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RESUMO

A utilizacado de pesticidas no Brasil, pais de economia baseada na agricultura e no
agronegécio, é uma pratica que tem crescido nos ultimos anos mas resulta em
nuameros alarmantes de doencas € mortes aos usuarios, bem como poluicdo da
agua, solo e ar. Considerando o risco potencial associado ao uso desses compostos
e a dificuldade de deteccdo de seus residuos instantaneamente em campo, neste
trabalho foram planejadas, usando técnicas de edicdo e modelagem molecular, seis
moléculas derivadas de fulerenos com o propésito de se compreender, em nivel
estrutural eletrénico, o potencial destes como adsorventes de pesticidas agricolas,
pertencentes a classe de maior toxidez, que sdo os organofosforados (Ops). Deste
modo, para o desenho tridimensional, além das otimizacdes classicas, foi utilizado o
programa GHEMICAL. Posteriormente a geometria das moléculas foi melhorada
utilizando o método semiempirico PM7, no programa MOPAC e, finalmente, para
calcular as energias de interacao e os melhores modos de interacdes entre os Ops e
os derivados de fulerenos, os programas AutoDock Tools e AutoDock Vina foram
utilizados. Os organofosforados selecionados foram acefato, cadusafés, clorpirifés,
dimetoato, fenitrotiona, fentoato, malaoxon, malation, parationa metilica e terbufés.
Os resultados mostraram que a proposta 4 teve os melhores resultados. Quanto aos
Ops, a fenitrotiona apresentou os melhores resultados de distancia de ligacao,
energia de docking, calor de formagdo dos complexos e energia de adsorcao,
seguida do malation, malaoxon, fentoato e parationa metilica. Deste modo, conclui-
se que a proposta numero 4 pode ser utilizada como potencial nanomaterial
captador de pesticidas.

Palavras-chave: Derivados de fulerenos. Pesticidas. Organofosforados. Modelagem
molecular. Docking molecular.



ABSTRACT

The pesticides use in Brazil, a country of economy based on agriculture and
agribusiness, is a practice that has grown in recent years but results in an alarming
diseases number and manipulators deaths, as well as pollution of water, soil and air.
Considering the potential risk associated to these compounds use and the difficulty
on detecting their residues instantaneously in the field, six molecular fullerenes
derivatives were planned using molecular modeling and modeling edition techniques
to understand, at an electronic structural level, their potential as adsorbents of
agricultural pesticides belonging to the higher toxicity class, the organophosphates
(Ops). Thus, for the three-dimensional design, besides the classic optimizations, the
GHEMICAL program was used. Subsequently, the molecules geometry were
improved using the semi-empirical method PM7, in the MOPAC program and, finally,
to measure the interaction energies and the best interactions modes between the
Ops and the fullerenes derivatives, the programs AutodDock Tools and AutoDock
Vina were used. The organophosphates selected were acephate, cadusafos,
chlorpyrifos, dimethoate, fenitrothion, phenthoate, malaoxon, malathion, methyl-
parathion and terbufos. The results showed that fullerene derivative proposal number
4 had the best results. Regarding the Ops, fenitrothion presented the best results of
binding distance, docking energy, complexes heat of formation and adsoption
energy, followed by malathion, malaoxon, fentoate and methyl-parathion. Therefore,
it can be concluded that derivative proposal number 4 can be used as a potential
nanomaterial for pesticides capture.

Key words: Fullerene derivatives. Pesticides. Organophosphorus. Molecular
modeling. Molecular docking.
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1 POSICIONAMENTO E ABORDAGEM DO PROBLEMA

A utilizagédo de pesticidas no Brasil, pais de economia baseada na agricultura e no
agronegécio, tem crescido nos ultimos anos, mas gera numeros alarmantes de
doencas e mortes aos usuarios, bem como poluicdo de agua, solo e ar. O Brasil esta
entre as dez maiores economias do mundo, sendo um grande produtor e exportador
de mercadorias, principalmente commodities minerais, agricolas e manufaturados.
Todavia, atrelado a alta produtividade, o acentuado consumo de agrotéxicos foi o
que transformou o Brasil em um dos lideres no mercado agricola (CAVALCANTI,
2016).

No Brasil sdo utilizadas varias classes de agrotoxicos ou pesticidas, dentre elas a de
compostos com um atomo de fésforo central, os organofosforados (Ops) (Santos et
al., 2007). Os Ops ou agentes dos nervos tém agdo com impactos sérios a saude
humana, sendo seu principal alvo a enzima acetilcolinesterase (AChE), que controla
as acdes centrais e periféricas do neurotransmissor acetilcolina (ACh). Os Ops
inibem irreversivelmente a AChE, que deixa de hidrolisar a ACh e leva a um acumulo
desta ultima nas sinapses, o que promove hiperestimulagéo colinérgica e resulta em
perda do controle muscular, batimentos cardiacos irregulares, convulsdes,
depressao respiratoria e morte (CAVALCANTI, 2016).

As contaminacfes ou ‘envenenamentos’ por pesticidas vém sendo cada vez mais
monitorados e estudados. Estima-se que existam mais de trés milhdes de casos de
intoxicagdes por Ops e mais de 250.000 mortes por ano a partir de autointoxicagdes
intencionais, o que representa 30% dos suicidios no mundo. A maioria das
exposicoes ocorre em sociedades agrarias, onde os Ops estdo facilmente
disponiveis e a exposicao tdxica pode ocorrer por inalagéo, via transdérmica ou por
ingestdao (CAVALCANTI, 2016).

Considerando o problema do extensivo uso de pesticidas no nosso pais e o risco
potencial associado a esse uso, bem como a dificuldade de captura de seus
residuos instantaneamente em campo, observou-se a demanda pelo
desenvolvimento de uma tecnologia sustentavel direcionada a captura de pesticidas

no meio agricola.
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Com as facilidades computacionais e avangos tecnologicos disponiveis atualmente
tornou-se possivel simular o comportamento de moléculas em computador mais
realisticamente, suas interagdes inter e intramoleculares, além das reacées quimicas
envolvidas. Isso pode ser feito através de técnicas de modelagem molecular
empregando métodos quanticos, semiempiricos e de mecéanica molecular
(GONGCALVES, 2009).

No desenvolvimento deste trabalho foram empregadas técnicas de edicdo de
moléculas tridimensionais e otimizagdo estrutural utilizando métodos semiempiricos
(PM7), modelagem comparativa e atracamento molecular para prever in silico a
energia de interacao entre pesticidas Ops e moléculas cujo sitio ativo mimetiza o
alvo no corpo humano dos organofosforados: o da AChE, visando o]
desenvolvimento de potenciais sensores, de alta afinidade e especificidade. Desta
forma, pretende-se descrever em nivel molecular a interacdo de alguns Ops com as
moléculas propostas, derivadas de fulerenos, captadoras de pesticidas, para que
futuros trabalhos de pesquisa possibilitem sintetiza-las e testa-las no meio agricola.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter, computacionalmente, derivados de fulerenos com grande potencial retentor
de pesticidas organofosforados para que futuros trabalhos de pesquisa possam

sintetiza-los e testa-los no meio agricola.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Construir, em programas de edicdo molecular, derivados de fulerenos com
valéncias aromaticas substituidas por cadeias laterais de aminoacidos especificos
da triade catalitica da enzima acetilcolinesterase;

. Construir, utilizando programas de edigdo molecular, alguns dos pesticidas
mais nocivos usados pelos agricultores em nosso pais;

. Obter, computacionalmente, utilizando programas de modelagem molecular,
propriedades termodinamicas dos derivados de fulerenos, planejados neste trabalho,
além dos pesticidas, por métodos semiempiricos;

. Calcular as energias de interacdo entre os pesticidas e os derivados de
fulerenos, pela técnica de atracamento molecular ou molecular docking, utilizando os
programas AutoDock Tools e AutoDock Vina;

. Obter, por métodos semiempiricos, propriedades estruturais eletrdnicas dos
complexos formados pelos derivados de fulerenos mais os pesticidas, que se
correlacionem com os valores experimentais da dose letal/massa corp6rea dos
pesticidas;

. Estimar os valores de constante de inibicdo (Ki) dos pesticidas a partir dos
valores de calor de interacédo por molecular docking;

. Estimar a energia de adsorcdo entre os derivados de fulerenos e o0s
pesticidas, utilizando métodos semiempiricos.
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3 ESTADO DA ARTE

3.1 DEFINICAO DE AGROTOXICOS

De acordo com a lei brasileira n° 7802/89 a definicao de agrotoxicos é dada por:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos,
destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecédo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composigao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agéo danosa de
seres vivos considerados nocivos.

Segundo informagbes contidas no sitio eletrdnico da Anvisa (2017), os termos
pesticida, praguicida e defensivos agricolas também sao utilizados. “A palavra esta
associada ao setor que a emprega: por exemplo, as empresas de agrotéxicos
preferem utilizar defensivos agricolas ja que na visdo deles os produtos sao
utilizados com o objetivo de proteger a producdo agricola”. A Anvisa usa a palavra
agrotoxicos, que traduz bem os riscos potenciais do produto e alerta os
trabalhadores e a populacdo. Praguicida é derivado de plaguicida, denominacao
utilizada pelos paises de lingua espanhola e pesticida tem como equivalente o
termo pesticide, utilizado na lingua inglesa.

3.2 HISTORICO DO DESENVOLVIMENTO DOS AGROTOXICOS

O surgimento dos agrotdxicos tem relacdo direta com as pesquisas de armas de
guerra quimica. De forma didatica o histérico do desenvolvimento dos agrotdxicos
pode ser dividido em geragdes. A primeira geracdao tem registros de utilizacdo de
compostos como acido arsénico e o cianeto de hidrogénio em 1860, para o controle
de pragas como fungos, insetos e bactérias. A segunda geragéao envolveu o uso de
compostos  organicos  sintéticos (ZACHARIA, 2011) como o DDT
(diclorodifeniltricloroetano), Sharardan, permetrina, dentre outros. Na sequéncia, a
terceira geracao foi a de inseticidas biolégicos e ferombnios, e entdo a quarta e

quinta, com horménios e anti-horménios. Um breve resumo esta no quadro 01.



Quadro 01 — Ordem do desenvolvimento de inseticidas por geracoes

INSETICIDAS DE PRIMEIRA GERAGCAO

Inorgénicos

Enxofre, arsénico, fluoreto e acido bérico

Orgénicos vegetais

Nicotina, piretrinas naturais, rotenona

Organico minerais

Oleos minerais

INSETICIDAS DE SEGUNDA GERACAO - organicos sintéticos

Clorados

DDT, aldrin, dodecacloro, BHC

Fosforados*

Diazinon, dichlorvos, DDPV, Sharardan

Carbamatos (nao sistémicos)

Propoxur, bendiocarb, etc.

Piretroides Deltametrina, permetrina, cypermetrina,
cyfluthrin, etc.
INSETICIDAS DE TERCEIRA GERACAO
Biologicos Fungos, bactérias e virus
Feromobnios Goosyplure, grandlure, muscanone

INSETICIDAS DE QUARTA GERACAO

Hormonios e inibidores de

crescimento

Diflubenzuron, methoprene, ciromazina,

hydroprene e juvabiona

INSETICIDAS DE QUINTA GERACAO

Anti-hormonios

Vegetal — precocenos e microorganismos

lactonas (avermectin)

* Precursores dos pesticidas em estudo.

Fonte: Elaborado pelo autor adaptado de Carneiro (2015)

O primeiro pesticida organico sintético importante foi o DDT, produzido pelo cientista
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alemao Ziedler, em 1873, e seu efeito inseticida descoberto por um quimico suico,

Paul Muller, em 1939. Nos seus primeiros dias o DDT foi saudado como um milagre

devido a sua atividade de amplo espectro, persisténcia, insolubilidade, baixo custo e

facilidade de aplicacdo. Apdés o0 sucesso, outros produtos quimicos foram

sintetizados para tornar esta era o que Rachel Carson, em seu livio The Silent

Spring, descreveu como a era de "chuva de produtos quimicos" (ZACHARIA, 2011).

Assim como o DDT, os compostos organofosforados (Ops) também sao da segunda

geracao, e constituem uma grande e diversificada classe de produtos quimicos.
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Os ésteres de Op foram descobertos como toxicos para as pessoas em 1932,
quando Lange e Kruger descreveram a sintese de fosfofluoridrato de dimetil e dietil e
relataram que a inalacdo de seus vapores produziram escuriddo da visdo e uma
sensacao de sufocamento (MANGAS et al., 2016).

Ainda na década de 30, devido a necessidade de aumentar a producao de alimentos
estimulou a pesquisa de novos compostos com acdo inseticida. Em particular, o
cientista alemao Gerhard Schrader, do laboratério I.G. Farben, sintetizou em 1936 o
oetil- N,N-dimetil-fosforamido-cianidato (conhecido como Tabun ou pelo codigo GA),
que apresentava uma toxidez aos mamiferos alta demais para permitir o seu
emprego comercial como pesticida. Dois anos depois, Schrader sintetizou o
o-isopropil-metil-fosfono-fluoridato (conhecido como Sarin ou pelo coédigo GB), ainda
mais téxico que o Tabun. O interesse pela sintese destes agentes foi tdo grande que
em 1944 o alemao Richard Kuhn sintetizou o o-pinacolil-metil-fosfonofluoridato
(soman ou GD), com toxidez relativa ainda mais alta que o Sarin (GONCALVES,
2009).

A aplicacao industrial e comercial de compostos Ops na agricultura comegou com
Schrader e colaboradores que descobriram, em 1941, o inseticida
octametilpirofosforamida, chamado de Sharardan (figura 01). Depois deste, um
grande numero de inseticidas ésteres organofosforados também foram descobertos,
incluindo o primeiro com praticas inseticidas chamado de Bladan, que continha
tetraetilpirofosfato, ou TEEP, cuja férmula segue também na figura 01 (Santos et al.,
2007).

Figura 01 — Primeiros compostos organofosforados de uso industrial, a) Sharardan e
b) tetraetilpirofosfato (TEPP)

Fonte: Santos et al. (2007)
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Na década de 50 mais um composto organofosforado foi desenvolvido pelos
ingleses para uso como pesticida. Conhecido como Amilton, revelou-se toxico
demais para emprego comercial, mas uma modificacdo quimica dele levou a
descoberta do primeiro agente da chamada série V, o VX (o-etil-S—[2—
(diisopropilamino) etil]-metil-fosfonotioato). Os agentes da série V apresentavam, ao
contrario da série G (Tabun, Sarin e soman), baixa volatilidade e uma toxidez por
absorcao cutadnea quase igual a toxidez por inalacdo. Dessa forma, a producao de
agrotéxicos se mistura com a pesquisa por armas de guerra quimica. Sarin e VX
eram os agentes neurotdxicos padrdes dos EUA para guerras. A producao se tornou
atraente para paises que pretendiam iniciar um programa de desenvolvimento de
armas quimicas (GONCALVES, 2009).

No decorrer do tempo 0s agentes neurotoxicos da série G continuaram a ser
padronizados para uso em muni¢cdes quimicas e estocados em grandes quantidades
por varios paises (GONCALVES, 2009). O quadro 02 resume alguns eventos
histéricos de uso de armas de guerra quimica, cujo desenvolvimento foi atrelado ao

dos pesticidas organofosforados.
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Quadro 02 — Breve histérico do desenvolvimento de pesticidas organofosforados e

sua relagdo com o desenvolvimento de armas de guerra quimica

ANO EVENTO

Inicio dos estudos dos pesticidas organofosforados, por Lassaigne, com a esterificagdo do
1820 acido fosférico (Santos et al., 2007).
1854 Sintese do primeiro composto organofosforado, tetraetilpirofosfato (TEPP) (Nurulain, 2011).

Sintese do DDT, pesticida organico sintético, por Ziedler. Seu efeito inseticida foi
1873 descoberto em 1939 por Paul Muller (Zacharia, 2011).
1915 Utilizacao de armas quimicas na 12 Guerra Mundial (Colasso e Azevedo, 2011).

Lange e Kruger descreveram a sintese de ésteres de fosfato, téxicos para humanos
1932 (Mangas et al., 2016).
1936 Primeiro agente dos nervos organofosforado produzido: Tabun. (Nurulain, 2011).

Outro agente dos nervos do grupo dos organofosforados foi desenvolvido: Sarin (Nurulain,
1938 2011).

Schrader e colaboradores descobriram o inseticida octametilpirofosforamida, ou sharardan.
1941 (Santos et al., 2007).

O terceiro composto neurotoxico foi desenvolvido na Alemanha, nomeado soman (Nurulain,
1944 2011).

VX, outro agente dos nervos, do mesmo grupo é desenvolvido no Reino Unido e tornado
1957 arma pelos americanos (Nurulain, 2011).

Tropas iraquianas usam o Tabun contra soldados iranianos durante a guerra (Nurulain,
1983-84 |2011).
1988 Sarin foi usado no Iraque, por tropas iraquianas contra os Curdos (Nurulain, 2011).

Acredita-se que tropas aliadas foram expostas ao Sarin na Guerra do Golfo (Nurulain,
1991 2011).

Em Matsumono (Japao) um ataque terrorista com Sarin foi relatado causando sete mortes
1994 e mais de 300 feridos (Nurulain, 2011).
1994-95 | Tentativa de assassinato com VX em Osaka, no Jap&o (Nurulain, 2011).

Um ataque terrorista de Sarin foi reportado no metr6 de Téquio, no Japao, causando 12
1995 mortes e milhares de feridos (Nurulain, 2011).
2013 Uso de Sarin em ataque na Siria, que resultou em inimeras mortes (BBC, 2013).

O agente quimico gés Sarin foi usado em um ataque na cidade de Khan Sheikhun, na Siria
2017 (O Globo, 2017).

Morte do irm&o do imperador norte coreano em um aeroporto da Malésia por um ataque
2017 utilizando o agente VX (O Globo, 2017).

Ataque quimico na Siria com uso de Sarin matou pelo menos 86 pessoas e feriu mais de
2017 550 vitimas (O Globo, 2017).

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

A vertente da industria quimica nao foi a Unica que impulsionou o desenvolvimento

dos agrotdxicos, também a Revolucdo Verde, pela preocupacdo com a demanda

mundial por alimentos.
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3.3 REVOLUGAO VERDE

A Revolucao Verde foi um movimento agricola mundial que comegou no México, em
1944, com objetivo primario de aumentar a producdo de grdaos no mundo. Ela
envolveu trés aspectos principais das praticas agricolas, entre elas o uso de
pesticidas. Apds o sucesso no México, a Revolugédo Verde espalhou-se pelo mundo.
Conforme Vocke (1986 apud ZACHARIA, 2011). O controle de pragas sempre foi
importante na agricultura, mas este movimento em particular precisou de mais
insumos de pesticidas do que os sistemas agricolas tradicionais, porque a maioria
das variedades de alto rendimento ndo eram amplamente resistentes a pragas e

doencas e, em parte, devido ao sistema de monocultura.

No Brasil, para efetivacdo do movimento teve papel fundamental o Sistema Nacional
de Crédito Rural, em 1965, que vinculava a obtencdo de crédito agricola a
obrigatoriedade da compra de insumos quimicos. Também a criacao do Il Programa
Nacional de Desenvolvimento em 1975, que disponibilizou recursos financeiros para
a criacdo de empresas nacionais produtoras de agrotdxicos e instalacdo de
subsidiarias de empresas transnacionais de insumos agricolas (LONDRES, 2011).

Sobre a venda de agrotdxicos deve-se destacar o impacto da liberacdo de sementes
de transgénicos no Brasil, pois a maioria dessas sementes é adaptada ao uso de
algum agrotéxico. O pais hoje tem a segunda maior area cultivada com transgénicos
no mundo (CARNEIRO, 2015).

Considerando o peso da industria quimica, da Revolucdo Verde e a resisténcia
criada pelos insetos pelo uso continuo em monoculturas, os numeros do
crescimento do mercado de agroquimicos tornam-se justificaveis. Desde 2008 o
Brasil ocupa o lugar de maior consumidor de agrotdéxicos do mundo (CARNEIRO,
2015), com 19% do consumo mundial (MANGAS et al., 2016). O uso de pesticidas
vem aumentando em relacdo a area plantada, passou de 10,5 litros por hectare
(L.ha’) em média em 2002 para 12,0 L.ha' em 2011 (ABRASCO, 2012), um

crescimento médio de 20%.
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No cenario brasileiro, o Espirito Santo tem representatividade quanto ao uso de
pesticidas por area, visto ser um estado de espaco territorial reduzido comparado a

grandes consumidores como Parana, Sao Paulo e Minas Gerais.

Os pesticidas englobam grande gama de produtos e formulagdes, entdao é
importante classifica-los para a sistematizacao do estudo.

3.4 CLASSIFICACAO DOS PESTICIDAS QUANTO A TOXIDEZ A HUMANOS

Os tipos de intoxicacao por agrotoxicos a humanos variam de acordo com a forma
de contato, dosagem, tempo de exposicdo, tipo de produto, dentre outros
(VALENTE, 2012). A toxidez pode ser medida por absorcédo cutéanea, ingestdo ou
inalacdo. As vias respiratoria e cutdnea sdo as formas mais comuns nos casos
acidentais. A via digestiva é mais comum nos casos de tentativa de suicidio, e na

ingestao de agua e alimentos contaminados (BARTH e BIAZON, 2010).

Algumas propriedades facilitam a predicao da velocidade de absorcdo dos produtos,
como a alta volatilidade e lipofilicidade, que facilitam a rapida penetracdo de
pesticidas pelas vias aérea e topica. Além disso, a lipofilicidade os torna aptos a
atravessarem a barreira hematoencefalica (BHE) e produzirem toxidez também no
sistema nervoso central (MANGAS et al., 2016). Quando ingeridos, sdo comuns
taxas de absorcdo na ordem dos 70% ou ainda superiores e ja foram encontrados
em fluidos como soro, mucosas cervicais, esperma e leite materno. Se forem
aplicados ou ingeridos juntamente com solventes organicos a absor¢ao é ainda mais
rapida (VALENTE, 2012).

A medida de periculosidade utilizada para doses orais ou dérmicas é o DLsg, que
corresponde a dose capaz de matar 50% da populacdo exposta a determinado
produto. Para a verificacdo da toxidez por inalagdo usa-se um parametro analogo, a
concentracdo letal 50% (CLso, em mg.L™") ap6s a exposicdo por um periodo de 4
horas. Contudo DLsy e ClLsg sdo limitados no seu significado, pois a extrapolagcao
para humanos permitem apenas ter nocao da seguranca e toxidez do agente toxico
(VALENTE, 2012). A tabela 01 detalha a classificacdo toxicoldgica de agrotoxicos

de acordo com as quantidades, as vias de contato e a forma fisica do produto.
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Tabela 01 — Classificacdo toxicolégica de agrotéxicos baseada na DLsy e CLsy de
formulagdes liquidas e sélidas

DL50 oral DL50 dérmica CL5o0 inalatéria
CLASSE  TOXIDEZ (mg.kg™) (mgkg™) o)
Liquido Sélido Liquido Sélido s
| Extremamente <20 <5 <40 <10 0,2
Il Altamente 20200 550  40-400 10-100 0,2-2,0
Il Medianamente 200-2000 50-500 4005 100-1000 2,0-20,0
IV Poucotéxico  >2000 5500  >4000  >1000 520

Sendo: DL= dose letal; CL= concentrac&o letal. DLso oral e dérmica em mg.kg™
Fonte: AMARAL (2007)

Com base na tabela 01 é possivel classificar os Ops como classe | ou extremamente

téxicos. Atualmente os pesticidas estdo disponiveis no mercado com concentracoes
diversas. O anexo A detalha algumas formulagdes, com as concentracdes e valores
de DLsg e CLs disponiveis nas bulas dos produtos e nas bases de dados PubChem
(https://PubChem.ncbi.nlm.nih.gov/), vinculada ao NIH, que é a Biblioteca Nacional
de Medicina dos EUA, e EXTOXNET (http:/extoxnet.orst.edu/), base de dados de
cooperacao de algumas universidades americanas, mas € mantida e arquivada na
Universidade do Estado do Oregon — EUA.

Em um levantamento divulgado pelo Ministério da Saude foi possivel compreender a
distribuicao de intoxicagdes por agrotdxico e por estado brasileiro até o ano de 2013,

conforme figuras 02 e 03.



Figura 02 — Distribuicdo da intoxicacao por agrotoxicos, por circunstancia e por
estado brasileiro de 2001 a 2006
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Fonte: BOMBARDI (2016). Grifo da autora.

Figura 03 — Distribuicdo da intoxicacao por agrotoxicos, por circunstancia e por
estado brasileiro de 2007 a 2013
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Fonte: BOMBARDI (2016). Grifo da autora.
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Diante dos dados das figuras 02 e 03 € possivel identificar um aumento de cerca de
100% no numero de intoxicacdes no estado do Espirito Santo do primeiro periodo
(2001 a 2006) para o segundo (até 2013). Sobre os demais estados, Ceara, Minas
Gerais e Pernambuco também tiveram um aumento significativo. S&o Paulo e
Parana em ambos os periodos apresentam numeros altos de intoxicacbes. Vale
destacar que o fator ‘area geogréfica’ é bem diferente dentre os estados e interfere
na taxa por habitante. Dentre os estados que tiveram aumento no numero de
intoxicacbes, o Espirito Santo é o menor, geograficamente, com area
correspondente a metade da area de Pernambuco, um quarto (1/4) da area do
Parana, um quinto (1/5) da area de Sao Paulo e um doze avos (1/12) da area de

Minas Gerais.

No periodo de 2001 a 2013 foram contabilizados mais de 25 mil intoxicac6es por
agrotoxicos, o que significa uma média de 3125 por ano, ou 8 intoxicacdes diarias.
Cabe esclarecer que para cada caso notificado, estima-se 50 nao notificados
(BOMBARDI, 2017). Além do que, os casos crénicos originados pela exposicado em
longo prazo a estes compostos dificiimente sao divulgados (MANGAS et al., 2016).

E importante frisar que apés 2006 o detalhamento no tipo de notificacdes permitiu

identificar com mais nitidez o nimero de casos de suicidios por uso de agrotoxicos.

Como a classe ndo existia antes desse ano os casos ndo eram evidenciados.
Apenas no ano de 2013 o Ministério da Saude contabilizou 1796 casos de tentativas
de suicidio com agrotéxicos agricolas no Brasil (BOMBARDI, 2017), o que
demonstra a importancia de estudos sobre os agrotoxicos e o desenvolvimento de
tecnologias e solucdes na prevencao de 6bitos dessa natureza. Quando comparado
ao numero total de notificacées, as tentativas de suicidio chegam a cerca de 40% no
Parana e, em estados como Ceara e Pernambuco, esse nimero sobe para mais de
70% (BOMBARDI, 2017).

3.5 ESTRUTURA DOS PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS
Ha uma extraordinaria variedade de cadeias laterais que podem ser ligadas ao

atomo de fosforo dos Ops (DELFINO, RIBEIRO e FIGUEROA-VILLAR, 2009). Esses

pesticidas consistem em ésteres ou tidis derivados do acido fosférico, fosfonico,
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fosfinico ou fosforamidico, com um atomo central de fésforo pentavalente e grupos
arila ou alquila ligados diretamente a este, formando fosfinatos, ou através de um
atomo de oxigénio ou de enxofre, formando fosfatos, fosforotioatos, fosfonotioatos e
fosfonatos (PETRONILHO, PINTO e VILLAR, 2011).

Alguns exemplos de pesticidas Ops em comercializagdo incluem o acefato,
cadusafés, clorpirifés, dimetoato, fenitrotiona, fentoato, malation, malaoxon,
parationa metilica e terbufés, bem como combinacdes entre eles. O quadro 03 traz
alguns Ops que sao principio ativo de produtos agricolas, com suas férmulas
guimicas e cédigo de identificacao no sistema do PubChem.
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Quadro 03 — Principio ativo, formula bruta e nomenclatura IUPAC de algumas

formulagdes de organofosforados

PRINCIPIO PubChem Nomenclatura IUPAC FORMULA
ATIVO CiD BRUTA
1 Acefato 1982 O,S-dimetil acetilfosforamidotioato C4H1o(NO3PS
2 Cadusafos 91752 2-[butano-2-
ilsulfanil(etoxi)fosforil]sulfanilbutano C1oH230,PS,
3 Clorpirifos 2730 0O,0-dietil O-3,5,6-tricloro-2-piridil CgoH11CI3NO3PS
fosforotioato
4 Dimetoato 3082 O,0-dimetil S-metilcarbamilmetil CsH12NO3PS,
fosforotioato
5 Esfenvalerato+ 10342051 Esfenvalerato (GRUPO QUIMICO: Co5H2,CINO;
fenitrotiona piretréide)
e +
(S)-alfa-ciano-3-fenoxibenzil (S)-2-
31200 (4clorofenil)-3-metilbutirato
Fenitrotiona (GRUPO QUIMICO: CgH12NOsPS
organofosforado)
0O,0-dimetil O-4-nitro-m-toluil
fosforotioato
6 Fenitrotiona 31200 O,0-dimetil O-4-nitro-m-toluil CoH12NOsPS
fosforotioato
7 Fentoato 17435 S-alfa-etoxicarbonilbenzil O,0-dimetil C12H4704PS;,
fosforoditioato ou etil
dimetoxifosfinotioiltio(fenil)acetato
8 Malation 4004 dietil (dimetoxitiofosforil)tiosuccinato C1oH1906PS>
9 Malaoxon 15415 dietil 2- CqoH190,PS
dimetoxifosforilsulfanilbutanodioato
10 Parationa 4130 O,0-dimetil O-4-nitrofenil fosforotioato | CgH{(NOsPS
Metilica
11 Terbufos 25670 S-tert-butiltiometil O,O-dietil CoH»10,PS;

fosforoditioato

Fonte: Elaborado pela autora adaptado de Pubchem (2017)

Os organofosforados sao inibidores irreversiveis da acetilcolinesterase e provocam

efeitos toxicos sobre os diferentes sistemas dos seres vivos expostos (ABRASCO,

2012).
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3.6 A ACETILCOLINA

A acetilcolina (ACh) é um mediador quimico necessario para transmissdao de
impulsos nervosos tanto no sistema nervoso central como no periférico (CALDAS,
2000).

Para que a ACh exerga sua fungdo corretamente ela deve ser removida ou inativada
de acordo com as demandas de tempo para cada resposta sinaptica especifica. A
enzima acetilcolinesterase (AChE) recolhe a ACh e realiza uma forte modificacao na
sua estrutura molecular convertendo-a em colina (Ch), um processo de hidrolise
conforme equacao da figura 04. A colina é reabsorvida pelo neurdnio para ser
reconvertida em ACh (PETRONILHO, PINTO e VILLAR, 2011).

Figura 04 — Hidrdlise da ACh pela AChE
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AChE Q _\N+
Q — >—0H 4 /
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HO
Acetilcolina (ACh) Acido acético (Ac) Colina (Ch)

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

A ACh ¢é sintetizada em uma reacdo de Uunica etapa pela enzima colina
acetiltransferase (COLOVIC et al., 2013). No corpo humano ela atua em todas as
fibras pré-ganglionares do sistema nervoso autbnomo (SNA), todas as fibras
parassimpaticas pos-ganglionares, algumas fibras simpaticas pos-ganglionares, €
também o transmissor neuro-humoral do nervo motor do musculo estriado (placa
mioneural) e algumas sinapses interneurais do sistema nervoso central (SNC)
(CALDAS, 2000), conforme resumo da figura 05.
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Figura 05 — Papel da acetilcolina no sistema nervoso central e periférico
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Fonte: Elaborado pelo autor adaptado de LAMOREA (2013).

A ACh é formada na regiao terminal dos neur6nios, chamada de ax6nio terminal,
conforme representado na figura 05. Ela vem armazenada em vesiculas, é liberada
para a regido sinaptica, onde € atraida pelos receptores colinérgicos, que estao
localizados no proximo neurdnio. (PETRONILHO, PINTO e VILLAR, 2011). Quando
a ACh interage com os receptores deve ser removida para haver pausa na

transmissao. Isso é possivel pela acao da AChE.
3.7 A ACETILCOLINESTERASE

A acetilcolinesterase, por sua funcao chave de hidrélise da ACh, é alvo molecular
em contaminagcdes por agentes neurotdxicos, pesticidas, venenos de cobras e

também no tratamento com farmacos antiParkinson (GONCALVES, 2009).

Em escala celular, a transmissao do impulso nervoso ocorre quando um estimulo a
um neurbnio pré-sindptico produz um potencial de acdo que se move ao longo do
axonio, distante do corpo celular. Quando a onda de despolarizacdo alcanca a
extremidade do axonio, os canais de Ca?* dependentes de voltagem se abrem, o
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que desencadeia a liberagdo de acetilcolina na fenda sinaptica. A ACh interage
entdo com os receptores colinérgicos. O sinal elétrico passa, dessa forma, para o
corpo celular do neurbnio pds-sinaptico (NELSON, 2014). Neste momento, a AChE
hidrolisa rapidamente a ACh e interrompe a transmissdo do impulso nervoso
(DELFINO, RIBEIRO e FIGUEROA-VILLAR, 2009) e este mecanismo foi
esquematizado na figura 06.

Figura 06 — Esquema de transmisséo do impulso nervoso mediado pela ACh
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Fonte: Elaborado pelo autor adaptado de Valente (2012), Petronilho, Pinto e Villar (2011) e Nelson
(2014).

E importante destacar que se ndo houver uma pausa da transmissdo nervosa em
determinados instantes poder-se-a ter uma super transmissdo de impulsos

nervosos, gerando uma hiperestimulagédo colinérgica ou sindrome colinérgica, com

consequéncias drasticas como batimento cardiaco e respiragéo irregulares até uma
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parada respiratoria central, levando o individuo a morte devido a sindrome
colinérgica (GONCALVES, 2005).

O detalhamento do sitio alvo dos pesticidas Ops e 0 mecanismo de acao que é
bloqueado pela intoxicacao é importante para a predicao de uma estrutura que seja
capaz de interromper esse efeito.

3.7.1 Inibicao da acetilcolinesterase pelos organofosforados

Os Ops tém grande afinidade pela enzima AChE (Ordentlich 2004 apud
PETRONILHO, PINTO e VILLAR, 2011). Estes, quando presentes, mimetizam a
acetilcolina e ligam-se ao centro estearico (ativo) da acetilcolinesterase e envolvem-
se numa reacao idéntica a sofrida pela ACh (VALENTE, 2012).

Em termos quimicos, o acumulo de acetilcolina é devido a inibigao irreversivel da
enzima AChE, cuja triade catalitica é composta por residuos dos aminoacidos
serina, glutamato e histidina (AChE humana: Ser203, Glu334 e His447; AChE
Torpedo californica: Ser200, Glu327 e His440), a qual é reconhecida como a
principal unidade funcional. A inibicAdo pelo Op no sitio estearico ocorre com a
ligacdo covalente do atomo de oxigénio da serina ao atomo de fosforo do Op
(MANGAS et al, 2016). O passo da hidrolise de acetilcolina ocorre muito
rapidamente, cerca de 25000 moléculas degradadas por segundo, mas quando a
enzima se encontra fosforilada a hidrolise pode demorar dias (VALENTE, 2012),

devido a formacao de ligacdes covalentes.

A inibicdo da AChE pelo Op pode conduzir também ao envelhecimento da enzima
devido a uma reacao de desalquilagédo do Op ligado a enzima, conforme figura 07.
Esta etapa resulta da ligagdo hidrogénio entre o residuo da histidina da triade
catalitica protonado e o atomo de oxigénio do inibidor, produzindo uma inibicao
irreversivel (MANGAS et al., 2016). A velocidade do envelhecimento varia de Op
para Op e a janela terapéutica é determinada pelo tempo de meia vida de
envelhecimento (Worek et al. apud GONCALVES, 2009).
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Figura 07 — Esquema da inibicdo e envelhecimento da AChE por Ops

HIS SH

Enzima inibida Enzima envelhecida

Fonte: MANGAS et al. (2016)

Para reativar a enzima inibida, geralmente empregam-se substancias conhecidas
como oximas, que conseguem retirar o grupo organofosforado da Ser203. Essa
reacdo somente € possivel se ainda ndo tiver ocorrido o envelhecimento. Uma das
principais oximas e a mais utilizada € a pralidoxima (Eddleston et al. Kuca et al. apud
GONCALVES, 2009).

3.8 PROPRIEDADES FISICOQUIMICAS DOS PESTICIDAS Ops

Dentre as principais propriedades fisicas dos Ops estdo o ponto de ebulicédo,
pressdo de vapor, densidade, viscosidade e solubilidade em &agua. Sobre as
propriedades quimicas destes, merecem destaque a dose letal por contato (com a
pele e por ingestdo) e a inalatoria, DLsy € CLso respectivamente. Os dados de
literatura sobre os organofosforados em estudo, disponiveis na tabela 01, foram
utilizados para comparacdo com valores de energias obtidas neste trabalho,
compilados no quadro 04. Ainda neste foi feita a referéncia com o numero de
registro do sistema ‘CAS’, que € um banco de dados do Chemical Abstracts Service
(https://www.cas.org/), uma divisdo da Sociedade americana de Quimica, e numero
de registro EC, relativo a European Chemicals Agency (https://echa.europa.eu/).
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Quadro 04 — Resumo de propriedades fisicas e niumeros de identificacdo em bases

de dados globais dos Ops em estudo

Peso Solubilidade Pontode PRESSAO DE

Pesticida Op N‘;’:“I_‘\gm N"’I'E“:m molecular em agua fusao VAPOR

(g.mol™) (mg.L™) (°C) (mmHg)
Acefato 30560-19-1 250-241-2 183,162 818,0 * 92 a 93 1,7x10° *
Cadusafés 95465-99-9 619-129-4 270,386 245,0 * > -65 9,0x10™* *
Clorpirifos 2921-88-2 220-864-4 350,575 2,0* 42 a 43 1,87x10° *
Dimetoato 60-51-5  200-480-3 229,249 2,5x10* * 52 a 52,5 8,5x10° *
Fenitrotiona 122-14-5  204-524-2 277,231 38,0 * 0,3 6,0x10° *
Fentoato 2597-03-7 219-997-0 320,358 11,0 (a24°C) 17-18 2,6x10° *

5x10°a1x10 9,8x10°

Malaoxon 1634-78-2 n.a. 314,289 (a 22°C) > 20 (a 20°Cg

4,0x10

Malation 121-75-5  204-497-7 330,350  143,0 (a 20°C) 2,8 (a 30°C)

Parationa 372a 9,7x10°

metilica 298-00-0  206-050-1 263,204 37,7 (a 20°C) 37,7 (a 20°C)
Terbufés 13071-79-9 235-963-8 288,419 5,07 * -29,2 3,0x10™ *

CAS = ChemlDplus (da EPA DSStox); EC = European Chemicals (da ECHA -European Chemicals
Agency); * (a 25°C)
n.a.= not available

Fonte: Elaborado pelo autor adaptado de PubChem (2017)

O sitio eletrénico do PubChem traz diversas outras propriedades fisicoquimicas dos
Ops, como tempo de meia-vida, taxa de biodegradacdo, bioconcentracéo,
adsorcao/mobilidade no solo, volatilizacdo de agua/solo, concentragdo em aguas,
etc. O EPA — U.S. Environmental Protection Agency (https://www.epa.gov/) também
conta com material vasto sobre produtos registrados nos EUA, bem como a

comunidade europeia.

O volume é uma propriedade fisica ndo descrita na tabela 04, mas de acordo com o
peso molecular da molécula é possivel prever o grau de empacotamento ou
compactacao das moléculas, que permite estimar a facilidade de aproximacao de

atomos centrais em reacdes, como é o caso do fésforo em Ops.
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3.8.1 Discussao sobre propriedades fisicas dos pesticidas Ops

Quanto as propriedades citadas no quadro 04 observa-se que os Ops tém peso
molecular que varia de 183 g.mol” relativo ao acefato, até 351g.mol” para o
clorpirifés, um aumento de quase 100%.

A solubilidade em agua é fator importante visto que, em sua maioria, 0 modo de
utilizacdo dos pesticidas é diluido em meio aquoso. Observou-se que os dados sao
bem distantes entre eles e que se referem a temperaturas diferentes, na faixa de
20°C a 25°C. Os pesticidas mais soluveis dentro os estudados foram o dimetoato e o

malaoxon, e os mais insoluveis o terbufos e clorpirifés.

O ponto de fusao é uma propriedade que permite avaliar condicbes de seguranca na
estocagem dos produtos e contaminacao ambiental, pois muitas vezes ocorre em
galpbes com pouca ventilacdo, sem solo impermeabilizado e em embalagens que
podem nao ser as originais de venda. Os Ops com menores temperaturas de fusado
foram cadusafos e terbufés.

A pressao de vapor é uma medida interessante visto que o Brasil ainda permite a
aspersao de pesticidas em lavouras. Considerando a média elevada de temperatura
no nosso pais, entdo a dispersdo dos Ops pode se afetada pelo calor frequente. Os

Ops com menores valores para este parametro foram acefato, clorpirifés e fentoato.
3.9 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DOS PESTICIDAS Ops

O comportamento em meio biolégico de moléculas pode ser estimado em sitios
eletrénicos como no SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php) e no Lazar
Toxicity Prediction (http://lazar.in-silico.de), em ambos por meio do desenho da
estrutura molecular ou insercdo do coédigo SMILE da estrutura quimica. No primeiro
€ possivel obter o radar de biodisponibilidade da estrutura (esquema grafico que
integra parametros e demonstra a velocidade e extensdo de absorcao de uma
molécula), bem como propriedades fisicoquimicas, lipofilicidade, solubilidade em
agua, caracteristicas farmacocinéticas, similaridade com farmacos e acessibilidade
sintética. No site Lazar Toxicity Prediction a pesquisa inicia-se pela sele¢do da area

investigada, como toxicidade aguda, penetracdo na barreira hematoencefalica
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(BHE), carcinogenicidade, dose didria maxima recomendada e mutagenicidade.
Algumas das caracteristicas dos Ops, retiradas dessas fontes, estdo listadas no

quadro 05.

Quadro 05 — Caracteristicas bioldgicas dos Ops em estudo

Radar de biodisponibilidade - _— .
Pesticida SwissADME LAZAR Toxicity Prdiction
OP TPSA Log |Absorcao | penetracao na BHE Carcinogenicidade
(A? Po/w Gl humana para ratos

Penetrante: 0,118. Sim. Carcinogénico: 0,084

Acefato 90,51 0,09 alta N&o penetrante: 0,0 N&o-carcinogénico:0,082
Sim. Carcinogénico:0,071

Cadusafos 86,71 3,52 alta Sem dados disponiveis N&o-carcinogénico:0,063
Nao. Carcinogénico:0,051

Clorpirifés 82,48 412 alta Sem dados disponiveis N&o-carcinogénico:0,210
Nao. Carcinogénico: 0,000

Dimetoato 114,76 0,90 alta Sem dados disponiveis N&o-carcinogénico:0,312
Penetrante: 0,118. Nao. Carcinogénico:0,300

Fenitrotiona| 115,41 2,05 alta N&o penetrante: 0,0 N&o-carcinogénico:0,387
Penetrante: 0,203. Nao. Carcinogénico:0,120

Fentoato 111,96 3,13 alta Nao penetrante: 0,082 Nao-carcinogénico:0,301
Penetrante: 0,0714. Nao. Carcinogénico:0,163

Malation 138,26 2,14 baixa Nao penetrante: 0,11 N&o-carcinogénico:0,366
Penetrante: 0,0714. Nao. Carcinogénico: 0,206

Malaoxon 123,24 1,27 alta N&o penetrante: 0,12 N&o-carcinogénico:0,324
Parationa Penetrante: 0,167. Ndo. Carcinogénico: 0,278
metilica 115,41 1,71 alta N&o penetrante: 0,0 N&o-carcinogénico:0,388
Nao. Carcinogénico: 0,056

Terbufés 110,96 3,72 alta Sem dados disponiveis N&o-carcinogénico:0,302

Sendo: GI=GASTRINTESTINAL; Log Po/w = logaritmo do coeficiente de particdo 6leo/agua;

TPSA= Area de superficie polar topoldgica, medida em Angstrons; BHE= barreira hematoencefalica

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Os valores de TPSA, ou area de superficie polar topoldgica, indica quanto da parte
externa da molécula apresenta residuos polares. Este parametro apresentou a
seguinte ordem decrescente: malation> malaoxon> fenitrotiona> parationa metilica>
dimetoato> fentoato> terbufés> acefato> cadusafds> clorpirifés. Esta propriedade
sugere, para sistemas biologicos, a facilidade de interacdo com meios liquidos
polares como a agua. Logo, serdo mais facilmente distribuidos pelo sangue o

malation, malaoxon, fenitrotiona e parationa metilica.

O Log Po/w indica o grau de lipofilicidade das moléculas. Ha diversos valores no
sitio eletrénico swissADME, porém foi tabulado apenas o valor consensual. A

lipofilicidade vai indicar a facilidade de um composto em penetrar na pele. Em
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associagao a esta, o estudo do valor de TPSA vai indicar a porcentagem de interface
Oleo-agua prevista, o que € importante para prever a distribuicdo pelo sangue
dessas moléculas. O coeficiente de particdo Oleo/agua, de acordo com o sitio
eletrénico foi decrescente no sentido: clorpirifés> terbufés> cadusafés> fentoato>

malation> fenitrotiona> parationa metilica> malaoxon> dimetoato> acefato.

Quanto a ‘penetracao na barreira hematoencefalica’, indicativo da toxidez ao sistema
nervoso central, o malation e o malaoxon apresentaram baixa probabilidade de
penetracdo. Nao ha dados disponiveis para o cadusafds, clorpirifés, dimetoato e
terbufés. Foram considerados penetrantes ou maios perigosos o acefato, o fentoato,

a fenitrotiona e a parationa metilica.

A carcinogenicidade predita pelo sitio eletrénico pode trazer apenas uma inferéncia
quanto a reacdo no corpo humano, pois os dados disponiveis eram para ratos
brancos de laboratério. Apenas acefato e cadusafés foram considerados
carcinogénicos. O acefato foi retirado da lista de produtos permitidos para venda no
Brasil, apesar do seu principal metabdlito, 0 metamidofés, ser um produto formulado
e que permanece a venda. O cadusafés ndo € amplamente comercializado, o que

reduz o risco de abrangéncia do produto.

A absorcao gastrintestinal dos Ops em estudo sdo todas consideradas ‘altas’, exceto
para o malation. Este parametro € importante visto que muitos casos de suicidio
ocorrem por ingestao oral do produto e por indicar a dificuldade na remediacdo em

casos de socorro tardio.

Entdo, em resumo, os parametros bioldgicos tedricos foram agrupados no quadro 06
e indicam o risco no caso de intoxicagdo para cada pesticida, com detalhamento
sobre a absorgédo de acordo com a forma de contato e facilidade de distribuicdo no

corpo.
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Quadro 06 — Resumo dos resultados tedricos sobre propriedades biolégicas dos Ops

em estudo
- Parametro

Pesticida Op A 5 o = E
Acefato + + +
Cadusafés + + +
Clorpirifés + +
Dimetoato +
Fenitrotiona + + +
Fentoato + i
Malation +
Malaoxon + +
Parat. metilica + + +
Terbufos + +

Parametros: A: Absorcao gastrintestinal; B: Carcinogenicidade; C: TPSA; D: K, ; E: Penetragdo na
barreira hematoencefalica.
Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

3.9.1 Isomeria e quiralidade

A conformagdo das moléculas pode afetar significativamente seu comportamento
biolégico. Pesticidas estereoisoméricos, por exemplo, partilham pesos moleculares
semelhantes, mas diferem nas orientagdes espaciais em determinados centros
quirais (ZACHARIA, 2011). S&o moléculas que ndo podem ser sobrepostas as suas
imagens especulares. O arranjo ou configuracao real de atomos/grupos ligados ao
carbono quiral é chamado de configuragdo de um composto. No sistema R e S
(também conhecido como sistema de Cahn-Inglod-Prelog) os enantibmeros tém
propriedades fisicas e quimicas iguais, no entanto diferem em seus efeitos sobre a
luz plano-polarizada e também em suas acdes farmacoldgicas (SARKER, 2011).
Para os agentes dos nervos, o esterecisdbmero com a configuracao ‘R’ é usualmente
o inibidor de AChE mais ativo, uma vez que o grupo R'O é maior do que o grupo R?,
conforme figura 08 (DELFINO, RIBEIRO e FIGUEROA-VILLAR, 2009).
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Figura 08 — Configuragéo ‘R’ do esteroisdmero de maior atividade para inibigdo da

acetilcolinesterase
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

Os agentes dos nervos da familia V, por exemplo Tabun, Sarin, ciclosarina e VX,
apresentam isomeria optica. Os estereoisdbmeros reagem com a AChE a velocidades
diferentes e possuem propriedades toxicoldgicas distintas devido a estereoquimica
do sitio ativo de AChE, o que favorece a acomodacao de um enantidmero no local
ativo em detrimento da ligacao de outro (DELFINO, RIBEIRO e FIGUEROA-VILLAR,
2009).

Os Ops foram estudados considerando a configuracdo ‘R’ porque ap6s a reacao
com a serina da triade catalitica ocorre a inversao de quiralidade, favorece o ataque
do Op e leva a melhor complexacao.

3.10 PROPRIEDADES ESTRUTURAIS ELETRONICAS

As propriedades estruturais eletronicas sdo parametros de reatividade, obtidos por
métodos de quimica computacional, diretamente relacionadas as forcas
intermoleculares envolvidas na interacao receptor-ligante. Elas representam uma
importante ferramenta para predizer as propriedades das substancias, classificar
estruturas quimicas ou procurar similaridades entre elas e podem fornecer subsidios
sobre a natureza fisicoquimica da atividade/propriedade em estudo (ARROIO,
HONORIO & SILVA, 2010).

De posse das estruturas, a propriedade mais importante para ser calculada é a
energia da molécula ou do complexo. Exceto para moléculas completamente rigidas,
a estrutura estd distribuida em modos configuracionais. Entdo, para calcular
qualquer propriedade, primeiro deve-se saber a energia relativa das conformacgdes,
além de qual delas é a mais estavel (Wiest 2012 apud ORTOLAN, 2014). Dentre as
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energias citam-se a de HOMO e de LUMO, de bandgap, de dipolo, de potencial

quimico e de adsorgao.
3.10.1 Energia de HOMO e LUMO

Estes parametros estao relacionados com as regides em que a estrutura quimica
pode ser atraida por pontos especificos do receptor, como regides ricas ou
deficientes em elétrons, que contribuem para uma maior compreensdao das
caracteristicas de um candidato a ligante em um conjunto de moléculas em estudo
(Korolkovas 1982 apud VALE, 2011).

A energia do orbital molecular ocupado de maior energia ou HOMO (do inglés
Highest Occupied Molecular Orbital) esta relacionada com o potencial de ionizacéao
de uma molécula e com sua reatividade como nucleéfilo ou elétron-doador, ou seja,

caracteristica de base de Lewis.

A energia do orbital molecular desocupado de menor energia ou LUMO (do inglés
Lowest Unoccupied Molecular Orbital) representa a afinidade eletrbnica de uma
molécula, a sua reatividade como eletrofilo (Sant’anna 2002 apud VALE, 2011).
Quanto menor a energia de LUMO, menor a resisténcia para aceitar elétrons
(ARROIO, HONORIO & SILVA, 2010).

3.10.2 Potencial quimico e dureza quimica

O potencial quimico (u) mede a tendéncia ao escape de um elétron de um
determinado campo. A dureza quimica (n) mede a resisténcia da densidade
eletrénica a ser modificada (FERRARI e GONCALVES, 2016). Os teédricos sugerem
qgue a estrutura mais estavel E com alta dureza possui 0 maior espago de energia
HOMO-LUMO (PEARSON, 1993).

O potencial e a dureza quimica sado descritos, conforme Oliveira et al. (2015) pelas

equacobes 1 e 2.
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(1)

u= %(sL UMO + ellOMO )
1
n = E(gLUMO — elOMO ) (2)

O conceito de dureza molecular foi formulado de acordo com o conceito de acidos e
bases de Lewis. Para uma base “mole” (ou macia), 0 atomo doador possui elevada
polarizabilidade e baixa eletronegatividade e pode ser facilmente oxidada, ou seja,
esta relacionada com orbitais ocupados (HOMO) de alta energia, o que torna mais
efetiva a interacdo com o LUMO de acidos macios (a diferenca de energia entre
orbitais HOMO e LUMO é pequena). Na interacao entre uma base “dura” e um acido
“duro” observa-se uma grande diferenca de energia entre os orbitais de fronteira
HOMO e LUMO, dificultando a transicdo eletronica (ARROIO, HONORIO & SILVA,
2010).

3.10.3 Energia de bandgap ou gap eletronico

Em materiais semicondutores, a medida que a temperatura aumenta os elétrons
absorvem energia e passam para a banda de conducdo. Esta "quantidade" de
energia necessaria para que o elétron efetue essa transicao é chamada de bandgap
(FRUETT, 2011). Um grande intervalo de energia significa uma grande diferenca de
bandgap entre o estado fundamental e o excitado (PEARSON, 1993).

A diferenga de energia entre HOMO e LUMO também €& conhecida como bandgap.
Esta propriedade determina as propriedades de condutividade do sistema
(AMADOR, 2006) e é descrito conforme equacgao 3.

E,, =l€um0 —Enomo | (3)

3.10.4 Energia de dipolo

O momento dipolo é uma propriedade que mede a magnitude da carga deslocada
quando atomos de eletronegatividade diferentes sao interligados. A presenca de
substituintes com eletronegatividade diferentes altera propriedades moleculares
como acidez e basicidade, de forma que o momento dipolo pode esclarecer duvidas
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sobre reatividade de compostos (ARROIO, HONORIO & SILVA, 2010). Moléculas
mais polares apresentam maiores dipolos elétricos (ROCHA, 2001). A expressao

matematica que define a energia de dipolo segue na equacao 4.

ML, (2 cos 0, cos 0, — sen 0 sen 0, )i3 @)
r 4

Edz‘pu.’a —dipolo = _E
Um dipolo elétrico (vetor u) consiste em duas cargas elétricas, +Q e —Q separadas
por uma distdncia r, com unidade Coulomb-metro (C-m). A energia de interacao
dipolo-dipolo depende entdo da orientacdo entre os dois dipolos (dados pelos
angulos 6, e By) e varia com o inverso da terceira poténcia da separacdo
intermolecular, 1/r* como mostra a equagdo 4. Uma vez que dipolos sdo
propriedades vetoriais, a estrutura tridimensional da molécula é crucial para a
determinacao da distribuicdo de cargas na molécula e, por conseguinte, do momento
de dipolo resultante (ROCHA, 2001). Na figura 09 ha um arranjo de vetores e

angulos componentes da energia de dipolo.

Figura 09 — Componentes do calculo da energia de dipolo

Ha Hp
O Yl
YA

Fonte: ROCHA (2001).

3.10.5 Energia de adsorcao

A adsorcao é um fendmeno fisicoquimico em que um componente é transferido para
a superficie de outro. Segundo Letterman (1999, apud ANDIA, TEIXEIRA e
YOKOYAMA, 2009). A energia de adsorcdo do derivado ao Op foi calculada
utilizando a légica das equacdes 5 e 6.

PROP + OP — [PROP — OP] (5)
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AHint = AHprop-op - (AHprop+AHep) (6)

Sendo: int= interacdo; PROP= proposta de derivado de fulereno; OP= pesticida organofosforado.

Na férmula 5 o produto € a ligacdo entre PROP e OP, o traco indica ligagao.

Os compostos permanecem adsorvidos pela acao de diversos tipos de forcas, como
ligacbes hidrogénio, interacdes dipolo e forcas de van der Waals. Quando as
moléculas do adsorvato atingem a superficie do adsorvente, a forca residual,
resultante do desequilibrio das forcas de van der Waals, criam um campo de forcas
que atrai e aprisiona a molécula. O tempo que a molécula de adsorvato fica ligada a
superficie do adsorvente depende diretamente da energia com que foi adsorvida
(Brunch 1997 apud ANDIA, TEIXEIRA e YOKOYAMA, 2009). Todas essas energias
podem ser calculadas em softwares de quimica computacional, para prever a

viabilidade de uma reacéo.

Com os parametros fisicos, quimicos e estruturais-eletrénicos definidos, a
viabilizacdo da captura de pesticidas necessitou de um bloco construtor suporte para
o carreamento dos aminodacidos (que mimetizam os da AChE) para permitir a
interacdo desejada. Exemplos de base suporte em uso na atualidade sdo os
alétropos de carbono.

3.11 ALOTROPOS DE CARBONO

Os albtropos do carbono representam uma classe de nanomateriais mais
investigados na atualidade por sua ampla aplicabilidade nas areas médica e
tecnoldgica. A hibridizacao especifica do carbono, as ligacdes estabelecidas entre
os atomos e a conformacao irdo determinar a natureza do al6tropo, podendo este
ser um nanotubo de carbono, fulereno, grafeno, grafite ou diamante (FERNANDES e
WAISSMANN, 2013).
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3.11.1 Fulerenos

Os fulerenos sdo um grupo de nanomoléculas esferoidais constituidas apenas por
atomos de carbono, sendo considerados a terceira forma alotrépica mais estavel
deste elemento (Aldersey-Williams 1995, apud RODRIGUES, 2011). Possuem uma
estrutura esférica oca, de forma que os atomos de carbono estdo organizados em
anéis policiclicos. Diferentes tipos de fulerenos podem ser gerados de acordo com o
radical presente na sua superficie, o processo de sintese e 0 nimero de atomos de
carbono utilizados (FERNANDES e WAISSMANN, 2013). O fulereno Cg (CAS n?
99685-96-8) é 0 membro mais abundante da série.

O fulereno é ideal e promissor na criacdo de novas moléculas com aplicagdes
biolégicas, devido as suas propriedades Unicas e originais, como por exemplo um
tamanho muito préximo de uma unidade nanodimensional, uma topologia
tridimensional de gaiola, hidrofobicidade, alta capacidade de absorcdo de radiacéao
eletromagnética, dentre outros efeitos eletrénicos (GREISCH e PAUW, 2007).

Devido a diferenga de energia entre os horbitais HOMO e LUMO de seis dos seus
orbitais moleculares, inclusive na regidao do visivel esta entre 410 e 620 nanémetros,
suas solucdes apresentam coloracdao bem intensa (RODRIGUES, 2011). Em razao
de seu enorme potencial, novos hibridos moleculares tém sido sintetizados, pelo
acoplamento de moléculas de potencial biolégico a superficie do Cgp para criacao de
novas pré-drogas (RODRIGUES, 2011).

3.11.2 Derivados de fulerenos

Ao aproveitar as propriedades fisicoquimicas e eletrbnicas do fragmento unido ao
fulereno Ceo da-se lugar a hibridos com surpreendentes estruturas moleculares, para
aplicacido em diversas areas (HERNANDEZ-CALVA, ARROYO e RAMIREZ-
MONROQY, 2017). Os fulerenos no campo da nanotecnologia funcionam como
alternativa versatil, inclusive na area ambiental. Um exemplo é o uso como base

para nanocompdsitos captadores e detectores de pesticidas.
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Neste trabalho o fulereno Cego foi a base escolhida para sustentar fisicamente a triade
catalitica da AChE humana de ligagdo aos Ops. Para a descricao das interacdes
entre as propostas moléculas derivadas de fulereno, a quimica computacional surge
como chave para a descricdo em nivel molecular dos valores de energias e
propriedades espectroscopicas e elucida a viabilidade de desenvolvimento, no
futuro, de sensores e captadores de pesticidas Ops no meio agricola.

3.12 QUIMICA COMPUTACIONAL

A gquimica computacional é o estudo in silico (expressao utilizada para indicar algo
ocorrido em ambiente computacional) de estruturas e propriedades quimicas de
moléculas. Compreende técnicas que abrangem desde mecanica quéntica a
dindmica de grandes agregados moleculares e se inicia pela modelagem molecular.

A quimica tedrica ja chegou a um ponto em seu desenvolvimento no qual calculos
tedricos tém, em muitas situacées, o status de experimento, dada a sua precisao. A
quimica teorica tem sido utilizada intensamente no auxilio da interpretacdo de
resultados experimentais, na avaliagdo da viabilidade de determinadas rotas
sintéticas, na compreensao de fenbmenos nos quais as técnicas experimentais nao
podem ainda ser diretamente utilizadas (DUARTE, 2001).

Além de fornecer dados estruturais, os calculos teéricos sdo usados também na
computacdo de indices de interesse quimico e farmacoldgico, como calores de
formagao, energias eletrdnicas, energias de ionizagdo, densidades eletrénicas
atdbmicas, cargas atébmicas liquidas, densidades eletrénicas dos orbitais de fronteira
(HOMO e LUMO), ordens de ligagdo e momentos de dipolo, entre outros
(BARREIRO et al., 1996).

3.12.1 Modelagem Molecular

Modelagem molecular é o processo geral de descricao de sistemas quimicos
complexos em termos de modelos atomisticos realisticos, com o objetivo de
entender e predizer propriedades macroscopicas baseadas no conhecimento
detalhado em escala atdmica (ABRAHAM et al., 2015).
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A modelagem de uma estrutura permite isola-la e “congela-la”. Estruturas com
tempos de vida muito curtos, tais como intermediarios de reagdo ou estados de
transicdo hipotéticos podem ser modelados e suas propriedades “medidas” com
relativa facilidade. A possibilidade do estudo das conformacdes e propriedades de
uma molécula isolada, simulando o estado gasoso, ou da molécula solvatada, ainda
que por um numero pequeno de moléculas de solvente, permite predizer as

conformacdes preferenciais em cada caso particular (BARREIRO et al., 1996).

Existem muitas opgcbes quanto ao método de calculo a ser aplicado em uma
determinada estratégia de modelagem molecular. Eles basicamente diferem quanto
a natureza do campo de forga, ou seja, do conjunto de funcdes de energia e
parametros numéricos associados. Os campos podem ser totalmente empiricos,
como os utilizados em mecéanica molecular, ou, no outro extremo, puramente
tedricos, passando pelos chamados métodos semiempiricos (BARREIRO et al.,
1996).

Como resumo dos métodos em quimica computacional, é possivel distribuir os
métodos em ab initio, semiempiricos e mecéanica molecular, conforme figura 10, que
considera a exatiddo do resultado e o numero de atomos do sistema. Deve-se
destacar que nenhum método de calculo é ideal para todas as aplicagdes
(Goncalves 2005 apud HEHRE, 1998).

Figura 10 — Esquema comparativo entre os métodos de modelagem molecular

I Exatidao do resultado

« Primeiros principios  Semi-empiricos « Mecanica molecular
Tentam se aproximar da Método quantico que Método puramente
solucdo da equacdo de usa aproximacdes empirico, ndo trata os
Schradinger empiricas elétrons.

Numero de atomos do sistema

Fonte: ROCHA (2010)
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O método de escolha neste estudo foi 0 semiempirico.
3.12.1.1 Métodos semiempiricos

Conhecidos também como ‘métodos dos orbitais moleculares’, a modelagem desta
classe esta baseada inteiramente na analise por similaridade de dados estruturais e
quimicos ja conhecidos (GONCALVES, 2005). Neste método os nucleos séao
assumidos em sucessivas posicoes estacionarias, sobre as quais a distribuicao
espacial 6tima dos elétrons é calculada pela resolugédo da equacao de Schrédinger.
O processo é repetido até que a energia ndo mais varie dentro de um limite
escolhido, ou seja, até se alcancar um ponto estacionario da superficie de energia
(BARREIRO, 1996). Os métodos semiempiricos apenas consideram os elétrons da
camada de valéncia em seus célculos, pois sdo os envolvidos numa ligacao quimica

e outros fendmenos que se deseja investigar (Leach apud BELLO, 2014).

A busca por um estado estacionario da geometria calculada no espaco
multidimensional é o equivalente computacional a purificacdo experimental de uma
amostra antes de se avaliar suas caracteristicas fisicoquimicas. Este tipo de célculo
tem dados energéticos que variam na faixa de 1,0 kcal.mol’ dos dados
experimentais (BARREIRO, 1996), podem ser aplicados a moléculas
compreendendo até 500 atomos e tém tido muito sucesso no célculo da geometria
de equilibrio, incluindo as geometrias dos compostos que contém metais de
transicdo e compostos organometalicos (GONCALVES, 2009).

Diante da escolha do método, o seguimento do estudo foi sobre interacdes, para
entender o comportamento da aproximagcdo e ligagdes que ocorrem entre 0S
pesticidas e as moléculas captadoras. Para isso ha o campo da quimica
computacional dos calculos de energia de molecular docking.
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3.12.2 Molecular docking

O docking ou atracamento molecular € um método da modelagem molecular que
determina se ha interacao energética favoravel entre duas moléculas, no intuito de
elucidar as raz6es moleculares da afinidade entre ligantes e sitio ativo do receptor
(FERREIRA, 2013). A figura 11 ilustra um encaixe do docking genérico.

Figura 11 — Representacao de molecular docking

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

Os programas de docking sdo capazes de avaliar as melhores conformacdes em
termos de energia e posicionamento, a fim de otimizar as interacdes dentro do sitio
ativo de um alvo molecular (FRANCA et al., 2013). Conformacdes estaveis de uma
molécula correspondem a minimos locais de energia, onde a conformacao de menor
energia corresponde ao minimo global que, computacionalmente e dependendo do
sistema, € muito dificil de ser alcancado (Leach 2001 apud BELLO, 2014).

O procedimento de docking busca pela posicao e orientagdo que maximiza as
interacdes intermoleculares. Assim, o ligante e o receptor formam um complexo por
complementaridade estrutural e por estabilizacdo energética (FERREIRA, 2013).
Para avaliar se o atracamento molecular esta satisfatorio € utilizada a equacgéao geral

da energia de docking, conforme formula da equagéo 7.

E

docking

=F

inter

+ Eint ra (7)

O primeiro termo dessa equacao (Eiwer) refere-se a energia de interacdo entre o
receptor e o ligante e, baseado nas interacdes de van der Waals e eletrostaticas. Ja
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o segundo (Einra) esta relacionado principalmente com os graus de liberdade dos
ligantes. Deste modo, quanto menor a energia de docking, melhor sera o
atracamento molecular (PIETRALONGA et al., 2015).

Ha programas de docking que utilizam uma funcdo de pontuacao (score) baseada
em campos de forca (force field), como é o caso do AutoDock Tools e AutoDock
Vina. Neles a estabilidade da ligacdo é medida pela intensidade das forcas
intermoleculares e quanto menor a energia de interacao, maior é a estabilidade do
complexo ‘receptor-ligante’ (FERREIRA, 2013).

Antes de iniciar o processo do docking gera-se uma rede tridimensional (grid)
centrada no alvo molecular em investigacdo, que discretiza o espago (Leach 2001
apud BELLO, 2014).

Além da necessidade de previsdo da viabilidade de acoplamento, como os ligantes
em estudo sdo pesticidas, apresentam potencial téxico ao ser humano. Entao, o
trabalho complementa-se pela analise de parametros que indiquem o grau de
periculosidade em caso de contato com esses produtos. Uma das formas de prever
0 grau de risco € pela constante de inibicdo (Ki), que indica o potencial letal de cada

composto.

3.13 CONSTANTE DE INIBICAO (Ki)

Definida como uma funcdo de estado que representa a afinidade absoluta de um
inibidor por sua enzima alvo, a constante de inibicdo de uma enzima (Ki),
determinada experimentalmente, € amplamente utilizada para classificar as
afinidades de ligacdo da ordem de diferentes inibidores para uma enzima e nas
abordagens computacionais para prever a afinidade de ligacao. Ao contrario da
concentracao de inibidores que causa 50% de inibicdo enzimatica (ICsp), Ki é funcao
fixa, independente da concentragdo da enzima utilizada para sua determinacgéao.
Portanto ela pode, teoricamente, ser utilizada para predicéo in silico da afinidade de
ligacao de inibidores (DARRAS e PANG, 2017).
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Pelos métodos computacionais disponiveis atualmente é possivel estimar, por meio
da energia de docking, os valores da constante de inibicdo da enzima AChE para
cada organofosforado a que for exposta e, por deducbes matematicas € possivel
chegar a constante de inibicdo conforme equacao 09.

AG

Ki=ekr (8)

Onde: Ki = constante de inibicdo; AG= energia livre de Gibbs; R = constante universal dos gases
perfeitos (1,987 cal/mol.K ou 8,314 J/mol.K); T=temperatura (310K, que equivale a temperatura
fisiolégica de 37°C).

Vale ressaltar que a entropia num processo de mistura € sempre positiva, que
misturas ideais formam-se sem qualquer variacao de volume e nao ha efeito de calor
associado com o processo de mistura de gases ideais. A forga responsavel pela
producdo da mistura € um efeito inteiramente da entropia (BENDASSOLI e
VICTORIA, 1995).

3.14 ESTUDOS NA AREA

A quimica computacional aplicada a solucbes ambientais ja possui diversas frentes
de pesquisa. Sobre aguas ha estudos como, por exemplo, o de Worrall e Thomsen
(2004), intitulado “Descriptores quanticos vs. Topolégicos no desenvolvimento de
modelos moleculares de poluicdo das aguas subterrdneas por pesticidas”, que
avaliou, in silico, o potencial de mobilidade de pesticidades principalemente para a
contaminacdo de aguas subsuperficiais. Ainda na area de aguas ha o estudo
“Aplicabilidade e modelagem de nanofiltracdo e osmose reversa para remediagao de
aguas subterraneas poluidas com pesticidas e produtos de transformacao”, de
Madsen e Seggaard (2014), que descreve as praticas atuais em testes de bancada

com membranas de filtracao, seus residuos e descarte, dentre outros.

As solucbes sobre pesticidas constituem um campo em franca expansao. Acerca da
pesquisa sobre sensores, até a década passada exploravam biossensores baseados
no processo de inibicado enzimatica (MARQUES & YAMANAKA, 2008), ou seja,
investigacdes em bancada com gasto de reagentes e geracdo de subprodutos. No
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campo da modelagem molecular a investigacdo de pesticidas € mais recente, um
exemplo é o estudo de Suganthi e Kuppanagounder (2017), com titulo ‘Ligacao de
inseticidas organofosforados com albumina sérica: investigacoes
multiespectroscépicas e de modelos moleculares’, que utiliza a expertise de estudos
sobre salude humana para a area ambiental. Também ha o de Balasubramanian et
al. (2013) intitulado “Simulacdo de dindmica molecular e estudos de modificacao

molecular sobre o dominio inseticida de urease de feijao”.

No Brasil os maiores centros de pesquisa em quimica computacional estdo nos
estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Pernambuco atualmente, com laboratérios
nas Universidades Federais. No Espirito Santo um grupo recentemente formado,
liderado pelo professor Arlan Gongalves do Instituto federal do Espirito Santo — Ifes
— trabalha com a area de quimica computacional e modelagem molecular, em
pesquisas com a enzima acetilcolinesterase associada a depressao, Parkinson e
Alzheimer prioritariamente. Estas tém impulsionado o desenvolvimento cientifico do

Espirito Santo e aumenta sua expressividade no cenario nacional.

3.15 A MODELAGEM MOLECULAR COMO TECNOLOGIA SUSTENTAVEL

As técnicas in silico de modelagem molecular fornecem resultados rapidos e
permitem produzir computacionalmente as estruturas de varios novos compostos
para o trabalho experimental adicional, poupando, desta forma, anos de pesquisa
(FRANGCA et al., 2013).

Estima-se que a utilizacdo de métodos in silico no planejamento de farmacos pode
reduzir os custos e o tempo de desenvolvimento de um novo farmaco em até 50%
(Geldenhuys et al. e Mcgee 2005 apud FERREIRA, 2013). Isto ocorre porque muitas
vezes 0 numero de moléculas que precisam ser sintetizadas e testadas
experimentalmente passa a ser drasticamente reduzido devido a alta preditividade e
confiabilidade dos métodos computacionais, abreviando assim o tempo de
desenvolvimento de um novo farmaco (FERREIRA, 2013). Vale ressaltar também a

diminui¢do no uso de animais em testes.

Considerando a reducado em gastos de reagentes e a ndo geracao de subprodutos
de testes em laboratério, a predicao de estruturas in silico enquadra-se como uma



54

tecnologia sustentavel para o desenvolvimento de eficientes detectores de poluentes
agricolas. O campo de estudo € promissor também para diversas outras areas

ambientais.
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4 METODOLOGIA

O desenvolvimento da pesquisa ocorreu em etapas para a obtencdo de
propriedades estruturais e eletrdnicas dos pesticidas Ops, das propostas de
derivados de fulerenos e dos complexos entre eles, bem como valores de energias
de docking e estimativa de constante de inibicao (Ki) de cada Op. No caso particular
deste trabalho a sequéncia de etapas ap6s a revisao de literatura ocorreu conforme

fluxograma da figura 12.



Figura 12 — Fluxograma das etapas da metodologia aplicada
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)
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4.1 MONTAGEM DAS PROPROSTAS DE DERIVADOS DE FULERENOS

A escolha do desenvolvimento de moléculas com fulerenos como suporte do
nanocomposto foi o ponto inicial do delineamento experimental. Foi feito o download
das coordenadas tridimensionais do fulereno Cgp, do sitio eletrénico Nanotube
<http://www.nanotube.msu.edu/fullerene/fullerene.php?C=60>.

Diante do sistema suporte selecionado, a etapa seguinte foi a obtencdo das
propriedades que permitem a adsorcdo aos Ops, dai a proposta de uma cadeia
lateral andloga a dos aminoacidos da triade catalitica da AChE humana. A
disposicdo desses aminoacidos foi testada conforme modelo utilizado por
Goncgalves, Franca e Oliveira (2015), que citam o artigo “Anti-Influenza Activity of Cep

Fullerene Derivatives”, de Shoiji et al. (2013), conforme figura 13.

Figura 13 — Base dos derivados de fulerenos desenvolvidos nesta pesquisa

Fonte: Elaborado pelo autor adaptado de SHOJI (2013)

A partir dos protétipos dos trabalhos supracitados fez-se a proposta de, nos locais
de Ri, Rz2 e Rs, conforme figura 13, serem substituidos pelas cadeias laterais dos
aminoacidos serina (Ser), glutamato (Glu) e histidina (His). O estudo em tela propbs
a mudanca de posicao entre os grupos com o seguinte esquema de organizacao:
Proposta 0: Ri=R2= R3=H (controle ou branco)

Proposta 1: Ri=Ro=H; R3=Ser

Proposta 2: Ry= His; R.=Ser; Rz=H

Proposta 3: Ry= Glu; R.=Ser; Rs=H

Proposta 4: Ry=Ser; Ro=His; R3=Glu

Proposta 5: Ry=His; R.=Ser; R3=Glu

Proposta 6: Ry=Ser; R>=Glu; Rs=His
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Todos os aminoacidos foram utilizados na forma ‘R’ pois favorece o ataque do Op.
As imagens finais das moléculas foram geradas pelo software PyMOL, conforme
figura 14.

Figura 14 — Propostas de derivados de fulerenos

@ CARBONO
. NITROGENIO

. OXIGENIO
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. CLORD

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

4.2 SELECAO DOS PESTICIDAS

Na busca por um alvo de estudo, os pesticidas surgiram como opg¢éo devido ao alto
consumo no Brasil e a dificuldade de deteccdo das intoxicacbes em campo. Os
organofosforados foram selecionados a partir da lista dos agrotéxicos em uso no
Brasil em 2016, conforme dados disponiveis no sitio eletrénico do MAPA, onde h& o
sistema oficial de cadastro de produtos agrotéxicos autorizados no pais.

Apbés a selecdao da classe, eles foram agrupados e o0s que contemplavam
combinacbées de substancias foram eliminados pela dificuldade em modelar
computacionalmente estruturas em associa¢do. Entdo, como Ops de escolha foram
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selecionados: acefato, cadusafés, clorpirifés, dimetoato, fentoato, fenitrotiona,

malation, parationa metilica e terbufés.

Durante os calculos foi dificil a convergéncia de resultados para o malation por uma
barreira de energia potencial alta. Em outras palavras, antes da otimizacdo a
molécula se rompia nos calculos semiempiricos. Entdo foi encontrado na literatura
que a forma oxidada do produto € o malaoxon, que tem apenas um enxofre
substituido por um oxigénio. Considerando que o malaoxon também é vendido como
produto formulado em paises do hemisfério norte, optou-se por seguir as pesquisas
incluindo esta forma, para comparacoes de reatividade.

De acordo com Caldas (2000) a dessulfuracao constitui uma das principais vias de
biotransformacdo dos organofosforados. A transformacao da ligacdo P=S em P=0,
com a formagédo da forma “OXON” resulta sempre num aumento acentuado da

toxidez do inseticida e o0 malation € um dos casos, conforme figura 15.

Figura 15 — Conversédo de malation a malaoxon

I 0] | (0]
O s (@] S
~pl O/\ Npd O/\
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—_—
o~ 0 0 Malation P O 0
oxirredutase
Oj O\’
MALATION MALAOXON

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Assim como o malation, a parationa metilica também possui um analogo estrutural
em estudo, a fenitrotiona, apenas com a diferenca da adicdo de um grupamento

metil.

O registro de comercializacdo de produtos a base de fentoato foi proibida no Brasil a
partir de 10/06/2016 e o da parationa metilica a partir de 12/09/2016, mas como a
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escolha dos Ops ocorreu meses antes dessas determinagdes, optou-se por seguir

com as pesquisas. Os pesticidas em perspectiva 2D podem ser observados na

figura 16.

Figura 16 — Imagem 2D dos pesticidas Ops em estudo
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Através do programa PyMOL foram geradas imagens dos mesmos pesticidas em
3D, conforme figura 17.

Figura 17 — Imagem 3D dos pesticidas Ops em estudo

Acefato Dimetoato Terbufds

"
Malation Malaoxon
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Clorpirifés Parationa metilica Fenitrotiona @com

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

4.3 OTIMIZAGAO SEMIEMPIRICA

Com a utilizagdo do programa GHEMICAL foram feitos os desenhos das propostas
de derivados de fulereno e dos pesticidas selecionados. As propostas que
continham o aminodacido glutamato foram calculadas desprotonadas. Os arquivos
foram minimizados com o campo de forgca TRIPOS 5.2 (SHIH et al., 1995) e em
seguida realizadas andlises conformacionais randémicas, através da fungéo
disponivel no GHEMICAL. Logo apéds as estruturas foram otimizadas, utilizando o
hamiltoniano semiempirico PM7, conforme implementado no pacote MOPAC e os
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célculos realizados considerando o vacuo. Foi estimado pH 7,0 da 4gua, pois muitos
dos pesticidas sao utilizados diluidos.

Com o auxilio do programa Babel foi feita a conversao de arquivos no formato '.gpr’
para o formato '.mop’, para possibilitar o calculo pelo MOPAC. Tanto as moléculas
propostas quanto os Ops isoladamente passaram por otimizacées semiempiricas
usando o método PM7 no programa MOPAC. Nos apéndices A e C estao os tutoriais
incluindo as palavras-chave do cabecalho utilizado e o detalhamento das etapas.

Foram calculadas as propriedades estruturais eletrbnicas das propostas e dos
organofosforados, em que o calor de formacéao, energia total, dipolo, E4omo € €Lumo
foram extraidos do arquivo ‘.arc’. Os dados de bandgap (Evg), potencial quimico (p) e

dureza quimica (n) foram calculados a partir dos dados extraidos.

Em seguida as cargas foram conferidas, utilizando o programa ACPYPE, pelo
método AM1-BCC e o arquivo desejado é o de extensdo bcc gaff.mol2, em que a
extensao ‘bece’ significa ‘bond charge correction’ e gaff ‘general amber force field’. Os
arquivos ‘.mol2’ além de conterem informagdes sobre as coordenadas XYZ de cada
atomo, também contém os valores das cargas atébmicas, ou seja, conjunto de
informacdes Uteis para o posterior calculo de ancoramento molecular ou docking. As

etapas descritas seguem resumidas nos quadros 07 e 08.

Quadro 07 — Resumo das etapas pré-docking para os derivados de fulereno

Desenhara  Conferir cargas Converter o Calcular as Obter os
molécula no com o ACPYPE  arquivo .gpr propriedades valores das
GHEMICAL para .mop para estruturais propriedades
para a ser eletrénicas com estruturais
otimizagao reconhecido o MOPAC eletrénicas no
geométrica pelo MOPAC arquivo .arc

.mol2 .m ar
.gpr* o op arc i
(e mais arquivos) (e mais arquivos)

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)
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Quadro 08 — Resumo das etapas pré-docking para os pesticidas

Fazer o Converter, Conferir Converter o Calcular as Obter os
download do com o Babel, cargascomo arquivo .gpr propriedades valores das
arquivo .sdf 0 arquivo ACPYPE para .mop estruturais propriedades
do sitio para .pdb e para ser eletronicas estruturais
eletronico conferir a reconhecido com o MOPAC eletronicas no
PubChem molécula com pelo MOPAC arquivo .arc
o PyMOL

.sdf .pdb o .mop -are -
(e mais arquivos) (e mais arquivos)

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

4.4 MOLECULAR DOCKING

Para a realizacdo do docking € necessario converter o arquivo ‘.arc¢’ gerado para
“pdb’, com o auxilio do programa Gmolden e conferir as cargas novamente,
utilizando o ACPYPE, para entao converter o arquivo '.mol2 gerado para o formato
. pdbgt’, pelo programa AutoDock Tools. E importante conferir os graus de liberdade
(eixos de rotacao) dos ligantes, ainda com o programa AutoDock Tools, para entao
montar as pastas com os arquivos 'script.sh’, 'conf.ixt', cujos scripts estdo nos
apéndices E e F, retirados da pagina eletronica do AutoDock Vina.

Os grids foram desenhados considerando toda a area molecular de receptor e
ligante e ndo apenas o sitio ativo de interacdo, visto que possiveis cofatores, que
possam se ligar em areas diferentes da farmacoférica podem influenciar a energia
total de ligacdo e espontaneidade ou ndo do encaixe. Os parametros e dimensoes
de escolha foram: receptor=(nome_OP).pdbqt; coordenadas tridimensionais do
centro do grid : center_x=0,902; center_y=3,352; center_z=0,634; tamanho do grid:
size x=18; size_y=18; size_z=18; espagcamento: 1,000; cpu=4; num_modes=10.

O item cpu= 4 significa que o calculo roda em paralelo utilizando quatro
processadores do computador € num_modes=10 indica que os 10 melhores

resultados dos atracamentos ou “poses” serdo extraidas. Para analisar as estruturas
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geradas apos os calculos de docking foram utilizados os programas VMD, PyMOL e
AutoDock Tools.

De posse do arquivo output do MOPAC pela menor energia de docking foi possivel
identificar o melhor complexo gerado dentre os runs. A busca por esse menor valor,
que indica as melhores conformagbes de docking, foram comparadas com o
programa vinascreengettop, cujo script esta no apéndice G. O resumo das etapas de

docking segue no quadro 09.

Quadro 09 — Resumo das etapas de docking, geracdo de imagens e extragao de
propriedades estruturais eletrénicas

Converter o Conferir Converter o Conferir os Definir

arquivo do visualmente as arquivo .mol2 graus de dimensodes
complexo .arc ~ moléculas com para .pdbqt liberdade e os do grid
para .pdb com o PyMOL e com o hidrogénios das

0 programa conferir as programa moléculas com

Gmolden cargas do AutoDock o AutoDock
complexo com Tools Tools
o ACPYPE

- .pdb .mol2 .pdbqt - -
(e mais arquivos)

Montar as pastas de  Fazer 10 cdpias do ~ Executar o script Verificar a menor

cada docking com os (ligante).pdbqt energia de
arquivos conf.txt, interacdo com o
script.sh e vinascreengettop
vinascreengettop,
(ligante).pdbqgt e
(receptor).pdbqt

= .pdbqt 10 pastas, uma =
de cada ligante

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Quanto as etapas de docking, deve-se proceder as etapas 1 a 4 para receptores e

ligantes, individualmente.
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4.5 IMAGENS DOS COMPLEXOS

Apds as etapas de desenho e otimizagdo, as coordenadas tridimensionais das
propostas de derivados e dos Ops foram inseridas simultaneamente no programa
AutoDock Vina para calcular a energia de interagao entre Ops e propostas. ApGs 0s
runs dos dockings verificou-se o de menor energia atravées do software
‘vinascrengettop’.

As imagens dos complexos, em 3D, salvas no formato ‘.sdf’ foram transformadas em
“.pdb’com o auxilio do software AutoDock Tools para, entao, serem visualizadas no
programa PyMOL e geradas as imagens dos melhores complexos.

Com o software BABEL os arquivos foram convertidos do formato '.pdb' para o
‘.“mop’, como feito para as moléculas isoladas, para obtencao das propriedades
estruturais eletrénicas dos complexos. No quadro 10 esta o resumo das etapas € no
apéndice D ha o guia de geracdo de imagens dos complexos com maior
detalhamento.

Quadro 10 — Resumo das etapas de geracao de imagens e extracdo de propriedades

estruturais eletrénicas dos complexos

Converter o Conferénciade  Conversdodo Conferéncia da Célculo das

arquivo de menor hidrogénios de arquivo .pdb conformacao, propriedades
energia, receptor e para .mop com carga total e do estruturais

identificado pelo ligante e o BABEL para cabecalho do eletrénicas

vinascreengettop ~ geragao da ser arquivo .mop com o MOPAC

para .pdb com o imagem Unica reconhecido
AutoDock Tools  de receptor e pelo MOPAC
ligante com o
PyMOL

- .pdb .pdb .mop - .arc
(e mais arquivos)

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)
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4.6 DLsye ENERGIA DE ADSORGAO

A partir dos valores de energia de docking foram estimados os valores de DLsg
experimental dos pesticidas. Esses valores foram confrontados com dados teoricos,
do artigo “A quantitative Structure Activity Relationship for acute oral toxicity for
pesticides on rats: Validation, domain of application and prediction’, de Hamadache
et al. (2015).

As energias de adsorcao foram calculadas a partir das energias de docking obtidas,
através das equacobes descritas na secdo 3.16.6. Nao foram utilizados programas,

apenas calculos matematicos.

4.7 RECURSOS COMPUTACIONAIS

Para a realizacdo dos célculos, todos em softwares livres, foi utilizado um
computador AMD X8, com 32 GB de memdria RAM, 1 TB de HD, placa de video
PCI-E GForce GTX970 4 GB GDDR5 1664 CUDA cores e um computador pessoal
HP com 3 GB de memdria RAM, processador Intel Core i5, 320 GB HD para a
realizacdo de calculos mais leves. O computador principal utilizado para os calculos
foi obtido através do Edital FAPES 006/2014.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS DAS PROPRIEDADES ESTRUTURAIS ELETRONICAS DOS
PESTICIDAS E DAS PROPOSTAS ISOLADAMENTE

Os resultados dos célculos das propriedades estruturais eletronicas e de
atracamento molecular foram realizados para explorar interacées entre os derivados
de fulereno Cgo € 0s dez pesticidas Ops selecionados para estudos. Utilizou-se o
método semiempirico PM7 para obter as estruturas iniciais e os resultados de menor
energia dos Ops foram compilados na tabela 02.

Tabela 02 — Resultados das propriedades estruturais eletronicas dos pesticidas Ops

em estudo
PesticidaOp oo Sy o ew ew ow &N ev
Acefato -186,509 -2053,655 1,799 -8,782  -0,110 8,672 -4,446 4,336
Cadusafoés -177,183 -2661,928 0,828 -8,765  -0,446 8319 -4606 4,160
Clorpirifés -199,079 -3482,225 1,712 9,138  -0,843 8,295 -4,991 4,148
Dimetoato -180,623 -2380,121 3,114 -9,074  -0,837 8237 -4956 4,119
Fenitrotiona -170,993 -3282,024 7,506 9,235  -1,046 8,189 -5,141 4,095
Fentoato -201,007 -3416,087 4,395 -8,937  -0,857 8,080 -4,897 4,040
Malation -119,862 -3780,047 4,553 -7,225  -0,958 6,267 -4,092 3,134
Malaoxon -285,889 -3903,742 2,637 -8,441 -0,440 8,001 -4,441 4,001
Parat. metilica  -170,445 -3132,266 6,349 -9,404  -1,137 8,267 -5271 4,134
Terbufés -170,181 -2688,834 4,932 -8,376  -0,569 7,807 -4,473 3,904

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

O valor da entalpia de formacdo (AH; da maioria dos pesticidas variou entre
-170kcal.mol™” e -200kcal.mol™, apenas o fentoato e malaoxon apresentaram valores
maiores. A energia total variou entre -3904eV e -2054eV, valores relativos ao
malaoxon e acefato respectivamente. O valor de dipolo apresentou crescimento
significativo do menor valor (0,82818D), do cadusafés, para o maior (7,50611D),

relativo a fenitrotiona.

As energias de HOMO variaram entre -7,225 e -9,404eV e de LUMO entre -0,110 e
-1,137eV. Os maiores valores para ambos foi 0 da parationa metilica. A energia de
bandgap (Eng) da maioria variou em torno de 8eV, exceto para o malation e terbufés,
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com valores abaixo. Quanto a conversdo de malation a malaoxon, observou-se que
a baixa Epg do malation explica a instabilidade da molécula a temperatura ambiente.
Essa hipétese foi comprovada por dados de literatura, conforme Caldas (2000) e
Stopelli (2005), visto que o malation realmente converte-se em malaoxon em

condi¢coes ambientais.

A fenitrotiona e a parationa metilica tiveram maiores valores de u e, no geral,
observou-se baixa diferenca entre u e n (bandgap), o que confere pouca variacao de
estabilidade entre eles ou de comportamento sobre transferéncia de elétrons. Dentre
os Ops a parationa metilica e a fenitrotiona apresentaram os resultados mais
satisfatorios de reatividade. Nao foram encontrados na literatura especializada
dados experimentais de comparacdo de reatividade entre pesticidas
organofosforados para que fossem confrontados com os resultados obtidos.

Quanto aos derivados de fulereno, os resultados de propriedades estruturais
eletrénicas foram compilados na tabela 03.

Tabela 03 — Resultados das propriedades estruturais eletrdnicas dos derivados de
fulerenos propostos

Derivados AH; / Energia total/ Dipolo/ Ehomo/ ELumo/ Epg/ M/ n/

de fulereno kcal.mol™ e.V D e.V e.V e.V e.V e.V

Derivado 0 816,327 -7847,417 1,430 -8,999 -2,998 6,001 -5,999 3,001
Derivado 1 768,972 -8292,644 2,139 -8,991 -2,993 5998 -5992 2,999
Derivado 2 802,273 -9209,827 5,726 -8,947 -2,941 6,006 -5,944 3,003
Derivado 3 637,439 -9294,474 30,315 -4,861 -1,251 3,610 -3,056 1,805
Derivado 4 671,743 -10211,448 27,826 -4,988 -1,044 3,944 -3,016 1,972
Derivado 5 661,611 -10212,008 20,252 -5,217 -0,997 4,220 -3,107 2,110
Derivado 6 664,013 -10211,857 27,145 -5,374 -1,325 4,049 -3,350 2,025

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Os resultados para todas as propriedades apresentaram diferenca significativa do
primeiro bloco - propostas de derivado 0 a 2 - para o segundo bloco, das propostas 3
a 6. Acredita-se que a adicao de grupos pesados as propostas de cadeias laterais
completas teve influéncia nos resultados e gerou valores marcadamente distantes

de energia de dipolo, por exemplo. O aumento da superficie molecular devido ao
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aumento da quantidade de atomos favoreceu a ocorréncia de interacées apolares,
que foram as predominantes. Além disso, os atomos adicionados possibilitaram a
formacao de ligacdes hidrogénio, visto que as cadeias laterais de serina e glutamato

contém hidroxilas e da histidina contém um atomo de nitrogénio.

Quanto ao calor de formacao houve queda de cerca de 150 kcal por mol em média
do primeiro bloco para o segundo e a energia total ficou ainda mais negativa para o
segundo bloco. Por meio dos valores de momento dipolo verificou-se que todas as
moléculas propostas sao polares, porém as de numero 3 a 6 sdo expressivamente
mais polares. Sobre os pesticidas, o cadusafds, o clorpirifés e o acefato sdo os

menos polares, logo devem se ligar bem as propostas 3 a 6.

Para a predicdo da interacao viavel deve-se calcular a ligacao entre 0 HOMOxyiereno
que atua como base de Lewis, e o LUMOg, , que atua como &cido de Lewis. As
propostas com maior valor de HOMO s&o as de numero 1 e 2, seguidas pelas
propostas 4, 5 e 6. Sobre os valores de LUMO dos Ops, o da parationa metilica e
fenitrotiona sdo pronunciadamente maiores que dos demais pesticidas estudados.
Considerando que as propostas 1 e 2 ndo tém a triade catalitica completa, sugere-
se que a ligacao entre as propostas 4 a 6 a esses dois Ops citados seria viavel para

a captura do pesticida.

Sobre a energia de bandgap, observou-se que os derivados de fulerenos 0,1 e 2 sao
mais estaveis, ou seja, com menor probabilidade de se ligarem aos Ops e 0s

derivados 3 a 6 sdo mais reativos.

5.1.1 O malation e a parationa metilica

O malation e a parationa metilica na simulagéo in silico geraram um arquivo "den'. e
durante os célculos, no momento da convergéncia, as moléculas rompiam. Entao
observou-se que os métodos semiempiricos ndo conseguiram descrever bem a
dupla ligacao entre enxofre e fésforo do malation e a ressonancia na ponta da
cadeia da parationa metilica, devido a uma barreira potencial nessas ligacoes.
Provavelmente a parametrizagdo para esses casos nao sejam tdo acurados, entdo a

correcao proposta foi a otimizacao pelo software MOPAC e nao pelo GHEMICAL,
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como feito para os demais pesticidas. Logo, essas moléculas de pesticidas tiveram

essa etapa extra em relagdo ao tutorial apresentado na metodologia (figura 12).

5.2 RESULTADOS DAS PROPRIEDADES ESTRUTURAIS ELETRONICAS DOS

COMPLEXOS

Os dados de propriedades estruturais eletrbnicas dos complexos ‘proposta de

derivado de fulereno—pesticida Op’ foram obtidos utilizando o método semiempirico

PM7, assim como feito para as moléculas individualmente, e os resultados obtidos

foram agrupados na tabela 04.

Tabela 04 — Propriedades estruturais eletrénicas dos complexos

(continua)
PROPRIEDADES ESTRUTURAIS ELETRONICAS DOS COMPLEXOS
AHy/ Energia Dipolo €nomo/ E€Lumo/ Ebd W n/
kcal.mol" total / e.V /D eV eV eV eV e.V

Acefato - p0 613,166  -9901,059 4,435 -8,936 -3,008 5928 -5972 2,964
Cadusafés- p0 617,504 -10509,356 6,632 -8,424 -3,138 5286 -5781 2,643
Clorpirifés - p0 625,934 -11444,706 3,788 -8,516 -2,765 5751 -5641 2,876
Dimetoato - p0 616,200 -10227,561 4,203 -9,067 -3,089 5,978 -6,078 2,989
Fenitrotiona - p0 648,492 -11128,415 7,852 -8,839 -2,856 5983 -5848 2,992
Fentoato - p0 591,291  -11263,519 2,867 -8,954 -2,969 5985 -5962 2,993
Malaoxon - p0 429,838 -11754,532 5442 -8827 -2,855 5972 -5841 2,986
Malation - p0 471,554  -11636,106 3,542 -8,831 -2,904 5927 -5868 2,964
Parat. metilica- p0 632,793 -10979,350 5,076 -8,902 -2,907 5,995 -5905 2,998
Terbufds - p0 633,393 -10535919 2,984 -8,455 -2918 5537 -5687 2,769
Acefato - p1 565,818 -10346,121 6,307 -8,955 -3,017 5938 -5986 2,969
Cadusafés - p1 566,930 -10954,687 1,380 -8,698 -2,969 5,729 -5834 2,865
Clorpirifés - p1 536,843 -11775,130 2,388 -8,833 -2,857 5976 -5845 2,988
Dimetoato - p1 574,439 -10672,564 3,641 -8,807 -2,833 5974 -5820 2,987
Fenitrotiona - p1 606,684 -11573,498 7,070 -8,916 -2,918 5998 -5917 2,999
Fentoato - p1 584,385 -11707,122 2,729 -8,736 -2,966 5,770 -5851 2,885
Malaoxon - p1 847,473  -12195,318 7,321 -8,160 -2,958 5202 -5559 2,601
Malation - p1 421,502 -12081,643 3,844 -8,857 -2,879 5978 -5868 2,989
Parat. metilica- p1 720,753 -11338,868 5,478 -8,866 -2,922 5944 -5894 2,972
Terbufos - p1 570,454 -10981,814 8,157 -7,859 -2496 5,363 -5178 2,682
Acefato - p2 594,831 -11263,628 4,917 -8,774 -2,907 5867 -5841 2,934
Cadusafds - p2 592,325 -11872,130 4,016 -8,673 -2,878 5,795 -5776 2,898
Clorpirifés - p2 569,373 -12692,356 6,318 -8,848 -2,869 5979 -5859 2,990



Dimetoato - p2
Fenitrotiona - p2
Fentoato - p2
Malaoxon - p2
Malation - p2
Parat. metilica - p2
Terbufos - p2

Acefato - p3
Cadusafés - p3
Clorpirifés - p3
Dimetoato - p3
Fenitrotiona - p3
Fentoato - p3
Malaoxon - p3
Malation - p3
Parat. metilica - p3
Terbufoés - p3

Acefato - p4
Cadusafos - p4
Clorpirifés - p4
Dimetoato - p4
Fenitrotiona - p4
Fentoato - p4
Malaoxon - p4
Malation - p4
Parat. metilica - p4

594,187
636,805
573,040
394,928
453,054
604,481
609,866

418,633
426,590
402,765
426,429
469,003
402,980
255,011
291,865
429,792
445,999

419,054
417,681
392,175
415,621
497,117
395,144
229,106
278,451
430,752

-11590,278
-12490,751
-12626,083
-13117,542
-12998,629
-12342,308
-11898,736

-11348,715
-11956,862
-12777,143
-11674,968
-12575,539
-12710,965
-13201,434
-13083,311
-12427,395
-11983,259

-12267,085
-12875,546
-13695,893
-12593,679
-13492,608
-13629,471
-14120,670
-14002,110
-13345,761

7,474
9,089
6,503
7,5674
9,652
4,816
7,128

23,984
26,242
26,251
26,341
29,826
27,881
27,141
26,556
24,032
29,692

8,658
0,942
5,084
7,088
16,412
9,208
2,119
3,167
11,065

-8,723
-8,841
-8,770
-8,745
-8,842
-8,919
-8,329

-5,549
-5,206
-4,962
-5,219
-5,009
-5,230
-4,850
-4,931
-5,549
-4,849

-5,415
-5,445
-5,163
-5,398
-5,844
-5,231
-5,248
-5,398
-5,263

-2,762
-2,835
-2,793
-2,784
-2,875
-2,941
-2,873

5,961
6,006
5,977
5,961
5,967
5,978
5,456

-5,743
-5,838
-5,782
-5,765
-5,859
-5,930
-5,601

2,981
3,003
2,989
2,981
2,984
2,989
2,728

-1,151
-1,263
-1,195
-1,165
-1,218
-1,311
-1,115
1,171
-1,206
-1,170

4,398
3,943
3,767
4,054
3,791
3,919
3,735
3,760
4,343
3,679

-3,350
-3,235
-3,079
-3,192
-3,114
-3,271
-2,983
-3,051
-3,378
-3,010

2,199
1,972
1,884
2,027
1,896
1,960
1,868
1,880
2,172
1,840

-0,087 5,328 -2,751 2,664
-0,174 5,271 -2,810 2,636
0,055 5,218 -2,5654 2,609
-0,063 5,335 -2,731 2,668
-0,317 5,527 -3,081 2,764
0,047 5,278 -2,592 2,639
0,003 5,251 -2,623 2,626
-0,103 5,295 -2,751 2,648
-0,040 5,223 -2,652 2,612

Terbufés-i4 430,535 -12902,255 4,971 -5,237 0,045 5,282 -2,596 2,641

Acefato - p5
Cadusafés- p5
Clorpirifos - p5
Dimetoato - p5
Fenitrotiona - p5
Fentoato - p5
Malaoxon - p5
Malation - p5
Parat. metilica - p5
Terbufds - p5

450,335
449,852
427,588
460,310
492,884
420,252
224,413
320,837
455,932
469,792

-12265,922
-12874,334
-13694,647
-12592,148
-13493,064
-13628,598
-14120,985
-14000,655
-13344,854
-12900,758

17,880
17,085
23,635
17,891
21,099
16,191
9,813
24,253
13,454
15,270

-5,401
-5,682
-5,218
-5,185
-5,326
-5,793
-4,915
-5,194
-5,757
-5,438

-1,118 4,283 -3,260 2,142
-1,130 4,452 -3,356 2,226
-0,947 4,271 -3,083 2,136
-1,007 4,178 -3,096 2,089
-0,960 4,366 -3,143 2,183
-0,990 4,803 -3,392 2,402
0,142 5,057 -2,387 2,529
-1,016 4,178 -3,105 2,089
-1,097 4,660 -3,427 2,330
-0,910 4,528 -3,174 2,264

Acefato - p6
Cadusafos - p6
Clorpirifos - p6
Dimetoato - p6
Fenitrotiona - p6
Fentoato - p6

446,248
449,852
419,928
439,644
489,099
429,269

-12265,985
-12874,334
-13694,818
-12592,765
-13493,078
-13628,291

21,292
17,085
21,148
18,461
22,204
20,122

-5,581
-5,682
-5,794
-6,117
-5,5685
-5,836

-1,281 4,300 -3,431 2,150
-1,130 4,452 -3,356 2,226
-1,235 4,559 -3,515 2,280
-1,205 4,912 -3,661 2,456
-1,272 4,313 -3,429 2,157
-1,274 4,562 -3,555 2,281
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Malaoxon - p6 254,106  -14119,957 17,073 -5911 -1,174 4,737 -3,543 2,369
Malation - p6 305,076  -14001,234 23,938 -5,662 -1,426 4,236 -3,544 2,118
Parat. metilica- p6 451,522  -13344,879 13,606 -6,182 -1,142 5,040 -3,662 2,520
Terbufés - p6 465,253  -12900,963 19,534 -5,711 -1,261 4,450 -3,486 2,225

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Algumas propriedades tiveram mudancas significativas de comportamento a partir
da proposta 3, como o calor de formacao, momento dipolo, energia de HOMO e
potencial quimico. Outras tiveram uma transicao gradual, como energia total, energia
de LUMO e dureza quimica.

O calor de formacéao (AHs) foi positivo para todos os complexos e observou-se que a
partir da proposta 3 houve reducao nos valores médios por proposta, o que indica
menor demanda de energia para formacao do complexo. Isso é positivo para a
pesquisa visto que as moléculas investigadas de maior interesse sao as de triade
catalitica completa (proposta 4 a 6). Sobre os pesticidas, o malation e o malaoxon

apresentaram a menor média geral de valores.

Podemos prever a direcdo de uma variacao espontdnea em uma reagao em razao
das probabilidades de estado inicial e final e a entropia é diretamente proporcional a
essa probabilidade. Os valores da entropia global, que incluem a entropia da
vizinhanca de uma reacdo, sdao geralmente menores que o0s da entalpia
(relacionados ao balanco energético). (CHANG, 2008). A energia total de um
sistema ou energia de Gibbs (G) conta com contribuicado da energia entalpica (AH) e
entrépica (AS), de acordo com AG = AH — TAS e depende de temperatua e pressao.
Oo AG sera favoravel se a entropia conformacional for muito alta. Os valores
oscilaram entre -9901eV (complexo acefato-propostal) a -14120eV (complexos
malaoxon-propostas 5 e 6), com destaque para os valores do malation e do

malaoxon, especialmente nas propostas de triade completa.

Houve mudanca consideravel no valor do momento dipolo dos complexos,
especialmente para a propostas 4 (0,94247D a 16,41164D), comparado ao valor de
dipolo do derivado de fulereno isoladamente (27,82601D). Considerando que o

fulereno sem as cadeias laterais dos aminoacidos associados tem momento dipolo
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mais alto, ou seja, € mais polar, entdo o derivado 4 pode atuar como agente
precipitante do pesticida em agua, pois reduziu consideravelmente a solubilidade em
agua.

A energia de bandgap apresentou menores valores para a proposta 3, seguida das
propostas 5 e 6, 0 que sugere maior reatividade. Logo, sob esse aspecto, a proposta
4 apresenta desvantagem dentre as que tém a triade de aminoacidos completa.
Sobre os Ops os resultados foram bem distribuidos, com menores valores para o
terbufds, malation e clorpirifés, seguidos de cadusafés e malaoxon. Sobre a dureza
quimica (n) as propostas 3, 4 e 5 destacaram-se com o0s menores valores, 0 que

sugere serem as propostas mais reativas ou polarizaveis dentre as testadas.
5.3 RESULTADOS DOS CALORES DE FORMACAO

Foram calculados os calores de formagao dos complexos com o método PM7 pelo
software MOPAC. O conjunto de dados gerados foram agrupados na tabela 04 mas
para andlise individualizada deste parametro, seguem os valores apenas de calor de
formacao na tabela 05.

Tabela 05 — Calor de formagao dos complexos

CALOR DE FORMACAO DOS COMPLEXOS (kcal.mol™)

Proposta de derivado de fulereno

Pesticida Op 0 > 9 3 4 5 6

Acefato 613,166 565,818 594,831 418,633 419,054 450,334 446,248
Cadusafés 617,504 566,930 592,325 426,590 417,681 449,852 449,852
Clorpirifos 625,934 536,843 569,373 402,765 392,175 427,588 419,928
Dimetoato 616,200 574,439 594,187 426,429 415,621 460,309 439,644
Fenitrotiona 648,492 606,684 636,805 469,003 497,117 492,884 489,099
Fentoato 591,291 584,385 573,040 402,980 395,144 420,252 429,269
Malaoxon 429,838 487,473 394,928 255,011 229,106 224,413 254,106
Malation 471,554 421,502 453,054 291,865 278,451 320,837 305,076
Parat. metilica 625,145 573,309 641,239 422,764 501,749 437,648 443,577
Terbufds 633,393 570,453 609,866 445,999 430,535 469,792 465,253

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Os dados da tabela 05 foram transformados em grafico, que segue na figura 18.



Figura 18 — Calor de formacao dos complexos
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Os calores de formacado dos complexos, positivos, sugerem que as reacdes de

formacao sejam desfavoraveis, porém o perfil do grafico da figura 18 explicitou que

as propostas 3 a 6 - com mais cadeias laterais de aminoacidos — apresentaram o0s

menores valores, com destaque para as propostas 4 e 5, o que indica serem mais

favoraveis a formagdo. O malation e malaoxon tiveram os resultados mais

satisfatorios entre os pesticidas.

5.4 RESULTADOS DAS ENERGIAS DE ADSORCAO

As energias de adsorcdo dos derivados de fulereno aos Ops foram obtidas por

calculos matematicos de diferenca entre o calor de formagdo do complexo e os

calores de formacdo de receptor e ligante individualmente. Os dados obtidos

seguem na tabela 06.
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Tabela 06 — Energias de adsor¢cao dos complexos

ENERGIAS DE ADSORQI\O DOS COMPLEXOS (kcal.mol'1)
Proposta de derivado de fulereno

Pesticida Op
0 1 2 3 4 5 6

Acefato -16,653 -16,645 -20,934 -32297 -66,180 -24,768 -31,257
Cadusafos -21,641 -24,859 -32,765 -33,666 -76,879 -34,576 -36,978
Clorpirifos 8,685  -33,051 -33,822 -35596 -80,490 -34,945 -45007
Dimetoato -19,504 -13,910 -27,464 -30,387 -75,499 -20,679 -43,746
Fenitrotiona 3,158 8,706 5,525 2,558 -3,632 2,267 -3,921
Fentoato -24,029 16,420 -28,226 -33,452 -75,592 -40,351 -33,737
Malaoxon -100,601 4,390 -121,456 -96,539 -156,748 -151,309 -124,018
Malation -224,911 -227,608 -229,357 -225,712 -273,430 -220,912 -239,075
Parat. metilica -20,737 -25218 9,411 -44230 0,451 -53,518  -49,991
Terbufos -12,753  -28,338 -22,227 -21,260 -71,027 -21,639  -28,579

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Os valores das energias de adsorcao foram trabalhados graficamente e seguem na
figura 19.

Figura 19 — Gréfico das energias de adsorcao dos complexos

Energias de adsorgao entre propostas de derivados de fulereno
e pesticidas organofosforados
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)
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Os resultados mostraram que apesar das energias de formacdo dos complexos
serem positivas (figura 18), o processo de adsorcao (figura 19) é favoravel ou
exotérmico para a maioria das reagdes. A proposta 4 de derivado de fulereno
apresentou os menores valores de energia de adsorcao e dentre os Ops, o0 malation,

seguido do malaoxon, tiveram pronunciadamente os melhores valores.

Observou-se que os valores de energia de adsor¢ao obtidos ndo se correlacionaram
com as energias de bandgap dos complexos (tabela 05), 0 que sugere que a maior

contribuicdo para o processo seja entropica.

5.5 RESULTADOS DAS ENERGIAS DE MOLECULAR DOCKING

Ap6s a conclusao dos calculos de docking, com o software MOPAC, foram
transcritos apenas os resultados de menor energia para cada conformacgao dentre os
20 runs de cada interacao, e os dados estdo na tabela 07.

Tabela 07 — Resultados das energias de docking entre os derivados de fulerenos

propostos e os organofosforados em estudo

ENERGIAS DE DOCKING (kcal.mol™)
PROPOSTA DE DERIVADO DE FULERENO

Pesticida Op 0 1 2 3 4 5 6

Acefato -2,2 -2,4 -2,8 -2,6 -2,6 -2,7 -2,7
Cadusafés -3,3 -3,3 -3,6 -3,5 -3,6 -3,7 -3,6
Clorpirifés -3,7 -4,0 -4.1 -4.0 -4.3 -4.1 -4.1
Dimetoato -2,2 -2,4 2,7 -2,6 -2,8 -2,8 2,7
Fenitrotiona -3,8 -3,9 -4.2 -4.2 -4.4 -4.3 -4.2
Fentoato -3,7 -3,8 -4,3 -4,0 -4,2 -4.4 -4,0
Malaoxon -3,0 -3,2 -3,3 -3,1 -3,3 -3,4 -3,2
Malation -2,9 -3,2 -3,4 -3,1 -3,1 -3,4 -3,2
Parat. metilica -32 -3,4 -3,6 -3,7 -4.0 -3,8 -4.0
Terbufoés -2,8 -3,1 -3,2 -3,1 -3,3 -3,3 -3,3

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Os dados da tabela 07 foram transformados em gréfico, conforme figura 20.
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Figura 20 — Resultados da energia de docking entre os Ops e os derivados de
fulereno
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Diante dos resultados de energia de docking os valores mais baixos foram para as
propostas de derivados de fulereno 4 e 5. Adotando-se -4,0 kcal.mol™' como limite
referéncia para dockings favoraveis, dentre os Ops o clorpirifés, a fenitrotiona, o

fentoato e a parationa metilica apresentaram os valores mais negativos.

Sao apresentadas na figura 21 as conformacdes relativas aos menores valores de
AGqocking Para cada proposta, com apresentagédo de contatos apolares e ligacoes
hidrogénio destacadas com setas, que podem auxiliar no esclarecimento dos
melhores atracamentos. No apéndice D ha o tutorial com as etapas para geragéao
das imagens.
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Figura 21 — Imagens dos complexos com menores energias de docking
(continua)

Proposta 0 — fenitrotiona
AG docking = '3,8

Proposta 1 — clorpirifés Proposta 2 — fentoato
AGdocking =-4,0 AGdocking =-4,3

Proposta 3 — fenitrotiona Proposta 4 — fenitrotiona
AGdocking =-4,2 AGdocking =-44
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T cowmaTos
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Proposta 5 — fentoato Proposta 6 — fenitrotiona
AGdock/'ng = '4s4 AGdock/'ng = '412

OBS: As setas indicam as liga¢des hidrogénio formadas.
Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

A energia de docking € uma importante ferramenta para analise de estabilidade do
complexo substrato-ligante, de maneira que quanto menor o valor da energia, mais
estavel serd o complexo, consequentemente, mais favoravel é o processo de
captura e adsorcdo do organofosforado nas moléculas propostas. E imprescindivel
uma analise conformacional concomitante a analise energética, uma vez que
diferentes tipos de interagdes intermoleculares conduzem a estabilidade ou néao do
complexo. Assim, a quantidade de interagdes intermoleculares e os tipos e
intensidades das mesmas terdo profunda influéncia sobre a estabilidade de
interacao calculada entre o ligante e o receptor de interesse. Pelos dados e imagens
foi possivel depreender que a fenitrotiona e o fentoato tiveram melhores resultados.
As imagens dos complexos entre os derivados de fulerenos e os pesticidas Op,
geradas pelo software AutoDock Tools, sdo apresentadas nas figuras 22 a 28.
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Figura 22 — Imagens dos complexos dos pesticidas com a proposta 0

Proposta 0

Prop.0 —parationa  Prop.0 - fenitrotiona Prop.0 — terbufds |y o
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)
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Quanto a proposta 0 (figura 22) observou-se que o pouco impedimento estérico
favoreceu a aproximacao com o pesticida. O acefato, mesmo sendo o menor deles,
com menos limitagdes de arranjo estrutural, ainda assim n&o formou ligacao
hidrogénio.

A magnitude das forcas de van de Waals depende da area de contato entre
moléculas, logo, pelo tamanho reduzido da cadeia lateral e maior aproximag¢ao do
fulereno ao pesticida, houve interagdes apolares em todos os complexos. A ligacéo
com a fenitrotiona apresentou o valor de docking mais negativo e houve formagéo de
uma ligacdo hidrogénio com esta molécula além do fentoato, malaoxon, malation,

parationa metilica e terbufés.

Figura 23 — Imagens dos complexos dos pesticidas com a proposta 1
(continua)

Proposta 1

| AG g4 [keal.mot] |
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Na proposta 1 (figura 23), por nao ter a cadeia lateral completa, a aproximagao ainda
estava facilitada. Houve interagdo apolar em todos os complexos, além de formagao
de uma ligacao hidrogénio com o clorpirifés, fenitrotiona, malaoxon e terbufés, duas
ligacdes hidrogénio com o malation e trés ligacbes com o fentoato, o que pode

favorecer um acoplamento mais estavel.

Destaca-se que a fenitrotiona e parationa metilica, analogos estruturais, tém
comportamentos distintos mesmo sendo sutil a diferenga estrutural entre as
moléculas, apenas com a adicdo de um grupamento metil na fenitrotiona. A energia

de docking mais negativa foi com o clorpirifés, seguido da fenitrotiona.
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Figura 24 — Imagens dos complexos dos pesticidas com a proposta 2

Proposta 2

Prop.2 —parationa  prgp.2 —fenitrotiona  Prop.2 — terbufds | ey «or
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)
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Para a proposta 2 (figura 24), ainda sem a triade de aminoacidos na cadeia lateral,
houve menos impedimento estérico que nas propostas de derivados de fulereno 4 a
6. Houve interagdo apolar em todos os complexos e foi identificada uma ligacao
hidrogénio com cada Op, exceto no complexo com a parationa metilica. A menor
energia de docking ocorreu na ligagdo com o fentoato, seguido de fenitrotiona e
clorpirifos.

Figura 25 — Imagens dos complexos dos pesticidas com a proposta 3
(continua)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

A proposta 3 (figura 25), apesar dos valores mais favoraveis para a energia de
bandgap, ndo gerou ligagées hidrogénio em nenhuma das interagées. Os contatos
apolares foram responsaveis pelo acoplamento. A energia de docking foi mais
favoravel na ligacdo com a fenitrotiona, combinada com baixa distancia Oser-Pop. Na

sequéncia, as menores energias foram no complexo com o fentoato e o clorpirifés.

Para a parationa metilica o encaixe ocorreu distante da serina, bem como para o
cadusafés e clorpirifés. Considerando este parametro ser o de similaridade de
comportamento ao que pode ocorrer em sistemas biologicos, o resultado indica
entdo pouca chance de acoplamento in vivo. O comportamento do malation e

malaoxon foi similar entre si.
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Figura 26 — Imagens dos complexos dos pesticidas com a proposta 4
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As propostas 4 a 6 foram planejadas e desenhadas contendo fragmentos similares
aos das cadeias laterais dos trés aminoacidos de teste: serina, histidina e glutamato.

A proposta 4 (figura 26) apresentou as menores energias de docking na média geral
dos Ops e o menor valor foi na ligacdo com a fenitrotiona, dentre todos os 60
dockings. Com esta molécula formaram-se duas ligagdes hidrogénio, assim como
com o malaoxon, ja com a parationa metilica e malation, seus analogos, ocorreu a
formacao de apenas uma ligacao hidrogénio. Sé nao houve formacao dessa ligacao

com o acefato e cadusafos.

Destaca-se que para o malation e fentoato a ligacao hidrogénio ocorreu com o lado
oposto da molécula, que nao favoreceu a aproximacao do fésforo do Op com a
serina do derivado de fulereno. Houve formacgao de contatos apolares com todos os
pesticidas.

Figura 27 — Imagens dos complexos dos pesticidas com a proposta 5

(continua)

Proposta 5 [ 56 goqung Thcalmol |

CONTATOS
APOLARES

|~ NITROGENIO

__________

Ligagdes de
Hidrogénia

 Prop.5 —clorpirifés ( © =~ .

Prop.5 — acefato

Prop.5 — cadusafos Prop.5 — dimetoato
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Prop.5 —fentoato  Prop.5 —malaoxon  Prop.5 — malation

Prop.5 — parationa Prop. — fenitrotiona  Prop.5 — terbufos | e o
metilica -

| BGyyqiqng [keal.mol] |

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

A proposta 5 (figura 27) apresentou interagbes com uma ligagdo hidrogénio apenas

para o dimetoato, fenitrotiona e malaoxon.

O malation e malaoxon, mesmo sendo andalogos estruturais, apenas com a
substituicdo do enxofre por oxigénio para o malaoxon, tém comportamentos
bastante distintos na ligacdo. Na interacdo com esta proposta de derivado de
fulereno, considerando os 20 runs para cada formagédo de complexo, que pode ter
sido um limitador, houve formagao de uma ligacao hidrogénio com o lado oposto da
cadeia do malaoxon, entdo mesmo tendo menor energia de docking que na ligacao
com o malation, a distancia Ose-Pop foi maior, logo o encaixe ndo foi interessante. A
mesma distincdo de comportamento em analogos se observou na parationa metilica,

que nao formou ligagdes de hidrogénio, enquanto com a fenitrotiona formou.



89

Observaram-se contatos apolares em todos os complexos e a ligagdo mais favoravel
foi com o fentoato, mesmo sem formacdo de ligacdo hidrogénio, seguido da

fenitrotiona.

Figura 28 — Imagens dos complexos dos pesticidas com a proposta 6

Proposta 6

Propn.6 — cadusafds

Prop.6 —fentoato  Prop.6 — malaoxon

Prop.6 — malation

%,

7 conTaTOs
1 APOLARES

h NITROGENIO|

| BGygiing [keal.mol] |




90

CONTATOS
APOLARES

. NITROGENIO)

gl SN

Prop.6 — parationa  prop.6 — fenitrotiona Prop.6 —terbufos | gy cowe
metilica == e

| AG gy [keal.mot] |

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

A proposta 6 (figura 28) apresentou uma disposicdo desfavoravel de cadeia lateral
ao encaixe. Nao foram identificadas liga¢des hidrogénio com nenhum dos pesticidas.

O valor mais baixo de energia de atracamento foi com a fenitrotiona, como para a
maioria das propostas. A aproximagdo com o aminoacido serina ocorreu para este

Op, diferente da interagao com a parationa metilica que foi mais favoravel.

5.5.1 Distancia entre o oxigénio da serina e o fésforo do Op

O docking pode ter como parametro de andlise de encaixe favoravel a distancia
entre o oxigénio da serina do derivado de fulereno e o atomo de fésforo do pesticida

Op, visto que esta é a interagédo central nas reagdes em sistemas bioldgicos.

As distancias Ose—Pop foram estimadas com o auxilio do software PyMOL e os
valores obtidos foram compilados na tabela 08.
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Tabela 08 — Distancia entre oxigénio da serina das propostas de derivados de

fulereno e o foésforo dos pesticidas Ops

DISTANCIA ENTRE OXIGENIO DA SERINA E O FOSFORO DO Op / A

PROPOSTA DE DERIVADO DE FULERENO

Pesticida Op 0 - 5 3 - 5 =
Acefato 4,3 3,9 4,0 41 3,8 3,7 4,5
Cadusafés 8,2 5.7 9,2 10,0 7,3 10,4 8,7
Clorpirifos 58 4,3 42 71 4,4 4,5 10,8
Dimetoato 4,8 3,7 3,7 6,5 10,3 3,7 3,8
Fenitrotiona 3,7 3,4 3,4 3,6 3,4 3,4 7.8
Fentoato 3,7 3,7 3,7 7,5 4,6 7,0 8,2
Malation 6,5 3,7 3,7 3,7 3,7 3,7 3,8
Malaoxon 3,8 3,6 4.0 3,7 3,7 3,5 8,3
Parationa metilica 8,4 3,6 3,7 9,6 3,4 8,3 3,6
Terbufés 3,7 3,6 3,6 42 3,3 7,4 8,7

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

As oscilagdes de distancia ocorreram ou como um encaixe favoravel, que aproximou

os atomos de interesse, assumido como 3,0A a 4,0A, ou como ligagdo com o lado

oposto do Op (acima de 7,0A), arranjos com distancia de ligacdo intermediarios ndo

foram obtidos.

Considerando a quantidade de valores abaixo de 4,0A, as propostas 1, 2 e 4

apresentaram a melhor média geral de distancias Ose—Pop. Adotando-se 7,0A como

valor de referéncia para valores altos ou encaixes desfavoraveis, observou-se que a

proposta 6 teve o pior desempenho, seguida da 3 e 5. Quanto aos Ops, a

fenitrotiona apresentou os melhores resultados, em contrapartida o cadusafos

formou ligacbes maiores que os demais pesticidas. As imagens das menores

distancias para cada proposta de derivado, geradas com o programa PyMOL,

seguem na figura 29.



Figura 29 — Menores distancias Ose—Poyp para as proposta de derivado de fulereno

Proposta 0 — fentoato

Proposta 0 — fenitrotiona

Distancia: 3,7 A

Proposta 1 — fenitrotiona
Distancia: 3,4 A

Proposta 2 — fenitrotiona

Distancia: 3,4 A

Proposta 3 — fenitrotiona
Distancia: 3,6 A

Proposta 4 — fenitrotiona

Distancia: 3,4 A

Proposta 5 — fenitrotiona
Distancia: 3,4 A

Proposta 6 — parationa metilica

Distancia: 3,6 A

Disténcia O, ~Pg, [A']

0605 [KEaLMOIT]
‘ CARBONO

.mnd:nm
.Md:mn
(D) résrona
() wnncone
(| mokoaies

oeThnon

Oserr—Par

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)
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De acordo com a figura 29 a fenitrotiona apresentou melhores resultados quanto a
distancia de ligacao para a maioria das propostas. As imagens dos complexos entre
os derivados de fulerenos e os pesticidas Op em estudo, geradas pelo software
PyMOL seguem nas figuras 30 a 36.

Figura 30 — Imagens dos complexos entre pesticidas e a proposta 0, com as
distancias Ose—Poyp € energias de docking

(continua)

Proposta 0

Prop.0 —acefato  Prop.0 —cadusafés Prop.0 —clorpirifés Prop.0 — dimetoato
AGdOCkaQ =-2,2 AGdocking =-3,3 AGdockfng =-3,7 AGdock:‘ng =-2,2

CARBONO
. NITROGENIO

Prop.0 —fentoato Prop.0 —malaoxon Prop.0 —malation |®°c

(0) résroro

AGdocking =-3,7 AGdoc‘k."ng =-3,0 AGdock:’ng = -2,9 @ s

(_mipRoGENIO

@ core

DISTANCIA
Dserina—Pop

Distancia Oy, Py, [A%)
86,445, [kealmol7]
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() careono

MITROGENIO
@ ovsinio
() résroro

Prop.0 — parationa metilica  prop.0 —fenitrotiona Prop.0 — terbufés |2 ™™

() HiDROGENID

AGdock.-'ng =-3,2 AGdocking =-3,8 AGdock.-'ng =-2,8 @ croro

DISTANCIA
Oserina—Pop

Distdncia Oy, ~Py, [A1] |
BGyp.50 [Keal mol?]

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

A proposta 0 (figura 30) apresentou, como esperado, pouco impedimento estérico. A
menor distancia foi na ligacdo com o fentoato, fenitrotiona e terbufés, mas dentre

eles o valor de docking mais baixo foi com a fenitrotiona.

Observou-se que, nas andlises randémicas de encaixe, as ligagdes com o cadusafds
e com a parationa metilica ocorreram do lado oposto do Op e a distancia de ligacao
foi superior a 7,0 A — limite estabelecido para este trabalho como encaixe nao
favoravel. A ligacao com o malation também nao foi satisfatéria, apesar da ligacao
com o malaoxon, seu analogo, ter apresentado a segunda menor distancia Ose—Pop.
A mesma discrepancia ocorreu para a parationa metilica em comparagdo a

fenitrotiona.
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Figura 31 — Imagens dos complexos entre pesticidas e a proposta 1, com as
distancias Oser — Pop € energias de docking

Prop.1 —acefato Prop.1—cadusafés Prop. 1—clorpirifés Prop.1—dimetoato
AGdock:‘ng = —2,4 AGdockﬁng = -3,3 AGdockmg = —4,0 AGdocking = —2,4

Prop.1 - fentoato Prop.1 - malaoxon Prop.1—malation
AGdockr‘ng = -3,8 AGdccking = 73,2 AGdocking = -3,2

. .moﬂo
.Nrrmsmn
.nm!mn
; () résroro
Prop.1— parationa metilica Prop.1 —fenitrotiona Prop.1—terbufés |0 mwom

()worocinio

AGdocking = -3,4 AGdocking = -3,9 AGdocking = -3,1 @cworo

Distancia Og,~P,, [A"]

Fonte: Elaborado pelo autor (2017) 86 [keal.mol’]
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A proposta 1 (figura 31) apresentou menor distancia Ose—Pop com a fenitrotiona,
seguida pela parationa metilica e malaoxon. Esta proposta ainda tem pouco
impedimento estérico, pois s6 tem como cadeia lateral um aminoacido. A maioria
dos encaixes foi no arranjo favoravel a aproximagao com o fésforo do Op e as
distancias médias baixas, chegando ao maximo de 5,7A para o cadusafés, ainda
abaixo do limite estabelecido neste trabalho, de 7,0A .

O acefato, que mesmo com o tamanho reduzido ndo se destacou na performance de
ligagéo, apresentou a mais alta energia de docking, comportamento que desfavorece
o acoplamento com esse Op.

Figura 32 — Imagens dos complexos entre pesticidas e a proposta 2, com as
distancias Ose—Poyp € energias de docking

(continua)

Proposta 2

Prop.2 —acefato  Prop.2 —cadusafés Prop.2 —clorpirifés Prop.2 —dimetoato
AGdocking = -2,8 AGdocking =-3,6 AGdocking = -4,1 AGdocking =-2,7

@ CARBONO
. NITROGENIO
@ oxsinio
(0) résroro
(_") ENXOFRE
(_mipRoGENIO

@ core

DISTANCIA
Dzerina—Pop

Distancia oh,-pé A |
BG40 [keal mol?]
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Prop.2 — fentoato Prop.2 — malaoxon Prop.2 — malation
AGdocking = -4,3 AGdocking =- 3,3 AGdocking = -3,4

0 CARBONO

@ nrrocinio
. OXIGENIO
() résroro
() enxorre

Prop.2 — parationa metilica  prop.2 - fenitrotiona Prop.2 —terbufos g:;:‘““‘

AGdocking =-3,6 AGdock.-'ng =42 AGdockﬁng =-3,2 A istro

0605 [KEaLMOIT]

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

A proposta 2 (figura 32), ainda sem a triade catalitica completa na cadeia lateral,
para nove dos dez pesticidas apresentou valores de distancia baixos, apenas para o
cadusafés houve a ligagdo com o lado inverso do Op, com distancia de 9,2A. O

encaixe de menor distancia foi com a fenitrotiona, seguido do terbufos.

O encaixe foi similar para o malation e malaoxon, inclusive com valores préximos de
energia de docking. Quanto a parationa metilica, houve ligeira diferenca com relagéo
a distancia feita no complexo com a fenitrotiona, porém a energia de docking variou

mais significativamente.
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Figura 33 — Imagens dos complexos entre pesticidas e a proposta 3, com as

distancias Ose—Poyp € energias de docking

Prop.3 —acefato  Prop.3 —cadusafés Prop.3 — clorpirifés Prop.3 — dimetoato

AGdock.i‘ng =-2,6 AGdock:’ng =-3,5 AGdocking =-4,0 AGdocking =-2,6

Prop.3 — fentoato Prop.3 — malaoxon Prop.3 — malation
AGdockmg = -4,0 &Gdockfng = -3,1 AGdockfng = '3,1

Prop.3 — parationa metilica Prop.3 —fenitrotiona Prop.3 — terbufds
AGdock.-'ng = -3,7 AGdockr'ng = -4,2 A.Gdocking = -3,1

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)
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A proposta 3 (figura 33) formou a maior quantidade de ligagbes com Ose—Pop
distantes, observado para o cadusafés, clorpirifés, fentoato e parationa metilica. O
melhor encaixe foi com a fenitrotiona, com distancia de 3,6A, seguida do malation e
malaoxon, com 3,7A.

Figura 34 — Imagens dos complexos entre pesticidas e a proposta 4, com as
distancias Ose—Poyp € energias de docking

(continua)

Proposta 4

4 5;;' - 3

Prop.4 —acefato Prop.4 —cadusafés  Prop.4 —clorpirifés  prop.4 — dimetoato
AGdockr'ng = -2,6 AGdocking = -3,6 AGdocking = -4,3 AGdack.-'ng = -2,8
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. NITROGENIO

Prop.4 — fentoato Prop.4 — malaoxon Prop.4 —malation |@exstwo
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AGdocking = -4,2 AGdocking = -3,3 AGoocking =-3,1 | wacrs

() HIDROGENIO

@ croro

DISTANCIA
Oserina—Pop

Distancia O, P, [A%)
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@unsoua

. NITROGENIO

.oma!ulo

() résroro
() enorre

Prop.4 — parationa metilica  Prop.4 —fenitrotiona Prop.4 — terbufds g:::::“""*

AGdock:’ng =-4,0 AGdocking =-4,4 AGdock;‘ng =-3,3 oo
BG40 [keal mol?]

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

A propostas 4 (figura 34) apresentou a menor média geral de distancias Ose—Pop, €
os valores mais expressivos foram da fenitrotiona e da parationa metilica, com 3,4A,
além do menor valor geral de energia entre todos os dockings, para o complexo
formado com a fenitrotiona (-4,4 kcal.mol'). J4 o cadusafés e o dimetoato
apresentaram encaixe oposto, com valores acima de 7,0A. Vale ressaltar que a
ligacdo do cadusafés com todas as propostas resultou em valores de distancia
acima do limite determinado.



Figura 35 — Imagens dos complexos entre pesticidas e a proposta 5, com as
distancias Ose—Poyp € energias de docking
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Prop.5—acefato  Prop.5—cadusafés  Prop.5 —clorpirifés Prop.5 —dimetoato
AGdocking =-2,7  AGdocking =-3,7 AGdocking =-8,1  AGocking = -2,8

Prop.5 — fentoato Prop.5 — malaoxon Prop.5 — malation
AGdock.-'ng = —4,4 AGdockfng - _3’4 AGdock:’ng = -3’4

Prop.5 — parationa metilica Prop.5 — fenitrotiona Prop.5 — terbufds
AGdocking =-3,8 AGdock.-'ng =-4,3 AGdockr‘ng =-3,3

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)
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A proposta 5 (figura 35) apresentou a menor distancia de ligagdo Oge—Pop também
com a fenitrotiona, com o segundo melhor valor de energia de docking entre todos
os complexos analisados (4,3 kcal.mol™). As ligagdes com distancia acima do limite
de 7,0A, ou ligacdo do lado oposto ao biologicamente favoravel, ocorreram com o
cadusaf6s(10,4 A), parationa metilica(8,3 A) e terbufés (7,4 A).

Figura 36 — Imagens dos complexos entre pesticidas e a proposta 6, com as
distancias Ose—Poyp € energias de docking

(continua)

Prop.6 —acefato Prop.6 — cadusafés Prop.6 — clorpirifés Prop.6 —dimetoato
AGdockr‘ng = -2,7 AGdocking = -3,6 AGdackr‘ng = ‘4,1 AGdockr‘ng = -2,7
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Na proposta 6 (figura 36) o menor valor foi para o complexo com a parationa metilica
(3,6A) sendo que a energia de docking (-4,0 kcal.mol”) apresentou diferenca
significativa para segunda menor, com o malation (-3,2 kcal.mol™"). Assim como a
proposta 3, diversas ligagdes ocorreram com distancia superiores a 7,0A, com foi o
caso do cadusafds, clorpirifds, fentoato, malaoxon, fenitrotiona e terbufés.

5.5.2 Volume dos complexos
Os volumes dos complexos tém relagdo com a distancia Ose—Pop, pois caso o
encaixe de docking ocorra no lado biologicamente favoravel, menor a distancia

Oser—Pop €, consequentemente, menor sera o volume do complexo.

Os valores de volumes dos complexos foram extraidos dos arquivos '.arc’ do
MOPAC e seguem na tabela 09.



Tabela 09 — Volume dos complexos
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VOLUME DOS COMPLEXOS/ A°

Pesticida Op PROPOSTA DE DERIVADO DE FULERENO
0 1 2 3 4 5 6
Acefato 875 903 991 975 1060 1065 1063
Cadusafos 1014 1040 1125 1120 1190 1196 1196
Clorpirifos 1028 1030 1117 1110 1186 1195 1186
Dimetoato 928 967 1046 1035 1107 1124 1118
Fenitrotiona 988 1010 1104 1083 1167 1182 1184
Fentoato 1034 1074 1162 1132 1203 1214 1220
Malation 1032 1076 1155 1165 1211 1243 1231
Malaoxon 1008 1058 1136 1124 1188 1183 1218
Parationa metilica 955 960 1070 1046 1125 1142 1144
Terbufos 1021 1033 1141 1126 1188 1210 1219

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Os dados da tabela 09 podem ser interpretados graficamente conforme figura 37.

Figura 37 — Volume dos complexos entre propostas de derivados de fulerenos e

pesticidas Ops
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)
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A analise do volume dos complexos ocorreu para avaliar se o grau de compactacao
afetaria a afindiade de ligacdo. Uma variavel a se considerar € o tamanho da
molécula de Op individualmente, uma vez que o acefato possui nimero de atomos
consideravelmente menor que o clorpirifés, por exemplo. Outro fator que influenciou
no volume total foram as cadeias laterais dos derivados de fulerenos, pois as
propostas 0 a 2, com menos cadeia lateral, ttm menores volumes que as de numero
3 a 6. Observou-se que as propostas 0 e 1 apresentaram os menores volumes, até
1076 A3, as de nimero 2 e 3 com valores intermediarios e também préximos entre si
(até 1165 A%) e as propostas de derivados 4 a 6 obtiveram os maiores volumes,
chegaram a 1243 A3. O malaoxon e o fentoato apresentaram os maiores volumes de
complexos para todas as propostas e o acefato, por ser a menor molécula, os

menores resultados.

Logo, observou-se que o parametro volume nao revelou informacédo a complementar

os estudos de afinidade de ligacao.
5.6 ESTIMATIVA TEORICA DA CONSTANTE DE INIBICAO (Ki)

Sabe-se que energia de docking e Ki sao diretamente proporcionais. Como forma de
correlacionar os dados teo6ricos com experimentais para validacdo do método de
investigagéo, a Ki tedrica foi estimada a partir dos valores de docking e os calculos

de conversao de unidades foram agrupados na tabela 10.



106

Tabela 10 — Valores das constantes de inibicao (Ki) das propostas de derivados de

fulerenos para cada organofosforado, a partir das energias de docking

(continua)
PBop.osta de Pesticidas Energi? de Energi? de Ki (M) Ki (M)
erivados Ops docklng1 docklt?1q (T=310K) (T=310K
de fulereno (kcal.mol™) (J.mol™)
Acefato -2,2 -9196 0,028 28212
Cadusafés -3,3 -13794 0,005 4739
Clorpirifés -3,7 -15466 0,003 2477
Dimetoato -2,2 -9196 0,028 28212
Fenitrotiona -3,8 -15884 0,002 2106
O Fentoato -3,7 -15466 0,002 2477
Malaoxon -3,0 -12540 0,008 7708
Malation 2,9 -12122 0,009 9065
Parat. metilica -3,3 -13794 0,005 4739
Terbufés -2,8 -11704 0,011 10662
Acefato -2,4 -10032 0,020 20397
Cadusafés -3,3 -13794 0,005 4739
Clorpirifés -4,0 -16720 0,002 1523
Dimetoato 2,4 -10032 0,020 20397
Fenitrotiona -3,9 -16302 0,002 1791
1 Fentoato -3,8 -15884 0,002 2106
Malaoxon 3,2 -13376 0,006 5573
Malation -3,2 -13376 0,006 5573
Parat.metilica -3,4 -14212 0,004 4029
Terbufés -3,1 -12958 0,007 6554
Acefato -2,8 -11704 0,011 10662
Cadusafés -3,6 -15048 0,003 2913
Clorpirifés -4,1 -17138 0,001 1295
Dimetoato -2,7 -11286 0,013 12539
Fenitrotiona -4,2 -17556 0,001 1101
2 Fentoato -4,3 -17974 0,001 936
Malaoxon 3,3 -13794 0,005 4739
Malation -3,4 -14212 0,004 4029
Parat. metilica -3,6 -15048 0,003 2913
Terbufds -3,2 -13376 0,006 5573
Acefato -2,6 -10868 0,015 14746
Cadusafos -3,5 -14630 0,003 3426
3 Clorpirifés -4,0 -16720 0,002 1523
Dimetoato -2,6 -10868 0,015 14746
Fenitrotiona -4,2 -17556 0,001 1101
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Fentoato -4,0 -16720 0,002 1523
Malaoxon -3,1 -12958 0,007 6554
Malation 3,1 12958 0,007 6554
Parat. metilica -3,7 -15466 0,002 2477
Terbufés -3,1 -12958 0,007 6554
Acefato -2,6 -10868 0,015 14746
Cadusafés -3,6 -15048 0,003 2913
Clorpirifés -4,3 -17974 0,001 936
Dimetoato -2,8 -11704 0,011 10662
Fenitrotiona 4,4 -18392 0,001 796
4 Fentoato -4,2 -17556 0,001 1101
Malaoxon -3,3 -13794 0,005 4739
Malation 3,1 12958 0,007 6554
Parat. metilica -4,2 -17556 0,001 1101
Terbufés 3,3 13794 0,005 4739
Acefato -2,7 -11286 0,013 12539
Cadusafés -3,7 -15466 0,002 2477
Clorpirifés -4.,1 -17138 0,001 1295
Dimetoato -2,8 -11704 0,011 10662
Fenitrotiona -4,3 -17974 0,001 936
5 Fentoato -4,4 -18392 0,001 796
Malaoxon 3.4 -14212 0,004 4029
Malation -3,4 -14212 0,004 4029
Parat. metilica -3,8 -15884 0,002 2106
Terbufés -3,3 -13794 0,005 4739
Acefato -2,7 -11286 0,013 12539
Cadusafés -3,6 -15048 0,003 2913
Clorpirifés -4,1 -17138 0,001 1295
Dimetoato -2,7 -11286 0,013 12539
Fenitrotiona -4,2 -17556 0,001 1101
6 Fentoato -4,0 -16720 0,002 1523
Malaoxon 3,2 -13376 0,006 5573
Malation 3,2 13376 0,006 5573
Parat. metilica -4,0 -16720 0,002 1523
Terbufés -3,3 -13794 0,005 4739

Obs: 310K= 37°C
Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Os dados da tabela 10 foram transformados em gréfico, conforme figura 38.
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Figura 38 — Constante de inibicao tedrica (Ki) a partir da energia de docking entre
pesticidas Ops e derivados de fulereno
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Considerando que Ki é um indicador da toxidez do composto e que baixa dose letal
indica alta toxidez, entdo os mais perigosos ou téxicos dentre os estudados foram
fenitrotiona, clorpirifés, fentoato e parationa metilica. O comportamento das
propostas de derivados seguiu um padrao geral para cada Op, conforme gréafico da
figura 38.

5.7 CORRELACAO Ki X DLs

Os dados da tabela 10 foram comparados com os valores descritos nas bulas dos
produtos (anexo A). Os casos de dados sobre diferentes animais nao foram
descritos neste trabalho, utilizou-se apenas os relativos a ratos brancos machos de
laboratério, por via oral.
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Os dados de DLso para Ops compilados do sitio eletrénico PubChem, em mg.kg™, e
os diferentes valores observados foram: Acefato (866,0 e 945,0); Cadusafés (679,0);
Clorpirifés (82,0; 151,0; 276,0 e 320,0); Dimetoato (290,0; 358,0 e 500,0-680,0);
Fenitrotiona (500,0 e 1700,0); Malation (290,0; 1375,0 e 5843,0); Parationa metilica
(14,0) e Terbufés (2,0). Esta fonte de dados traz resultados experimentais de
diversas pesquisas, descrita por trabalho e autor. Observou-se que os dados variam
entre si e ha intervalos de valores, entdo, como caminho metodolégico neste
trabalho, foram utilizados apenas os menores valores para cada Op, conforme
tabela 11.

Tabela 11 — Comparacao de valores de DLsy experimental do artigo de Hamadache
et al. (2015), DLsy das bulas dos produtos formulados, DLsy do sitio
eletrénico PubChem e do sitio eletrénico EXTOXNET

Pesticida Op ?:;153]?;? (még il;rioll::iléa.kg'1 DL7°:; .'i'(gn = &é&iﬁgﬁzx
Acefato 939,4 500,0 866,0 945,0
Cadusafés 303,4 2000,0 679,0 n.a.
Clorpirifés 63,8 300,0 82,0 182,5
Dimetoato 245,7 60,0 290,0 255,0
Fenitrotiona 333,3 1325,0 500,0 525,0
Malation 1774,1 1825,0 290,0 5000,0
Parat. metilica 3,0 n.a. 14,0 28,0
Terbufés 1,6 n.a. 2,0 1,7

n.a. = not available, ou dados nao disponiveis.

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Os resultados de Ki calculados a partir do docking foram comparados a dados de
literatura (discrepantes) para sistemas biolégicos. O anexo A traz os valores
encontrados e as médias relativas a cada fonte. Esses dados também foram

agrupados no grafico da figura 39.
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Figura 39 — Valores de DLs, para pesticidas Ops
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Vale destacar que o fentoato e 0 malaoxon ndo constavam no artigo de Hamadache
et al. (2015), por isso ndo estao presentes na figura 38 e que os valores relativos a
parationa metilica e terbufés, nimeros 7 e 8 no gréafico, tém valores
significativamente menores que o0s demais pesticidas, mas ndao séo nulos.
Considerando os valores discrepantes do malation, optou-se pela exclusdo deste
Op, conforme figura 40, para a andlise de viabilidade de uso de dados como

referéncia em correlagdes.

Figura 40 — Valores de DLs, para pesticidas Ops em estudo, exceto o malation

DL, pesticidas Ops
diversas fontes exceto malation
2500
2000
Fontes de dados
1500 ®DL50_Experimental
gf: W Bulas
%n 1000 B PubChem
5 = EXTOXNET
a 500
0

1 2 3 4 5 6 7

1) Acefato; 2) Cadusafos, 3)Clorpirifos, 4) Dimetoato,
5) Fenitrotiona, 6) Parationa metilica, 7) Terbufos

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)



111

Com o refinamento dos dados, dentre as fontes citadas nas figuras 38 e 39, foi feita
a comparacao apenas entre os dados do sitio eletrénico do PubChem e do artigo de
Hamadache et al. (2015). Na figura 41 consideram-se todos os Ops em estudo
presentes no referido artigo, ja na figura 42 o malation foi excluido, para mostrar a

dificuldade em utilizar dados do malation como parametro de pesquisa.

Figura 41 — Correlacao entre dados de DLsporal dos Ops do artigo de Hamadache et
al. (2015) e do sitio eletronico PubChem
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Figura 42 — Correlacao entre dados de DLsg oral dos Ops do artigo de Hamadache et

al. (2015) e do sitio eletronico PubChem, com excecao do malation
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)
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Os dados de Ki do artigo supracitado sdo experimentais, logo, mais precisos que
dados teédricos, mas ainda assim a correlacdo com os valores do PubChem foi da
ordem de 0,8.

Nos calculos de correlagédo entre os dados de DLsg tedricos e os dados obtidos nesta
pesquisa, tanto de propriedades estruturais e eletrbnicas como de Ki teérico, as
melhores correlagdes foram as da proposta 4, com resultados da ordem de 0,4.
Sugere-se que a imprecisdao de calculos semiempiricos, que oscilam até
1,0kcal.mol”, e o ntmero limitado de runs, 20 para cada complexo, podem ter
dificultado a chegada a uma correlacao mais préxima do artigo de Hamadache et al.
(2015). Destaca-se ainda a falta de convergéncia nos valores disponiveis nas bases
de dados sobre pesticidas, que possivelmente contribuiram para a dificuldade de
correlacdo mais favoravel. Sugere-se ainda que os menores valores de energia de

atracamentos encontrados correspondam a minimos locais e ndo minimos globais.

Como sequéncia foram calculados os coeficientes de correlacdo das propriedades
dos Ops isoladamente e dos complexos formados para cada propriedade estrutural
eletrénica, DLsy tedrico e experimental e Ki tedrico. Os melhores valores obtidos
foram os de energia de bandgap e volume.

O grafico de correlacao entre valores de energia de bandgap dos Ops isoladamente
e DLsy experimental apresentou o resultado mais satisfatério, com R? de 0,6059,
conforme figura 43.
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Figura 43 — Correlacdo entre valores de energia de bandgap dos Ops e DLsg
experimental
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Foram feitas correlacdes entre a o valor de energia de bandgap dos complexos e o
DLso do artigo de Hamadache et al. (2015) para cada Op, bandgap dos complexos e
o Ki obtido neste trabalho para cada complexo, bem como do volume dos complexos
comparado ao mesmo DLsg e Ki, para cada proposta. Os dados de coeficientes de
correlagdo (R?) obtidos foram agrupados na tabela 12. No anexo B estdo os gréficos
gue geraram os valores da tabela.
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Tabela 12 — Coeficientes de correlagdo entre a o valor de bandgap e o DLsg
experimental, bandgap e o Ki tedrico, volume dos complexos e DLs
experimental e volume dos complexos e Ki tedrico

Coeficientes de correlacao (R?

Epg X DLsg  Epg X Ki Volume x DLsg Volume x Ki
PROPOSTA exp tedrico exp tedrico

0 0,554 0,641 0,544 0,660
1 0,448 0,537 0,454 0,547
2 0,551 0,518 0,554 0,513
3 0,513 0,504 0,506 0,497
4 0,465 0,587 0,478 0,647
5 0,583 0,647 0,559 0,655
6 0,580 0,595 0,547 0,584

Sendo: DLs, exp = valor do artigo de Hamadache et al. (2015); Ki tedrico= valor obtido neste trabalho

para cada complexo ‘Derivado de fulereno- pesticida Op’; Volume= volume dos complexos, obtidos
neste trabalho.

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Os dados da tabela 12 em forma de grafico seguem nas figuras 44 e 45.

Figura 44 — Comparacao entre correlacbes de energia de bandgap x DLsg
experimental e energia de bandgap x Ki teérico
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)
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Figura 45 — Comparacao entre correlagdes de volume dos complexos x DLsg

experimental e volume dos complexos x Ki teérico
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

A proposta 4, melhor molécula em teste nas analises dos parametros estruturais
eletrénicos, teve desempenho de correlagao ‘Volume dos complexos x Ki tedrico’ de
0,647, superior em relagéo a dos Ops isoladamente, que foi de 0,6 (figura 43).

Os valores de correlagdo medios na tabela 12, em torno de 0,5, s&o compreensiveis
diante das limitac6es da pesquisa, como a imprecisao de célculos semiempiricos, da
ordem de 1,0 kcal.mol” e o niimero limitado de corridas de docking, 20 para cada
complexo, que podem ter dificultado a chegada a um dado mais préximo da
correlacdo ideal. Para o refinamento de dados e aproximacao de uma correcao mais
satisfatoria sugere-se que os calculos sejam feitos, em trabalhos futuros, por
métodos Ab initio.

Como forma de sintese geral foram feitos os quadros 11 e 12 dos resultados das

propriedades discutidas, tanto para os derivados de fulerenos quanto para os Ops.
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Quadro 11 — Resumo dos resultados estruturais e eletrénicos para as propostas de
derivados de fulereno

Derivado Parédmetro
de fulereno F G H I J K L M

0
1 +
2 + +
3 + + +
4 + + + + + + +
5 + + + +
6 + + +

Paréametros:

F: Menores calores de formacao dos complexos; G: Menores energias totais para complexos;

H: Variacdo de energia de dipolo do complexo para a proposta isolada; |: Energia de bandgap do
complexo; J: Baixa dureza; K: Menores valores de energia de adsorcao; L: Menores valores de
energia de AGgocking; M: Menores distancias Oge—Pop.

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Sobre as propostas derivados de fulerenos, a maioria dos parametros foi favoravel a
proposta 4. Adotaram-se os mesmos parametros para o0 quadro resumo de

parametros quanto aos Ops.
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Quadro 12 — Resumo dos resultados estruturais e eletronicos para os Ops

Pesticida Parametro

Op F G I J K L M N

Acefato

Cadusafos

Clorpirifés

Dimetoato

Fenitrotiona

Fentoato

Malation

Malaoxon

Parat.metilica

Terbufos

Parametros:
F-M: Como do quadro 11
N: Baixo Ki (toxidez estimada por célculos deste trabalho)

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Considerando que:
. O malation é instavel e se decompde facilmente nas temperaturas médias
brasileiras, além de ter apresentado valores discrepantes na literatura
sobre toxidez, que dificultaram o referenciamento de dados;

. O malaoxon nao é comercializado no Brasil;

o O fentoato foi suspenso de circulagao, entdo seu uso esta limitado no Brasil
desde 2016;

o O terbufés nao apresentou periculosidade significativa;

Sugere-se que a pesquisa com fins comerciais de maior interesse seja com a

fenitrotiona.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho utilizaram-se métodos de quimica computacional para estudar
derivados de fulereno captadores de pesticidas.

Sobre as propriedades estruturais eletrbnicas, com base nos valores de potencial
quimico e dureza quimica, a fenitrotiona e a parationa metilica apresentaram maior
reatividade. Quanto a energia de docking, os valores mais favoraveis de ligacao
foram da fenitrotiona e do fentoato e, dentre as propostas, os melhores resultados
foram para a de numero 4, ou seja, derivado de fulereno com grupos laterais de
substituicao Ri=Ser; Ro=His; R3=Glu.

Os demais resultados obtidos neste trabalho mostraram que:

o Quanto a distancia Opgrop-Pop, que indica o encaixe mais proximo do
biologicamente favoravel, a proposta 4 apresentou as menores distancias.
Quanto aos Ops, a fenitrotiona foi a molécula de destaque, seguida da
parationa metilica.

o Sobre a energia de adsorcdo, apesar da energia de formacdo dos
complexos serem positivas, 0 processo é exotérmico para a maioria. A
proposta 4 de derivado de fulereno apresentou os melhores resultados e
dentre os Ops, 0 malation, seguido do malaoxon foram destaque.

e A respeito do Ki tebrico, sdo mais perigosos ou toxicos o clorpirifés,
fenitrotiona, fentoato e parationa metilica e esses Ops sao justamente os de
melhor encaixe de docking.

o Na busca por uma correlacdo observou-se grande discrepancia nas
diversas fontes de dados da literatura académica, sem um referencial Unico

de valores de DLsg para os pesticidas.

Entdo, diante dos resultados conclui-se que a proposta de derivado de fulereno
namero 4 foi a melhor para a captura dos Ops e que a fenitrotiona apresentou o
melhor desempenho dentre os pesticidas estudados, seguida do malation,

malaoxon, fentoato e parationa metilica.
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Nao foi possivel o teste experimental das moléculas, pois no Brasil ndo ha
laboratério com nivel de seguranca compativel com compostos organofosforados,
além da dificuldade com testes in vivo por motivos éticos.

Conclui-se, portanto, que a modelagem molecular, incluindo a analise
conformacional, o célculo de propriedades e parametros estereoeletrénicos e
estudos de docking molecular, é uma ferramenta promissora no desenvolvimento de

alternativas sustentaveis no campo da nanotecnologia ambiental.
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7 PERSPECTIVAS

Como continuacado deste trabalho sugere-se que sejam feitas parcerias com
laboratérios de referéncia na area de organofosforados neurotdxicos, para geragao

de dados experimentais.
Adicionalmente, sugere-se que:

e Os testes sejam feitos em uma gama maior de compostos, para um resultado

estatistico mais consistente.

e Seja feita a extracdo de propriedades estruturais eletronicas utilizando
métodos ab initio, de forma a refinar os resultados.

e Seja feita a simulagao por dinamica molecular dos complexos em diferentes
solventes, para obtencao de resultados mais proximos da realidade.

Sugere-se ainda que haja uma iniciativa governamental quanto a regulamentacao da
obrigatoriedade do dado de dose letal (DLsg) em bulas de produtos
agrotoxicos/pesticidas, visto a dificuldade no acesso a informagéo pelo usuario em

geral.
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APENDICE A - Etapas pré-docking — preparo de receptor e ligante

Guia de desenho otimizado das moléculas e extracao de propriedades
estruturais e eletronicas das moléculas isoladas

PARA OS RECEPTORES (derivados de fulereno)

1° Abrir o programa Ghemical e desenhar a molécula. Ao fim, executar:
Botdo secundario do mouse - Build - Hydrogens - Add

Botao secundario do mouse - Compute - Geometry Optmization > Ok
Botdo secundario do mouse - Compute - Randon Conformational Search >
Execute

Save - arquivo_opt (0 arquivo sera salvo com extencao .gpr)

2° Conferir a carga executando o acpype, via linha de terminal
acpype —i arquivo_opt.gpr -n 0

Caso o arquivo contenha o aminoacido glutamato a carga sera -1 no lugar do zero
ao fim da linha de comando.

3° Transformar o arquivo .gpr para .mop para reconhecimento pelo MOPAC. Via
linha de terminal:
babel —igpr arquivo_opt.gpr —omopin arquivo.mop

4° Editar os arquivos com extensao *.mop. Via terminal abrir os arquivos:
nedit *.mop

5° Substituir as palavras KEY MORDS pelo cabecalho:
PM7 CHARGE=0 PRNT=2 EF GEO —-OK NOXYZ COMPFG GRAPHF

Nos casos que a proposta tem o aminoacido glutamato a carga formal é -1, entdo
CHARGE-= -1

6° Executar o programa MOPAC para otimizagdo semiempirica. Via linha do
terminal:
mopac arquivo.mop

Serao formados os arquivos *.out e *.arc.

7° Extrair os resultados
Todos os resultados dos calores de formagao estardo com extensao *.arc
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PARA OS LIGANTES (pesticidas Ops)
1° No site PubChem fazer o download dos Ops buscando pelos nomes.

2° Salvar os arquivos em formato .sdf
Download Files > sdf file

3° Converter os arquivos para o formato .pdb com o programa
babel —isdf (arquivo).sdf —omopin (arquivo).pdb

4° Via linha de terminal abrir com o programa PyMOL para conferéncia de cargas
OBS: Utilizando o “&” ao fim da linha de comando € possivel rodar o programa sem

travar o terminal.

5° Conferir a carga executando o acpype, via linha de terminal
acpype —i (nome do OP).pdb -n 0

Em que o zero ao fim da linha de comando significa a carga formal da molécula.

Executar os passos 3° a 72 de “PARA OS RECEPTORES".
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APENDICE B - Guia de criacido do GRID

1° Abrir o AutoDock Tools no terminal.

2° Abrir o arquivo do complexo receptor-ligante em formato .pdb.
File = read molecule - (arquivo).pdb

3° Salvar o arquivo em formato .pdbaqt.
Grid = macromolecule - choose > (arquivo).pdbgt

3° Dimensionar o grid
Grid - gridbox - space 0,375 para 1,000. X=18; Y=18; Z=18

4° Salvar os valores definidos de dimensbées do grid
Output - grid = dimension file - digitar “grid.txt”
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APENDICE C - Etapas de Docking Molecular Utilizando o software AutoDock
Tools

1° Criar uma pasta para o docking de cada derivado de fulereno
mkdir = derivado3 (0 mesmo para cada derivado)

2° Criar as pastas de cada OP dentro da pasta do derivado de fulereno
mkdir = docking_acefato (repetir o procedimento para cada OP)

3° Adicionar o arquivo script.sh, conf.txt, vinascreengettop.py a cada pasta

a) Conferir o script para cada organofosforado: trocar o campo do nome do OP para
0 nome do respecitvo organofosforado
nedit - script.sh

4° Converter os arquivos para o formato .pdb
Gmolden > Read > (pesticida_OP).out
write > pdb - whith hidrogens

Salvar como (pesticida_OP)_opt.pdb

5° Conferir visualmente as moléculas com o PyMOL
PyMOL (pesticida_OP) opt.pdb

6° Conferir a carga das moléculas executando o acpype via terminal
acpype —i (pesticida_OP).pdb —n 0

Na pasta acpype serao gerados arquivos, dentre eles o .mol2.

7° Copiar, da pasta criada pelo acpype para cada derivado de fulereno, o arquivo
(arc_bcc).mol2 para a respecitva pasta docking de cada um.

8° Converter o arquivo .mol2 para .pdbgt com o AutoDock tools, para a leitura pelo
AutoDock Vina

Ligand - input = open

Ligant - output >seleciona ‘pgbgt’ > save

9° Conferir os graus de liberdade para preparo da molécula como .pdbqt
Ligand - input > open - ligand.pdb

Ligand - Torsion tree - detect root

Ligand - torsion tree - Ligand - torsion tree =>set number of torsions
(verde gira, magenta e vermelho n&ao giram)

Ligand - Output > Save as PDBQT - save

10° Selecionar o tamanho do grid de acordo com o tamanho da molécula



Grid - macromolecule - choose - protein.pdb > save as PDBQT
Grid > Set map types = open ligand

Grid > Grid box (18 x 18 x 18) - file > close saving currently

Grid - output > save gpf

11° Conferir os hidrogénios das moléculas

Editing = hidrogens - add - ok
Edit = hidrogens - merge non polar

12° Conferir 0 arquivo script.sh de acordo com cada docking

Cada pasta deve conter entdo os arquivos: script.sh, conf.txt, vinascreengettop.py,
(pesticida_OP).pdbqt e (derivado_de_fulereno).pdbqt
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13° Copiar os arquivos .pdbqgt dos derivados de fulereno para aumentar o nimero de

rodadas, logo, aumentar a confiabilidade do célculo.

cp (derivado_de fulereno).pdbgt (derivado_de fulereno) 001.pdbqt
cp (derivado_de fulereno).pdbgt (derivado_de fulereno) 002.pdbqt
cp (derivado_de_fulereno).pdbqgt (derivado_de fulereno)_003.pdbqt
(repetir até 0 010)

14° Executar o script de docking, com o comando no terminal
/script.sh <enter>

Aguardar o célculo da energia de ligacao de cada OP com a proposta de derivado
de fulereno nas 10 conformacdes propostas (10 runs)

15° Verificar o melhor valor de energia de ligagdo (a menor). Via terminal:
Jvinascreengettop.py 1
Obs: esse “1” mostra o melhor resultado

16° Verificar o valor dessa menor energia de ligagéo. Via terminal:
more (nome do OP_007)/log.txt

17° Visualizar o resultado, no AutoDock Tools
Analyze - docking - open AutoDockVina result
(selecionar “single molecule with multiple conformations)

Analyze > macromolecule - open > proposta_5.pdbqt
Analyze - macromolecule - open - (nome do OP).pdbqt
Analyze - docking = show interactions
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APENDICE D - Guia de geracdo das imagens dos complexos com o software
PyMOL

1° Obter o melhor valor de energia de docking, com o programa vinascreengettop.
Via terminal:

Jvinascreengettop 1

Sera mostrado o niumero do arquivo gerado com o menor valor.

Para obter o valor da energia, via terminal novamente:
more ./ arquivo/log.txt

2° Converter o arquivo para o formato *.pdb com o programa AutoDockTools.
Analyze - docking - open AutoDock Vina Result

Salva como arquivo.pdb

3° Salvar uma imagem unica com receptor e ligante,no PyMOL. Via terminal:
PyMOL (derivado_fulereno).pdb (pesticida).pdb

No PyMOL: File - save molecule

4° Conferir os hidrogénios das moléculas com o software PyMOL e adicionar
conferindo os estados de protonagéo.

5° Converter para abrir no MOPAC e preparacao para o calculo do complexo
Via terminal:
babel —ipdb (complexo).pdb —omopin (complexo).mop

Conferir a conformacao e a carga total para nao gerar artefatos.

6° Substituir as palavras KEY MORDS pelo cabegalho:
PM7 CHARGE=0 PRNT=2 EF GEO —-OK NOXYZ COMPFG GRAPHF

Obs: Nos casos dos derivados 3 a 6, que contém o glutamato em sua cadeia lateral,
a carga é -1. Entdo, CHARGE=-1

7° Calcular as propriedades dos complexos com o MOPAC. Via terminal:
mopac (complexo).mop

8° Visualizar os resultados. Via terminal:
more (complexo).arc
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APENDICE E - Algoritmo do arquivo ‘script.sh’
(Fonte: http://vina.scripps.edu/)

for f in acefato_*.pdbqt; do

b="basename $f .pdbqt’

echo Processing ligand $b

mkdir -p $b

vina --config conf.txt --ligand $f --out ${b}/out.pdbqt --log ${b}/log.txt
done



APENDICE F - Algoritmo do arquivo ‘conf.txt’

(Fonte: http://vina.scripps.edu/)

receptor = proposta2.pdbqgt

center x =-1.003
center_y = 3.246
center_z = 0.525

size x=18
size_ y =18
size z=18
cpu =4

num_modes = 20
exhaustiveness = 8
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APENDICE G - Algoritmo do arquivo ‘vinascreengettop’
#! /usr/bin/env python

import sys
import glob

def doit(n):
file_names = glob.glob("*/*.pdbqt")
everything =[]
failures =[]
print 'Found', len(file_names), 'pdbqt files'
for file_name in file_names:
file = open(file_name)
lines = file.readlines()
file.close()
try:
line = lines[1]
result = float(line.split(":")[1].split()[0])
everything.append([result, file_name])
except:
failures.append(file_name)
everything.sort(lambda x,y: cmp(x[0], y[0]))
part = everything[:n]
for p in part:
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ANEXO A - DLs oral e dérmica e CLsy de formulagdes dos pesticidas organofosforados em estudo
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BULAS PubChem EXTOXNET
Principio Nome comercial DLso CLso DL, CLso DLso CLso
ativo e concentragdo DmL5° korfl dérmica inalatoria ?,‘I"s"lf rﬂl dérmica inalatoria ?12'5"'? r.?l dérmica inalatoria
g9 mg.kg”’ | mg.L" (4h) | MIX9 mgkg' | mg.L"(4n) | M9X9 mg.kg’ | mg.L" (4h)
A;Se(‘;am:@q 5000 | >2000,0 50,86
Acefato ( : g:kg') 945,0 * * 945 * *
Aquila® . . . 866,0
(750 g.kg™)
Cadusafos | 11901 200GS >2000,0 | 6008,0 3,87 679 . 0,026 . ' .
(200 g.L")
®
CapatazBR >3000 | >2000,0 :
(480 g.L™")
CIorplrlf(;)s Saberc_J1 500,0 4006,0 153
480 EC® (480 g.L™")
®
Nufos 480 £C 293,0 >4000,0 -
(480 g.L")
Clorpirifés Fersol 300 . .
480 EC® (480 g.L™") 151,0, 202,0 e 95,0 a
Clorpirifos Pitcher 480EC® 276,0 e >20’00 0 >36,0 27’0 0 >2000,0 >0,2
ftoher 4¢ 293 ~4000,0 - 82,0 ’ ’
(480 g.L")
Pyrinex 480 EC® 50,0 a .
4 300,0 185
(480 g.L") ;
Record® & o *
(489,8 g.L")
®
Sabre 275 1444 .

(450 g/L™)
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BULAS PubChem EXTOXNET
Principio Nome comercial DLs, ClLs DLs, CLs DLs, Clso
ativo e concentracdo Dnl;s" kor.?l dérmica inalatéria ?rln-sol? ral | gérmica | inalatéria ?rl;solf izl dérmica inalatéria
9-49 mg.kg” | mg.L" (4h) 9-kg mg.kg” | mg.L" (4h) 9-kg mg.kg” | mg.L" (4h)
. ®
Agrltoat(?1400 60.0 1000,0 =
(400 g.L™
Dimetoato 500 EC® . o *
(500 gL7) 500 a 680
. — a 680, * i
Dimetoato | Dimexion . X . 290, 358 >1553 180-330 | 100 a 600 >2,0
(400 g.L"
Perfekthion® . . .
(400 g.L™"
Tiomet® (400 g.L™") - - -
SSUO"S'QTT >00 ec 1325,0 2100,0 0,83
Fenitrotiona [\2009-L ) 5000e | 30000e . 250,0 e 890,0 5,0
Sumithion 500 EC 1700,0 890,0 800,0
| 1325,0 2100,0 0,83
(500 g.L")
410,0 > 5000,0
(produto (produto
® -1 técnico) e técnico) e . 77,7,118,0 . . . .
Fentoato Elsan™ (500 g.L) 348.0 1715.0 6 2460 4498,0
(produto (produto
formulado) | formulado)
Ma!@athlon 100g 1650,0 8000,0 * 5843.0
. EC® (1000 g.L™") N . 1x10%a 3 .
Malation Malathion 500 EC® 1375,0 e 43,79 1x10* >4.10
arafhion 2000,0 | >4000,0 : 290,0
(500 g.L)
Malaoxon | Malaoxon® 158,0 * * 158,0 * * * * *
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BULAS PubChem EXTOXNET
Principio Nome comercial DL, CLs, DLs, CLso DLs, Clo
ativo e concentracao Dnl;s" kor_?l dérmica | inalatéria ?\:‘5"'? ral | dérmica | inalatoria T{“I? ral | gérmica | inalatoria
9-K9 mg.kg” | mg.L" (4h) 9-K9 mg.kg” | mg.L" (4h) 9-K9 mg.kg” | mg.L" (4h)
Parationa | Folisuper 600BR® . . X ]
metilica (600 g/L) 14,0 34,0 6,0 a 50,0 67,0 0,24 (1 h)
Terbufos® . . .
Terbufos |20 9/ka) 1,629,0 : g 1,60 a 1,74 g g
Counter 150G® . . .
(150 g/kg)

Fonte: Bulas dos produtos formulados (2017). Organizado pela autora.
Dados relativos a testes em ratos, machos, dos quais se pode inferir valores para a toxicidade humana.

* (sem dados disponiveis)

OBS: Os dados da fonte PubChem sao de fontes diversas pois referencia varios arquivos.




Correlagbes entre energia de bandgap (Eyg) € DLs, experimental (do artigo de Hamadache et al. 2015); energia de bandgap (Eyg) € Ki
tedrico (obtido nesta pesquisa); volume das propostas de derivados de fulereno e DLs, experimental; volume das propostas e Ki tedrico.
Pesticidas analisados: acefato, cadusafos, clorpirifés, dimetoato, fenitrotiona, parationa metilica e terbufos.

ANEXO B - Graficos de correlacdes
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PROPOSTA 1

E,s Proposta 1 x DLg, exp Ops

E,; Proposta 1 x Ki tedrico Ops
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Energia de bandgap £y, (e.V)
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PROPOSTA 3
E. _pronosta 2 x DL__ exn Ons E. nronosta 2 x Ki tedrico Ons
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X DL, exp Qps
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PROPOSTA5
E,; Proposta 5 x DL;, exp Ops E,. proposta 5 x Ki tedrico Ops
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E._ broposta b6 x E. bronosta 6 x Ki tedrico Ops
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