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RESUMO

As pequenas moléculas sdo as principais substancias que regulam a inibicdo de
proteinas nos organismos. Dentro desse grupo, as tioxopirimidinas se destacam por
apresentarem derivados bioativos e por haver uma grande variedade de analogos que
ainda nao foram identificados. No estudo desses compostos, a cristalografia se apresenta
como uma metodologia importante por ser capaz de descrever com precisao o arranjo dos
atomos e das moléculas no cristal, o que possibilita inferir sobre suas propriedades fisicas
e quimicas e simular sua afinidade com o sitio ativo de proteinas. Nesse trabalho foi
estudado o composto 4-metil-2-fenil-6-tioxo-1,6-diidro-5-pirimidinacarboxilato de etila (MP-
TDPy), com o objetivo de determinar sua estrutura cristalina, identificar e quantificar suas
principais interagdes intermoleculares, analisar sua conformagao, avaliar teoricamente
sua reatividade e avaliar possiveis modificacdes estruturais para o desenvolvimento de
novas moléculas com potencial bioldgico. Para isso, foram utilizadas a metodologia
cristalografica a partir da difracdo de raios X por monocristais, analise da superficie de
Hirshfeld, comparacdes de conformacdes no cristal e no sitio de ligacdo de proteina,
célculos tedricos de otimizacdo geométrica, orbitais moleculares de fronteira e superficie
de potencial eletroestatico, além de docking molecular. A andlise cristalografica sugere
gue sua estrutura cristalina é estabilizada por ligacdes de hidrogénio coordenadas por
moléculas de agua, além de interacdes do tipo C—H---S e mr-11. Os resultados do docking
molecular mostram uma acomodacdo razoavel da molécula no sitio de ligacdo da
topoisomerase IV e que elas interagem principalmente por ligacées de hidrogénio entre a
porcao de tioxopirimidina e os residuos Glu198, Thr292 e Gly225, auxiliada por interacdes
hidrofébicas envolvendo o resto da molécula. Esses resultados sugerem uma relacao
entre a atividade antibacteriana apresentada principalmente com a porgao 4-
tioxopirimidina, sugerindo a investigacdo de novos compostos que utilizem esse
fragmento molecular como base.

Palavras-chave: tioxopirimidinas, difragdo de raios X, superficie de Hirshfeld.



ABSTRACT

Small molecules are the main substances that regulate protein inhibition in
organisms. Within this group, thioxopyrimidines stand out for having bioactive derivatives
and because of the wide variety of analogues that have not yet been identified. In the
study of these compounds, crystallography presents itself as an important methodology for
being able to accurately describe the arrangement of atoms and molecules in the crystal,
which makes it possible to infer about their physical and chemical properties and simulate
their affinity with the active site of proteins. In this work, the compound ethyl 4-methyl-2-
phenyl-6-thioxo-1,6-dihydro-5-pyrimidinecarboxylate (MP-TDPy) was studied in order to
determine its crystal structure, identify and quantify its main intermolecular interactions,
analyze their conformation, theoretically evaluate their reactivity and evaluate possible
structural modifications for the development of new molecules with biological potential. For
this, the crystallographic methodology will be used from single crystal X-ray diffraction,
analysis of the Hirshfeld surface, comparisons of conformations in the crystal and in the
protein binding site, theoretical calculations of geometric optimization, frontier molecular
orbitals and molecular electrostatic potential, in addition to molecular docking.
Crystallographic analysis suggests that its crystal structure is stabilized by hydrogen bonds
coordinated by water molecules, in addition to C—H---S and -1 interactions. The docking
results show a reasonable accommodation of the molecule at the topoisomerase IV
binding site and interact mainly by hydrogen bonds between the thioxopyrimidine portion
with Glu198, Thr292, and Gly225, aided by hydrophobic interactions involving the rest of
the molecule. These results suggest a relationship between the antibacterial activity shown
and the 4-thioxopyrimidine portion, leading to the investigation of new compounds that use
this scaffold.

Keywords: thioxopyrimidines, X-ray diffraction, Hirshfeld surface.
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CAPITULO | - INTRODUCAO

As pequenas moléculas desempenham um importante papel no estudo e
desenvolvimento de farmacos (SCHREIBER, 2000) por frequentemente serem
responsaveis no regulamento do metabolismo através do processo de inibicdo de
proteinas (BERG, 2008), por exemplo. Por esse motivo elas tém sido alvo de
investigagdes de diversos pesquisadores (TEICHMANN et al., 2001). No processo de
investigacdo de pequenas moléculas para potencial uso farmacéutico € necessario
conhecer detalhadamente a substancia, desde a forma de sintetiza-la, sua caracterizacao,
sua acao in vitro, até sua toxicidade, antes de ser considerada para testes in vivo (MOHS;
GREIG, 2017). Uma etapa importante deste processo é a descricdo de sua estrutura
cristalina, o que permite determinar quais interacdes a molécula tende a realizar no
estado solido, comportamento que pode se replicar em sistemas biolégicos, além de ser
um dos métodos de caracterizacdo mais precisos (DESIRAJU, G. R., 2001). O
conhecimento da estrutura cristalina permite também comparacées com modelos tedricos
e ajudam na sua validacao, permitindo comparacdes entre a molécula isolada e no estado
cristalino (THOMAS et al., 2012). Com essas informacgdes, é possivel simular a atividade
da molécula em sistemas biologicos através do docking molecular e assim direcionar a
escolha de novas moléculas no desenvolvimento de farmacos (TAYLOR; JEWSBURY;
ESSEX, 2002). Uma comparacédo entre o padrao de interacdes do docking e da estrutura
cristalina permite, por exemplo, cogitar a troca de substituintes para melhorar as
propriedades observadas (MEIRA et al., 2018). A prépria estrutura cristalina permite

também o calculo de propriedades 6ticas lineares ou néo lineares (MASSE; ZYSS, 1991).

Considerando isso, o grupo de Quimica Tedrica e Estrutural de Anapolis (QTEA)
vem se consolidando no estudo de pequenas moléculas permitindo um espaco de
colaboracéo entre diversas areas relacionadas as ciéncias moleculares, como a Quimica
Organica, Espectroscopia, Quimica Tebrica e Cristalografia. O grupo ja apresenta
trabalhos de determinacéo e analise de estruturas cristalinas de pequenas moléculas em
conjunto com sua sintese, caracterizacdo e testes biologicos (TERNAVISK et al., 2014),
propriedades 6éticas nao lineares (VAZ et al., 2016), docking molecular (SALLUM et al.,

2019), entre outros.
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Para um melhor entendimento dos fundamentos da andlise estrutural de pequenas
moléculas, no capitulo Il dessa monografia sdo apresentados alguns tépicos basicos
sobre a Cristalografia, que podem ser divididos em: simetria dos cristais, que sdo as
formas como a matéria se organiza no espaco no estado cristalino; difracdo de raios X por
monocristais, o fendmeno fisico resultado da interacdo da radiagdo X com uma amostra
cristalina que permite determinar a distribuicdo do seu contetdo eletronico; e a Sintese e
Transformada de Fourier, as ferramentas matematicas que tornam possivel correlacionar
a distribuicéo eletrénica da amostra com o padréo de difracdo. Além disso, o capitulo traz
também alguns conceitos importantes para o entendimento do método cristalogréafico

como a indexagao.

Como exemplo de aplicagédo da Cristalografia, o autor participou como coautor de
dois artigos em que pode contribuir com a analise cristalografica, dos quais analisou as
estruturas de um derivado de chalcona (MICHELINI et al., 2018) e dois derivados de
quinolinona (MICHELINI et al., 2020). Além disso, o Capitulo Il desta monografia
apresenta um estudo recentemente publicado pelo autor (NAVES et al., 2021) sobre a
estrutura de um derivado de tioxopirimina, a 4-metil-2-fenil-6-tioxo-1,6-diidro-5-
pirimidinacarboxilato de etila (MP-TDPy), também disponivel na integra no Anexo |. Esse
trabalho foi motivado por um artigo anterior (CUNHA et al., 2007) em que um conjunto de
compostos baseados em tioxopirimidina apresentou resultados antibacterianos, de forma
gue esse fragmento da estrutura poderia ser o responsavel. Dentre elas, a MP-TDPy
obteve melhores resultados e, por ja ter disponivel a estrutura cristalina, foi escolhida
como objeto de estudo. Assim, foram feitos um novo refinamento e a analise estrutural,
suportado por célculos tedricos e docking molecular. Portanto, este trabalho procura
descrever e analisar a estrutura cristalina da MP-TDPy e relacionar essas informagoes
com os resultados encontrados nos calculos tedricos, docking e testes biolégicos, com o
objetivo de identificar o padrdo de interacdo da molécula e criar esqueletos base para a

busca de novas moléculas bioativas.
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CAPITULO Il - FUNDAMENTOS DA CRISTALOGRAFIA

O conhecimento do arranjo tridimensional dos atomos no espago é de grande
interesse no estudo de pequenas moléculas, uma vez que permite calcular varias de suas
propriedades quimicas, fisico-quimicas e bioldégicas. Uma vez conhecida a estrutura da
matéria a nivel atbmico € possivel inferir varias de suas propriedades. Porém, o ser
humano é incapaz de enxergar os &tomos com seu sistema Optico. Isso acontece porque
a visdo humana € compativel apenas com ondas eletromagnéticas com comprimento de
onda entre 4000 e 7000 Angstréns aproximadamente, incompativeis com as distancias
interatdmicas, da ordem de 1 Angstrom. Dessa forma, devemos recorrer a métodos
alternativos para “enxergar” os atomos. Para isso, uma metodologia bastante utilizada é a
difracdo de raios X por monocristais A metodologia cristalogréfica pode ser descrita por
trés pilares: a simetria, que permite representar toda a amostra por uma pequena parte
gue se repete de forma ordenada; a difracao de raios X por cristais, o fenébmeno fisico que
€ especifico de cada estrutura cristalina; e a transformada de Fourier, a matematica que
permite relacionar a contetdo eletrénico da amostra com o padrdo de difracdo observado
(NAPOLITANO; CAMARGO; MASCARENHAS, 2007).

2.1 SIMETRIA NOS CRISTAIS

A matéria pode se apresentar em diferentes estados de agregacao, como o solido,
liquido e gasoso. Porém, é dificil utilizar essa descricdo para certos materiais, como o
vidro, que consiste em um sélido que apresenta viscosidade e tem um caracter liquido.
Uma outra forma de descrever um material € como amorfo, onde seu conteudo atémico
ndo apresenta uma ordem definida de distribuicdo, e cristalino, que do contrario apresenta
ordem e simetria (MAVRACIC et al., 2018).

Os cristais podem ser definidos a partir da chamada cela unitaria, uma parte do
material que se repete ao longo da estrutura em todas as dire¢des. Logo, as propriedades
dessa pequena parte se estendem para toda o cristal. A cela unitaria apresenta varios
elementos de simetria que a caracterizam. Analisando apenas a métrica, ela € definida a
partir de 6 par@metros: os vértices a, b, ¢ e 0os angulos entre eles, «a, f e y (GIACOVAZZO
et al.,, 2013), como pode ser visto na Figura 2.1. Uma amostra cristalina possui a
vantagem de poder ser descrita por uma pequena parte dela que representa todo o

material. Em calculos teoricos, por exemplo, ao invés de computar uma quantidade
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imensuravel de atomos para calcular suas propriedades, basta calcular as propriedades

dessa parte que representa o todo e estendé-las para o cristal.

Figura 2.1 — Representacdo dos parametros da cela unitaria
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Y A b /
C / / /
/ / /
/ / /
A ! / /
/! B / /
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a A ————— __:7l

-
-

,
/
Y ¢ ‘.

>
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Existe uma quantidade limitada de formas como que o0s compostos podem se
organizar no espaco quando cristalizados. Analisando apenas os parametros da cela
unitaria, existem apenas 7 formas de organizacdo, que sdo chamados os sistemas
cristalinos: triclinico, com a # b # c e a, B,y # 90°, monoclinico, coma # b # ¢, a # 90° e
B,y = 90° ortorrdmbico, com a#b+#c e a,fB,y =90° tetragonal, com a=b+#c e
a,f,y =909 trigonal, coma=b=cea/p,y # 90° hexagonal, coma=>b # c, a, = 90°
e y = 1209 cubico, coma=b =c e a,F,y = 90°. Além disso, a cela unitaria pode estar
centrada na origem sendo primitiva (P); ser de corpo centrado (I), centrado em uma face
(A, B ou C), centrado em todas as faces (F), ou romboédrica (R), causando uma
degenerescéncia na simetria que resulta nas chamadas 14 redes de Bravais (DONNAY;
HARKER, 1937), que podem ser vistas na Figura 2.2.

Os cristais podem apresentar também simetria dentro da cela unitaria relacionada a
organizacdo das unidades assimétricas, originando a simetria pontual, descrita pelos 32
grupos pontuais. A combinacdo de todos esses elementos de simetria resulta nos 230
grupos espaciais, que contemplam todas as formas Unicas de como a matéria pode se
organizar no estado cristalino (HAHN, 2006). Assim, 0s cristais se mostram muito
vantajosos para o estudo de propriedades fisicas e quimicas, pois uma pequena fragdo do

material cristalino, a cela unitaria, contém toda a informacgé&o da amostra.
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Figura 2.2 — Representacdo das 14 redes de Bravais, organizadas por sistema cristalino

Cubico (P, F e 1)

Trigonal (R) Hexagonal (P)

2.2 DIFRACAO DE RAIOS X POR CRISTAIS

No experimento de analise de estruturas cristalinas por raios X, a amostra é
completamente atravessada por um feixe de raio X coerente, polarizado e
monocromatico. Os elétrons dos atomos, por possuirem carga e serem suficientemente
leves, absorvem essa radiacdo eletromagnética e sdo acelerados, passando a serem
fontes secundarias dessa radiacdo, emitindo raios X em todas as direcbes (WILLIAM et
al., 2010).

Para cristalografia € suficiente descrever esse fendbmeno pelo espalhamento de
Thomson (JOHNSON; NILSEN; CHENG, 2012) usando teoria classica do

eletromagnetismo. Se a amostra submetida a esse feixe de raios X for amorfa, como seus
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elétrons estédo distribuidos desordenadamente, as ondas espalhadas por eles ndo causam
interferéncias construtivas ou destrutivas significativas. Por outro lado, se a amostra for
cristalina, ainda que os elétrons ndo possuam uma posicao definida, eles estédo
concentrados nos atomos que possuem uma distribuicdo ordenada e periodica ao longo
do cristal. Nesse caso, ocorrem interferéncias construtivas intensas em determinadas
direcbes que resultam no padrdo de difracdo do cristal, que depende de sua simetria,
enquanto a distribuicdo das intensidades dos picos depende do conteudo eletrdnico da
amostra. Um modelo para descrever a difracdo dos raios X € mostrado a seguir
(GIACOVAZZO et al., 2013).

A principio, sejam considerados dois elétrons espalhadores pontuais, sendo 0O

centrado na origem e em 0’ separado de O pelo vetor ¥, como mostra a Figura 2.3.

Figura 2.3 — Representacdo de um modelo para o espalhamento dos raios X por 0 e 0’

A 0

Se uma onda definida pelo vetor unitario §0 com frente de onda plana excitar esses

espalhadores, eles se tornam fontes secundarias de espalhamento e passam a espalhar

em todas as direcdes. Na direcéo dada pela onda S, a diferenca de caminho éptico & entre

as ondas espalhadas por 0 e 0’ é
5§ =0A+0B (2.1)

Observando a Figura 2.3, se considerarmos a distancia entre os espalhadores

como |7#], podemos definir os vetores S, e S da seguinte forma:

OB=7%-S (2.3)
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Dessa forma, a diferenca de fase ¢ entre as ondas sera

2T

— 2.4
¢ =3 (2.4)
T, - = 2.5
b ="75~5) (25)
Definindo o vetor § como
§= 3% (2.6)
A

temos ¢ = 2n(7 - 5).

Dessa forma, podemos descrever a onda espalhada por 0’ nessa direcdo como

W = A,,e2™S) sendo A a amplitude da onda espalhada (GLAZER, 1978). Considerando
agora o espalhamento de N elétrons pontuais, podemos entdo definir a amplitude total F
como a sintese de Fourier desse conjunto de ondas:

N
F@3) = Z LIRS 2.7)
j=1

Se esses espalhadores sédo elétrons de atomos em um cristal, a funcdo F(3)
descreve o0 padrédo de difragdo do cristal e recebe o nome de fator de estrutura
(SHMUELLI, 2008). Nesse caso, a amplitude de cada onda sera determinada pelo fator de
espalhamento atdbmico f, caracteristico de cada elemento quimico. Dessa forma, a

Equacgao 2.7 torna-se

N
FG) = ) fems 7 28)
=1

]

Considerando uma distribuicdo continua da densidade eletronica, a onda

espalhada pode ser descrita por

Y = p(#)dite2™ @) (2.9)

Assim, a amplitude total da onda espalhada por atomos contidos em uma cela

unitaria de volume V é dada por:

FE) = f p(F)e2miG D7 (2.10)
14
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Observando a Equacdo 2.10, podemos considerar que a amplitude da onda
espalhada € a transformada de Fourier da densidade eletronica, onde F é o operador

transformada de Fourier.

F@) = f ()G Ddf = Flp()) (2.11)
\%4

Usando a propriedade da transformada de Fourier inversa, temos que

() = j F@emmENas = FF() (2.12)

Dessa forma, é possivel determinar a densidade eletrdnica da cela unitaria a partir
do fator de estrutura (GIACOVAZZO et al., 2013). Uma forma mais simples de descrever
a condicdo de difracdo € tratar o feixe difratado como uma reflexdo. Considerando a
Figura 2.3, se for tracado planos perpendiculares ao vetor 7 que cortam os espalhadores
0 e 0’, podemos tratar a onda espalhada como se estivesse sendo refletida por esses
planos, onde 26 é o angulo entre o feixe incidente e o feixe refletido e d é a distancia

entre esses planos.

Figura 2.4 — Representacgdo da difragdo dos raios X sendo tratada como uma reflexdo causada um plano
que contém espalhadores eletrbnicos pontuais

A partir da Figura 2.4, usando trigopnometria, deriva-se que

0A =0B =dsenf (2.13)

Dessa forma, a diferenca de caminho éptico 6 também pode ser descrita como

6 =2dsenb (2.14)
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Para que ocorra interferéncia construtiva maxima entre as ondas espalhadas por 0
e 0’, é necessario que ambas possuam a mesma fase. Para isso, a diferenca de caminho

Optico deve ser multipla do comprimento de onda. Logo:

nA = 2d sen @ (2.15)

A Equacao 2.15 é a chamada lei de Bragg (ELTON; JACKSON, 1966; WILKINS,
2013) formulada por William Lawrence Bragg e seu pai William Henry Bragg em 1913,
gue |Ihes renderam o prémio Nobel de Fisica em 1915 (BRAGG, 1922). Ela permite
relacionar o angulo do feixe de raios X difratado com a distancia entre planos de reflexdo

gue coincidem com a localizagao dos atomos.

2.3 INDICES DE MILLER E INDEXACAO

Como consequéncia da formulagcdo matematica apresentada até agora, podem ser
definidos dois espacos (GLUSKER; LEWIS; ROSSI, 1995). O primeiro descreve a
localizacdo dos atomos na cela unitaria e € chamado de espaco direto, sendo que este

pode ser estar em funcdo do vetor 7. Esse espaco € definido em um sistema de

coordenadas que se baseia nos vetores d, b e ¢, que definem a cela unitaria, mostrados

anteriormente na Figura 2.1. Logo, 7 pode ser escrito como

#=xd + yb + z¢ (2.16)

O outro espaco descreve as direcbes das reflexdes e é chamado de espago
reciproco, estando em fungéo do vetor s. Este localiza os pontos do padrdo de difracéo.
Uma forma de correlacionar o espacgo direto e 0 espaco reciproco € através dos indices
de Miller (NESPOLO, 2015), que identificam os planos de reflexdo descritos na Lei de

Bragg dentro da cela unitaria.

Os indices de Miller, h, k e [, sdo um conjunto nimeros inteiros que definem um
plano na rede cristalina. Eles sdo escritos como (hkl), onde cada indice define a
intersecdo entre o plano e a fragdo dos eixos a, b e ¢ do espaco direto, respectivamente.

A Figura 2.5 traz alguns exemplos de representacdes de planos utilizando os indices de
Miller.
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Figura 2.5 — Representacado dos planos (111), (110) e (100). Note que na imagem a base de vetores
utilizada foi escrita como x, y e z ao invés de d@, b e ¢

Z zZ VA

(111) (110) i (100)

Esses indices podem definir também uma familia de planos quando representados
entre chaves, {hkl}, ou uma direcdo em relacdo ao espaco direto quando entre colchetes,
[hkl]. Podemos usar esses indices como forma de indexar o vetor s descrito na Equagao

2.6, de forma que esse vetor seja perpendicular ao plano (hkl), tomando a seguinte
forma:

§=hd* +kb* + & (2.17)

onde a*, b*, e ¢* sdo os vetores de base do espaco reciproco, definidos por

(2.18)

bxc¢ - cxda axbhb
B v v

e IV é o volume dado por

V=a-bx¢ (2.19)

Dessa forma, o vetor s carrega tanto a informacédo da distancia entre planos de

difracdo como a direcdo do feixe difratado. Podemos derivar também da Figura 2.4 que

3l == 2.20
81 =3 (2.20)

A partir da nova definicdo para o vetor §, podemos relacionar os vetores que
descrevem o espaco direto e 0 espaco reciproco:

=

r-s=hx+ky+lz (2.21)

Isso permite descrever cada reflexdo em funcéo dos indices de Miller, que estao
também relacionados com a cela unitaria. Consequentemente, o fator de estrutura

descrito anteriormente pela 2.8 pode ser escrito como
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F(hkl) — Z f}eZTL'i(hxj+kJ/j+le) (222)
hkl

Portanto, considerando uma distribuicdo discreta da densidade eletronica na cela

unitéria, podemos escrever ela pela Equacao 2.23.

— 1 — 1 . . .
p(r) — ﬁZ F(hkl)e 2mi(hxj+kyj+1z;)) (2.23)
hkl

2.4 REDE CRISTALINA E O TEOREMA DA CONVOLUCAO

A convolucéao da fungéo f(x) e g(x), denotada por f(x) = g(x), é definida por:

fx)*xglx) = f f)g(u —x)dx (2.24)
s

Isso cria o efeito de repetir a funcdo f(x) periodicamente em fungdo do
deslocamento g(x). Uma das propriedades da convolucdo é que dada uma funcéo Delta
de Dirac g(x — x,), quando em convolucdo com uma fungdo qualquer f(x) resulta em

uma funcéo periddica que depende do deslocamento x — x.

g(x —x0) * f(x) = f(x — x) (2.25)

Podemos usar essa propriedade em trés dimensdes. Considerando o vetor ¥ = X +

y + Z e 7y 0 vetor que descreve o deslocamento, temos:

gF —=7p) » f(F) = f(F = 7p) (2.26)

Considerando essa propriedade matematica no contexto da cristalografia
(AUBERT; LECOMTE, 2007), podemos definir a fungcédo de deslocamento como a fungéo
rede cristalina L(7) que desloca os atomos localizados por #, onde esse deslocamento é
dado pelo vetor 7,,,, =ua+vb+wc, em que u, v e w séo inteiros. Dessa forma, a

convolucao da rede pela cela € dada por

LA p@® = D 8(F = Fuw) * o) (2.27)
LA p@® = D o= Fusw) (2.28)

uyv,w=—0
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L(7) * ,0(7_‘)) = pamostra(f)) (2.29)

Portanto, a funcdo densidade eletrénica em trés dimensdes pgumosira() POde ser
considerada a convolucdo da funcdo densidade eletronica da cela unitaria p(7) pela
funcdo periédica rede cristalina L(7). J4 o teorema da convolugdo diz que a transformada

de Fourier da convolucdo entre duas fung¢des é igual ao produto das transformadas de
Fourier entre essas funcoes:

F{f ()« g} = F{f (0} - F{g(x)} (2.30)
Aplicando isso na 2.29, temos:
FLE) * p(P)} = Flpamostra(©)} (2.31)
T{L(?)} ) T{p(?)} = T{pamostra(F)} (2.32)
L*(3) * F(S) = Famostra() (2.33)

Dessa forma, medindo o padrédo de difragdo da amostra F,;,,s:+¢(S) podemos obter
o fator de estrutura da cela F(3), pois este esta envolvido em um simples produto com a
rede reciproca L*(5) (AUBERT; LECOMTE, 2007). Em seguida, podemos obter p(¥)

utilizando a transformada de Fourier inversa de F(s), conforme a Equacéo 2.12.

2.5 DENSIDADE ELETRONICA E O PROBLEMA DA FASE

Considerando a Equacédo 2.22, o fator de estrutura pode também ser expresso
como

N
F(hkl) = |F(hkl)|e‘Prkt = Z femihxthy tiz)) (2.34)

j=1

Logo, a 2.23 torna-se

1 ) .
p(f:) — Vz|F(hkl)|e‘¢hkle_2m(hxf+kyf+lzf) (2.35)
hkl

Um problema que a cristalografia enfrenta € que no experimento de difracdo de
raios X sdo coletados apenas a direcao das reflexdes, indexadas pelos indices de Miller, e
suas intensidades, dos quais se obtém |F(hkl)|. Ndo séo obtidas as informac6es sobre as

fases ¢, das ondas espalhadas pelos atomos no cristal. Dessa forma, € muito mais
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dificil resolver essa equacdo, de forma que este € o chamado problema da fase
(TAYLOR, 2003).

Uma forma de resolver esse problema sdo os chamados métodos diretos, que
consiste em um conjunto de métodos usados para estimar as fases a partir das
intensidades das reflexfes, explorando relacdes estatisticas de correlagdo e restricao
entre elas (HAUPTMAN, 1950). Em 1985, Hauptman e Karle receberam o prémio Nobel
em Quimica por suas contribuicbes em solucionar varias dessas relacdes entre fases
(HAUPTMAN, 1986; KARLE, 1986). Obtendo um conjunto de fases satisfatorio, € possivel
determinar um mapa inicial da funcdo densidade eletrbnica, que muitas vezes é o

suficiente para comecar o trabalho cristalografico.
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CAPITULO lll - ESTUDO ESTRUTURAL SOBRE A ATIVIDADE
BIOLOGICA

Compostos a base de tioxopirimidinas estdo atualmente relacionados a algumas
atividades biolégicas, como anticancer (AL-ABDULLAH, 2011; LEE et al.,, 2008),
antimicrobiana (ABDEL-RAHMAN et al., 2007; EL-AGRODY et al., 2006) e antioxidante
(PADMAJA et al., 2009). Motivados por esses fatos, estudos estruturais tém sido
desenvolvidos para compreender os detalhes moleculares responsaveis pelas interacdes
intra e intermoleculares que podem estar relacionadas as bioatividades observadas
(COSSAR et al., 2018; PEKPARLAK et al., 2020; SASIADEK et al., 2019; STOLARCZYK
et al., 2018). Em um estudo anterior sobre a sintese e propriedades antimicrobianas das
4-tioxopirimidinas (CUNHA et al., 2007), um conjunto de moléculas testadas contra o
Trypanosoma cruzi apresentou atividade moderada, o que sugere a investigacao
estrutural do fragmento molecular 4-tioxopirimidina. Entre essas moléculas, o 4-metil-2-
fenil-6-tioxo-1,6-diidro-5-pirimidinacarboxilato de etila (MP-TDPy) também apresentou
atividade antibacteriana contra Micrococcus luteus com valores de Concentracao Inibitoria
Minima (MIC) de 100 pg/cm?® pelo método de microdiluicido em caldo. Como a enzima
topoisomerase IV complexada com o ligante novobiocina mostrou atividade inibitoria
contra M. luteus e E. coli (BELLON et al., 2004), ela foi usada como alvo para estudos in

Vvitro.

A topoisomerase IV é um alvo aprovado para o desenvolvimento de novos agentes
antibacterianos. Ela desempenha um papel significativo na decatenacdo cromossdémica
durante a replicacdo do DNA e sua estrutura possui varios locais de ligacdo que foram
explorados como alvos. A classe de quinolonas usadas como antibiéticos prescritos
clinicamente inibem as enzimas topoisomerase IV e DNA girase levando a morte celular
da bactéria. No entanto, 0 aumento da resisténcia as quinolonas levou os pesquisadores
a procurar uma nova classe de bactericidas (BUTLER; PATERSON, 2020; DURCIK et al.,
2019; FIEF et al., 2019; ISMAIL et al., 2020; PHAM; ZIORA; BLASKOVICH, 2019).

Uma analise estrutural foi realizada para mapear o aspecto supramolecular de MP-
TDPy no estado solido, entender seu padrdo de interacdes no cristal e investigar
potenciais semelhancas entre as interacdes intermoleculares e as apresentadas no sitio

ativo da topoisomerase IV. Célculos tedricos também foram realizados para descrever a



28

molécula isolada do campo cristalino e para comparar sua conformacao e propriedades
elétricas com a conformacdo adotada no sitio ativo. Este estudo tem como objetivo
descrever a estrutura do MP-TDPy e fornecer informacdes sobre as regides da molécula
gue podem ser responsaveis pelas interacdes de ligagdo com o sitio ativo da
topoisomerase IV, bem como propor um novo fragmento molecular para futuros estudos

de drogas a base de tioxopirimidina.

3.2. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.2.1 Superficie de Hirshfeld

Cunha et al. (2007) relataram anteriormente a sintese e cristalizacdo do MP-TDPy.
Os dados do cristal foram depositados no banco de estruturas cristalograficas Cambridge
Crystallographic Data Centre (GROOM et al., 2016) com cddigo de identificacdo 601662,
onde um novo refinamento foi realizado. Os programas Mercury (MACRAE et al., 2020) e
Platon (SPEK, 2009) foram utilizados para detalhar os principais parametros geomeétricos
da estrutura e mapear os contatos. O calculo da superficie de Hirshfeld (MCKINNON;
SPACKMAN; MITCHELL, 2004) foi realizado pelo programa CrystalExplorerl7 (TURNER
et al., 2017) e usado para identificar as principais interacdes intermoleculares. Essa
superficie é definida pela regido ao redor da molécula onde a contribuicdo da densidade
eletrbnica da molécula no cristal (promolecule) € maior do que a contribuicdo das outras

moléculas (procristal) no cristal, conforme descrito na Equacéao 3.1.

a)(r) — ppromolecule (7‘)

3.1
pprocrystal (T') ( )

Duas propriedades essenciais dessa superficie sdo: a distancia entre o nicleo mais
proximo da superficie externa e a propria superficie de Hirshfeld, de; e a distancia entre o
ndcleo mais proximo da superficie interna e a propria superficie de Hirshfeld, di. Essas
propriedades sdo combinadas na distancia de contato normalizada, dnorm (MCKINNON;
JAYATILAKA; SPACKMAN, 2007), que correlaciona ambas e as normaliza pelo raio de
Van der Waals, "9V (Equacéo 3.2).

vdW vdw
R Sk i
norm — vdw vdW
7 Te

(3.2)
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Os &tomos envolvidos em interagBes intermoleculares mais proximas do que o raio
de Van der Waals apresentam uma mancha vermelha na superficie dnorm, que é uma
forma util de confirmar contatos significativos entre as moléculas. Além disso, outra
propriedade da superficie de Hirshfeld chamada shape index (SPACKMAN; JAYATILAKA,
2009) foi usada para pesquisar interagbes 11-1T, que nela se apresentam como manchas
vermelhas e azuis em forma de “gravata borboleta” nas superficies localizadas entre anéis
aromaticos. Além disso, a frequéncia de cada combinacgdo de di e de sobre a superficie foi
mapeada utilizando o recurso 2D fingerprint (SPACKMAN; MCKINNON, 2002), uma
espécie de impressao digital da superficie de Hirshfeld. Este diagrama indica os locais de
interacdo intermolecular e a area da superficie de Hirshfeld correspondente a cada tipo de

interacao.

3.2.2 Calculos de estrutura eletronica

As energias de ambos os Orbitais Moleculares de Fronteira (FMO) e o mapa de
Potencial Eletrostatico Molecular (MEP) foram calculados usando a Teoria do Funcional
de Densidade (DFT) implementada pelo Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009), aplicando o
funcional B3LYP (Becke, 3 parametros, Lee — Yang — Parr) com o conjunto de bases 6-
311+G(2d,p). Os elétrons e nucleos produziram uma superficie de potencial eletrostatico

a uma distancia qualquer r dada pela Equacéo 3.3.

Zi __ (pG)dr
LR =11 ) =7

V(r) = (3.3)

Os diferentes potenciais eletrostaticos sdo representados no espectro de cores,
sendo em vermelho os locais mais densos em elétrons e em azul escuro os locais menos
densos em elétrons. Além disso, as cores amarela e verde representam valores

intermediarios.

Adicionalmente os estudos de docking molecular do MP-TDPy foram realizados
usando o programa Auto Dock Vina implementado pelo UCSF Chimera (PETTERSEN et
al., 2004; TROTT; OLSON, 2010). A ferramenta Dock Prep foi usada para a preparacao
do receptor e ligante, onde as moléculas de solvente foram excluidas e as cadeias laterais
incompletas foram substituidas usando a biblioteca de rotameros Dunbrack 2010
(SHAPOVALOV; DUNBRACK, 2011). Todos os hidrogénios foram adicionados e cargas
de Gasteiger foram adicionadas a cada atomo de residuos e ligantes usando o campo de
forca AMBER ff14SB e computados pelo Antechamber (WANG et al., 2006). O recurso
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AutoGrid foi entdo usado para criar um volume de pesquisa de receptor centralizado no
ponto geométrico (56,35 A, 64,52 A, 57,55 A) com um tamanho de 17 A3. Todas as outras

configuracdes foram mantidas como padréo.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Analise do estado soélido

O MP-TDPy é um derivado de pirimidina com os grupos hidro, fenil, metil,
metanoato de etila e tioxo substituidos nas posicées 1, 2, 4, 5 e 6, respectivamente, e
cristalizado no grupo espacial monoclinico centrossimétrico P2i/c, com uma molécula
independente de MP-TDPy e uma molécula de agua estrutural por unidade assimétrica
(Figura 3.1). A estrutura encontrada permitiu diferencia-la de seu possivel isbmero que
teria um atomo de hidrogénio no N2 e auséncia do H1. Seus parametros de célula unitaria
sdo a = 14,67860 (10) A, b = 7,2757 (2) A, ¢ = 15,2822 (2) e B = 117,105 (4) °. As
principais informacdes sobre o cristal, coleta de dados e detalhes de refinamento séo

fornecidos na Tabela 3.1.

Figura 3.1 — Representacdo ORTEP da unidade assimétrica da MP-TDPy

Os elipsoides foram calculados com 50% de probabilidade. Entre os atomos desordenados, apenas aqueles
com maior contribuicdo para o pico de densidade eletronica foram exibidos. FONTE: Adaptado de NAVES
etal., 2021
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Tabela 3.1 — Informacgdes experimentais da MP-TDPy

Férmula Quimica C14H14N202S, H20

My 292.35

Sistema cristalino, grupo espacial Monoclinico, P2i/c

Temperatura (K) 293(2)

a, b, ¢ (A) 14,67860(10), 7,2757(2),
15,2822(2)

B (°) 117,105(4)

V (A3) 1452,85(6)

Z 4

Tipo de radiacéo Cu Ka

i (mm™) 1,54184

Tamanho do cristal (mm) 0,231 x 0,165 x 0,124

Reflexbes medidas, independentes e observadas [| > 2852, 2734, 2454
20(1)]

Rint 0,0119

(sen 8/A)max (A™") 0,6354

R[F? > 20(F?)], wR(F?), S 0,0470, 0,1323, 1,092

Numero de reflexdes 2734

NUmero de parametros 219

Tratamento dos atomos de H Os atomos de hidrogénio foram

tratados por uma mistura de
refinamentos  independentes e
constrigcoes.

Apmax, Apmin (€ A_3) 0,38, -0,38

Existem a&tomos desordenados na por¢do etanoato do grupo éster, cuja cadeia
carbdnica com a contribuicdo de densidade de elétrons mais significativa esta rotulada na
Figura 3.2. A Tabela 3.2 mostra os angulos diedrais mais relevantes para descrever a
conformacdo do MP-TDPy, sendo éangulos em asterisco correspondentes a cadeia
desordenada. Por razdes de clareza, a conformagdo desordenada que menos contribuiu
para o pico de densidade eletrbnica (azul claro) foi omitida, uma vez que nao participa de

interac®es intermoleculares significativas.

Analisando a molécula MP-TDPy sem agua, ha apenas um local com hidrogénio
acido capaz de fazer ligacdes de hidrogénio, N1-H1, e outros atomos que podem atuar
como aceitadores, como oxigénio, nitrogénio e enxofre. Um cristal sem &gua
provavelmente teria apenas uma ligacdo de hidrogénio por molécula por causa dessa
limitacdo estereoquimica. Nesse cristal, a molécula de agua tem papel essencial na

coordenacdo de diferentes atomos aceitadores e doadores da molécula MP-TDPy,
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participando das trés ligacbes de hidrogénio presentes que estabilizam a maior parte do

empacotamento.

Figura 3.2 — Representacédo do MP-TDPy destacando os atomos desordenados

A principal cadeia, O5A — C2AA — C3AB, é verde e esta rotulada, enquanto a cadeia desordenada O5 —
C2AB — C3AA é azul claro. FONTE: Adaptado de NAVES et al., 2021

Tabela 3.2 — Selecao de angulos diedrais da MP-TDPy. Os angulos com um asterisco séo 0s
correspondentes desordenados

Angulo diedral ~ Atomos Valor (°) Conformagcéao
w, C1—C6—C7—N1 145.6(2) + Anti-Clinal
W, C11—C10—C12—O05A 83.3(4) + Sin-Clinal
W C11—C10—C12—05 104.6(4) + Anti-Clinal
s C10—C12—05A—C2AA 161.0(5) + Anti-Periplanar
o} C10—C12—05—C2AB -153.7(6) - Anti-Periplanar
W, C12—0O5A—C2AA—C3AB 176.7(7) + Anti-Periplanar
W} C12—O05—C2AB—C3AA -159.9(7) - Anti-Periplanar

As ligacdes de hidrogénio N1—H1:--O1 e O1—H1C:--N2 formam uma sequéncia
de interacdes na dire¢ao [010], como visto na Figura 3.3a. A distancia e os angulos entre
os anéis das moléculas MP-TDPy envolvidas nesse conjunto de interacdes descritas sdo
compativeis com interagbes T-1m. A Figura 3.3b mostra um par de moléculas desse
conjunto como exemplo. Ela mostra que a distancia entre um anel pirimidina (Cg2) de
cima e um anel aromético de baixo (Cgl) é 3,699 A, com deslizamento de 0,813 A. Em
contraste, a distancia entre um anel de pirimidina (Cg2) de baixo e um anel aromatico de
cima (Cgl) é 3,634 A, com deslizamento de 1,545 A. Essa diferenca é justificada pela
falta de centro de inversdo entre esses pares, perceptivel pela orientacdo do grupo éster.
Em ambos os casos, 0 angulo formado entre os anéis € de apenas 5,07°, quase paralelo.
Este sistema m-1m pode ter uma pequena contribuicdo para a estabilizagdo dessa

sequéncia de interacoes.
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Figura 3.3 — Sequéncia de interacdes formada pelas liga¢des de hidrogénio N1—H1---O1 e O1—H1C---N2

(a), também estabilizadas por interagdes 11-17 (b)

FONTE: Adaptado de NAVES et al., 2021

Outra grande cadeia de interagcbes emerge das ligacdes de hidrogénio O1—
H1B---S1 na diregao [001], complementando as interagdes descritas anteriormente para
produzir camadas orientadas no plano (100). Além disso, as interagbes N1—H1.---O1 e
O1—H1B---S1 formam um dimero com grande contribuicdo para a estabilizacdo das
camadas, como visto na Figura 3.4a. Finalmente, essas camadas sdo empilhadas pelo
meio das interagbes C3AB—H3AF---S1 na direcdo [100], completando o preenchimento
do espaco do cristal, como mostra a Figura 3.4b. Uma imagem de empacotamento do
cristal de uma vista normal a [100] pode ser vista na Figura 3.4c, destacando o formato de
uma camada do cristal. Os parametros geométricos das interacfes descritas sao

apresentados na Tabela 3.3.
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Figura 3.4 — Empacotamento cristalino destacando as interagdes N—H---O, O—H---Se C—H--'S

O empacotamento também é estabilizado por um dimero formado pelas interacdes N1—H1---Ol e

01—H1B-:-S1 (a) e por outro caminho formado por interagdes C3AB—H3AF---S1 (b). Uma vista da rede
cristalina do MP-TDPy normal & direcédo [100] é mostrada em (c). FONTE: Adaptado de NAVES et al., 2021

Tabela 3.3 — Geometria das principais interacdes intermoleculares no cristal de MP-TDPy. Os hidrogénios

das moléculas de agua estdo com uma distancia D—H idealizada

D—H---A D—H@A) H-A@R D---A (A) D—H---A (°)
C3AB—H3AF---S1! 0.961 2.8269 3.75(1) 161.6
N1—H1...01 0.96(3) 1.94(2) 2.893(2) 170(3)
O1—H1C---N2i 0.850 2.155 3.000(3) 173.1
O1—H1B---S1V 0.850 2.4161 3.264(1) 175.7

Cddigos de simetria: (i) -x,-1/2+y,1.5-z; (i) x,y,z; (iii) 1-x,1/2+y,1.5-z; (iv) 1-x,1-y,2-z
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Os contatos descritos foram reconhecidos pelos parametros geomeétricos do
Mercury, além de serem confirmadas pela superficie de Hirshfeld através das
propriedades dnorm € shape index. Os pontos vermelhos mais intensos no dnorm, bem como
o formato caracteristico do diagrama fingerprint indicando uma alta frequéncia de
interacbes de hidrogénio, indicam a presenca e contribuicdo das ligacbes de hidrogénio
descritas e das interacbes C—H---S, como mostrado na Figura 3.5. Por outro lado, na
Figura 3.6, a existéncia da mancha vermelha e azul com formato "gravata borboleta” na
superficie shape index reforca a possibilidade de interagbes T-T1 que auxiliam na

formacéo da cadeia de interagdes descrita anteriormente na Figura 3.3.

Figura 3.5 — Propriedade dnorm da superficie de Hirshfeld da MP-TDPy e diagramas fingerprint

dorm Value

-0,5515 0 1,4394

O O v A NN BN

d, d d d
D608 1012141618 2022242628 0608101214 16182022242628 0608101214 16182022242628 060810121416182022242628 :

Full O-H/H--0 S--HH--S N---H/H--N
C) 100% d) 17,0% e) 13,2% f) 2,8%

Manchas vermelhas na propriedade dnorm da superficie de Hirshfeld confirmando liga¢des de hidrogénio no
cristal de MP-TDPy (a). A mancha vermelha mais fraca, mas ainda significativa, mostra a interacdo C—
H---S (b). O diagrama fingerprint da estrutura € um mapa de frequéncias de contato, filtrado por todos os

contatos (c), pelos contatos O---H/H---O (d), S---H/H---S (e) e N:--H/H---N (f). Outros percentuais relevantes

de contatos: C--- H/H---C 7,10%; H---H 49,30%; C---C 6,90%; outros 3,70%. FONTE: Adaptado de NAVES
etal., 2021
Essas informacgbes indicam que a molécula de agua desempenha um papel
fundamental na organizagdo do empacotamento cristalino, coordenando todas as ligacoes
de hidrogénio entre os atomos do anel de pirimidina. Devido a essa preferéncia por
coordenar interacfes no centro da molécula MP-TDPy, mesmo o substituinte éster tendo

dois oxigénios capazes de atuar como atomos aceitadores em uma possivel ligacdo de
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hidrogénio, ele ndo faz interagdes intermoleculares fortes. Consequentemente, 0S grupos
éster situam-se entre as camadas formadas pelas ligacées de hidrogénio descritas

anteriormente e apresentam desordem.

Figura 3.6 — Propriedade shape index da superficie de Hirshfeld da MP-TDPy

Circulos vermelhos destacam formas de "gravata borboleta" vermelhas e azuis na superficie de Hirshfeld
com a propriedade shape index, presentes entre os anéis aromaticos das moléculas MP-TDPy de baixo (a)
e de cima (b). Essas formas sao um sinal caracteristico de interagbes 1-11. FONTE: Adaptado de NAVES et

al., 2021

3.3.2 Modelagem molecular

A sobreposicdo das estruturas cristalografica e do docking, usando o anel de
pirimidina como ponto de ancoragem, mostra que as principais diferencas estéao
relacionadas ao angulo diédrico envolvendo o grupo éster (C12—0O5A—C2AA—C3AB) e
o0 angulo entre os planos do anel benzénico e do anel pirimidina (Figura 3.7). Quando
esse angulo diedral é comparado, nota-se que o grupo alquila da por¢cdo éster esta
disposto de forma oposta nas diferentes conformagdes. Além disso, hd um desvio de
planaridade igual a 24° entre a orientacdo do anel de benzeno nas diferentes estruturas.
Eletronicamente, os célculos revelam que a transicdo da conformacéo cristalina para a

conformacéo do docking requer uma variagao de energia de 498,83 kJ/mol.
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Figura 3.7 — Sobreposi¢do das conformag¢@es no estado cristalino e no docking

A sobreposicao das conformacdes cristalogréfica (verde claro) e do docking (verde) evidenciando as
diferencas estruturais. O anel de pirimidina foi escolhido como ponto comum entre as estruturas. FONTE:
Adaptado de NAVES et al., 2021

As energias calculadas dos orbitais moleculares de fronteira e a analise do
potencial eletrostatico molecular (Figura 3.8) mostram que a diferenca de energia entre
HOMO e LUMO, Egp, € maior na conformacdo cristalografica (3,30 eV) do que na
conformacdo adotada no docking (3,02 eV), o que significa que a primeira € menos
reativa. Além disso, é possivel notar que o HOMO esta distribuido, em ambas as
conformacdes, sobre o anel da pirimidina, e esta concentrado sobre o &tomo de enxofre.
Além disso, o LUMO ¢é distribuido sobre os anéis aromaticos. Outra caracteristica € a
inversao do sinal de cargas entre os FMO. Em termos de sitios reativos, ha uma regiao
nucleofilica no &omo H do grupo N-H, enquanto a regido eletrofilica esta concentrada

sobre a regido éster.

Figura 3.8 — Os FMO calculados para conformagdes cristalografica (a) e do docking (b). O MEP para cada

conformacdes é apresentado em (c)

ELumo =-2.74 €V

>
Evomo =579 ¢V Enoue = <5.76 eV
(a) (b) (c)

FONTE: Adaptado de NAVES et al., 2021
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3.3.3 Arranjo supramolecular

A estrutura cristalina da topoisomerase 1V (cédigo PDB!: 1S14 de Escherichia coli
(BELLON et al.,, 2004)) em complexo com Novobiocina (07N) foi usada como receptor
para simulacdo de docking molecular. Essa estrutura foi escolhida por duas razdes: seu
ligante Novobiocina mostrou atividade inibitoria contra M. luteus e E. coli (FU et al., 1986)
por um mecanismo semelhante; possui a melhor resolugcéo entre as estruturas disponiveis
em complexo com 07N. Para validar o processo de docking, foi utilizada a metodologia
descrita anteriormente para docking com ligante co-cristalizado (07N). A conformacéo
prevista foi entdo comparada com a conformacdo de ligacdo observada
experimentalmente, apresentando um valor de desvio médio quadratico (RMSD) de 0,63
A, considerado excelente para validacdo em estudos de docking molecular, além de
apresentar uma pontuacdo no AutoDock Vina significativa, de -8,2 kcal moll. Para
entender o motivo da atividade antimicrobiana do composto MP-TDPYy, foi realizado entao
o docking desse derivado de tioxopirimidina no sitio de ligacdo da estrutura ParE de E.
coli a 24kDa. O composto foi facilmente acomodado no sitio de ligacado da topoisomerase
IV, ocupando a regido de ligacdo de forma parecida como o composto de referéncia em
sua estrutura cristalografica de raios-X (Figura 3.9).

Figura 3.9 — Resultados do docking para o composto MP-TDPy na estrutura cristalografica da

topoisomerase IV 1S14.
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FONTE: Adaptado de NAVES et al., 2021
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! Protein Data Bank, maior banco de dados de estruturas de proteinas do mundo.
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A melhor conformacé&o exibiu boa afinidade de ligacdo com uma pontuacao de -5,4
kcal molt. Embora esse valor seja relativamente grande em comparacdo com outros
célculos de docking realizados pelo AutoDock Vina (CUSTODIO et al., 2020), ele esta de
acordo com a pequena afinidade de ligacdo calculada para o ligante cocristalizado O7N.
Importante dizer que mesmo com uma afinidade tdo pequena, 07N inibe a topoisomerase
IV, o que sugere que MP-TDPy também pode ter modo de ligacdo semelhante. Este
composto interage principalmente formando ligacdes de hidrogénio com as cadeias
laterais de Glu198 (2,76 A) e Thr292 (2,19 A) (Figura 3.9a), e a cadeia lateral de Gly225
(2,34 A) (Figura 3.9b), bem como interacdes hidrofébicas significativas com Pro227,
Met226, lle242, Vall91 e Val294 (Figura 3.10). Esses resultados de docking revelaram
uma boa correlacdo entre estudos anteriores e podem ser uma razao para sua
significativa atividade antibacteriana in vitro contra M. luteus (CUNHA et al., 2007).

Figura 3.10 — Representacéo bidimensional dos resultados do docking, mostrando o composto MP-TDPy

fazendo liga¢cbes de hidrogénio (linha tracejada vermelha) e intera¢cfes hidrofébicas (circulos verdes)

FONTE: Adaptado de NAVES et al., 2021
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CAPITULO IV — CONCLUSAO

A estrutura cristalina do MP-TDPy apresentada destaca como as moléculas de
agua e o anel de tioxopirimidina sao importantes para o empacotamento, pois coordenam
as ligacdes de hidrogénio. Em contraste, os substituintes fenil e éster participam de
interacbes mais fracas. Além disso, a conformacdo do docking tem energia inferior a
conformacdo do cristal e apresenta a porcao éster em uma posicao sin-periplanar que se
acomoda melhor no sitio ativo. Em relacdo ao arranjo dos orbitais moleculares, o HOMO é
encontrado na regidao do anel da pirimidina, enquanto o LUMO esta disperso na regiao
dos anéis aromaticos. Além disso, a superficie de potencial eletroestatico mostrou que a
regido com maior densidade de carga esta proxima ao oxigénio no grupo éster, enquanto
a regido com menor densidade de carga esté localizada no nitrogénio que esta ligado a
um atomo de hidrogénio. Por ultimo, os resultados do docking mostram uma acomodacao
razoavel da molécula no sitio de ligacdo da topoisomerase IV e que interagem
principalmente por ligacdes de hidrogénio entre a porcao de tioxopirimidina e as cadeias
laterais Glul98, Thr292 e Gly225, auxiliada por interacbes hidrofébicas envolvendo o
resto da molécula. Esses resultados indicam uma relacdo entre a atividade antibacteriana
observada experimentalmente com, principalmente, a por¢ao 4-tioxopirimidina, sugerindo

a investigacdo de novos compostos que utilizem este fragmento base.
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