pode-se observar também que os compostos
organoestanicos, cuja cadeia carbOnica possua mais de quatro carbonos, atuam
bloqueando a subunidade a, tendo em vista as altas energias de transi¢do

encontradas caracterizadas pelo impedimento estérico.
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Apesar dos resultados encontrados neste trabalho apontando algumas
informagdes importantes para o modo de agdo dos compostos organoestanicos e
os possiveis residuos de aminoacido que participam do mecanismo de reagéo,
pretende-se dar sequéncia a este trabalho, utilizando de ferramentas e técnicas no
ambito computacional:

- Estudos de dindmica molecular, a fim de verificar o comportamento
dos compostos organoestanicos dentro da subunidade a.

- Realizar sinteses utilizando outros compostos, no intuito de buscar
outros intermediarios de estrutura semelhante a encontrada neste trabalho, além

de utilizar outras técnicas de caracterizacdo, como o RMN, por exemplo.
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