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RESUMO 

 

 

A Azadiractina é um triterpenóide associado à inibição do crescimento 

de diversos tipos de insetos causadores de doenças epidêmicas como Dengue, 

Chinkugunia e Malária. O mecanismo de inibição do crescimento se dá pelo 

bloqueio da enzima 20-E monooxigenase, que catalisa a adição de um grupo 

hidróxido a molécula de ecdisona, a qual controla a ecdise e metamorfose de 

artrópodes. A interação entre essa enzima e a molécula de Azadiractina é 

ainda desconhecida. Neste trabalho foi utilizado o programa Dock Thor para 

gerar diversas conformações da molécula Azadiractina no sítio catalítico da 

enzima 20 E monooxigenase. As dez estruturas obtidas com menor energia 

foram otimizadas com a aproximação ONIOM, presente no programa 

Gaussian09. Os cálculos mostram que a molécula interage com os 

aminoácidos Thr 234, Tyr 296, Met 272, Asn 390, Thr231, His 226, Ile 227, Met 

269, Tyr 276, Glu 229, Met 268. Dessa forma entendendo o modo de interação 

entre a azadiractina e o receptor nuclear, novos inseticidas poderão ser 

desenvolvidos tendo como ponto de partida a estrutura da azadiractina.  

 

Palavras Chaves: Azadiractina, Ecdisona, Ancoramento Molecular, 20-E-

monooxigenase.  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

 

The azadiracthin is a triterpenoid associated with the grow inhibition in several 

kinds of insects that cause epidemic sicks like Dengue, Chikungunia and 

Malaria. The grow mechanism of inhibition is given throught the 20E 

monoxygenase blocked, that catalyst the hydroxyl transference to ecdysone 

molecule, which inhibit ecdyse and metamorphosis in artropodes . However, the 

interaction between azadiracthin molecule and the 20-E monooxygenase is 

unknow. In this work it was used the program Dock Thor to generate several 

azadiracthin conformations inside 20-E-monooxygenase catalytic site. The ten 

most stable conformations were optimized with the ONIOM approach presente 

in Gaussian 09 program. The calculation show that the azadiracthin molecule 

interact with the amino-acids Thr 234, Tyr 296, Met 272, Asn 390, Thr231, His 

226, Ile 227,Met 269, Tyr 276 ,Glu 229, Met 268. In this way understanding the 

interaction mode between azadiracthin and the nuclear receptor, new 

insecticides could be development using the azadiracthin structure.  

Keywords: Azadiracthin, Ecdysone, Molecular Docking, 20-E-monooxygenase 
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1. INTRODUÇÃO 

Recentes casos de proliferação de dengue, Zica e malária no Brasil tem 

causado crescentes demandas públicas para o controle dos vetores 

associados. O vetor Aedes Aegypti está intimamente ligado a transmissão das 

doenças citadas, se tornando dessa forma um alvo interessante para o controle 

de endemias.           

 A aplicação de inseticidas é ainda uma das melhores formas de 

combater o Aedes Aegypti. A aplicação é realizada via pulverização das 

afetadas pela proliferação do mosquito. Nesse sentido a química pode 

melhorar nos inseticidas atuais, além de propiciar um entendimento químico 

dos aspectos fisiológicos envolvidos.         

 No presente trabalho será realizado em primeiro lugar uma breve 

abordagem sobre os inseticidas. Depois haverá uma explanação sucinta do 

modo de atuação biológicos de inseticidas nos receptores nucleares. Por fim 

será mostrada uma proposta de interação da azadiractina como inseticida com 

o receptor nuclear ecdisona, destacando-se dessa forma o modus operandi 

bioquímico desse tipo de inseticida no combate de vetores1.   

 Para a realização do estudo da interação da molécula azadiractina com 

o receptor 20-E monooxigenase foram realizados cálculos de estrutura 

eletrônica. As equações da mecânica foram resolvidas tendo como base a 

posição dos átomos no espaço. Os resultados desses cálculos foram utilizados 

para predizer propriedades eletrônicas e estruturais que podem propiciar um 

entendimento da interação em estudo.        

 O conhecimento do mecanismo de interação fármaco-receptor de uma 

reação enzimática em um processo de interesse que envolve patologias, 

propicia o entendimento do conceito de fármacos análogos.  

2. ESTADO DA ARTE 

 

2.1.  Inseticidas 

 O uso de inseticidas persistentes foi um dos maiores avanços agro 

industriais do século XX. Uns dos primeiros inseticidas foi o dicloro-difenil-

tricloroetano (DDT), um organoclorado desenvolvido durante a segunda guerra 
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mundial, que quando aplicado permanecia ativo contras pragas durante vários 

meses2. O DDT foi desenvolvido por Paul Muller em 1948 para combater os 

vetores da malária, febre amarela entre outras doenças3.  Essa molécula  geral 

atua sobre o sistema nervoso central dos insetos4-6.  O inseticida atua no canal 

de sódio e potássio mantendo-o aberto impedindo a transmissão de impulsos 

nervosos em insetos e mamíferos. Estudos mostram a presença de 

organoclorados no leite humano quando há exposição ao inseticida. Há ainda a 

relação desse inseticida com o câncer de pulmão em humanos7-9, por isso o 

uso dessa molécula foi proibido no mercado.      

 Além dos efeitos deletérios dos inseticidas a saúde humana, os atuais 

inseticidas têm aumentado a resistência de determinadas pragas. Nesse 

sentido o uso de inseticidas que agem de modo diferenciado daqueles 

convencionais é de suma importância no controle de vetores.    

 Há muitos estudos que mostram que a resistência está vinculada ao 

aumento da taxa de metabolização de inseticidas. O aumento pode estar 

associado a alteração da enzima, tornando-a mais eficaz na degradação da 

molécula do inseticida. O metabolismo oxidativo aumentado está ligado ao 

aumento da resistência. As enzimas associadas com as monooxigenases são 

as responsáveis pelo metabolismo oxidativo aumentado.     

 Os inseticidas em geral atuam no sistema nervoso central em diferentes 

sítios ativos. A resistência pode estar conectada com mudanças 

conformacionais no sítio ativo que inviabilizam o uso de determinadas 

moléculas.   Em vista do aumento da resistência aos inseticidas atuais, novos 

mecanismos de inibição devem ser procurados.  Os receptores nucleares 

constituem uma alternativa interessante no combate de vetores transmissores 

de doenças endêmicas.  

2.2. Receptores Nucleares 

 A família de receptores nucleares de proteína tem importância crucial 

na regra de regulação da transcrição, cujos membros incluem receptores para 

hormônios esteroides, vitaminas, hormônios da tireoide e ácidos da bile10.  O 

genoma humano contém aproximadamente 40 membros dessa família, e essas 

tem sido estudada extensivamente como alvos terapêuticos11. O filo artrópode 

exibe um conjunto de limitado de receptores, dos quais aproximadamente 21 

ocorrem em Drosophila.12 Entre esses o receptor da maioria dos artrópodes é 
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o hormônio esteroide, 20 –hidroxiequidisona, o qual está envolvido na 

regulação da muda de inseto, metamorfose e reprodução13-18. Em 

Drosophilas melanogaster, um aumento na concentração de ecdissona induz a 

expressão de genes que codificam proteínas que a requeridas pelas larvas, e 

provoca bolhas cromossômicas (locais de alta expressão) para formar em 

cromossomos politênicos. 

 O receptor é ausente em mamíferos e por isso potencialmente útil como 

um alvo para inseticidas seguros.  De fato, os membros da família da 

bizacilhidrazina exercem suas atividades inseticidas através da ligação com o 

receptor ecdisona e exibem notável seletividade taxionômica19-20. Esses 

compostos agem seletivamente na Lepidóptera e certas coleópteras19, mas são 

ineficientes contra insetos da ordem hemíptera, e por isso não podem ser 

usadas para controlar certas pestes de insetos.      

 Um estudo de dois insetos21 predadores hemípteros (Geocoris punctipes 

and Orius insidiosus) mostraram que esses são relativamente insensíveis a 

bizacilhidrazina, onde pestes lepidopteras são mais susceptíveis. Um melhor 

entendimento da variação na estrutura do sítio do receptor ecdisona e na base 

da especificidade destes compostos pode auxiliar na descoberta de novos 

inseticidas com novos espectros de atividade.     

 Estudos estruturais através das famílias de receptores nucleares têm 

mostrado que eles compartilham uma estrutura modular comum22-24 com os 

mais conservados domínios, sendo associados com a ligação do DNA e 

ligação com o ligante respectivamente. Estudos demonstram ainda a 

adaptabilidade do sítio ativo do receptor ecdisona com alguns agonistas, os 

quais podem criar novos nichos de ligação diferentes daqueles do hormônio 

ecdisona25. Tendo em vista o conhecimento do sítio catalítico é possível o 

estudo da interação de inibidores que no final findarão em futuros inseticidas.  

 

2.3. Azadiractina  

 

2.3.1. História 

 Desde tempos antigos é sabido que os gafanhotos do deserto espalham 

a maioria das plantas crescentes, mas não comem as folhas de Azadiracta. 

indica.  Um projeto para isolar a substância pouca atrativa foi iniciada em 1966 

https://www.google.com.br/search?biw=1536&bih=860&q=Geocoris+punctipes+and+Orius+insidiosus)&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjajf3titDUAhVD7CYKHQZxC8AQBQgeKAA
https://www.google.com.br/search?biw=1536&bih=860&q=Geocoris+punctipes+and+Orius+insidiosus)&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjajf3titDUAhVD7CYKHQZxC8AQBQgeKAA
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na Keele University como parte de um estudo sobre gafanhotos. Todavia as 

folhas contêm pouca azadiractina, a molécula associada a inibição do inseto. 

As sementes, porém, contém uma quantidade relevante da molécula e era 

comercializada na Índia.  Então a partir das sementes a molécula de 

azadiractina foi isolada.  

2.3.2. Química  

 Azadiractina é um triperpenóide da classe dos limonóides que foi 

primeiramente isolado de uma árvore Indiana conhecida como Azadirachta 

indica em 196826. Desde então tem sido objeto de pesquisa devido a sua 

atividade biológica27-36, mas notadamente contra a disrupção de um grande 

espectro de insetos (>200). Todavia não possui atividade tóxica contra os 

organismos 37. Além disso, ela possui uma arquitetura molecular única, que tem 

atraído considerável atenção38-41. De fato, a precisa estrutura química da 

azadiractina foi somente determinada em 17 anos e depois isolada seguindo 

um extensivo estudo entre seus grupos químicos e outros39-41.    

 A molécula de azadiractina se constitui como um excepcional desafio em 

síntese, pois possui 16 estereoisômeros, sete dos quais são tetrasubstituídos. 

A Figura 1 mostra a estrutura química da molécula azadiractina.  

 

Figura 1. Estrutura química da molécula azadiractina obtida do site 

https://en.wikipedia.org/wiki/Ecdysone#/media/File:Ecdysone.svg  
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A molécula possui em sua estrutura 16 átomos de oxigênio, os quais 

estão contidos em uma variedade de grupos funcionais, incluindo éter, enol 

éter, tanto acetal como hemiacetal, três grupos éster distintos, dois grupos 

hidroxilas e um epóxi tetrasubstituído. Além disso, em solução o produto 

natural mantém uma rígida conformação devido as ligações de hidrogênio 

intermoleculares41.  

2.3.3. Azadiractina como inseticida  

 Um dissuasor de alimentação é um produto químico que inibe a 

alimentação, mas não mata o inseto diretamente. O mesmo permanece junto a 

plantas, mas acaba morrendo de fome42. Embora uma centena de plantas 

dissuasores de alimentação de insetos tenham sido relatadas, nenhuma que 

tenha esta propriedade ainda foi explorada comercialmente. Os dissuasores 

têm sido amplamente revisados na literatura42-44.       

 O dramático efeito dissuasor da azadiractina em gafanhotos do deserto 

decorre da evolução do gafanhoto juntamente com a árvore neem. Enquanto a 

azadiractina é um dissuasor para Schistocerca.gregaria com inibição na ordem 

0,04ppm, foi observado a insensibilidade para Schistocerca americana e mais 

oito outros tipos de gafanhoto para baixas concentrações de azadiractina45.  

 A real importância da azadiractina como inseticida foi reportado por 

Ruscoe46. Efeitos de inseticida são encontrados em doses menores que 

aquelas requeridas para o efeito dissuasor47. Os insetos ingerem a azadiractina 

e outros compostos correlatos do miolo da semente e não morrem 

imediatamente, mas logo param de se alimentar. Efeitos não letais incluem a 

redução da alimentação, incompleta ecdise, má formação da pupa e redução 

da fecundidade.          

 Pouco se sabe sobre a relação estrutura e atividade da azadiractina. 

Pequenas mudanças na estrutura diminuem a atividade da molécula48. Quanto 

maior a mudança na estrutura, maiores diminuições na atividade. Os efeitos da 

mudança da estrutura na disrupção de insetos não foram sistematicamente 

estudados. A azadiractina tem sido testada em 600 ou mais espécies de 

insetos, nos quais tem sido encontrada atividades entre 1-10 ppm41. Mais de 

500 espécies têm sido descritas como sensíveis ao extrato da semente de 

neem49.  
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2.3.4. Modo de Ação  

 Em 1993 poderia se dizer que o modo de ação da azadiractina era 

inteiramente desconhecido50. Ruscoe sugeriu que o efeito da azadiractina no 

desenvolvimento normal poderia ser a interferência com a função 

ecdiesteróide, devido à similaridade de estrutura46.  Este foi um mal-entendido 

porque há poucas semelhanças entre as estruturas. Muito dos trabalhos iniciais 

incidiu no estudo da muda dos insetos em estado juvenil. Os efeitos 

observados foram o bloqueio da viteologenese e redução dos testículos. A 

azadiractina e outros limonóides da semente inibem a ecdisona 20-E-

monooxigenase, que é a enzima que catalisa o último passo para a 

transformação do hormônio 20-hidroxiecdisona51. Os efeitos encontrados são 

muitos importantes para a definição dos efeitos visíveis em todo o animal na 

inibição do crescimento e defeitos de muda e esterilidade. No entanto seus 

efeitos são provavelmente secundários causado pelo modo de ação de divisão 

da célula e formação de microtubos. De todos os efeitos gravados da 

azadiractina na fisiologia do inseto, provavelmente o mais fundamental é 

aquele que se dá sobre a reprodução de células, desenvolvimento de larvas, 

corpo gordo, ovários e testículos. O bloqueio da proliferação celular e síntese 

do RNA foram também notadas depois do tratamento com azadiractina em 

protozoários Tetrahymena thermophilae52. Os trabalhos indicam que a 

azadiractina age em nível celular bloqueando a formação de microtubos53.  

3. OBJETIVO 

O trabalho tem como objetivo estudar a interação da molécula de 

Azadiractina com a enzima 20-E-monooxigenase utilizando técnicas de 

ancoramento molecular e cálculos de estrutura eletrônica. 

  

4. MODELAGEM MOLECULAR 

 

4.1. Cálculos de Estrutura Eletrônica 

 O pressuposto de qualquer cálculo de estrutura eletrônica é a resolução 

da equação de Schroedinger independentemente do tempo conforme a 

Equação 1.  
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 ̂                      [1] 

Onde  ̂ é o operador Hamiltoniano dado por  

2 2

A iA

1 1 1

2M 2

A A B
A i

i A i j A B AiA ij AB

Z Z Z
H = + +

r r R

        

 

O primeiro termo diz respeito a energia cinética dos núcleos enquanto o 

segundo é a descrição da energia cinética dos elétrons. O terceiro termo é 

interação núcleo-elétron enquanto o quarto é a interação elétrón-elétron. O 

último termo é interação núcleo-núcleo. A equação acima é insolúvel 

analiticamente para sistemas multieletrônico, por isso algumas aproximações 

devem ser realizadas. A primeira aproximação é a conhecida de Born 

Oppernheimer. Nesta aproximação o movimento do elétron é separado em 

relação ao movimento do núcleo. Essa aproximação se dá pelo fato dos 

núcleos se moverem vagarosamente em relação aos elétrons. Então a energia 

cinética dos núcleos entra como um parâmetro na equação 1. Em um segundo 

passo os movimentos translacionais, vibracionais e rotacionais são separados 

a partir das condições de Eckart. Todavia mesmo com tal aproximação os 

cálculos ainda se tornam demasiadamente complexos e caros 

computacionalmente. Existem no mercado de softwares computacionais 

diversos tipos de aproximação para cálculos de estrutura eletrônica. Neste 

trabalho serão utilizadas duas aproximações: a mecânica molecular e a Teoria 

do Funcional de Densidade.  

4.2. Mecânica Molecular  

 Na Mecânica Molecular a equação de Schrondinger é negligenciada. 

Com isso os átomos são tratados como sistemas de massa-mola, onde a 

massa são os átomos e as molas são as ligações químicas. A descrição do 

sistema molecular é feita através de um campo de força clássico, cuja 

descrição visa modelar os movimentos moleculares e suas interações.  Um 

exemplo de como a mecânica molecular trabalha é ilustrado abaixo. 
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Figura 2. Descrição dos movimentos e suas interações segundo um campo de força U, 

retirado do site https://www.researchgate.net/figure/221892305_fig2_Fig-2-Potential-

energy-function-for-molecular-interactions-in-the-molecular-mechanics 

 

 O primeiro termo do campo de força são as interações do tipo van der 

Walls. O segundo termo visa a simulação das interações eletrostáticas entre os 

átomos. O terceiro termo é a vibração da ligação química, enquanto o quarto 

simula a deformação angular da molécula, O quinto diz respeito a deformação 

dos ângulos diedros. As vibrações das ligações químicas e as deformações 

angulares seguem a lei de Hooke, tendo, portanto, comportamentos 

graficamente parabólicos.          

 A aplicação da mecânica molecular diminui substancialmente o tempo 

de cálculo computacional e permite estender as simulações a sistemas com 

muitos átomos como as biomoléculas. Todavia a mecânica molecular não 

consegue descrever propriedades químicas a nível eletrônico, simplesmente 

pelo fato de não existir elétrons neste tipo de aproximação. A aplicabilidade da 

mecânica molecular é muito útil para definir geometrias moleculares, todavia é 

inaplicável a sistemas onde as propriedades químicas derivem da existência de 

elétrons, como os casos onde haja rompimento e aparecimento de ligações 
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químicas. Os parâmetros utilizados para a definição de comprimento de 

ligação, ângulos, diedros e cargas na mecânica molecular vem de cálculos 

quânticos ou dados espectroscópicos. 

4.3. Teoria do Funcional de Densidade  

Na teoria quântica padrão, as observáveis são calculadas a partir de 

uma função de onda de muitos corpos. O método DFT foi submetido a um 

tratamento rigoroso por Hohenberg e Kohn, os quais demonstraram que para o 

estado fundamental, existe uma relação entre a densidade eletrônica e o 

potencial externo v(r). Isso quer dizer que a densidade eletrônica no estado 

fundamental contém a informação de um sistema eletrônico.    

 De modo mais específico Hohenberg e Kohn mostraram que a energia é 

um funcional da densidade através da relação. 

 [ ]   [ ]  ∫   ( ) ( )        [3] 

Onde  [ ] é um potencial universal que contém a energia cinética T[e 

a interação elétron-elétron Vee[Com um segundo teorema os dois 

demonstraram que a densidade eletrônica do estado fundamental é aquela que 

minimiza o funcional de energia  [ ]. Do ponto de vista numérico a função de 

onda é um objeto muito difícil de se manipular, pois para N partículas temos 

uma função de N variáveis, enquanto a densidade eletrônica é mais fácil de se 

manejar, pois sempre é uma função de três variáveis, independentemente do 

número de partículas. O problema é que não se conhece a forma exata do 

funcional  [ ].           

 Kohn e Sham apresentaram uma forma de aproximar o funcional 

universal. Para esse fim recorreram a um sistema fictício o qual está 

constituído por elétrons não interagentes. Isso significa que tal sistema pode 

ser um determinante cujos elementos são funções de cada um dos elétrons do 

sistema. Com este ponto de partida a energia cinética corresponde a soma das 

energias cinéticas individuais.  

   ∑ ∫    
 ( ) ( 

 

 
  )  ( )

 
       [4] 
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E a densidade eletrônica é a soma da densidade dos orbitais. 

 ( )  ∑   ( )
 
 ∑   

 ( )  ( )
 
       [5] 

Um elemento adicional na aproximação de Kohn e Sham é a 

aproximação para interação elétron-elétron já que propõem como parte 

principal desta a interação coulômbica.  

 [ ]  
 

 
∫∫     

 ( ) (  )

|    |
       [6] 

Com isso o potencial universal pode ser escrito como.  

 [ ]   [ ]    [ ]     [ ]   [ ]    [7] 

Os orbitais de Kohn e Sham são aqueles que satisfazem a equação 

diferencial de Kohn e Sham. 

( 
 

 
       ( ))      ( )    [8] 

e que gerarão a energia do estado fundamental. O potencial     ( ) inclui as 

interações coulombianas (elétron-elétron, núcleo-elétron) e de troca e 

correlação. As equações de Kohn e Sham se resolvem iterativamente e são 

muito similares ao método Hartree-Fock. Porém o significado físico dos 

métodos é diferente já que tem potenciais efetivos associados diferentes.  

4.4. Troca e Correlação 

 Abordagem de Kohn e Sham é precisa, porém o funcional de troca e 

correlação é desconhecido, e, portanto, são necessárias aproximações para 

este funcional. A classificação destas aproximações pode ser definida segunda 

ordem proposta por Jacob e definida por Perdew.      

 A primeira aproximação para esse funcional é conhecida como 

aproximação de densidade local (LDA), e consiste em supor que em cada 

ponto a energia de troca e correlação depende somente da densidade neste 

ponto. Todavia existem aproximações mais sofisticadas para o funcional de 

troca e correlação como a do Aproximação do Gradiente Generalizado, que 
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consideram em cada ponto o valor da densidade e seus gradientes.   

 Mesmo com esta abordagem não se conhece a forma funcional para as 

energias de troca. Estas correspondem às interações quânticas entre os 

elétrons, sendo a primeira relativa devido ao princípio da exclusão de Pauli 

entre elétrons de mesmo spin e a segunda da parte quântica da repulsão 

coulombiana. Uma solução para este problema é aplicação de métodos 

híbridos como o B3LYP (Becke, 3-parameter, Lee-Yang-Parr).  

4.5. ONIOM (Our own n-layered Integrated Molecular Orbital and 

Molecular Mechanics) 

A combinação de aproximações clássicas com aproximações quânticas 

tem sido aplicada recentemente a sistemas biológicos. Dentro dessa 

perspectiva, os métodos de cálculo de estrutura eletrônica podem ser utilizados 

para a descrição do sítio catalítico da proteína, e os métodos clássicos 

provenientes de campos de força, são utilizados para tratar o resto da proteína.  

 O método ONIOM (Our own n-layered Integrated Molecular Orbital and 

Molecular Mechanics)
54 é um método que permite tratar o sistema em até 3 

camadas, atribuindo a cada camada um grau de acurácia nos cálculos de 

modelagem molecular. Segundo essa metodologia, qualquer sistema molecular 

pode ser separado em diferentes níveis ligados de acordo com uma ordem pré-

estabelecida para o tratamento do problema. Portanto o primeiro problema 

tratado para usar o ONIOM é a partição/corte do sistema, principalmente para 

ligações covalentes, onde uma partição deve ser bem analisada.   

  Ao integrar os resultados obtidos nas diferentes camadas, obtém-se 

uma extrapolação chegando-se a valores mais acurados sobre todo o sistema 

molecular estudado. Quando dois métodos são combinados na metodologia 

ONIOM, segue o modelo apresentado na Figura 3:  
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Figura 3: Diagrama esquemático do método ONIOM para uma proteína 

  

  

A equação para a energia final do sistema contendo duas camadas pode 

ser descrita como: 

elSLrealLelSH EEEE mod,,mod,  (16) 

Onde H (high) e L(Low) dizem respeito aos níveis de teoria alto e baixo 

de aproximação respectivamente, enquanto Smodel (small) e Real referem-se 

ao tamanho do sistema, pequeno e real respectivamente. 

4.6. Ancoramento molecular  

Com o avanço de novas técnicas em descobertas de drogas, várias 

estratégias têm sido baseadas na elucidação de novos alvos terapêuticos. Uma 

das mais importantes estratégias é o ancoramento molecular. A meta do 

ancoramento molecular é alcançar conformações otimizadas para a proteína e 

o ligante e a orientação relativa entre ligante e proteína tal qual tenha a menor 

energia livre de Gibbs.          

 No processo de docking a proteína e o ligante estão separados por uma 

distância física, e o ligante deve encontrar a sua posição no sítio ativo da 

proteína depois de um certo número de movimentos no espaço conformacional. 

Os movimentos incorporam transformações rígidas de corpo como as 
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translações e rotações, bem como mudanças na estrutura do ligante os quais 

incluem torsões e rotações de ângulos. Cada um desses movimentos no 

espaço conformacional do ligante induz custos na energia total do sistema 

calculada.  A interação entre o ligante e o receptor é geralmente medida em 

termos da energia mínima livre com diferentes funções de pontuações 

baseadas em campos de força, pontuações empíricas54.  

5. METODOLOGIA 

O ancoramento molecular foi realizado usando o programa Dock Thor55-

56. O receptor Hemipterano ecdisona ligado com complexo ponasterona A 

(1Z5X)57 foi utilizado como receptor. A molécula de azadiractina foi usada como 

ligante. A geometria inicial da azadiractina, baseada na literatura recente58, foi 

usada a fim de realizar o ancoramento molecular.  O centro do grid para o 

estudo do ancoramento foi fixado no sítio catalítico da enzima59.  Um 

ancoramento flexível foi realizado com um grid de ±Δx=11, ±Δy=11, ±Δz=11 

(Å) e discretização de energia de grid de 0.25 (Å).  Um conjunto de vários 

ancoramentos foram gerados. Foi decidido que aqueles dez mais estáveis, 

baseados no campo força do programa, seriam utilizados para ulterior 

tratamento com cálculos quânticos. A fim de avaliar as geometrias obtidas com 

o programa Dock Thor, foram calculadas energias de interação usando a 

aproximação QM/MM (Mecânica Quântica/ Mecânica Molecular). Os cálculos 

QM/MM foram feitos usando o programa Gaussian60.  Os cálculos baseados na 

Teoria do Funcional de Densidade (DFT) foram utilizados para descrever a 

interação entre a molécula azadiractina e o sítio catalítico da 20-E 

monooxigenases. Os cálculos DFT baseados no funcional wB97XD e na 

função gaussiana 6-31(pd). Foram especificamente usados na molécula de 

azadiractina e nos aminoácidos Glu199, His 226, Ile 227, Thr 231, Thr 234, Met 

268, Met 269, Met 272, Tyr 296, Thr 304, Leu 386, Asn 390. Os restantes dos 

aminoácidos da enzima foram tratados com o campo de força AMBER. As 

ligações de hidrogênio foram medidas considerando uma distância de 3,0 (Å).  

As energias de interação foram calculadas usando a seguinte equação.   

      (     ) 
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Onde CE é a energia do complexo azadiractina-enzima, EE a energia da 

enzima isolada e AE é a energia da molécula de azadiractina isolada.  Em 

virtude da mudança da conformação da molécula azadiractina no sítio catalítico 

foi desenhada a figura abaixo com o intuito de mensurar os deslocamentos dos 

ângulos diedros da molécula azadiractina.  

 

Figura 4. Numeração da molécula azadiractina para fins de medição dos ângulos 

diedros contruida utililizando o programa GaussView. 
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6.  RESULTADOS E DISCUSSÃO  

As energias de interação associadas com as diferentes conformações da  

azadiracina dentro do sítio catalítico são mostradas abaixo na Tabela 1. 

Tabela 1. Energia de interação obtida para as diferentes conformações obtidas com o 

programa Dock Thor e calculadas com o método ONIOM (wB97xD/Amber) 

Conformações Energias (kcal) 

1 -80.94 

2 172.00 

3 104.60 

4 23.64 

5 83.04 

6 -78.28 

7 -6.72 

8 -57.41 

9 -25.04 

10 -77.42 

 

A conformação mais estável é a designada como conformação 1, 

enquanto a menos estável é a conformação número 2 de acordo com a 

abordagem ONIOM. O cálculo mostra ainda uma energia repulsiva para as  

conformações 2,3,4,5 demonstrando que estas interações não são 

favoráveis energéticamente. As conformações 1, 6 e 10 possuem energias 

de interação semelhantes. Este fato mostra que essas conformações 

podem ser trocadas facilmente em temperatura fisiológica devido à pequena 

diferença de barreira de energética que está em torno de 2 kcal. Os 

resultados das ligações de hidrogênio realizadas pelas diferentes 

conformações são mostrados na Tabela 2. 
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Tabela 2. Ligações de hidrogênio formadas entre aminoácidos do sítio catalítico e a molécula 

de azadiractina. 

Aminoácido 

Distancia em Å 

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 

T234(OH) 2,14 (O-H)   2,47(O-H)   2,77(O-H)         2,65(O-H) 

Y296(OH)             

  

  2,33(O-H) 

M272(NH) 2,42(O-H) 2,48(O-H) 2,14(O-H)   2,22(O-H) 2,37(O-H) 2,03(O-H) 2,81(O-H) 2,88(O-H) 1,74(O-H) 

N390(NH)           2,74(O-H)         

T231(NH)         2,61(O-H)       2,71(O-H)   

T231(OH) 2,71(O-H)         2,02(O-H)        1,69(O-H) 

H226(OH)           2,49(O-H)         

I227(OH)       2,78(O-H)   2,49(O-H)         

M269(OH) 2,69(O-H)   2,76(O-H)         2,96(O-H) 2,65(O-H) 2,98(O-H) 

M269(NH)       2,53(O-H)             

M268(OH)           2,79(O-H)   2,64(O-H) 2,94(O-H)   

E199(OH) 3,0(O-H)   2,63(O-H)         2,99(O-H)     

T304(OH)     2,43(O-H)               

L386(OH)         2,98(O-H)     2,46(O-H)     

 

As conformações 8 e 10 realiza cinco ligações de hidrogênio, enquanto 

as conformações 2 e 7 executam apenas uma ligação de hidrogênio. A 

conformação 10 tem a terceira energia de interação melhor, enquanto a 

conformação 8 possui uma energia de interação média em comparação 

com as outras estruturas moleculares. A conformação 2 realiza apenas uma 

ligação de hidrogênio, o que poderia justificar a energia de interação 

repulsiva. A conformação número 7 tem uma energia de interação próxima 

a zero, indicando uma pequena atração com o sítio da enzima 20-E. A 

ligação de hidrogênio com o aminoácido Met269 está presente nas 

conformações mais estáveis (1,8,9,10). A exceção é a conformação 3 que 

apresenta ligações de hidrogênio com o aminoácido Met269. No entanto, a 

conformação 3 tem a ligação de hidrogénio única com Thr304. A molécula 

de ecdisona cristalizada no local catalítico da enzima 20-E monooxigenase 

realiza ligação de hidrogênio com Glu199, Thr231, Arg271 e Tyr296 (figura 

6). A ligação de hidrogênio com Glu199 é realizada com as conformações 1, 

3 e 8. A ligação de hidrogênio com Thr231 foi encontrada nas conformações 

1, 3, 5, 9 e 10. A ligação de hidrogênio com o aminoácido 296 só é 

encontrada na conformação 10. Não foi observada ligação com Arg271 para 
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as conformações estudadas. Em vista dos resultados, acreditamos que as 

conformações 1,6 e 10 sejam as descrições mais apropriadas da interação 

entre a azadiractina e a enzima 20-E monooxigenase. As ligações de 

hidrogênio para a molécula de ecdisona são mostradas na figura 6. 

 

Figura 5. Ecdisona no sítio catalítico da enzima monooxigenase.  

 

 

Figure 6. Ligações de hidrogênio realizadas pela molécula de azadiracthina no 

sitio catalítico 20-E com base em 10 conformações. 
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 As mudanças conformacionais da molécula de azadiractina dentro do 

sítio catalítico da enzima 20-E podem ser analisadas a luz dos deslocamentos 

dos ângulos diedros. A tabela relacionada com o deslocamento dos ângulos 

diedros da molécula de azadiractina são mostradas na Tabela 3.  

 

Tabela 3. Ángulos diedros de AzadiractIna após o encaixe em comparação com os 

dados experimentais antes do encaixe. A abreviatura “EXP”. é o ângulo  diedro da 

azadiractina sem interação com a enzima obtido a partir de dados experimentais de 

raios-x. 

Ângulos diedros DOC 1 DOC 2 DOC 3 DOC 4 DOC 5 DOC 6 DOC 7 DOC 8 DOC 9 DOC 10 EXP 

O6-C6-C7-O7 -118,57 -129,32 -140,15 -123,84 -141,73 -116,59 -103,12 -134,46 -133,48 -142,70 59,20 

C7-C8-C14-C13 -77,14 -85,81 -165,01 -79,88 -174,16 -76,29 170,44 -80,01 -167,43 165,95 -110,52 

C7-C8-C14-C15 54,89 49,69 -26,08 57,77 -14,91 55,88 -28,24 55,10 -27,20 -40,38 89,30 

C13-C14-C15-C16 33,96 33,33 35,09 34,33 26,90 31,89 43,14 33,07 33,08 26,62 29,77 

O13-C14-C15-O15 -22,68 -23,70 -22,80 -22,72 -33,70 -24,87 21,68 -25,08 -25,77 -35,31 -147,80 

O13-C13-C17-C16 -94,44 -95,29 -95,59 -93,72 -100,29 -96,48 -83,95 -95,88 -95,10 -102,49 39,39 

C13-C17-C20-C22 66,89 67,81 68,47 67,68 69,19 66,98 65,31 70,08 69,51 68,86 -177,48 

C4-C5-C6-O6 48,75 51,57 51,31 51,29 53,81 51,57 43,36 51,61 50,41 56,28 39,74 

C10-C9-C11-O19 -35,56 -35,65 -26,96 -33,15 -24,71 -37,30 -44,88 -39,03 -25,87 -24,37 14,96 

O7-C7-C8-C30 -58,19 -50,04 -38,67 -53,73 -36,54 -60,06 -66,75 -42,39 -44,86 -34,76 -173,11 

O20-C20-C22-C23 75,24 75,14 73,13 75,04 72,08 75,91 92,15 74,79 73,04 74,16 -108,37 

C18-C13-C14-C15 -158,51 -154,82 -164,53 -159,46 -157,48 -159,70 -166,35 -158,95 -159,29 -139,51 157,95 

O7-C7-C8-C9 -171,78 -164,71 -152,55 -168,26 -151,73 -173,52 175,40 158,83 -158,51 -152,70 62,60 

O11-C11-C12-O12 -85,88 51,73 174,90 49,77 170,89 -91,64 153,59 -83,72 176,06 178,73 -24,71 

 

A Figura 7 mostra a correlação entre os ângulos diedros relativos a 

conformação 1 e os diedros das outras conformações da molécula 

azadiractina.  
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Figura 7. Correlação entre os ângulos diedros da conformação 1 e as demais conformações. 
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A Figura 7 mostra a correlação entre os ângulos diedros da conformação 

1 com os ângulos das demais conformações estudadas com o intuito de 

verificar as mudanças nos ângulos diedros dos diferentes tipos de 

ancoramentos. A conformação 1 foi escolhida como referência porque tem a 

menor energia de interação. O diedro associado aos átomos C7-C8-C14-C15 

mostra uma rotação considerável para todas as conformações obtidas na 

ligação sigma central. O anel de Furano, que pode ser descrito pelo diedro 

O20-C20-C22-C23, sofre várias distorções como observáveis na Tabela 3 e na 

Figura 4. É observável ainda que o éster se liga ao anel de furano representado 

pelo diedro O11-C11-C12-O12 pode rodar dentro do sítio catalítico. Todos os 

ângulos diédricos moleculares obtidos do encaixe divergem da geometria 

molecular da azadiracina isolada. Com base no Figura 7 e na Tabela 3 é 

possível identificar a diferença entre o encaixe 1 e o encaixe 2 e o diedro O11-

C11-C12-O12. Esta alteração permite que o encaixe 1 realize uma ligação de 

hidrogênio com o aminoácido Thr231 através do grupo éster. Acreditamos que 

essa ligação de hidrogênio diminui a energia de interação, melhorando a 

teração geral com a monooxigenase 20-E. Este fato é observado para o 

encaixe 6 e 10 que possuem a segunda e terceira energia de interação melhor, 

respectivamente. A Figura 7 mostra que há uma alta correlação entre os 

ângulos diedros da conformação 1 e aqueles da conformação 6. Ambas as 

conformações têm energias interativas próximas quando comparadas com 

outras conformações. As conformações 2, 3, 4, 5 e 7 apresentam pequena 

correlação dos ângulos diedros com aqueles da conformação 1 e alta energia 

de interação, sendo portanto conformações não favoráveis de ocorrência a 

temperatura ambiente. Concluímos que há ângulos diedros preferenciais na 

molécula de azadiractina que permitem diminuir as energias de interação. A 

exceção é a conformação 10 que possui pequena correlação de ângulos 

diédricos com a conformação 1 e a terceira energia de interação baixa. As 

alterações de conformação são apresentadas na Figura 8.  
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Figura 8. Diferentes conformações geradas pelos cálculos QM/MM após o 

ancoramento com o programa Dock Thor.  

7. CONCLUSÃO 

 O acoplamento molecular realizado com o programa Dock Thor mostra que 

existem ligações de hidrogênio específicas que diminuem a energia de 

interação entre a azadiractina e a enzima 20-E-monooxigenase. 

Especificamente, a ligação de hidrogênio com o aminoácido Thr231 tem uma 

importância singular na interação entre a molécula azadiractina e 20-E. Foi 

possível observar através dos cálculos mecânico quântico que a molécula de 

azadiractina pode ligar-se com os mesmos aminoácidos que se encontram na 

molécula de ecdisona ancorada no local catalítico. 
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