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RESUMO

A procura de novas drogas para os diversos males que acometem a humanidade
tem sido um dos mais honrosos e perseguidos objetivos da Ciéncia. Entre os males gerais
nenhum tem se mostrado de t&o dificil entendimento em seus mecanismos particulares e
especificos quanto o cancer. Semelhantemente, em termos amazonicos, a malaria, tem se
apresentado como o maior problema de saude, e 0 maior desafio na elaboracdo de novos
farmacos. Assim sendo, estudos se voltaram para extratos de plantas amazonicas, entre
elas a Ampelozizyphus amazonicus (da familia das Rhamnaceae) no qual tem tido

atividade antimalarial comprovada.

O 4cido betulinico € um triterpeno pentaciclico que vem sendo estudada devido
as suas vastas e promissoras atividades bioldgicas, como por exemplo atividade
antioxidante, antitumoral, antimalarica dentre tantas outras. Estudos sobre sua estrutura
tem por finalidade melhorar suas atividades biologicas, bem como desenvolver novos

farmacos.

Para o célculo de Otimizacdo e frequéncia, foi utilizado método semi-empirico,
enguanto que para célculos de Ressonancia Magnética Nuclear e Ultravioleta fez-se uso
do método DFT em diferentes conjuntos de bases. Este projeto tem como objetivo estudar
através de abordagem tedrica por meio de tratamento quantum-mecanico as propriedades

estruturais e eletrdnicas pertencentes ao acido betulinico.

Através do estudo tedrico, houve a obtencdo dos dados estruturais, energéticos e
espectroscopicos do acido betulinico, dos quais foram analisados e comparados aos
resultados encontrados na literatura, mostrando que o resultado tedrico foi satisfatorio e

em muito se correlaciona aos resultados obtidos experimentalmente.
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1. INTRODUCAO

No Amazonas, a malaria tem se apresentado como sendo o maior problema de
sadde, tornando-se 0 maior desafio quanto a elaboragdo de novos farmacos Me, segundo
a Organizacdo Mundial da Saude (2005), a doenca tem sido responsavel por mais de um
milh&o de Gbitos por ano em todo o mundo 2. Contudo, apesar de os indices de infeccio
e mortalidade por malaria tenham sofrido uma reducdo de aproximadamente 25% em
todo o mundo na ultima década, a doenca ainda é responsavel pelo dbito de cerca de 660

mil pessoas a cada ano, principalmente em criangast®l.

A causa é proveniente da infeccdo atraves de diversas espécies do parasita
plasmodium, sendo transmitida por meio de mosquitos do género Anopheles e tem o
Plasmodium falciparum como o mais resistente e letal (4. Assim, a busca por novos
farmacos antimalaricos tem se voltado para substancia originadas de plantas amazénicas,
entre estas a Ampelozizyphus amazonicus (da familia das Rhamnaceae)l!, cujas

propriedades e atividades antimalaricas tem sido comprovadast®.

Pesquisas conduzidas no laboratério do grupo de Quimica de Produtos Naturais e
Desenvolvimento de Métodos Analiticos da UFAM (QPNMA) com extratos da A.
amazonicus, de uso popular entre nativos da regido para o tratamento paliativo da malaria,
tem identificado e isolado entre 0os componentes ativos, triterpenos pentaciclicos como o
acido betulinico. Encontrado em produtos naturais de vérias partes do mundo, 0s
triterpenos pentaciclicos betulinicos tém apresentado forte atividade como potentes

agentes anti-HIVIEIPI anti-inflamat6rio™®, antimaléaricol*!*24 e anticancerigenol®l.

Dentre os triterpenos, o acido betulinico é o que se apresenta em maior nimero de
estudos, tanto do ponto de vista de atividade bioldgica como de modificacdo estruturall®4l.
Assim sendo, este trabalho tem por objetivo, através de uma abordagem teorico
computacional, por meio de tratamento quantum-mecanico, calcular propriedades
estruturais e eletrdnicas do acido betulinico, como forma de estudo prévio para avaliar a
possibilidade de formagdo de um cluster estavel, através de pontes de hidrogénio, com o
intuito de estabelecer uma relacdo intrinseca entre a carboxila e a hidroxila e sua atividade
antimalarica, conforme sugerido pela literatura por Kashiwada e Soler e seus

colaboradores (1996) e Dang e seus colaboradores (2009).



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

Estudar, através de abordagem teorica, via calculos DFT, ab initio e semi-empiricos, a
molécula de acido betulinico, como investigacéo introdutoria a formacéo de clusters deste

acido.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Modelar teoricamente o acido betulinico, e obter parametros estruturais,
energeérticos e espectroscopicos.

e Simular os espectros tedricos RMN, RMN 3C e UV e assinalar as principais
bandas.

e Comparar os dados tedricos obtidos com experimentais, especialmente com 0s

obtidos no Laborat6rio de Quimica de Produtos Naturais/UFAM.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em regiGes tropicais e subtropicais do mundo, a malaria tem se apresentado
como sendo uma das principais doencas parasitarias, tendo como agentes etiologicos 0s
protozoéarios do género Plasmodium. O Brasil apresenta-se com cerca de 40% do nimero
total de ocorréncias de maléria nas Américas, dos quais quase 99% sdo ocorrentes da

Amazonia legal, onde habitam 12% da populacéo do paist.,

O tratamento atual da malaria causada pelo P. falciparum, consiste na aplicacéo
de antimalaricos como a cloroquina e sulfadoxina-piritaminal® que gradativamente tem
perdido a sua eficacial'®I*él, No entanto, a literatura nos descreve diversos trabalhos de
ensaios de atividade antimalarica envolvendo plantas ricas em triterpenos, nos quais

muitas das vezes, o acido betulinico é o principal componente responsavel pelo
efeitol7I28IIL]

Triterpenos pentaciclicos apresentam em sua estrutura um esqueleto formado
por 30 carbonos, dos quais podem apresentar configuracdo estrutural de cinco anéis de
seis membros (ursanos e lanostanos), ou apresentar-se com estrutura de quatro anéis de
seis membros e um anel de cinco membros (lupanos e hopanos) 7. O 4cido betulinico
(figura 01) caracteriza-se por ser um triterpeno pentaciclico do tipo lupano e por
apresentar uma imensa variedade em atividades bioldgicas e farmacoldgicas. E
amplamente distribuido no reino vegetal encontrando-se presente em diversas frutas e

verduras(8,

Figura 01: Acido Betulinico.



A quimica tedrica compreende desde a mecanica quéantica (através dos métodos
ab initio, semi-empirico, funcional de densidade...) e vai até a mecénica classica
(mecénica dindmica, deterministico e monte carlo, estocastico...) e na ultima década tem
se popularizado de forma notdria . Com aplicabilidade nas areas de fisico-quimica,
quimica organica, inorganica, analitica e bioquimica, o nimero de trabalhos quimico-

tedricos tem aumentado de maneira consideravel 12,

Com base na fisico-quimica, as principais metodologias para calculos de
propriedades eletronicas em sistemas moleculares sdo os métodos ab initio, semi-
empiricos e os métodos baseados na teoria do funcional de densidade!?!. No que diz
respeito aos métodos de ab initio, 0 método de Hartree-Fock é o mais popular e é deduzido
a partir da equacao de Schrodinger em um conjunto de aproximacdes e consiste em uma
solucdo de “auto consisténcia” das equagdes de Roothaan-Hall. O método de Hartree-

fock considera elétrons de spins opostos como sendo particulas independentes(?.

Para 0 método semi-empirico, a otimizacdo da geometria de um sistema pode
levar alguns segundos ou até mesmo dias e tem resultados tdo bons quanto os resultados
experimentais que sdo utilizados na parametrizacdo do método. Tem baixo custo
computacional e faz aproximagdes com uma diminuicdo na qualidade dos resultados,
porém, faz-se uso de parametros ajustaveis que melhoram a qualidade dos resultados,

podendo ter resultados superiores aos obtidos pelo método ab initiol?l,

4. METODOLOGIA
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4.1. Ferramentas:

A metodologia a ser aplicada consistird em uma abordagem tedrica computacional a partir
dos usos de softwares graficos, objetivando a criacdo de inputs basicos necessarios para

os calculos mecénico-quéanticos.

4.2. Softwares utilizados:

Pacote Gaussian 03W ™

Visualizador grafico Gauss 03Wiew ™:
Hyperchem 7.4™

4.3. Hardware:

Computadores Intel ™ Quadicore, com uso das plataformas Windows 8 e Linux Debian,
v 5.0 RAM, existentes no Laboratorio do grupo de Quimica Teorica e Computacional da

Universidade Federal do Amazonas.
4.4. Procedimento:

O procedimento da-se inicio a partir do levantamento bibliografico para logo apds dar
inicio a preparacdo de inputs e por fim dar inicio aos célculos para a obtencdo de

resultados.
4.5. Levantamento bibliogréfico:

Durante o decorrer do projeto, foi feito constantemente o levantamento de dados
bibliograficos necessarios para a execucdo do projeto. Sites como SciFinder, Science
Direct, Quimica Nova além de outros serviram como base para a obtencdo do
levantamento de dados.

4.6. Criagado de inputs basicos e otimizacdo de geometria:

Nesta etapa fez-se uso do programa de desenho e modelagem de estruturas Hyperchem
7.4™ para desenhar a estrutura do acido betulinico em plataforma Windows versdo 8. Em

seguida, fez-se uso do Visualizador grafico Gauss 03Wiew ™ para definir os padrdes a
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serem otimizados, sendo escolhido como padréo de otimizacdo o método semi-empirico
AML1.

4.7. Calculo de propriedades estruturais e eletronicas:

Para calcular as propriedades estruturais e eletronicas do acido betulinico fez-se uso do
Pacote Gaussian 03W ™ em plataforma Linux/Debian com computadores PC INTEL®
inside™ QuadCore™ com processadores CORE™i7, 8GB de memdria RAM e 2GB de

memoria dedicada.
4.8 Analise dos dados estruturais e eletronicos:

Apos a obtencéo dos resultados dos célculos das propriedades estruturais e eletronicas,
houve uma analise comparativa dos dados obtidos e o que previa a literatura.

4.9 Calculo e simulacgéo do espectros de RMN 2C e UV:

Os calculos espectroscopicos de RMN 3C foram feitos em nivel de teoria B3LYP e bases
6-311G+(2d,p) e B3LYP 6-311G ++(2d,p). Para o calculo com base B3LYP 6-311G
++(2d,p) foram efetuados célculos do acido betulinico com solvente, adotando como
solvente o Cloroférmio e para o célculo em base B3LYP 6-311G +(2d,p) foi realizado
apenas o célculo com solvente Cloroférmio. O calculo de ultravioleta foi realizado em
nivel RTD-B3LYP-FC e base 6-311G++(2d,p). Todos calculados realizados em
plataforma Linux/Debian com computadores PC INTEL® inside™ QuadCore™ com

processadores CORE™i7, 8GB de memoria RAM e 4GB de meméria dedicada.

4.10. Compilacdo e comparacdo dos dados experimentais e tedricos

Os resultados aqui obtidos foram ordenados em tabelas e comparados aos resultados
previstos na literatura e posteriormente tirado a média de desvio padrdo entre o resultado

teorico obtido e o resultado experimental.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
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Para a obtencao das propriedades eletrénicas do acido betulinico, foi realizado

o célculos em método semi-empirico AM1 de Optimizacdo+Frequéncia. O método semi-

empirico AM1 foi escolhido devido ao seu baixo custo computacional além do seu pouco

tempo computacional fator que o torna favoravel em aplicagbes para sistemas com

algumas centenas de atomos, pois, seu calculo leva apenas alguns minutos para finalizar

(211 Os resultados obtidos a partir desse célculo estdo dispostos na tabela 01 contendo os

resultados obtidos a partir do calculo de otimizacdo+frequéncia do método semi-empirico

AML1.

Tipo de calculo
Método utilizado

Conjunto de Bases

Energia total do sistema
Momento Dipolo

Energia do orbital LUMO
Energia do Orbital HOMO
Tempo de Trabalho do CPU

Otimizagé&o e frequéncia.
Semi-empirico AM1

Diferencial  Nula.
Differential Overlap — ZDO)

-0.30166769

Sobreposicdo

2.9085 (D)
1,132274676 eV
0,723793144 eV

1 minuto 10 segundos

Tabela 01. Resultados obtidos atraves do calculo semi-empirico AM1

Tabela 02 Angulos de ligagBes para os a&tomos que compdem a estrutura do &cido

Estrutura
0=C-0
H-C-H
C-O-H
C-C-C

Angulo Esperado

Angulo Obtido

120° 115.25778°

109,5° 107.63821°

109,50 106.54926°

109,50 109.76652°
betulinico

HibridizagGes das ligacdes existentes podem ser preditas através da orientagdo

espacial da molécula e seus angulos de ligagdes.

Apos realizada a otimizacdo das geometrias, deu-se inicio aos calculos de RMN,

dos quais os resultados dos deslocamentos quimicos obtidos para o **C foram comparados

(Zero
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com os deslocamentos quimicos experimentais. Para os dados tedricos obtidos, observou-
se que para carbonos saturados sp* (sem a presenca de elementos eletronegativos) os
sinais se encontram na faixa de 14 a 65 (com excecdo dos sinais em 60,22, 61,78 e 64,53
que ultrapassam a faixa limite aceita experimentalmente, que € de 10 a 60), enquanto que
para os sinais de carbonos sp? encontram-se em 110,50 e 170,29 (C-29, C-20), referente
ao acoplamento carbono-carbono da dupla exociclica. Para o carbono carboxilico (C-28)
o sinal estd em 194,00ppm e para o carbono metinico sp® ligado a oxigénio (C-3) o sinal
encontra-se em 84,69 ppm. Notou-se através da tabela 03 que para as principais bandas
de RMN 3C, o resultado obtido computacionalmente para a posicio C-20 excede a faixa
limite de erro trabalhada que € +10. Apesar de haver extrapolagdo de limite na faixa de
erro proposta pelo projeto, estudos comprovam que o deslocamento quimico para o
carbono carbonilico em ppm com referéncia TMS encontram-se na faixa dos valores de
campos mais baixos (de 155 a 220), enquanto que para os carbonos hibridizados sp? o

deslocamento quimico esta na faixa de 100 a 175 ppm(?2],

Posicdes & Tedrico Experimental Desvio Médio
(C-28) RCOOH 193,27 177,34 833
(C-29) RC=CH> 110,84 109,75 0,375
(C-20) RC=CH: 169,96 149,46 10,415

(C-3) RC-OH 85,36 76,88 3.905

Tabela 03. Principais bandas de RMN 3C, bandas de RMN tedrico em nivel B3LYP
6311++G(2d,p) e bandas do RMN experimental obtidos no Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais/UFAM.

Ao analisar os resultados tedricos e experimentais apresentados, observa-se que
os modelos tedricos empregados B3LYP 6311G + (2d,p) e B3LYP 6311G ++ (2d,p)
descrevem bem o deslocamento quimico de RMN *3C da molécula do &cido betulinico
ndo havendo variagOes fora da faixa limite aceita (valores tabelados estabelecidos) entre

0s sinais existentes dos valores tedricos para com 0s valores experimentais.



14

Comparacdo Entre dados Tedricos e Experimentais
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Figura 02. Gréaficos de correlacio do deslocamento quimico de 3C

A variacdo que houve entre os valores tedricos e experimentais se mostrou
satisfatoria, sendo ambos os valores (Figura 02) de coeficiente de determinagio (R?)
proximos a 1, porém, dos dois o calculo de Base B3LYP 6311G + (2d,p) se mostrou com
melhor resultado tendo valor mais aproximado a 1. Com o auxilio da correlacdo existente

entre os dados tedricos e experimentais, pode-se notar que o uso de ferramentas teorico-

200

200
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computacionais nos servem de auxilio quanto a elucidacéo estrutural da molécula em

estudo de forma a atribuir sinais proximos aos sinais experimentais.

Todas as tabelas com comparativo entre deslocamentos tedrico e experimental

contendo todos os carbonos seguem como anexo 1.

UV-VIS Spectrum

'm T |

1000 —

—002

2000 +

3000 —

~0.04

4000 -

~0.06

5000 —

6000 —

—0.08

7000 —

8000 —

9000 - S012

Excitation Energy (nm)
Figura 03. Espectro tedrico obtido de ultravioleta

Apos analisar o espectro teérico de ultravioleta (Figura 03) obtido, foram

observados dois picos. O primeiro e mais intenso pico tem seu A observado em 168,64

nm se caracterizando como sendo a regido da hidroxila (C-3). Seu pico de menor

intensidade tem seu A observado em 190,5 nm sendo caracteristico do carbono carbonilico

(C-28) na molécula.
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6. CONCLUSAO

Através da Quimica Quantica pode-se ser realizado diversos calculos dos quais
sdo passiveis de obter resultados referentes aos dados de estrutura e eletrénicos da
molécula em estudo, além de sua conformagdo. Com todos os métodos de calculos
oferecidos, conceitos fundamentais da quimica podem ser explorado em maior
profundidade ao se relacionar com a quimica quantica. Contudo, pode-se concluir que
0s niveis de teoria adotados no projeto para calculos de RMN, UV, Otimizacdo e
Frequéncia tornam-se satisfatorios em descrever a estrutura do acido betulinico de
forma a ndo exigir um elevado custo computacional e fornecendo um resultado bem
aproximado ao resultado experimental. Notando-se melhor resultado para o espectro
tedrico de RMN calculado em nivel de teoria DFT B3LYP 6311G+ (2d,p)

A aplicagdo dos métodos tedricos podem ser de importante uso as demais areas
da quimica, uma vez que através destes calculos podemos prever interacdes da
molécula, realizar estudos espectroscépicos, calcular seu momento dipolo e obter a

energia do sistema além de tantas outras informacdes nas quais podem ser obtidas.
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9. ANEXOS

POSICAO (DFT B3LYP

3 6311G ++ 2d,p)
c-1 46,08
C-2 36,16
C-3 84,80
C-4 41,53
C-5 60,22
C-6 28,06
c-7 40,43
C-8 42,11
C-9 55,39
C-10 37,02
c-11 27,69
C-12 34,06
C-13 45,33
C-14 43,98
C-15 35,32
C-16 40,67
C-17 61,78
C-18 64,53
C-19 53,18
C-20 169,77
c-21 44,60
C-22 42,43
C-23 22,26
C-24 33,66
C-25 23,55
C-26 21,34
C-27 18,14
C-28 193,12
C-29 110,80
C-30 34,45

EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL

1231

36,3
27,1
76,8
38,5
54,9
18,0
33,9
40,2
49,9
36,7
20,4
25,1
38,2
42,0
29,2
31,7
55,4
46,6
48,5
150,3
30,1
37,5
28,1
15,7
15,8
15,9
14,4
177,2
109,6
18,9

2l24]

38,8
27,8
77,4
38,9
55,4
18,4
34,4
40,7
50,4
37,0
20,9
25,5
38,0
42,4
29,6
32,2
55,8
49,1
47,0
150,6
30,6
37,0
28,4
16,1
16,3
16,0
14,82
177,6
109,8
19,4
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Tabela 04. Comparativo entre resultados tedricos e experimentais de RMN 3C. Usou-se

o Cloroférmio como solvente para o calculo tedrico e o Cloroférmio deuterado para os

resultados 1 e 2 experimentais, para o resultado experimental 3, o autor usou uma

mistura de cloroformio deuterado e dimetil sulféxido deuterado.



POSICAO
8

C-1
C-2
C-3
C-4
C-5
C-6
C-7
C-8
C-9
C-10
C-11
C-12
C-13
C-14
C-15
C-16
C-17
C-18
C-19
C-20
C-21
C-22
C-23
C-24
C-25
C-26
Cc-27
C-28
C-29
C-30

(DFT B3LYP
6311G + 2d,p)

46,38
37,46
85,36
43,17
60,47
26,92
40,72
43,76
55,95
36,83
27,66
34,53
45,54
43,76
35,94
40,18
61,25
64,25
52,92
169,96
43,76
42,99
22,57
33,44
24,07
21,39
18,69
193,27
110,84
34,14

EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL

10231

36,3
27,1
76,8
38,5
54,9
18,0
33,9
40,2
49,9
36,7
20,4
25,1
38,2
42,0
29,2
31,7
55,4
46,6
48,5
150,3
30,1
37,5
28,1
15,7
15,8
15,9
14,4
177,2
109,6
18,9

2l24]

38,8
27,8
77,4
38,9
55,4
18,4
34,4
40,7
50,4
37,0
20,9
25,5
38,0
42,4
29,6
32,2
55,8
49,1
47,0

150,6
30,6
37,0
28,4
16,1
16,3
16,0

14,82

177,6

109,8
19,4

22

Tabela 05. Comparativo entre resultados tedricos e experimentais de RMN 3C. Usou-se

o Cloroférmio como solvente para o calculo tedrico e o Cloroférmio deuterado para os

experimental 1, para o resultado experimental 3, 0 autor usou uma mistura de

cloroférmio deuterado e dimetil sulféxido deuterado.
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POSICAO (DFT B3LYP (DFT B3LYP
d 6311G + 2d,p) e 6311G +2d,p) e
EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL
1 2
C-1 7,127636 5,359869
C-2 7,325626 6,830652
C-3 6,052834 5,62857
C-4 3,302189 3,019346
C-5 3,938585 3,585031
C-6 6,307392 6,02455
C-7 4,822468 4,468915
C-8 2,5173 2,163747
C-9 4,277996 3,924443
C-10 0,091924 0,120208
C-11 5,133595 4,780042
C-12 6,668017 6,385174
C-13 5,190164 5,331585
C-14 1,244508 0,961665
C-15 4,7659 4,483057
C-16 5,996266 5,642712
C-17 4,136575 3,853732
C-18 12,48043 10,71267
C-19 3,125412 4,186072
C-20 13,90172 13,68959
C-21 9,659079 9,305525
C-22 3,882016 4,23557
C-23 3,9103 4,122433
C-24 12,54407 12,26123
C-25 5,847773 5,49422
C-26 3,882016 3,811306
C-27 3,033488 2,736503
C-28 11,36321 11,08036
C-29 0,876812 0,735391
C-30 10,77631 10,42275

Tabela 06 desvio padrdo entre o resultado tedrico obtido e os resultados experimentais.
A faixa de erro adotada para este projeto é de +10.
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POSICAO (DFT B3LYP (DFT B3LYP
d 6311G ++2d,p)e  6311G ++2d,p)e
EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL
1 2
C-1 6,915504 5,147737
C-2 6,406387 5,911413
C-3 5,656854 5,23259
C-4 2,142534 1,859691
C-5 3,761808 3,408255
C-6 7,113494 6,830652
C-7 4,617407 4,263854
C-8 1,350574 0,997021
C-9 3,882016 3,528463
C-10 0,226274 0,014142
C-11 5,154808 4,801255
C-12 6,335677 6,052834
C-13 5,041671 5,183093
C-14 1,400071 1,117229
C-15 4,327494 4,044651
C-16 6,342748 5,989194
C-17 4511341 4,228499
C-18 12,67842 10,91066
C-19 3,30926 4,36992
C-20 13,76737 13,55524
Cc-21 10,25305 9,899495
C-22 3,486036 3,83959
C-23 4,129504 4,341636
C-24 12,69964 12,4168
C-25 5,480078 5,126524
C-26 3,846661 3,77595
Cc-27 2,644579 2,347595
C-28 11,25714 10,9743
C-29 0,848528 0,707107
C-30 10,99551 10,64196

Tabela 07 desvio padrdo entre o resultado tedrico obtido e os resultados experimentais.
A faixa de erro adotada para este projeto é de +10.



