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Geometria de equilibrio da molécula de Azadiracthin
através de métodos semiempiricos e Ab initio em
comparacdo com os dados experimentais fornecidos pela
difracdo de raios X

Daniel A. B. de Oliveira®, Yagly G. dos Santos Gomes*

Resumo: A azadiractina € uma molécula com multiplas aplicacdes bioldgicas no combate de pragas e no
tratamento de doencas em humanos. Por essa razdo, o estudo da geometria deste tipo de estrutura
molecular é essencial para o entendimento dos processos bioquimicos nos quais ela esta envolvida. O
estudo de geometrias de equilibrio é realizado com o auxilio de aproximacdes quénticas que conseguem
determinar estruturas de menor estado energético. A importancia desse tipo de trabalho é verificada
quando h& reprodutibilidade dos dados experimentais pelos célculos quénticos. Nesse trabalho foram
realizados célculos de estrutura eletrénica com diferentes aproximacdes para tentar reproduzir os dados de
difracdo de raios X. O método semiempirico PM6 foi aquele que mostrou maior reprodutibilidade dos
dados experimentais. Esse resultado otimiza ainda a relacdo entre esforco computacional e
reprodutibilidade de dados, pois o método semiempirico PM6 é sabidamente mais barato
computacionalmente que aqueles ditos que foram usados neste trabalho.
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Abstract: The azadiracthin is a molecule with many biological applications in the pest control and in the
treatment of human diseases. For this reason the geometry study of this molecular structure is essential to
understand the biochemical process which it is involved. The study of equilibrium geometries was
performed with the aid of quantum mechanics approach that can determine the structures with the least
energetic state. The importance of this kind of study is verified when there is experimental data
reproducibility by quantum calculations. In this work it was performed calculations of electronic
structure with different approaches in order to try reproducing the experimental data base in X ray. The
PM6 semi-empirical method was that showed the highest reproducibility of the experimental data. This
result optimized yet the relation between computational cost and the good data reproducibility, because it
is known that the PM6 semi-empirical method has the computationally less cost that the ab initio
approaches that were used in this study.
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INTRODUCAO

O wuso de plantas com aplicabilidade
medicinal tem crescido nos dias atuais. Dentre
aquelas com potencial medicamentoso e repelente
se destaca 0 Neem, que € uma &rvore de origem
asiatica e que hoje se encontra difundida em paises
de clima tropical. O seu OGleo apresenta acéo
repelente contra 0 mosquito Aedes Aegypti com
duracdo de varios minutos a depender das
condicOes fisico-quimicas. O uso combinado do
6leo com outros repelentes e inseticidas conhecidos
no mercado pode melhorar a sua atividade
biologica'. E sabido na literatura que o dleo de
Neem apresenta propriedades antifingicas?, e que
parte dos seus compostos bioativos estd sendo
estudados como potenciais farmacos para o
tratamento e prevencdo do cancer’. Aplicacdes
antimalaricas tém sido descritas na literatura
recente®,

A extracdo do Neem usando um solvente
polar como a 4&gua permite a obtencdo de
quantidades de moléculas bioativas suficiente para
o controle de pragas’. Ensaios bioldgicos
demostraram que as moléculas bioativas presentes
no extrato de Neem, como a azadiractina, nibina e
6-desacetilnibina inibem a atividade da enzima 20-
monooxigenase, que estd relacionada a ecdise em
insetos. Estudos mostram ainda a aplicabilidade
do 6leo de Neem no combate ao virus da Dengue
tipo 2°.

A separacdo de cada composto com potencial
biolégico do 6leo de Neem foi realizada utilizando
a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Destas moléculas a mais representativa é a
Azadiractina. No extrato obtido do fruto desta
arvore encontram-se oito tipos de azadiractina
A,B,CD.E,F,Ge I'. A azadiractina A possui ampla
aplicagdo na inibicdo do crescimento de insetos,
bem como pode ser usada como inseticida natural
tendo a vantagem de ser uma molécula
biodegradavel. Na literatura consta ainda que esta
molécula pode ter propriedades inflamatorias,
antifingicas bem como pode ser utilizada no
tratamento de neoplasias®.

Devido a sua ampla utilidade em diferentes
tipos de doencas em humanos e animais, Ley e
colaboradores propuseram uma sintese completa
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dessa molécula, que perdurou 22 anos ha
universidade de Cambridge®. A demora na sintese
desta molécula foi resultado da presenca de 16
carbonos assimétricos na estrutura da molécula, que
pode apresentar conformagcfes de equilibrio
complexas.

Estudos conformacionais séo de fundamental
importancia para a construcdo e aplicagdo de
possiveis inibidores, pois a inibicdo de
biomoléculas se da pela complementariedade
estrutural do inibidor com o sitio catalitico do alvo
enziméatico™. Tendo em vista a relacdo estrutura e
atividade da molécula azadiractina, Baldone e
colaboradores realizaram uma andlise quantitativa
multidimensional a fim de determinar geometrias de
equilibrio, que ajudariam no entendimento do
comportamento da molécula de azadiractina. Nesse
trabalho foram computados angulos diedros e
distancia entre atomos das estruturas de equilibrio
usando o método AM1*™,

Estudos tedricos recentes™ utilizando a
distribuicdo de Boltzman com o método Monte
Carlo para a procura de geometrias de equilibrio
associados com célculos de estrutura eletrénica com
funcionais hibridos, foram comparados com aqueles
provenientes de dados experimentais™®, refinando
desse modo o0s resultados de Baldone e
colaboradores™. Esses estudos mostram o interesse
crescente em elucidar a geometria da molécula
azadiractina com mais acurdcia em relacdo aos
dados experimentais. Entretanto, como sdo métodos
mais refinados demandam maior custo e tempo
computacional.

No gue tange ao estudo de geometrias de
equilibrio deve-se otimizar a relagdo esforgo
computacional com a reprodutibilidade de dados
experimentais, como aqueles provenientes de
técnicas espectroscopicas. Em busca da relacdo
entre esforco computacional e qualidade dos
métodos de calculo de estrutura eletronica, foram
obtidas estruturas de equilibrio utilizando
aproximacOes semiempiricas (PM6, AM1, PM3,
PM3/MM) e aquelas provenientes de célculos
estritamente quanticos com funcionais de densidade
e 0 método Hartree-Fock, e pos Hartree-Fock MP2.
Nossos resultados de distancia de ligagdo entre
atomos de carbono e oxigénio, utilizando o método
semiempirico PM6, mostram que o método
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reproduz de maneira satisfatéria os dados
experimentais de difracdo de raios X, embora ndo
sejam observadas a mesma correlagdo em relagdo
aos angulos diedros. Estes resultados poderdo ser
utilizados em futuros estudos de docking molecular
e SAR (Relagédo Estrutura e Atividade) com alvos
enziméticos especificos”.

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

A estrutura da molécula de azadiractina foi
desenhada no programa HYPERCHEM®. Em uma
etapa posterior, a estrutura molecular foi otimizada
utilizando os seguintes calculos de estrutura
eletrbnica: semiempiricos, (PM6, AM1, PMS3,
PM3/MM), Teoria do Funcional de Densidade
(B3LYP/STO-3G, B3LYP/6-31g) e ab initio
(HF/STO-3G, HF/6-31G, MP2/6-31G). Estes
célculos foram realizados no programa Gaussian
2009". Os dados resultantes dos calculos de
estrutura eletrénica foram correlacionados com 0s
dados experimentais de difracdo de raios X da
literatura'. As distancias de ligagdo obtidas com
célculos  de  estrutura  eletronica  foram
correlacionadas com aquelas obtidas
experimentalmente com a técnica de difracdo de
raios X. Os angulos diedros obtidos teoricamente
também foram correlacionados com os dados
experimentais. Para efeito comparativo com o0s
dados do experimento, os atomos foram numerados
conforme a Figura 1'2. A escolha da numeragéo
objetivou seguir o modus operandi do artigo que
contém os dados experimentais’?. O coeficiente de
correlagdo r foi utilizado como medida de acurécia
dos métodos testados. A confirmacdo dos minimos
energéticos obtidos foi feita pelo calculo das
frequéncias.
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Figura 1. Molécula de azadiractina com os atomos
numerados para computacdo das distancias e angulos
diedros.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparacéo com os dados experimentais

Os resultados inerentes as otimizagdes com
diferentes métodos sdo mostrados na Tabela 1, que
diz respeito as distancias de ligacao.

O método semiempirico PM6 apresentou
maior correlagdo com os dados experimentais com
um coeficiente de correlacdo r igual 0,91 conforme
Tabela 1. Os métodos semiempiricos AM1, PM3 e
PM3/MM apresentaram coeficientes de correlagédo
bem préximos com uma ligeira vantagem para o
método AM1, que apresentou r=0,84 enquanto 0s
demais apresentaram um valor de r=0,82. Os
métodos ab initio Hartree-Fock e MP2 exibiram
baixa reprodutibilidade dos dados com coeficientes
de correlacéo variando entre 0,80 para 0 método HF
com a funcdo de base STO-3G e r=0,67 para o
método HF combinado com o funcional 6-31G e o
método pos Hartree-Fock MP2 combinado com
funcional 6-31G. O funcional B3LYP apresentou
melhor correlacdo com os dados experimentais
qguando foi utilizado o funcional STO-3G com
correlagdo igual a 0,70. Uma ligeira piora no
coeficiente de correlagdo (r=0,67) é observada com
0 uso da funcdo de base 6-31G para o funcional
B3LYP. Esses resultados demonstram a vantagem
do uso do método semiempirico PM6 na descricdo
da estrutura da molécula de azadiractina. A
vantagem entdo esta no baixo custo computacional
do método PM6 aliada com a boa reprodutibilidade
das disténcias de ligacéo.
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Tabela 1. Distancias de ligagéo calculadas teoricamente

0..0 PM6 AM1 PM3 P3MM HF- B3LYP MP2 HF- B3L EXP
Distancia STO3 (sto-3G)  6- 6- YP- B
Angstrons G 31g 31G 6-
31G
21-15 2,25 2,21 2,16 2,16 2,32 2,4 229 229 233 227
21-13 4,49 4,45 4,47 4,47 4,51 4,5 423 4,12 42 539
15-13 3,15 3,13 3,17 3,17 3,16 2,84 2,62 262 269 3,62
13-19 6,09 5,78 6 6 5,87 5,52 511 507 519 59
13- 6 5,82 5,78 6,01 6,01 6,1 6,07 6 598 6,05 5,08
19-6 5,67 4,55 4,6 4,6 4,48 4,38 444 441 4,43 5,76
7-6 2,51 2,51 2,53 2,53 2,35 3,72 353 354 358 296
11-12 2,5 2,55 2,6 2,6 2,58 2,62 2,59 2,6 2,64 2,65
r 0,91 0,84 0,82 0,82 0,80 0,70 0,68 0,67 0,67

No que se refere aos angulos diedros, ndo ha
boa concordancia para nenhum dos métodos de
calculo de estrutura eletronica utilizados, conforme
pode ser visualizado na Tabela 2. Alguns angulos
particulares sdo reproduzidos pelos métodos
guanticos, outros mostram demasiada discordancia
com 0s métodos experimentais. Para o diedro
associado aos atomos C18-C13-C14-C15 verifica-
se uma boa concordancia do funcional B3LYP com
a funcdo de base 6-31G com os dados
experimentais. Para o funcional B3LYP o diedro
calculado é de 153,18° enquanto no experimento é
de 157,95°. Outro angulo diedro que apresenta boa
correlagdo com os dados experimentais é aquele
associado aos atomos C13-C14-C15-C16. O
método MP2 (29,9° apresenta melhor correlagéo
com os dados experimentais 29,77°), seguido dos
métodos HF (28,4°) com a funcdo de base 6-31G e
0 meétodo semiempirico AM1 e o funcional de
densidade B3LYP com a funcdo de base 6-31G.
Para ambos o diedro obtido foi de 28,2°. Neste
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ponto ndo é observada correlagdo entre 0 método de
calculo de estrutura eletronica e a qualidade dos
resultados quando comparados aos dados
experimentais, havendo como ja citado ligeiras
concordancias e muitas discordancias com 0s
métodos experimentais de difracdo de raios X. Em
vista dos resultados ha uma evidente vantagem do
método semiempirico PM6 concernente a
reproducdo de dados de distancias de ligacdo para a
molécula de azadiractina. Porém, a
reprodutibilidade dos dados de angulos diedros para
a molécula Azadiractina ndo pode ser confiada a
uma otimizagdo com céalculos de estrutura
eletrbnica. Esse problema se da pelos elevados
graus de liberdade conformacional existente na
molécula de Azadiractina, o que pode levar como
consequéncia a uma complexa superficie de
potencial energético com diversos minimos
energéticos que é demasiada complexa para ser
explorada.

97



Tabela 2. Angulos diedros obtidos por diversos métodos de calculo de estrutura eletrénica comparados com 0s
dados provenientes da difracdo de raios X

Angulo Diedro PM6 AM1 PM3 P3MM

06-C6-C7-0O7 -127,3 -1279 -121,8 -121,8
C7-C8-C14- 80,2 -829 -966  -96,6
C13

C7-C8-C14- 66,9 63 46 46
C15

C13-C14-C15- 25,3 28,2 31 31
C16

013-C14-C15- -30,4 -28,3 -27,5 -27,5
015

013-C13-C17- -90,9 -88,2 -89,4 -89,4
C16

C13-C17-C20- 175,9 176,7 179 179
C22

C4-C5-C6-06 45,7 445 42,6 42,6
C10-C9-C11- 328 -288 -305  -30,5
019

07-C7-C8- 484  -439 51 51
C30

020-C20-C22- -114,7 -116,5 =177 =177
C23

C18-C13-C14- -149,5 -151,8 -149,7 -149,7
C15

O7-C7-C8-C9 -168,5 -164,6 -170 -170
0O11-C11-C12- -14,6 -11,2 -2,9 -2,9
012

CONCLUSOES

Os resultados de célculos de estrutura eletrénica
demonstraram que ha uma vantagem no uso do
método semiempirico PM6 para a reproducdo de
distancias de ligacdo na molécula de azadiractina. A
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HF- B3LYP MP2 HF-6- B3LYP- EXP.B

31G  6-31G

STO3G (STO-  6-31g
3G)

-125,4 36,9 -1233 -1257 1252 59,2

836  -696  -88 -853  -84,6 -

110,52

62 744 5718 625 60,9 89,3

28,8 246 299 284 28,2 29,77

296  -337 -263 -255  -256 -147,8

895  -937 -902 -913  -918 39,39

1713 1693 174 174 1736 -

177,48

473 50,6 47,9 46,3 48,1 39,74

321  -31  -30 -314  -325 14,96

478 397 50,6 -498  -50,4 -

173,11

1219 -1255 -1141 -1131 1129 -

108,37

-151,1 -143,8 -154,8

154,7 153,8 157,95

-169,1 -159,9 -171  -170,1 170,9 62,6

-12 -17 -14,1 -17.8 -13,7 -24,71

vantagem se da pela boa correlagdo com os dados
experimentais de difracdo de raios X e pelas
caracteristicas do método que possui menor custo
computacional quando comparado aos calculos ab
initio e de funcional de densidade. Dessa forma o uso
do método semiempirico é altamente recomendavel
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para o tratamento desse tipo de problema. O mesmo Esse problema pode ser decorrente da complexa
ndo ocorre com a reproducdo dos angulos diedros. Ha superficie energética da molécula de azadiractina.
concordancias de alguns métodos com alguns angulos

pontuais e discordancia na maior parte dos resultados.
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