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RESUMO

Neste trabalho, foram utilizadas metodol ogias tedricas para avaliar propriedades estruturais,
termodindmicas e cinéticas de compostos analogos da cisplatina, considerados “hibridos
moleculares’, por apresentarem um centro metalico de platina(ll) e um ligante da familia das
tetraciclinas. Todas as propriedades foram calculadas em fase gasosa e em solugdo aquosa usando
Teoria do Funcional da Densidade (DFT). Primeiramente foi avaliado a reatividade do complexo
AHTC-Pt(I1) monoaguo com diferentes nucledfilos de importancia biol0gica, as bases nitrogenadas
representativas do DNA (Guanina e Adenina) e os aminoécidos (Cisteina e Metionind). Essas
reacOes seguem 0 mecanismo padrdo da cisplatina no meio bioldgico, portanto, foram comparados
os resultados obtidos para o complexo AHTC-Pt(Il) com dados da literatura para cisplatina,
mostrando que as reacdes possuem velocidades similares, sugerindo que o complexo AHTC-Pt(11)
pode representar um potencial analogo da cisplatina enquanto atitumoral. Foram estudados também
a termodindmica de formacdo de um novo complexo de platina(ll), tendo como ligante uma
tetraciclina quimicamente modificada (CMT-3). Seguindo os estudos experimentais para o der-
ivado tetraciclina, nds investigamos a coordenacdo da Pt(I1) com a CMT-3, tendo sido propostos 18
sitios distintos de coordenagdo, considerando todos os possivels estados ionizados para o ligante
livre, chamados LH,, LH™ e L?. Foram calculados os espectros de RMN de *C e UV/Vis para o
ligante e para os complexos. Os modos mais estaveis de coordenacdo estdo no anel A, sendo o sitio
012-01 (ligante LH,) e 03-Oam (ligantes LH™ e L?) mais favoraveis. N6s acreditamos que a
andlise descrita neste trabalho pode auxiliar fortemente os experimentalistas na atribuicdo dos
modos de coordenacdo para Pt(l1) e outros metais com CMT-3 e outras tetraciclinas quimicamente
modificadas. De uma forma geral, os resultados obtidos nessa dissertagdo mostram o potencial da
guimica computacional como técnica auxiliar de avaliacdo da estrutura e reatividade de sistemas

complexos.



ABSTRACT

In thiswork, theoretical methods were applied to evaluate the structural, thermodynamic and
kinetic properties of compounds analog to cisplatin, named “molecular hybrids’, because they
present a platinum metal center linked to a molecule of the tetracycline family. All the properties
were calculated using the Density Functional Theory (DFT) in gas phase and agueous phase.
Firstly, it was analyzed the reactivity of the monoaguo complex AHTC-Pt(I1) with different
nucleophiles of biological importance, the DNA bases (Guanine and Adenine) and the aminoacids
(Cysteine and Metionine). These reactions followed the standard mechanism of the cisplatin in
biological medium, and therefore, the results obtained for the AHTC-Pt(11) complex were compared
with literature data for cisplatin, showing that these reactions have similar rates, suggesting that the
AHTC-Pt(I1) complex may be a potential analog to cisplatin as an antitumor drug. The
thermodynamic of the formation of a new platinum complex (1) with the chemically modified
tetracycline (CMT-3) was studied. According to experimental observations for the tetracycline
anaog, we investigated the Pt(l1) coordination with CMT-3 molecule, having been proposed 18
distinct coordination sites, considering all ionized forms for the free ligand, called LH,, LH and L%
As aresult, the *C NMR and the UV/Vis spectra for the ligand and the complexes were cal cul ated.
The most stable coordination modes are in the ring A, being the site 012-0O1 (ligand LH2) and O3-
Oam (ligand LH™ and %) the most favorable. We believe that the analysis presented in this work can
be useful for experimentalists at the assignment of complexation mode for Pt(11) (and other metals)
with CMT-3 and other chemically modified tetracycline. We believe that in genera, the results
obtained in this work show the importance of computational chemistry as auxiliary technique for

determination of structure and reactivity of complex systems.



SUMARIO

11 11 0 SR i
ABSTRACT ettt b et e bt et s b e e e e h e e b e R e aE e R e e R e Rt et Rt e e naeenr e reenens ii
1. INTRODUGAOD ..ottt testeste e tes st se s ses s s s s s ssnsensesansanes 1
I O 0T TSROSO PSSP UPTPURPTRUION 1
A O E o - 1T = VSRS 5
1.3. Cisplatina e Seu MeCaNiSIMO A8 8GO0 ........ccereririrerieriesie et 8
1.4. Complexos de platina(lV) e complexos multinucleares de platina(ll)..........ccocoverereneieennne. 11
1.5, CompPlex0OS HIDITOOS. ..ottt 12
2. FUNDAMENTOS TEORICOS.......cooocueeeetieeeeereeiesiesesessstssesssssesessssessssssssessssssssssssesssssssssanes 15
2.1, Aproximac8o de Hartree-FOCK (HF)......cooiiiieeeeiee e 17
2.2, COrrelag8 EIBrONICA . ......couereeeeteiete ettt 22
2.3. A Teoriado Funcional de Densidade............coeeeiririeiineneneene e 23
3. RESULTADOS E DISCUSSAQ ......oocuieeiieeeiereeieriseesessstssesesssssessssssssesasses s ssssssssssassssanes 26
3.1. Termodinamica de formagao de compostos de platina(ll) com andlogos datetraciclina. ......26

3.2. Estrutura e propriedades do complexo de platina(ll) com o anadlogo 5a,6-anidrotetraciclina

(A I = OSSR 27
3.3. Cinéticade interacdo de bionucledfilos com o complexo AHTC-Pt(I1). .....coocevvvinenierieenne. 29
3.3.1. Metodologia de CAICUIO .......cc.eueiieerieeeeee e 30
3.3.2. ANAIISE ESIIULUIEAL ...ttt ettt 37
3.3.L. ANEISE CINBLICA ......eeeueieesteeeie ettt ettt be et b e 50

3.4. Estrutura e propriedade de um novo complexo de platina(ll) com atetraciclina

guimicamente modificada denominada CMT-3.........cccoiiiiriinieieseee e 55



4,

5.

6.

3.4.1. Metodol0giade CACUIO .......c.eueiieiriieeecee e

3.4.2. Andlise estrutural dos liganteS [IVIES.........cvcveeririieesece s

3.4.3. Andlise energética e estrutural doS COMPIEXOS........ccevvrererireresese e e see e

CONSIDERAGOES FINAIS......ooiviiiiteeieiesisssss sttt

4.1. Consideragies geraiS € PErSPECTIVAS. .......coueeririririnese sttt sttt et

4.2. Trabahos apresentatos €M EVENTOS..........coiviieeirieeiereeee st see e e et see e neesseeneesnes

4.3. Artigos

18 o] oo [0 1= SRR

REFERENCIAS ... oot ee vt et et et et e e teaeeeesssses st et eseseeeseeesessssssesesesesessssessessssesnssssasasesenns

ANEXOS

6.1. Aspectos

estruturais de oligonucleotideos: Aplicacdes de metodologias tedricas...........



1. INTRODUCAO

A quimica inorganica ocupa atuamente lugar de destague no cen&io biocientifico,
sobretudo na utilizacdo de compostos inorganicos no tratamento de doencas como o cancer.
Entretanto, 0 uso desses compostos, principamente agueles contendo metais de transicdo, sO
alavancou a partir da descoberta das propriedades antitumorais do cis-diaminodicloroplatina(ll),
cis[Pt(NHs).Cl], também chamado de cisplatina, que € hoje um dos compostos mais usados no
tratamento do cancer em todo mundo. Embora tal descoberta tenha ocorrido a mais de quatro
décadas, a cisplatina e seus diversos andlogos, propostos posteriormente, ainda tém sido alvo de
intensa pesquisa no meio cientifico. Além de abranger diversas areas do conhecimento quimico, a
elucidagdo do modo de agdo desses compostos tem tido contribuigbes de muitas ferramentas
modernas, com destaque para 0 uso da quimica computacional na previsdo de propriedades
relevantes para compreensdo e proposicdo de compostos bioativos. NoO presente texto serdo
abordados os principais fatores relacionados a quimica da cisplatina, sendo que discutiremos
brevemente a grande motivagéo dos estudos, o cancer; apresentaremos um historico da cisplatina e
seus andlogos e ainda as perspectivas atuais relacionadas, com énfase em propostas recentes de

novas classes de compostos a base de platina.

1.1. Cancer

A palavra cancer vem do latim (cancer) e significa: “caranguegjo”, em analogia ao modo de
crescimento infiltrante dos vasos do tumor que é semelhante &s pernas do crustaceo®. Atualmente
cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum O crescimento
desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se
(metastase) para outras regides do corpo. Todos os canceres originam-se de células normais, apos

sofrerem cancinogénese ou oncogénese (Figura 1.1)°>. A maioria dos canceres é classificada de



acordo com o 6rgdo ou tipo de célula no qual ele comegou, podem ser agrupados por categorias,

sendo que as principais incluem:

Carcinomas. S80 os tipos mais comuns de cancer, originado de células que revestem o
corpo, incluindo a pele (ectodermais) e uma série de revestimentos internos (endodermais),
como os da boca, garganta, brénquios, esdfago, estbmago, intestino, bexiga, Utero e ovarios,
e 0s revestimentos dos dutos mamarios, prostata e pancreas.

Sarcomas: Originam-se de tecidos de suporte em vez dos de revestimento, tais cComo 0Ssos,
tecido gorduroso, musculo e tecido fibroso de reforgo, encontrados na maior parte do corpo.
Leucemia: Este cancer origina-se de células da medula dssea que produzem as células
sanguineas brancas. Na leucemia ocorre uma concentragdo muito elevada de gldbulos
brancos (de cerca de 7,5 x 10%mm? para 10°>-10%mm?®) causando problemas nos quais as
células anormais ndo funcionam apropriadamente, além de restringirem o espaco da medula
0ssea para que novas células sgjam produzidas.

Linfomas e Mielomas: sdo canceres que se originam das células do sistema imunol égico.
Gliomas: Originam-se a partir de células do tecido de suporte cerebral ou da medula

espinhal. Raramente ocorre metastase.

Célula Normal Tecido normal Orgéo saudavel

Nucleo

v Membrana Celular

lCancinogénese
A

Célula Cancerosa Tecido infiltrado Orgdo atingido

Figura 1.1. Transformaco de uma célulanormal em célula cancerigena’.



Segundo o INCA,2 em 2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o
cancer foi responsavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Os principais
tipos de cancer com maior mortalidade foram: pulmé&o (1,3 milh&o); estdmago (cerca de 1 milhdo);
figado (662 mil); célon (655 mil); mama (502 mil). Do total de ébitos por cancer ocorridos em
2005, mais de 70% ocorreram em paises de média ou baixa renda. Estima-se que em 2020 o nimero
de casos novos anuais sgja da ordem de 15 milhdes. Cerca de 60% destes novos casos ocorreréo em
paises em desenvolvimento. No Brasil, as estimativas para 0 ano de 2008 e validas também para o
ano de 2009, apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes, a
excecdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres de préstata e de pulméao no sexo
masculino e os canceres de mama e de colo do utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo

perfil da magnitude observada no mundo (Figura 1.2).

N° de Casos
60.000 =
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50.000 — Masculino
40.000 <

30.000 <

20.000 <

10.000 I

0 l l ] u [
Mama Prostata  Traguéia, ColoneReto Estdmago Colodo  Cavidade Levcemias Pele
[Fremiinina Brinquio & Litern Oral Melanona

Pulmiio
Fonte : MSY/Instituto Nacional de Cancer — INCA.

Figura 1.2. Tipos de cancer maisincidentes, estimados para 2008 e 2009, na populaczo brasileira’.



O tratamento do cancer pode ser feito através de cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou
transplante de medula éssea, sendo que o objetivo de cada um destes tratamentos € erradicar o
cancer, normalmente por meio da terapia combinada, onde € associado mais que um tipo de
tratamento®”. Quimioterapia € um tipo de tratamento, em que se utilizam medicamentos para
combater o cancer. Hoje em dia ha diferentes tipos de quimioterapia, uma vez que ela pode ser
usada para destruir as células cancerigenas, parar a metéstase ou ainda retardar o crescimento das
células cancerigenas. A quimioterapia pode ser aplicada sozinha ou associada a outros tipos de
tratamento. Os medicamentos séo administrados, em sua maioria, nas veias, podendo também ser
dados por via oral, intramuscular, subcuténea e tépica. O objetivo primario da quimioterapia €
destruir as células neoplésicas, preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes
quimioterapicos atua de forma néo-especifica, lesando tanto células malignas quanto normais,
particularmente as células de rapido crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do
sistema imunoldgico. Isto explica a maior parte dos efeitos colaterais da quimioterapia. Por isso 0
uso clinico desses farmacos exige que os beneficios sggam confrontados com a toxicidade, na
procura de um indice terapéutico favoravel.

Os agentes quimioterdpicos mais empregados no tratamento do cancer incluem os
alquilantes polifuncionais, os antimetabdlitos, os antibidticos antitumorais, os inibidores mitéticos
entre outros. Desde a década de 1940 vérios compostos, principalmente moléculas orgéanicas, vém
sendo aprovados pela FDA (Food and Drug Administartion)®, 6rgdo americano responséavel por
verificar se anova droga é saudavel e eficaz antes de entrar no mercado. Novas drogas estéo sendo
permanentemente isoladas e aplicadas experimentalmente em modelos animais antes de serem
usadas no homem.

Héa algumas décadas atrés somente moléculas orgéanicas eram usadas no tratamento do
cancer, entretanto hoje em dia drogas inorganicas como o trioxido de arsénio (Trisenox®), usado no
tratamento da leucemia, ja estdo disponiveis no mercado®. Mas 0s compostos inorganicos mais

conhecidos sdo sem duvida a cisplatina e alguns de seus analogos. A cisplatina € uma das drogas
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mais usadas no tratamento de diversos tumores desde que foi aprovada pela FDA em 1978 com o

nome comercial Platinol®>.
1.2. Cisplatina

O complexo diaminodicloroplatina(ll) foi descrito primeiramente por Reiset em 1844 e logo
depois, em 1845, Peyrone também descreveu outro composto de mesma férmula molecular.
Posteriormente, em 1893, ja com o estabelecimento das bases da quimica de coordenacéo, Alfred
Werner prop0s tais compostos serem isdmeros. O complexo de Reiset € o isdbmero cis (Figura 1.3a)

e 0 de Peyrone o isdmero trans (Figura 1.3b)".

Cl”~ T NHj Cl”~ T NH;
(@ (b)

Figura 1.3. (a) cis-diaminodicloroplatina(ll), (b) trans-diaminodicloroplatina(ll).

Apesar da molécula de cisplatina ter sido proposta no século X1X, somente em meados do
seculo XX a atividade antitumoral do complexo foi descoberta. Em 1961 o fisico Barnett
Rosenberg e outros pesguisadores da Universidade de Michigan, nos Estados Unidos estudaram os
efeitos do campo elétrico em uma cultura de bactérias Escherichia coli. Rosenberg et al® observou
que a divisdo celular era inibida, mas ndo o crescimento dos filamentos de células da E. coli®, a
partir dai comecou entdo a identificar os possiveis agentes responsaveis pelo fendmeno. As
pesquisas mostraram que a platina, presente no eletrodo, a principio inerte em meio biolégico, se
dissolvia no meio da cultura, que continha sais de aménio, e formavam espécies complexas do
metal. Rosenberg concluiu se tratar de dois compostos neutros gue se apresentavam como isdmeros,

o trans-[Pt(NH3)2Cl4] e o cis-[Pt(NHz3).Cl4], ambos complexos octaédricos de Pt(1V). Foi verificado
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depois de muitos testes que o complexo cis-[Pt(NH3),Cl,] também contribuia para o crescimento
dos filamentos bacterianos’. A partir desses resultados, em 1968 comegou a ser investigado a
atividade antitumoral dos complexos de platina. Os vérios complexos foram submetidos a testes em
camundongos portadores de sarcoma-180, um modelo de tumor usado para ensaios farmacol dgicos.
Dentre os compostos com atividade, a cisplatina foi a mais potente, enquanto que a espécie
transplatina se mostrou inativa’.

Foi em 1978 que a cisplatina teve seu uso aprovado nos EUA, para o tratamento do cancer
de testiculos®. Desde entdo o farmaco vem sendo usado extensivamente na quimioterapia do cancer
em todo mundo. Entretanto as pesquisas ndo pararam na cisplatina, e o principal motivo foram os
severos efeitos colaterais relacionados a droga, sobretudo nefrotoxicidade (rins), nauseas, vomitos,
neurotoxicidade (sistema nervoso) entre outros. A cisplatina tem seu uso terapéutico limitado pelos
efeitos colaterais mencionadas, aém da resisténcia adquirida a droga que também limita a sua
utilidade. Durante os Ultimos anos, intensas pesquisas tém sido desenvolvidas focando a diminuicéo
desses efeitos sem afetar 0 potencia citotoxico da droga, e nesse sentido novos compostos de
platina foram propostos. Segundo o artigo de revisdo de Lippard e colaboradores'®, publicado em
2006, mais de 3000 compostos de platina ja foram sintetizados e tiveram sua atividade biolégica
testada. Entretanto, menos de 30 compostos passaram para a fase de testes clinicos. Atuamente
quatro compostos de platina sdo registrados e vendidos no mercado, a prépria cisplatina e os
chamados de drogas de segunda geragcdo, como a diamino(ciclobutanodicarboxilato)platina(ll) mais
conhecida como carboplatina; nedaplatina e oxaloplatina (Figura 1.4). A nedaplatina ainda ndo foi
aprovada pela FDA, e sua comercializagao é restrita ao Japdo. Todos 0os compostos sdo usados para
diversos tumores solidos, sendo a cisplatina particularmente efetiva no tratamento do cancer de
testiculo apresentando eficacia de mais de 90%, podendo chegar a 100% quando o tumor é tratado
no inicio. Outros andlogos chegaram a fase de testes clinicos (Figura 1.5), mas muitos foram

abandonados na sua maioria por apresentarem altissima toxicidade.
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Figura 1.5. Alguns ana ogos da cisplatina.



A cisplatina e seus analogos tém sido alvo de diversas publicacBes em diferentes areas da
ciencia®>?’. Diferentes estudos abordam os diversos aspectos relacionados a0 modo de aco,
propriedades estruturais e eletronicas, propriedades fisico-quimicas e a farmacocinética, entre

outros. Na secdo seguinte faremos uma descri¢do do mecanismo de agéo da cisplatina.

1.3. Cisplatina e seu mecanismo de ac¢éo

Acredita-se que a cisplatina exerca seu efeito antitumoral pela interacdo com o
acidodesorribonucleico (DNA), induzindo a morte programada da célula (apoptose, Figura 1.6)". A
cisplatina é um composto sintético, de coloracdo amarela (Solido cristalino) ou incolor (solucéo),
neutro, com geometria quadrética plana. Possui dois grupos cloreto |&beis e dois grupos aminas
relativamente inertes (Figura 1.3a). Uma das propriedades fisico-quimicas da cisplatina que limitam
Seu uso € a baixa solubilidade em agua (2,53 mg/ml a 25°C), e por isso a cisplatina é administrada
por viaintravenosa. A droga é administrada na sua forma neutra e assm se mantém antes de entrar
na célula, devido a alta concentracdo de ions cloreto (~100 mM) no meio extracelular. A forma
neutra facilita a entrada na célula, uma vez que moléculas catibnicas raramente estdo aptas para
difusio através da camada bilipidica que constitui a membrana celular'®. Entretanto, a cisplatina é
alvo do ataque de proteinas encontradas no plasma sanguineo, particularmente as que contém
grupos tiol e residuos de aminoécidos sulfurados como cisteina e metionina. Estudos mostram que
um dia depois da administracdo da cisplatina, 65-98% da platina no plasma sanguineo esta
coordenada a proteinas. Essas proteinas sdo, normamente, consideradas responsaveis pela
desativacéo da droga e ainda por alguns dos efeitos colaterais do tratamento com cisplatina’.

A cisplatina pode penetrar a membrana celular, principamente, por difusdo passiva,
entretanto alguns estudos sugerem que a cisplatina pode ser transportada através da membrana por
proteinas Cu-transportadoras (Ctr)’. Dentro da célula h&4 uma menor concentragéo de fons cloreto

(~4-12 mM) o que facilita a troca destes por moléculas de agua ou reacdo de hidrolise paraformar a
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espécie catidnica do complexo (em inglés aquation). Andlises termodindmicas’ realizadas para o
analogo da cisplatina [Pt(en)Cl,] (Figura 1.5), sugerem que aproximadamente 42% da droga realiza
atroca de apenas um grupo cloreto formando a espécie reativa monoaquo. Estudos in vitro mostram
gue esta espécie monoaquo € responsavel por quase 98% das ligagdes com o DNA dentro do nlcleo

celular’.

Figura 1.6. Esquema do caminho citotdxico da cisplatinanacélula’.

Dentro das células as espécies hidrolisadas podem reagir com diferentes nucledfilos: DNA,
RNA e proteinas. Embora a reacéo com as bases nitrogenadas do DNA sgja responsavel pela agdo
antitumoral da droga, sabe-se que cerca de 75% a 85% da droga se liga a proteinas e somente 5 a

10% se coordena covalentemente ao DNA. A ligacdo no DNA ocorre na maior parte no N7 da
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guanina e em menor propor¢cdo no N7 da adenina, formando os adutos monofuncionais. Os
principais sitios de ligacéo da platina no DNA sdo mostrados na Figura 1.7. A formagdo do aduto
bifuncional pode ocorrer diretamente do monofuncional ou pode ocorrer uma segunda hidrélise e
finalmente a reagdo com uma segunda base nitrogenada formando adutos bifuncionais, que podem
ser do tipo guanina-guanina (GpG) ou adenina-guanina (ApG), principalmente intrafitas, na
proporcdo aproximada de 65% GpG e 25% ApG*. A partir dai ocorrem distorcdes no DNA que
podem ainda ser reparadas pela acdo de proteinas reparadoras. Caso isso ndo ocorra a célulatem a

morte programada (apoptose) (ver Figura 1.6).

NUCLEOTIDEO
NUCLEOSIDEO

'
NUCLEOBA%

NH, | 5

. . H
Desoxiguanosina OH H

Figura 1.7. Tetranucleotideo, em destaque os sitios de ligac&o da cisplatina.
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O mecanismo de agdo da cisplatina e outros derivados tem sido objeto de diversos estudos
experimentais com intensa colaboracdo de metodologias tedricas™?3??° buscando elucidar vérias
guestdes relacionadas a atividade antitumoral, bem como os efeitos indesgjados que estéo
associados a droga. Estudos de reagdes com proteinas e outras biomoléculas, além do DNA, tém
ocupado um grande espago dentro dessa classe de compostos, principalmente com a possibilidade
de prever a reatividade de novos andogos, que poderdo superar os problemas da cisplatina
Sobretudo, com 0 avanco do poder computacional que permite aproximar sempre mais dos sistemas

reais.

1.4. Complexos de platina(l V) e complexos multinucleares de platina(l 1)

Apesar dos elevados efeitos colaterais relacionados a cisplating, 0 seu sucesso no tratamento
do céncer € indiscutivel, sendo hoje um dos trés antitumorais mais usados no mundo. Isso tem
motivado a pesquisa por novas aternativas com base em complexos de platina (Figura 1.5)%.
Rosenberg e colaboradores’ em seus experimentos haviam identificado que ambos os complexos de
Pt(11) e Pt(IV) possuiam atividade antitumoral. A maioria dos pesquisadores até hoje opta por
estudar complexos de Pt(11), entretanto, atualmente, caracteristicas como maior solubilidade, por
conseguéncia a possibilidade de administragéo via oral, e a baixa toxicidade de complexos de
Pt(1V) tem estimulado as pesquisas nessa area®’.

Os complexos inertes de platina(lVV) sdo considerados como pré-drogas, uma vez que no
organismo devem ser reduzidos a platina(ll), e agindo a partir dai com 0 mecanismo descrito paraa
cisplatina. Muitos compostos de platina(lV) tém entrado em fase de testes clinicos, muitos sdo
descartados nessa fase, como a tetraplatina (Figura 1.5), por causa da alta neurotoxicidade.
Entretanto, uma das drogas mais promissoras, administrada por via oral, € o IM216 {cistrans-
[PtCly(acetato),(NHs)(ciclohexalaming)]} (Figura 1.5)%’, com vérios andlogos tendo sido

sintetizados. Apresentando melhores resultados do que a cisplatina, com nefrotoxicidade e
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neurotoxicidade minima, esta atualmente na fase 111 de testes clinicos para o tratamento de cancer
de préstata. Alguns pesquisadores™ acreditam estar nos complexos de platina(lV) a chave para a
curado cancer.

Outro grupo de moléculas que vem sendo amplamente estudado, visando, sobretudo, uma
maior afinidade ao DNA, sd0 os compostos multinucleares de platina, os quais sdo drogas de
terceira geracdo™. Estudos recentes tém mostrado a capacidade desses compostos em superar a
resisténcia adquirida a cisplatina, provavelmente por apresentarem mecanismos distintos de
interacdo com o DNA, resultando em diferentes tipos de lesdes na célula. Esses analogos possuem a
capacidade de formarem ligaces cruzadas intrefitas e interfitas com o DNA, utilizando os
diferentes &omos de platina. Outra caracteristica importante € a possibilidade de desenhar
moléculas com distintos grupos ligando os centros metdlicos, grupos espacadores, e que devem ter
influéncia no modo de acdo da droga. Dentre os diversos compostos ja propostos, alguns estudos
mostram um alto potencia clinico de complexos multinucleares de platina contendo poliaminas
como grupo espacador, representando uma nova e promissora classe de agentes antitumorais. Em
particular o BBR 3464 (Figura 1.5) tem mostrado grandes vantagens em relacdo as células
resistentes a cisplatina. Esse composto ja estd em fase de testes desde 1998 e espera-se que este

possa representar um grande avanco na terapia do cancer®”%.

1.5. Complexos Hibridos

Nos ultimos anos pesquisadores tém buscado propostas de novos andlogos de Pt(I1) que
contenham, coordenado a0 sitio metdlico, ligantes que apresentem algum tipo de atividade
biol6gica. Esses novos compostos sao chamados de “ hibridos moleculares’, e € esperado que ambas
as moléculas conservem suas caracteristicas, ocorrendo uma “atividade sinérgica’, o que poderia
facilitar a acéo da droga no organismo™. Esses hibridos, normalmente sio formados por moléculas

inorganicas-organicas. Exemplos sdo os complexos que atuam como intercaladores e aquilantes
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simultaneamente, estes estéo sendo estudados visando, sobretudo aumentar a velocidade de reagéo
com o DNA. Bierbach et al®* propuseram uma série de compostos hibridos, com destaque para
complexos de platina(ll) com moléculas da familia da acridina, que tém mostrado promissora
atividade in vitro em vérios tumores solidos.

Existem outros complexos que podem ser considerados hibridos moleculares, e também
podem representar alternativas aos compostos ja existentes, como os complexos de platina(ll) com
ligantes da familia das tetraciclinas (TC). Recentemente alguns complexos de platina(ll) foram
sintetizados tendo como ligante a TC e alguns andogos como a anidrotetraciclina (AHTC)®, 7-
clorotetraciclina, doxiciclina entre outros (Figura 1.8)*. Esses complexos tém sido estudados,
devido ao seu potencial antibiético, mas também podem representar uma alternativa a cisplatina

como agentes antineopl asicos™®.

Molécula R]_ Rz R3 R4 R5
Tetraciclina N(CHy), OH CHs H H
Anidrotetraciclina N(CHs), H CHs H H

Doxiciclina N(CHs)2 H CHs H OH
7-Clorotetraciclina N(CHs); OH CHs Cl H

Figura 1.8. Tetraciclina e alguns dos seus derivados.

As TCs constituem uma familia de antibidticos de amplo espectro de atividade
antibacteriana, atuando principalmente na inibicdo da sintese protéica®. Estes compostos foram
inicialmente isolados de vérias espécies de streptomyces, sendo posteriormente desenvolvidos
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derivados semissintéticos e sintéticos. O termo tetraciclina é usado para descrever todo o grupo, em
funcdo da natureza estrutural caracterizada pela fusdo de quatro anéis de seis membros. De um
modo geral, todos os andl ogos biol ogi camente importantes pertencentes a esta classe de antibi 6ticos
apresentam atividade semelhante, sendo as principais diferencas relacionadas a farmacocinética e a
toxicidade envolvida com o processo de agdo do farmaco. Dentro dos andogos mais recentes,
destacam-se as tetraciclinas quimicamente modificadas (no inglés Chemically Modified
Tetracycline — CMT), nas quais ha adicdo ou remo¢ao de algum grupo na estrutura da TC, o que
normal mente altera as propriedades biogquimicas do composto. Como exemplo, a remocéo do grupo
dimetilamino na posi¢céo C4 da TC, elimina a atividade antimicrobiana, no entanto, potencializa a
inibicdo de certas metaloproteinases (MMPs), as quais estdo diretamente relacionadas ao processo
de metastase de células tumorais®*.

Uma das caracteristicas mais relevantes das tetraciclinas é a capacidade de formar
complexos com uma grande variedade de ions metadicos, 0 que atera as propriedades fisico-
quimicas da molécula, bem como a biodisponibilidade do farmaco®***. Essa caracteristica
motivou a sintese dos complexos com Pt(l1). Como hibrido molecular, o ligante TC pode funcionar
como intercalador e a platina como aquilante. Um estudo teodrico da formagdo de complexos de
platina(ll) com o andlogo 5a,6-anidrotetraciclina (AHTC) foi realizado recentemente em nosso
grupo®. No presente trabalho, nés focamos na cinética da reacdo do complexo AHTC-Pt com os
nucledfilos representativos dos possiveis alvos da platina no meio biolégico, incluindo bases
nitrogenadas e os residuos de aminoécidos. Na segunda parte do trabalho, propriedades estruturais,
termodinamicas e espectroscopicas do complexo de platina(ll) com um novo andlogo da classe das
tetraciclinas quimicamente modificadas foram obtidas e discutidas. Esse trabalho visa, sobretudo,
contribuir com o plangjamento de novos agentes antitumorais, construidos dentro do conceito de

hibridos molecul ares.
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2. FUNDAMENTOSTEORICOSY#®

Os modelos tedricos tém por objetivo descrever quanticamente a estrutura molecular e as
propriedades quimicas, dependentes por sua vez de movimentos e interagdes entre nicleos e
elétrons que constituem as moléculas. Essas propriedades moleculares e estruturais podem ser

obtidas a partir da resolugdo da equacéo de Schrodinger independente do tempo,
HY(r,R) = E¥(r,R) (2.1)

naqual H é operador hamiltoniano de energia total e ¥ € a funcio de onda total dependente das
coordenadas eletronicas r e nucleares R. A primeira aproximagdo considerada para se obter soluces
para a eq. (2.1) é chamada Aproximacdo de Born-Oppenheimer®. Em termos qualitativos essa
aproximagao consiste basicamente na separagdo dos movimentos nucleares e eletronicos, ou sga,
considera-se o fato do niicleo ser muito mais pesado que 0s elétrons e por consequiéncia os el étrons
se movem muito mais rapido que os nicleos, portanto podemos considerar que os elétrons se
movem num campo onde os nucleos estéo fixos e a funcdo de onda total pode ser descrita como o

produto das funcBes de onda eletronica W, (r; R) e nuclear ¥,,(R) .
Y(r,R) = ¥ (r; )¥n(R) (2.2)

O hamiltoniano puramente eletrbnico que descreve o movimento de N elétrons num campo

de M cargas pontuais € representado na equacéo (2.3)

i =—12v?—22ﬁ+zzl (2.3)
¢ 244! — Tig . 47} '
i a 4 ]

i>]
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A equacdo de Schrodinger eletronica pode, portanto, ser escrita como:

ﬁeqje(r; R) = Ee(R)qJe(r; R) (2.4)

Nessa equacio o hamiltoniano eletrénico H, opera sobre as coordenadas eletronicasr, e a
funcdo de onda total W,(r; R) depende parametricamente das coordenadas nucleares R. Dessa
forma, para diferentes arranjos dos nucleos, ou sga, diferentes valores de R obtém-se uma fungao
diferente das coordenadas eletronicas. Devido a essa dependéncia, a energia total para os sistemas
numa determinada configuracdo (nucleos fixos) inclui a contribui¢do da repulsdo nuclear, embora

as coordenadas nucleares ndo aparegcam explicitamente na funcéo de onda eletronica.

Z Zﬂ
Etotar = Ee + E § :B (2.5)
a

a f>a

Uma vez resolvido o problema eletrénico é possivel resolver a equacdo para 0 movimento
nuclear. Como os €elétrons se movem muito mais rapido que os nucleos, é razoavel substituir as
coordenadas €eletrénicas por seus valores médios, obtendo um hamiltoniano nuclear para o

movimento dos nuicleos definidos em um campo médio dos el étrons.
" 1,
Ay=) =5+ Eppra (2.6)

Resolvendo-se o problema eletrénico para um conjunto de coordenadas nucleares (R),
obtemos uma superficie de energia potencial (do inglés Potential energy surface - PES), através da
qual podemos calcular a funcéo de onda dos niicleos que descreve 0 movimento nuclear, ou sgja, a

rotagdo, vibragdo e transacdo da molécula.
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2.1. Aproximagéo de Hartree-Fock (HF)*"*°

Para resolver a equacdo (2.4) para sistemas de muitos elétrons, utiliza-se a aproximacéo de
um elétron de Hartree-Fock (HF). O método de HF se baseia na determinagdo de uma funcéo de
onda gera W, naforma de um produto antissimétrico de fungdes de onda de um elétron. De acordo

com a teoria de orbitais moleculares (OM), a cada elétron esta associado uma funcéo spin-orbital
biq OU @5, €M qUe ¢; € funcio de onda espacial e a(m; = 1/2) e B(ms = — 1/2) as fungdes de
spin. Considerando que el étrons sdo férmions e “particulas’ idénticas, os principios de exclusdo de

Pauli e da indistinguibilidade devem ser satisfeitos. Portanto, a fungdo de onda eletronica deve ser

escrita, na forma compactada, como um determinante de Slater.

¥, = = b (Da(D$1 (DB (2) ..y, (DB () (2.7)

Para encontrar a funcéo de onda e o valor exato da energia devem-se conhecer as funcdes

spin-orbitais que minimizam a mesma, paratal utiliza-se o teorema Variacional.
E < f VAW, dr (2.8)
T

Utilizando as egs. (2.3), (2.7) e (2.8) obtemos a energia de HF escrita como,

"/ "2 "2
E =Eyr = Z & — Z Z(Zjij .9 (2.9)
i=1 i=1 j=1

naqual J;; e K;; representam as integrais de Coulomb e de troca, respectivamente.
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Jy = f f b; (D$; )z b (D; () drydr, (2.10)

Ky = [[ o1 W@ 9@y Dy, @211
E ¢; é 0 autovalor da equacdo de Fock (2.12), representando a energia dos orbitais.

Fo; = ¢, (2.12)

Para tornar mais factivel a resolugdo das fungbes de onda HF, Roothaan prop6s que os
orbitais moleculares poderiam ser representados por uma combinag&o linear de orbitas atémicos

(LCAO- Linear Combination of Atomic Orbitals) centrados em cada &omo do sistema.

k
u=1

Xy S0 0s AO, C,; acontribuicdo do AO u parao OM i e k € nimero de AO usados na

expansdo. Substituindo a eg. (2.13) naeg. (2.12) obtemos as equacdes de HF-Roothaan

k
Z Cuit (Fuy — £:S,0) = 0 (2.14)

p=1

Na qual F,,, sdo os elementos da matriz da Fock e S, as integrais de sobreposicdo do AO y,, ¢ xy.

A solugéo néo trivial para aequagdo (2.14) vem pelaresolucéo do determinante secular eg. 2.15.
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det(E,, — &S,,) =0 (2.15)

Esse determinante é resolvido por um processo iterativo, conhecido como campo
autoconsistente (SCF), uma vez que os elementos da matriz de Fock F,,, dependem do operado F
que por sua vez depende dos coeficientes C,,;. Apos o calculo dos elementos da matriz de Fock, o

determinante secular € resolvido obtendo-se os valores para a energia &, , € a matriz de coeficientes

C,i € determinada. Com a nova matriz C realiza-se uma nova expansao e 0 processo Se repete até
gue ocorra convergéncia.

O conjunto de fungbes y, € denominado de base de fungBes e representam orbitais
semel hantes agueles do &omo de hidrogénio, contendo parte radial e angular. As fungdes de base
atbmica radiais usadas em calculos de orbitais moleculares podem ser orbitais atbmicos de Slater
(STO'¢ Slater Type Atomic Orbitals) ou funcdes de base atdbmicas do tipo gaussianas (GTO'¢/
gaussian Type Atomic Orbitals). A maioria dos célculos quanticos utiliza fungdes do tipo GTO's
isso porque, embora menos realisticas, 0 custo computacional para resolucdo das integrais
el etronicas é bem menor.

As GTO's sd0 polindmios em coordenadas cartesianas (X, y, z) multiplicados por uma

exponencial em r?. S&o representados como:

Xijk = Nx'ylz¥ exp(—er?) (2.16)

Onde N ¢é a constante de normalizacdo € i, j,k s80 nimeros inteiros positivos ou zero e podem
definir os orbitaiss, p, d. Sei + j+k =0, aGTO representa o orbital atdbmicos; sei+ j+k=10

orbital representado é p.
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Outra possibilidade de descricdo dos orbitais atdmicos € usar uma combinagdo linear de
fungdes gaussianas como funcdes de base; originando novas funcdes chamadas funcdes contraidas

(CGTO/ Contracted Gaussian-Type Function) representadas como:

=) dug (2.17)
U

d,, s30 novos coeficientes de expansdo e g, s30 as fungbes gaussianas originais (GTO) e sdo
denominadas primitivas. A notacdo geral utilizada para representar a contracdo de funcles

gaussianas € {105,4p,1d/4s,1p) ]—> [§S,Zp,ld/23,1p] )

32 fung\éfes GTO 19 fungﬁég CGTO

As fungdes de base podem ser classificadas pelo nUmero de fungdes gaussianas que as
formam. Uma base é dita minima quando o nimero de fungdes € minimo, ou sgja, uma unica funcéo
para cada elétron do &omo. Uma base estendida ou estendida de valéncia quando cada orbital é
definido por duas ou mais fungdes de base. Dessa forma tem-se para C(H), que uma funcéo de base
minima, por exemplo: STO-3G, pode ser representada por (6s,3p/3p)—[2s,1p/19].

Funcbes de base estendida so normalmente representadas por K-nlmG, na qual K
representa 0 numero de funcdes utilizadas para os elétrons de camada interna (core). A notagéo
nim, define as fungdes utilizadas para a camada de valéncia e “G” 0 uso de GTOs para representar
0s orbitais atdbmicos.

Como exemplo, a notagdo 3-21G representa uma base de camada de val éncia estendida, com

0 esguema de contragdo definido abaixo.

( 3
X1 = Z di)(iGTO
i=1

5
i=4

\ x3=x8"°

(65,3p/3s)—>[3s,2p/25]

3—21GA
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Para aumentar a flexibilidade da base ou melhorar a descricdo da mesma na regido de
valéncia, so adicionadas fungdes extras, como as fungdes de polarizagdo que sdo gaussianas com
numero quantico azimutal maior (por exemplo: adicdo de fungdes p para o aomo de H).

Nos cdlculos de sistemas moleculares quanto maior 0 nimero de elétrons envolvidos maior
serd 0 numero de fungdes de base necess&rias para expandir 0s correspondentes orbitais
moleculares, 0 que aumenta o custo computacional. Entretanto, para os sistemas com grande
nimero de elétrons, a maioria deles é de camada interna (core), com destaque para 0os metais de
transicdo. Esses elétrons do ponto de vista quimico ndo sdo, a principio, “importantes’ por néo
estarem diretamente envolvidos na formacdo de ligacbes quimicas. Portanto, uma aproximagéo
muito utilizada para simplificar o nUmero de funcbes de base consiste em substituir os orbitais
internos por pseudopotenciais e tratar explicitamente somente os elétrons da camada de valéncia.
Esses potenciais, denominados de ECP (Effective Core Potentials), e s&o acompanhados de um
conjunto de bases de vaéncia, que varia de acordo com o0 pseudopotencia. Os ECP's podem
também incluir efeitos relativisticos sdo os chamados RECP (Relativistic Effective Core Potentials),
gue tem importancia para alguns aomos pesados. Os pseudopotenciais sdo conhecidos também
como potenciais efetivos de carogo e existem diferentes potenciais descritos na literatura com

formas analiticas normalmente baseadas em expansdo de func¢fes gaussianas.

Ugcep(r) = Z dy r™e Sk 2.18
k

Os parametros di, nx e Lk dependem do momento angular e sdo determinados pelo método
dos minimos quadrados. Para metais de transicdo os melhores resultados energéticos séo
encontrados considerando o espaco de val éncia uma camada abaixo da Ultima camada.

A aproximacao dos potencias de carogo € muito usada principalmente para os metais de

transicdo. Nos calculos realizados para reagdo de analogos da cisplating, a funcéo de base usada

21



paraaplatina(ll) foi um pseudopotencial, umavez que o &omo de Pt contém 78 elétrons, sendo sua
configuracdo (Z=78): 1s° 25° 2p°® 35" 3p° 3d™° 4s? 4p° 4d™ 4f'* 5¢° 5p® 5d® 65°. A camada de
valéncia seré representada por: 5s° 5p° 5d° 65 que sera tratada explicitamente, e o resto dos elétrons
gue formam o core, serdo tratados pelo pseudopotencial, neste caso o LANL2DZ. Esse
pseudopotencia foi desenvolvido por P. J. Hay e W. R. Wadt, sendo os elétrons de valéncia
tratados por um conjunto de bases (8s,6p,3d) — [3s,3p,2d].

Como jafoi mencionado, o método é variacional, por conseqiiéncia, quanto maior 0 nimero
de funcdes de base usadas para expandir os orbitais moleculares, menor serd a energia Se 0
conjunto de funcdo de base fosse completo entdo teriamos o resultado exato para a funcéo de onda
molecular dentro da aproximagdo de HF. Como esse conjunto completo é em geral infinito, ficamos

limitados a uma base incompl eta e a energia obtida € chamada energia SCF.

2.2. Correlacdo Eletronica**

A aproximacdo de Hartree e Fock ndo contempla as interagcOes instanténeas entre dois
elétrons, ou seja, seu movimento correlacionado ndo é propriamente tratado. A correlagdo eletronica
€ geralmente definida como a diferenca entre a energia exata (ndo relativistica) e a solugdo da

equacéo de HF no limite de um conjunto de fungdo de base completo.

ECOTr — Eexata _ EHF (219)

Quando se inclui a correlacdo eletronica que leva em consideracdo o acoplamento dos
movimentos eletrénicos individuais, contribui-se para a diminuicdo da repulsdo elétron-elétron
diminuindo aenergiatotal.

Existem vérios métodos que contém correlacdo eletrénica e que se baseiam no método de

HF. Com excecdo da teoria do funciona de densidade (DFT), que sera brevemente discutida a
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seguir, todos os métodos correlacionados envolvem a mistura de fungdes de onda do estado
fundamental com funcbes de onda do estado excitado. Os métodos mais conhecidos séo a Teoria de
Perturbacdo de Muitos Corpos (MBPT-Many Body Perturbed Theory), Interacéo de Configuracdo
(ClI-Configuration Integration) e o método Coupled Cluster (CC). Esses sdo 0s chamados métodos
pos-HF, os quais ndo serdo detalhados neste texto. Além dos métodos de HF e MBPT, a DFT

também foi utilizada no desenvolvimento do presente trabal ho.

2.3. A Teoriado Funcional de Densidade™>*

As bases da teoria do funcional de densidade estdo no teorema de Hohenberg-Kohn (HK).
Este propde que a energia eletronica do estado fundamental (E,) e outras propriedades moleculares
podem ser determinadas completamente a partir da densidade eletrénica deste estado (p,). A

energia para o estado fundamental ndo degenerado é um funcional da densidade el etronica,
Ey = Eolpol (2.20)

O colchete denota o funcional e o subscrito zero representa o estado fundamental.
A egquacdo de Kohn-Sham (KS) apresenta explicitamente a repulsdo elétron-elétron de
Coulomb e definem uma fungdo universal dependente da energia cinética e do funcional de troca e

correlaco:

p(r)p(r;)
|71,

E,[p] = Ty[p] + Exclp] + = ff drydr, + f p(Mu(rdr 2.21)
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emque T[p] € ofuncional energia cinética de um sistema de elétrons que ndo interagem, Ex[p] €
o funcional de troca e correlagdo e o indice v denota a dependéncia da energia com o potencial
externo.

A equacdo de Kohn-Sham é capaz, a principio, de produzir resultados exatos para energia,
no entanto apresenta um funcional que ndo é conhecido, chamado de funciona de troca e
correlacdo. O funcional de energia é descrito por quatro termos, como mostra a Equacdo (2.21), dos
quais trés sao conhecidos e um (Ex-[p]) € aproximado. Quando se compara as formulagdes da
teoria do funcional da densidade e a Teoria de Hartree-Fock a diferenca mais significativa esta no
potencial de troca e correlagdo. A chave para se obter um bom resultado com o método de KS DFT
€ conseguir uma boa aproximagao para a energia de troca e correlagdo. Existe um grande nimero de
representacdes para esse termo e pesquisadores que trabalham no desenvolvimento de funcionais de
troca e correlagéo.

Uma aproximagdo comum para o funcional de troca e correlagdo € chamada “ Aproximagdo
da densidade Local” (do inglés Local Density Approximation - LDA) baseada na teoria do gas de
elétrons homogéneo, um sistema com densidade eetrénica p(r) ndo-homogéneo, como uma
molécula ou dtomo, é tratado aproximando-se Ex[p] pelo valor correspondente ao gas de elétrons
homogéneo com a densidade p(r). Outra aproximacdo para o termo de troca e correlacdo é
chamado de aproximagdo do gradiente generalizado (GGA), € uma forma melhorada do LDA, que
inclui a informacéo do gradiente da densidade eletronica, Vp(r), para se levar em conta a néo-
homogeneidade da verdadeira densidade el etronica.

Uma forma usada para desenvolver funcionais aproximados para serem usados na teoria de
KS DFT é escrever o funcional Ex.[p] como uma soma do funciona de troca Ey e do funcional de
correlagdo E.. Dessa forma os funcionais de troca GGA mais populares séo os de Perdew (1986) e
Becke (1988), ja os funcionais de correlacdo GGA 0s mais comuns sa0 0s propostos por Lee, Yang

e Parr (LYP), Perdew e Yang (PW91). E vélido ressaltar que qualquer funciona de troca pode ser
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combinado com qualquer funcional de correlagao, formando os funcionais hibridos, bastante usados
nos célculos DFT, € o caso do funcional B3LY P usado neste trabal ho.

A grande vantagem do método DFT é incluir um tratamento aproximado da correlagéo
eletrbnica por um custo computacional bem menor do que os métodos pés-HF, uma vez que a
demanda computacional num calculo HF varia com N* onde N é o nimero de funcdes de base
usada na expans3o dos orbitais moleculares (LCAO), nos métodos pés-HF variam com N>-N’ e no
caso do DFT com N3, portanto é uma alternativa para sistemas maiores sem perder qualidade nos

resultados.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

A proposta principal dessa dissertagdo (de mestrado) foi utilizar métodos da quimica
computacional para a obtencdo de parametros estruturais e energéticos de complexos de Pt(I1) com
potencial antitumoral, com énfase no estudo de hibridos moleculares de platina(ll) com analogos da
tetraciclina. Ligantes do tipo TC podem atuar como carreadores de metais, que entre outras
vantagens, facilitaria o transporte da droga no organismo. Nesse sentido, nas proximas sessoes,
primeiramente serdo discutidos os resultados termodinamicos e estruturais obtidos nos estudos de
formacdo dos complexos de AHTC-Pt(1l) e, para investigar a reatividade do complexo hibrido
AHTC-Pt(I1) seréo discutidos as propriedades cinéticas e termodindmicas determinadas para
reacOes do complexo com modelos simples de nucledfilos (Nu), os aminoacidos metionina e
cisteina (Met e Cys); e as bases nitrogenadas guanina e adenina (G e A). Por fim, seré apresentada
uma andlise das propriedades termodindmicas e estruturais do complexo de platina(ll) com a

tetraciclina quimicamente modificada denominada CMT-3.

3.1. Termodinamica de formacéo de compostos de platina(l|) com anélogos da

tetraciclina.

Uma das caracteristicas mais importantes das tetraciclinas € o fato delas formarem
complexos reversiveis com diversos ions metdlicos. A coordenagdo influencia diretamente na
farmacocinética dessas moléculas e em geral no organismo, sendo tal coordenacdo determinante
para a maior acdo biol6dgica das mesmas. As diferentes formas que as TCs podem existir, quanto a
carga ou conformagdo, bem como o grande numero de sitios de ligacdo que esses compostos
apresentam, tém motivado diversos estudos de formagdo de complexos com vérios ions metalicos.
Técnicas como espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), espectroscopia de

Dicroismo Circular (DC), espectroscopia de absor¢cdo e fluorescéncia e ainda métodos
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eletroanaliticos tém sido aplicadas na caracterizacdo desses complexos®®. Nesse sentido estudos
tedricos tém contribuido amplamente na elucidacdo dos sitios de coordenacdo, bem como na
estabilidade conformacional de diferentes andlogos da TC. Nosso grupo em especial tem dado
importante contribuicdo, investigando estrutura, espectroscopia e reatividade dos ligantes livres e
dos complexos formados. Esses estudos tém contribuido com estudos experimentais na elucidagéo
do modo de coordenacdo de complexos de TCs com ions como Mg(ll), Zn(l1), Al(lll) e mais
recentemente com Pt(11)***4*. Sap tais complexos de platina(ll) com andlogos da tetraciclina que
serdo discutidos nesta dissertacdo. O primeiro complexo estudado tem como ligante o derivado
5a,6-anidrotetraciclina. Um completo estudo de estrutura e propriedades termodinamicas para o
complexo AHTC-Pt(Il) foi realizado e publicado recentemente pelo nosso grupo, apresentando
resultados em bom acordo com dados experimentais®. A forma mais estavel do complexo AHTC-
Pt(11) obtida no citado estudo foi base para os trabalhos relatados na presente dissertacéo de

mestrado.

3.2. Estrutura e propriedades do complexo de platina(ll) com o anélogo 5a,6-

anidrotetraciclina (AHTC-Pt)

O complexo 5a6-anidrotetraciclinadicloroplatina(ll) (Figura 3.1) foi primeiramente
sintetizado por Aly et.al,* que propuseram o sitio de coordenag&o como sendo no anel A daAHTC.
Mais tarde, PereirasMaia e colaboradores reportaram o complexo com a TC e alguns anaogos,

34,35
>t

clorotetraciclina, doxiciclina e oxitetraciclin . Todos os complexos obtidos apresentam

estequiometria[Pt(TC)Cl,], com Pt(I1) ligada ao sitio O3-Oam no anel A (Figura 1.8).
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Figura 3.1. Estrutura proposta para o complexo AHTC-Pt(I1)

Apesar de ter sido publicada a sintese do complexo de AHTC-Pt(11)®, néo foram descritos,
na publicacdo, os parametros estruturais e termodinamicos para a formagdo do complexo. Em nosso
prévio trabalho foi realizada uma andlise tedrica da interacdo ligante livre-metal, tendo sido
proposto todos os modos de coordenacao possiveis®. Numa segunda etapa, desse mesmo trabalho,
foi também realizado um estudo do processo de hidrdlise das estruturas mais estaveis, que é tido
como a etapa de ativagdo da droga no organismo (Figura 1.6). Nossos resultados contribuiram para
validar o sitio de coordenacdo como sendo no anel A. De acordo com nossas conclusdes, ocorre um
equilibrio entre os complexos IVA e VA (Figura 3.2), sendo que o complexo IVA € a proposta
experimental®*. Além da andlise termodinamica dos complexos, estudamos a reacdo de hidrdlise
das espécies IVA e VA. Os resultados mostram que o complexo AHTC-Pt reage com a agua com
velocidade similar a cisplatina. Em solucéo aquosa a constante de velocidade para a hidrélise € de
4,4x10° para AHTC-Pt e 2,5-8,5x10 (valores em M™s™) para cisplatina'®. Esse é um importante
resultado, pois coloca o complexo AHTC-Pt como um candidato a analogo da cisplatina. Portanto, a
andlise dos processos de interagdo com outros nucledfilos presentes no meio biolégico pode
contribuir para o entendimento completo da reatividade dessa classe de moléculas. E o que

discutiremos na secéo 3.3.
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NH(CH3), NH(CH3),

H 4 H 4

VA O\Pt/ °
CI/ \Cl

Figura 3.2. Modos de coordenaco mais estaveis, para o complexo AHTC-Pt(11)%.

3.3. Cinética deinteracdo de bionucledfilos com o complexo AHTC-Pt(l1).

Como ja foi relatado na secéo anterior, a cisplatina pode redizar ligacbes quimicas com
diferentes espécies no meio biologico. Tanto no meio extracelular como intracelular ha diversas
biomoléculas capazes de se ligarem covalentemente com o0 metal. Nesse sentido, muito tem sido
pesquisado sobre 0 modo de agdo de drogas contendo Pt(11). Dentre as reagdes que as mesmas
podem sofrer no organismo humano destacam-se a hidrdlise, interacdo com proteinas, RNA/DNA,
pequenas moléculas como aminoécidos e ions inorganicos. E bem conhecido, no entanto, que a
formacdo do complexo Pt-DNA é responsavel pela atividade antitumoral da droga. Entretanto, as
demais reacfes acima mencionadas competem com a reagdo Pt-DNA, especialmente, moléculas
contendo enxofre; exercendo uma grande influéncia na distribuicdo da droga, bem como na
termodinamica e cinética de competicdo com nucleobases™. 1sso ocorre porque os compostos de Pt
s80 administrados via intravenosa e existem muitos nucledfilos contendo enxofre no sangue, que
podem reagir com a platina, diminuindo assim a disponibilidade da droga para reagir com o DNA.
Outro fator bastante relatado € a influéncia do meio reaciona na seletividade e reatividade dos
compostos de Pt(11). A ocorréncia de variagdes no meio celular seria uma explicacdo para a baixa

porcentagem da droga que reage com o DNA. Alguns trabalhos discutem a transferéncia de
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compostos de Pt(l1) ligados a enxofre para as bases nitrogenadas, sugerindo que os sulfurados
funcionariam como reservatdrios de Pt para reagdes com o DNA®%, Todos esses estudos mostram
gue ainda ha muito para ser elucidado sobre o metabolismo desses compostos. Nessa fase do
trabalho buscamos avaliar a reatividade do complexo AHTC-Pt(ll), considerando reactes com
model os simples para os bionucledfilos. Estruturas e propriedades cinéticas e termodinadmicas foram

cal culadas considerando diferentes niveis de teoria>.

3.3.1. Metodologia de célculo

Em nosso prévio trabalho® (ver secéo 3.2) um completo estudo da formagéo do complexo
AHTC-Pt(l1) foi realizado, contribuindo quantitativamente com a proposta experimental de
coordenacdo da platina no anel A. Além dos calculos de propriedades estruturais e
espectroscopicas, nos também analisamos a reacdo de hidrélise do complexo. Uma vez que,
baseado no mecanismo padrdo de acdo biolégica para compostos de platina(ll), a reacdo de
hidrdlise (eg. 3.1) representa a etapa de ativacdo do complexo, que é fundamental na definicdo da
reatividade dos sistemas de interesse. A espécie hidratada pode seguir diferentes processos reativos,

incluindo interagcBes com proteinas e &cidos nuclécos (eg. 3.2).

[Pt(L)CI2] + H20 — [Pt(L)(H0)CI]* + CI’ (3.1)

[Pt(L)(H20)CI]* + Nu — [Pt(L)(Nu)CI]* + H,O (3.2

As constantes de velocidade de hidrélise do complexo AHTC-Pt(I1) sdo comparaveis as da
cisplatina, 0 que coloca 0 composto AHTC-Pt(Il) como um potencial andlogo da cisplatina.
Seguindo essas observacfes nds realizamos um estudo da reatividade do complexo com outros
nucledfilos de importancia bioldgica, partindo da espécie monoaguo, como descrito na equacéo 3.2,
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na qual L=AHTC e Nu sdo os nucledfilos. A, G, Met e Cys (Figura 3.3). O ligante AHTC na
espécie monoaguo esta na sua forma zwiterionica (neutra) e o modo de coordenacdo escolhido foi o
IVA (Figura 3.2), conforme proposto experimentamente®. As propriedades cinéticas foram
calculadas usando a aproximagdo da supermolécula (Esguema 3.1), na qual 0s reagentes sdo
tratados como complexos moleculares, chamados aqui de I-1 e -2 para reagentes e produtos,
respectivamente. Essas espécies foram localizadas na superficie de energia potencial (PES) usando
o célculo de Coordenada Intrinseca de Reacdo (IRC)*, partindo das estruturas dos estados de
transicdo (TS, no inglés trasition state). Um mecanismo associativo € assumido para todos os

processos analisados, cujo TS apresenta uma geometria bipirdmide trigonal distorcida
+ +
CHsy NH(CHa), o —\ NH(CHa), _\

o
\Fl’t—CI Pt—Cl

| + Nu —> + Hy0
A /

OH OH o o NH, Ha
NH, 0
N Ny H2N—(|3H C—OH Hy;N—CH-C—OH
Nu = </ | J </ )\ (|:H2 $H2
N N SH CH,
|
_ CHs
Adenina(A) Guanina(G) Cisteina(Cys) Metionina(Met)

Figura 3.3. Reagdo considerada no presente trabal ho.

A

Energia

[PtCI(AHTC) H,0]* + Nu [AG;"]

[PtCI(AHTC) Nul* + H,0
—

i
/

1 !
‘ ;

12

Y

Coordenada de Reacéo

Esquema 3.1. Representacdo do processo reativo dentro da aproximagéo da supermolécula.
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Quando duas moléculas (particulas) colidem-se de modo geometricamente favoravel ocorre
um aumento da energia potencial, agora do par. Toda a energia cinética das particulas em
movimento € convertida em energia potencia durante o curto intervalo de tempo da colisdo. Essa
energia é aumentada até um maximo e se transforma em energia cinética quando as moléculas se
afastam. No ponto maximo de energia potencial ocorre a formagdo de um agregado instavel,
chamado estado ativado ou estado de transicdo (TS). O Esguema 3.2 mostra o perfil da curva de
variagdo de energia no decorrer de uma reacdo bimolecular. A energia maxima é chamada de
energia de ativacdo (EQ) e representa o aumento de energia envolvido na formacéo do TS, portanto,
€ igual a energia cinética que as particulas devem ter para reagirem. O estudo da formagdo e
decomposicdo do TS € focado pela teoria do estado de transi¢do (TST) ou teoria do estado ativado.
Teoria essa desenvolvida por Henry Eyring na década de 1930, De maneira simplificada a TST

reduz a dinamica da colisdo em um equilibrio entre as moléculas reagentes e 0 estado de transi ¢éo.

Energia Estadgativado

Energidde ativacdo (Ea)

\Estadoin' ial L
N

"

Calorde reagéoI

Estado ﬂney

v

Coordenadade reagdo

Esquema 3.2. Perfil energético de uma reacéo bimolecular.

Todas as reagdes estudadas neste trabalho sdo do tipo bimoleculares e podem ser escritas de

formagera como:
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ki ko
A+ B <k—' (AB)* — Produtos
1

onde (AB)* é o complexo ativado.

De acordo com a TST a constante de equilibrio para areacéo acima pode ser escrita como

[(4B)*]
E: =
k TAlIB] 3.3)
A taxa de variacdo da concentracéo da espécie (AB)* com o tempo pode ser escrita como
d[(AB)*
AT 114118 ~ ks [ABY] ~ ke [(4B) (34)

De acordo com a TST ha um equilibrio entre reagentes e TS, portanto, os dois primeiros

termos da equacéo (3.4) se cancelam

d ¥

k, é dado pela mecénica estatistica e € chamado de constante universal para o estado de transi¢ao,
K, = 2T (3.6)
2 — h "

Onde, kg € a constante de Boltzman, h é a constante de Planck e T atemperatura.
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Devido ao equilibrio que € atingido rapidamente a taxa de variagdo da concentragdo dos

reagentes e do complexo ativado com o tempo € a mesma. Logo podemos reescrever a equacao 3.5

como:
dra d[A
S ETSO L IS oo
Fazendo k,k* = k temos,
dla]
~— = k[4][B] (3.8)

Utilizando a equacdio do equilibrio quimico AG® = —RTInk* tem-se a constante de

vel ocidade macroscopi ca:

k = 2= g—AG*/RT (3.9)

AG* é adiferenca da energia livre de Gibbs entre o TS e o reagente. Da equacZo (3.9) ficaclaro que
para calcular a constante de velocidade é preciso calcular a energia livre para reagentes, TS e
produto. Isto pode ser feito se a geometria, energia e constantes de for¢a sdo conhecidas para estas
espécies. O céaculo da energia livre é feito baseado no formalismo da mecanica estatistica. As
contribuigbes trandlacionais e rotacionais requerem calculos simples. Ja as contribuicOes
vibracionais requerem a completa matriz da constante de forca (todas as derivadas segunda da
energia com relacdo as coordenadas), as quais podem envolver um significante trabaho
computacional .

Considerando-se a aproximacdo de Born-Oppenheimer, ou sgja, a distribuicdo eletrdnica de
uma molécula gjusta-se rapidamente a qualquer movimento dos nucleos, podemos dizer que a

energia e o comportamento de uma molécula podem ser expressos como uma fungdo da posicao dos
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nucleos. Definindo assim a superficie de energia potencial (PES) que €, portanto, governada pelos
movimentos dos nicleos. Através de métodos da quimica computaciona € possivel explorar essa
superficie. Um desses métodos € chamado de coordenada intrinseca de reacdo (IRC). Este método €
extremamente Util quando o interesse € obter a coordenada de reacdo a partir de um determinado
TS. A definicdo natural dessa coordenada corresponde ao caminho descendente de energia minima
apartir do TS, movendo-se em direcéo aos minimos (reagentes e produtos) na superficie de energia
potencial (PES). Quando as coordenadas ponderadas pela massa sdo usadas, esse caminho é
chamado de IRC. Na pratica, para obter os minimos na PES parte-se de geometria inicial
previamente confirmada como um TS verdadeiro. A reacdo pode caminhar no sentido direto ou
reverso. Para atingir os minimos as geometrias sdo otimizada a cada ponto ao longo do caminho
escolhido. Os célculos de IRC usados neste trabalho para encontrar as espécies envolvidas no
caminho de reacdo sdo fundamentados no algoritmo de Gonzales e Schlegel® como implementado
no programa Gaussian-03*.

Todas as estruturas, incluindo intermedidrios, produtos e estado de transicdo, foram
otimizadas em fase gasosa com a Teoria do Funcional de Densidade (DFT), com o funcional
B3LYP**, usando o conjunto de funcdes de base 6-31G(d) para todos os &omos exceto para
platina que foi tratada com o pseudopotencial de Hay e Wadt especificado como LANL2DZ*®,
Nessa construcdo o potencial de caroco (ECP) representa 60 elétrons, sendo os 18 elétrons de
valéncia representados por uma base expandida de fungdes (DZ). As estruturas para os TS foram
caracterizadas como de primeira ordem mediante calculo de fregliéncia harmbénica (uma unica
frequénciaimaginaria). A energia livre de ativagéo (AG, 4) foi calculada usando a equagéo 3.10, na
qual Angg‘”uC vem da contribuicéo eletronica nuclear (eq. 2.5) e AG, , da corregéo térmica. Esta
ultima contribuicdo € obtida utilizando o formalismo da termodinémica estatistica, o qual tem como

principios model os simples como gés ideal, rotor-rigido e oscilador harménico™®°,

AG, , = MBS~ + AGT (3.10)
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Para avaliar a efeito das funcbes de bases na energia, foram realizados calculos de energia
usando o conjunto de fungdes 6-311+G(2d,p). A energia livre foi calculada com a equagéo (3.10),
mas usando a energia-eletronica nuclear obtida com B3LY P/6-311+G(2d,p)//B3LY P/6-31G(d). Os
célculos foram realizados também em solucéo (e=78,39) usando o modelo continuo de polarizagéo
(PCM) dentro do formalismo IEF*°. A cavidade do soluto foi construida de acordo com o esquema
UAHF, incluindo as contribuicdes eletrostéticas e ndo eletrostéticas para a energia de solvatagdo. A
energia livre de ativagdo em solugdo € calculada de acordo com a equacdo 3.11. Todos os célculos

foram realizados com o programa Gaussian 03>°.

AGgaq = AGyy + SAGSY (3.11)

Na equacdo (3.11) o ultimo termo na direita representa a diferenca de energia de solvatacéo
entre as espécies interagentes (intermedidriose TS).

Os espectros de RMN foram caculados no nivel de teoria B3LYP/6-
311+G(2d,p)//B3LY P/6-31G(d) usando o método GIAO (Gauge-Independent Atomic Orbital)®*
para o célculo dos tensores de blindagem magnética isotrépica (s) para **C e *H . O deslocamento
quimico (d) foi obtido relativo a0 TMS (Equagdo 3.12), com ¢™5 = 182,4656 paraC e ¢™5 =

31,8821 paraH.

§=0™ —g (3.12)
O tensor de blindagem magnética nuclear é dado por:
92E(SCF)
N =7
0j; (SCF) [ 0B .0my, ] ) (3.13)
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Onde B é 0 campo magnético e 7y 0 momento magnético do nicleo N, e i e j as
componentes do campo magnético externo e momento magnético induzido, respectivamente.
Para 0 estudo de propriedades magnéticas deve haver uma dependéncia implicita do campo

d®®, usando a descricdo de Ramsey®™ para moléculas

magnético no modelo em estudo, Ditchfiel
isoladas na presenca de um campo magnético criou um método chamado GIAO. Este método
cacula o deslocamento quimico (RMN) usando a seguinte funcdo de base, explicitamente

dependente do campo:

i
Xu(B) = exp [—Z(B XR,)- r] X.(0) (3.14)

Naqual R,€ o vetor posicdo na funcéo de base y,, e x,,(0) € afuncéo de base independente
do campo.

Podemos escrever a equagdo (3.12) considerando a energia SCF

dDSCF 9h

SCF) = ) DSCF Ky W 3.15

oji (SCF) = Z“VaBaN+ 9B; damy, (3.15)
uv

Onde D;;" é a matriz densidade, h,,,, 0 hamiltoniano de um elétron e , v,... 80 os orbitais

atémicos.

3.3.2. Andlise estrutural

Inicialmente serdo mostrados resultados de estrutura e de espectros de RMN para o0s
produtos, [Pt(AHTC)CI(Nu)]® (Nu=G, A, Cys, Met). Ainda ndo ha na literatura dados

experimentais disponiveis para esses compostos, entretanto nds acreditamos que 0s seguintes
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resultados podem auxiliar aos estudos experimentais futuros, identificando adutos formados pela
mistura de tetraciclinas e biomol éculas.

A Tabela 3.1 mostra os parametros estruturais ao redor do centro metalico (numeragdo como
na Figura 3.1). Podemos notar que a geometria do metal € préxima de quadratica plana para todos
os complexos, com os angulos de ligacdo /X(Nu)-Pt-Cl e £X(Nu)-Pt-O3 variando de 87-94° e os
de tor¢do 8X-03-Oamd-Cl variando de 180-187°. Umamaior distor¢éo foi encontrada no complexo
com G (1879), que ocorre devido a uma fraca interacdo €eletrostatica envolvendo o oxigénio na
posicdo C6 da G com o metil do grupo dimetilamdnio na AHTC (ver Figura 3.4). A distancia entre
esses grupos é de 2,47 e 2,13 A. Para o complexo com adenina essa interagso também é observada,
mas a distancia entre o grupo metil e o NH, na posicdo C6 foi de 2,69 A (ver Figura 3.4). No sio
esperados efeitos significantes dessas interaces na estabilidade dos complexos, mas estas podem
afetar o espectro de RMN, como sera discutido mais afrente. A principal mudanca na estrutura dos
produtos s30 os comprimentos de ligacgo rPt-X (Nu), os quais sdo aproximadamente 2,0 A para os

complexos com A e G e aproximadamente 2,3 A para os complexos com Met e Cys.

Tabela 3.1. Pardmetros estruturais calculados no nivel B3LY P/6-31G(d)/LANL2DZ para os distintos
complexos [P{(AHTC)CI(Nu)]*, mostrados na Figura 3.4. Os comprimentos de ligagdo (r) sio dadosem A e

angulos de ligacdo () etorcéo (d) em graus. A numeracdo foi dada na Figura 3.2.

Nu
Cys Met A G
rPt-X(Nu) 2,32 2,33 2,02 2,05
rPt-Cl 2,34 2,34 2,33 2,34
rPt-O3 2,06 2,07 2,07 2,05
rPt-Oamd® 2,04 2,05 2,03 2,03
rC3-03 1,28 1,28 1,28 1,27
rc2-C3 1,41 141 1,41 1,41
rC2-Camd 1,49 1,48 1,48 1,48
rCamd-Oamd 1,27 1,27 1,27 1,27
rc2-Cl 1,47 1,47 1,47 1,47
rC1-01 1,23 1,23 1,23 1,23
ZX(Nu)-Pt-Cl 87,9 88,7 88,6 89,3
ZX(Nu)-Pt-03 92,8 94,0 91,9 93,5
/Cl-Pt-Oamd 89,9 88,8 90,5 88,3
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£03-Pt-Oamd 89,2 88,3 88,8 88,9
dX-03-Oamd-Cl 180 180 181 187

40 subscrito amd se refere ao grupo amida.
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Nu—Cys Nu—Mct
Figura 3.4. Geometrias otimizadas no nivel B3LYP/6-31G(d) para os complexos
[Pt(AHTC)CI(Nu)]* com Nu=G, A, Cys, Met, indicado na Figura. Alguns pardmetros estruturais

sd0 dados na Tabela 3.1.

Os deslocamentos quimicos relativos para os principais &omos do anel A sdo mostrados na
Figura 3.5, com os valores absolutos calculados para o ligante livre usados como referéncia.
Observando a Figura 3.5 podemos ver gue o espectro de RMN ndo é muito sensivel ao tipo de
nucledfilo, apresentando o mesmo perfil paratodos os complexos. Na Figura 3.5a podemos ver que
a maior parte dos atomos de carbono apresenta deslocamentos para campos baixos em relagdo ao
ligante livre, com os maiores valores calculados para os atomos C3 e Camd, os quais estéo ligados
diretamente ao sitio de coordenacéo ao metal. O deslocamento quimico médio para esses carbonos

nos quatro complexos considerados € de 184 (C3) e 175 ppm (Camd), sendo os valores para A e G
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levemente maiores (185 e 176 ppm, respectivamente). Para o ligante livre, AHTC, os valores
calculados foram de 176,4 (C3) e 169,2 ppm (Camd), que estdo em acordo com os dados
experimentais, com variagdo de apenas 5%°'. Esta concordancia sugere que o deslocamento
quimico absoluto e relativo calculado pode ser usado como guia na caracterizacdo de complexos.
Apesar disso, considerando uma precisao de 5% nés ndo podemos precisamente atribuir o RMN de
13C para distingdo entre os complexos com os diferentes nucledfilos analisados.

Os deslocamentos quimicos para ‘H, mostrados na Figura 3.5b também apresentam
caracteristicas importantes para identificacdo das estruturas dos complexos. Os aomos de
hidrogénio do grupo dimetilamonio sdo afetados diferentemente dependendo do nucledfilo. O
deslocamento quimico médio dos H em cada grupo metil (-CHj3) foi de d=2,8 ppm no ligante livre,
esta em perfeito acordo com os dados experimentais que apresentam um dnico pico em 2,9 ppm™.

Para 0os complexos com os aminoacidos Met e Cys os valores médios cal culados para esses
deslocamentos foram iguais a 2,8 ppm, para ambos os grupos CHs. Para os complexos com A e G
os valores sdo diferentes, prevendo dois picos em 3,2 e 3,8 ppm (G) e 2,8 e 3,3 ppm (A). Esses
deslocamentos para campos mais baixos se devem a interacdo do grupo metil com os nucledfilos
(ver Figura 3.4). Para o complexo com G os dois grupos metil do complexo sdo afetados, porque
ambos estdo proximos da carbonila no C6 da guanina, enquanto que no complexo com A somente
um metil interage com o grupo NH.. Em nosso trabalho anterior®® j& haviamos observado, para o
complexo [Pt(AHTC)CI;] modo IVA, o mesmo deslocamento para campo baixo no metil do grupo
dimetilamdnio. Agora podemos concluir gue ndo era apenas efeito da coordenacéo do metal, mas

também efeito da interagcdo do grupo metil com o cloreto.
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Figura 35. *C (@ e 'H (b) deslocamentos quimicos relativos para os complexos
[Pt(AHTC)CI(Nu)]* com Nu=G, A, Cys, Met. Os valores absolutos calculados para o ligante livre

foram usados como referéncia. Os deslocamentos absol utos foram cal culados com a equacéo 3.12.

A coordenacdo da platinaao DNA é fundamental para a acéo da droga como atitumoral. E o
sucesso dessa reacdo envolve diversos fatores, como por exemplo, a estrutura do ligante. No
entanto, os fatores cinéticos relacionados sdo decisivos, tendo em vista o nimero de outras reactes
desgjaveis ou ndo e que sdo termodinamicamente favoraveis ocorrendo simultaneamente no meio
bioldgico. Nesse sentido, entender no nivel molecular esses processos € essencial para o desenho
racional de novas moléculas ou ainda melhorar a agdo das que ja existem no mercado. Portanto essa
dissertacdo foi direcionada para a cinética da reagdo do complexo AHTC-Pt com os nucledfilos
representativos dos possiveis alvos da platina no meio biolégico, incluindo bases nitrogenadas e os
residuos de aminoacidos.

Um mecanismo associativo foi considerado para todas as reagdes, passando por um estado
de transicdo pentacoordenado. Na reacdo com as bases A e G ocorre a troca da molécula de &gua

pelo N7 da guanina e da adenina. No caso dos aminoécidos a coordenacéo ocorre pelo enxofre da
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Met e da Cys. A geometrias otimizadas no nivel B3LYP/6-31G(d) para TSG e TSA-1 sdo

mostradas na Figura 3.6, com alguns parametros estruturais relatados na Tabela 3.2.

TSA-2
Figura 3.6. Estrutura otimizada (B3LY P/6-31G(d)/LANL2DZ) para o estado de transicdo

envolvendo o ligante AHTC-Pt monoaguo com as bases A e G.

Tabela 3.2. Parémetros estruturais (B3LY P/6-31G(d)/LANL2DZ) para os intermediérios (1-1 e 1-2) e parao
estado de transicdo (TS) envolvidos na reacdo de formag&o dos complexos [Pt(AHTC)CI(Nu)]" com Nu=G e

A. Os comprimentos de ligagéo (r) sio dados em A e angulos de ligac&o (L) e tor¢ao (d) em graus™

G A
-1 TSG -2 -1 TSA-1 -2
rPt-N7 4,22 2,53 2,03 3,88 2,60 2,02
rPt-Ow 2,07 2,43 3,34 2,09 2,51 3,33
rPt-Oamd 2,00 2,03 2,03 2,00 2,00 2,03
rPt-03 2,05 2,05 2,07 2,05 2,04 2,05
rPt-Cl 2,33 2,34 2,34 2,33 2,34 2,34
dHw...06° 1,69 1,82 1,99 - - -
dNH2...0w° - - - 2,16 1,99 1,88
dHw...N7° 1,82 - - 1,63 - -
Z/Ow-Pt-N7 33,3 73,3 11,0 39,4 64,0 92,2
&8:[N7-Pt-Oamd-Ow] - -177,6 - - -174,9 -
© - 0,54 - - 0,46 -

aVer Fig. 3.2; " Distancias intermolecularesem A; © Ver eq. (3.16)
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Analisando a estrutura do TSG e TSA-1(Figura 3.6) vemos que o hidrogénio da molécula de
agua interage com o substituinte da posicdo C6 do nucledfilo, formando uma forte ligacdo de
hidrogénio. No TSG a molécula de &gua atua como um doador de préton (rHw...06=1,82 A). Este
comportamento é diferente no TSA-1, no qua a &ua é um grupo aceitator de proéton
(rNH,...0w=1,99 A). Essa diferenca promove uma distor¢io na esfera de coordenacio do metal. Os
comprimentos das ligagdes rPt-N7 e rPt-Ow foram 2,53 e 2,43 A para G e 2,60 e 2,52 A para A,
respectivamente. O angulo de ligacdo £Ow-Pt-N7 foi maior para G (73,3° do que para A (64,0°),
refletindo diretamente no grau de trigonalidade (t) da molécula. O parémetro t foi calculado para o

TS de acordo com a equagdo (3.16).

= (8 —a)/60°, (3.16)

naqual, B € o angulo entre os ligantes axiais e o. 0 maior angulo no plano equatorial como mostra o

esquema 3.3.

L
L
LBI\/I/
ol L
L

Esquema 3.3. Esquema usado para o célculo do grau de trigonalidade (t).

Esse pardmetro é usado para compostos pentacoordenados, nos quais para t=1 a geometria
possui simetria D3y, perfeita (bipiramide trigonal) e para 1=0 a geometria é C4, (piramide de base

quadrada)®®. Para a reagdo com as bases purinas, t foi 0,54 (G) e 0,46 (A) indicando que as
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geometrias para ambos os TSs sG0 uma mistura entre bipiramide trigonal e pirémide de base
quadrada. Esses valores sdo proximos do encontrado para reacdo com a cisplatina t=0,54%. As
estruturas mostradas na Figura 3.6 podem ser comparadas com aquelas descritas nas referéncias 21
e 63. Paraareacdo da cisplatina monoaguo com G, ageometriado TS é estabilizada por ligages de
hidrogénio entre o grupo NH3 axial da cisplatina e a carbonila na posi¢do C6. Os vaores para as
distancias rPt-N7 e rPt-Ow, calculados no mesmo nivel de teoria do nosso trabalho, foram de 2,53 e
2,42 A, valores muito proximos dagueles calculados no presente trabalho (ver Tabela 3.2). O
mesmo acontece com o0 angulo ZOw-Pt-N7, igual a 73,1° para a reacdo da cisplatina com G. Essas
similaridades geométricas sdo esperadas, tendo em vista que os ligantes sGo 0s mesmos. A maior
diferenca se apresenta no arranjo espacial da G em torno do centro metélico, a qual € determinada
pela interacdo com a cadeia lateral do ligante AHTC. O TS para a coordenagéo da adenina com
cisplatina diaquo foi descrita na referéncia 63, onde dois caminhos foram propostos para a reagéo.
O mais estavel apresenta ligacdes de hidrogénio entre o grupo NH, da A e molécula de agua axial.
O nivel de teoria usado para otimizacdo da geometria foi 0 mesmo usado no presente trabalho,
entretanto os autores observaram transferéncia de préton intramolecular da agua para o grupo NH;
da A, durante a otimizacdo de geometria. Essa transferéncia de préton foi atribuida a carga +2 da
cisplatina diaguo e a auséncia do solvente no célculo. Apesar desse efeito ndo fisico, a energia de
ativacdo calculada foi obtida em bom acordo com o valor experimental®. Discutiremos tal energia
de ativacio adiante no presente texto. E interessante notar que as geometrias descritas na
literatura®™*®® para os TS das reacdes com as bases purinicas, mostram interacdes intramolecul ares
com o ligante axial (no caso da cisplatina € o grupo NHs). Para areacdo descrita aqui, da AHTC-Pt
com as bases A e G, essas interacBes ndo sdo favoraveis devido a natureza do ligante AHTC (ver
Figura3.6).

A estrutura do estado de transicdo para reagdo com guanina (TSG) mostrado na Figura 3.6
pode ser considerado Unico. Entretanto para o TSA, duas possiveis estruturas foram encontradas,

uma com a agua agindo como um aceitador de préton (TSA-1, Figura 3.6) e outra com a agua
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agindo como doador de préton (TSA-2, Figura 3.6). A geometria otimizada para TSA-2 é similar a
do TSA-1, os valores das distancias rPt-N7 e rPt-Ow sfo 2,57 e 2,44 A, respectivamente. O angulo
Z0w-Pt-N7 aumentou para 74,4°, mudando o valor de t para 0,49. A ligagdo de hidrogénio
dHw...NH, foi levemente mais curta (1,90 A), mas a energia do TSA-2 foi maior por 2,7 Kcal/mol
no nivel B3LY P/6-31G(d)/LANL2DZ em fase gasosa. A escolha do melhor caminho de reacdo néo
€ baseada apenas na estabilidade do TS, mas depende também da energia dos reagentes os quais,
dentro da aproximacao da supermolécula, sdo diferentes para coordenadas de reacéo distintas. Esse
ponto sera discutido posteriormente no contexto energético.

As geometrias otimizadas para os TS envolvendo as reacfes com Cys e Met sdo mostradas
na Figura 3.7 e 0s parametros estruturais sdo descritos na Tabela 3.3. Entre as vérias estruturas
possiveis para 0 TS, devido a grande flexibilidade dos aminoécidos, somente duas foram
consideradas para cada processo neste trabalho, diferindo pela conformagéo em torno do centro
metalico (ver Figura 3.7). Na Tabela 3.3 estdo descritos os paréametros somente para 0 TSM-1 e
TSC-1, pois essas geometrias levam para a menor barreira de reacéo. Anaisando a Tabela 3.3
podemos perceber que os pardmetros para o centro de reagdo sdo similares para TSM-1 e TSC-1,
sendo rPt-SerPt-Ow 2,9 e2,5 A, respectivamente. O angulo definido entre grupo que entra e o que
sai é menor no TS daMet (72,8°) do que no TS da Cys (74,1°), diminuindo o valor det para0,41 na
estrutura TSM-1, a qual pode ser caracterizada como 60% pirdmide de base quadrada. E
interessante comparar os dados da Tabela 3.3 com os valores relatados recentemente para reacéo
com acisplatina®. No estudo da referencia 26 o grupo de saida é o cloreto e, no presente trabalho, o
grupo de saida é &gua. Para reacdo com a cisplatina, ambas as estruturas mostradas para 0 TS
apresentam a distancia rPt-S proxima de 2,7 A e o angulo ~CI-Pt-S préximo de 85°. Como
resultado desses valores, ot calculado foi de 0,70, assegurando que a geometria do TS era 70%
bipiramide trigonal. Esta andlise revela uma caracteristica interessante no caminho de reagéo,
sugerindo dois mecanismos associativos diferentes para reacdo da cisplatina e o anadlogo AHTC-Pt
com o0s aminoécidos, sendo os ligantes de saida cloreto e agua, respectivamente.
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As outras duas geometrias encontradas para 0 TS na reacdo com Met e Cys, chamados
TSM-2 e TSC-2, tém energias proximas ao TSM-1 e TSM-1, sendo mais favoravel em fase gasosa
por 0,5 e 3,1 Kca/mol, respectivamente. A principal tor¢do no TSM-2 ocorre em torno da ligacéo
Pt-S, com a cadeia lateral do aminoécido projetando sobre os anéis hidrofobicos da tetraciclina.
Como conseqiiéncia, aligacio Pt-Sfoi 0,1 A maior do que a encontradano TSM-1 (ver Tabela3.3)
e 0 angulo £Cl-Pt-S=65,9°, aumentado o valor det para 0,46. No caso do TSC-2, umaforte ligagéo
de hidrogénio foi observada entre a &gua e o grupo carboxila do aminoécido (dHw...0=1.84 A),

que é o principal fator responsavel pela estabilidade do TSC-2 em relagéo ao TSC-1.

TSM-1

TSM-2 TSC-2

Figura 3.7. Estruturaotimizada (B3LY P/6-31G(d)/LANL2DZ) para os estados de transi¢do

envolvendo o ligante AHTC-Pt monoaguo com residuos de aminoécidos Met e Cys.
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Todas as geometrias dos TS obtidas nesse trabalho foram caracterizadas como TS de
primeira ordem através do célculo de freqiiéncias harménicas. Uma Unica freqliéncia imaginéria foi
obtida para cada estrutura. No nivel B3LY P/6-31G(d)/LANL2DZ, as frequéncias obtidas foram
150,0i (TSG-1), 190,6i (TSA-1), 159,2i (TSC-1) e 155,0i cm™ (TSM-1). As energias de ativacdo
foram calculadas usando a aproximacdo da supermolécula (ver Esquema 3.1) com 0s reagentes e

produtos (I-1 e 1-2) (Figura 3.8) tratados como complexos moleculares.

Tabela 3.3. Paré@metros estruturais (B3LY P/6-31G(d)/LANL2DZ) para os intermediarios (1-1 e 1-2)
e para os respectivos estados de transicéo (TS) envolvidos nas reacfes de formacdo dos complexos
[Pt(AHTC)CI(Nu)]" com Nu=Met e Cys. Os comprimentos de ligacio (r) sdo dados em A e angulos

de ligagdo (») etorcdo (d) em graus™.

Cys Met
-1 TSC-1 -2 -1 TSM-1 -2
rPt-S 4,24 2,85 2,32 4,46 2,88 2,32
rPt-Ow 2,09 2,47 3,43 2,09 2,44 3,39
rPt-Oamd 1,99 2,03 2,05 2,00 2,04 2,06
rPt-03 2,05 2,04 2,06 2,04 2,04 2,07
rPt-Cl 2,33 2,34 2,34 2,34 2,34 2,34
dHw...SP 2,17 - - 2,16 - -
Z0w-Pt-S 46,0 74,1 119,0 40,3 72,8 118,0
&:[S-Pt-Oamd-Ow] - -172,8 - - -171,3 -
T° - 0,46 - - 0,41 -

aVer Fig. 3.2; ® Distancias intermoleculares em A; © Ver eq. (3.16)

As geometrias para as supermoléculas (I-1 e 1-2) envolvidas em todas as reacfes foram
encontradas através de um célculo de IRC incluindo 120 pontos para cada processo analisado. A
Figura 3.9 mostra a curva de IRC para reacéo com adenina e metionina, respectivamente. O Ultimo
ponto de cada IRC foi otimizado para garantir completa convergéncia para o ponto de minimo na
PES.

Os pardmetros estruturais para os intermediarios I-1 e |-2 estdo incluidos nas Tabelas 3.2 e
3.3. Uma analise desses parametros permite ver claramente a variagdo das distancias rPt-N7/S e rPt-

Ow a0 longo do caminho de reacdo I-1-TS—I1-2, mostrando a formacdo da ligacdo Pt-N7/S e
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simultaneamente a quebra da ligagdo Pt-Ow no plano equatorial. Em ambos os complexos
analisados, aminoacidos e bases purinas, as diferencas nos comprimentos de ligacéo sdo no rPt-N7 e
rPt-S, sendo que aligacéo rPt-S é maior.

Algumas distancias intermoleculares s8o0 mostradas para os intermediarios, revelando
contatos atrativos curtos que existem entre as espécies interagentes. O aduto 1-1 formado na reagéo
com a base nitrogenada G é estabilizado por uma forte ligacdo de hidrogénio envolvendo a &gua e
grupos em N7 e C6 das bases do DNA. Para 0 I-1 da G duas ligacdes de hidrogénio foram
computadas com dHw...N7 e dHw...06 iguaisa 1,82 € 1,69 A, respectivamente. Para a reagio com
a adenina somente uma interac3 relevante foi observada com dHw...N7 igua a 1,63 A. Os
intermediérios I-1 envolvidos nas reagdes com a Met e Cys ndo apresentam nenhuma interacéo
intermolecular forte, o contato mais curto foi encontrado para Hw..S, com distancia de
aproximadamente 2,2 A em ambos os casos. No intermediério I-2, no qual a molécula de dgua n&o
esta mais coordenada, a mesma interage com o complexo por diferentes caminhos. Para o complexo
com G a 4gua forma ligacdo de hidrogénio com o 06, sendo dHw...06=1,99 A e para 0 aduto com
A, amolécula de &gua age como aceitador de préton para o NH, no C6 e doador de préton para o
Cl. As distancias caracterizam ambas as ligagBes como curtas, sendo dNH,...Ow=1,88 A e
dHw...Cl=2,39 A%, Para os aminoécidos, uma fraca ligacéo de hidrogénio é observada entre a &gua

e 0 Oamd daAHTC, com dHw...Oamd~2,1 A (ver Figura 3.8).
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I-1 A (-2610,6411797) I-2 A (-2610,6516153)

I-1 Cys (-2865,227292) -2 Cys (-2865,2344339)

Figura 3.8. Estruturas otimizadas (B3LY P/6-31G(d)/LANL2DZ) para os intermediarios I-1 e |-2
envolvidos na formagio do complexo [Pt((AHTC)CI(Nu)]* com Nu=G, A, Met e Cys. Energia
absoluta entre parénteses (valoresem u.a.).
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Figura 3.9. IRC calculado no nivel HF/6-31G(d)/LANL2DZ parareacdo com G (a) e Met (b).

3.3.1. Andlisecinética

Até aqui analisamos a estrutura das espécies envolvidas no caminho de reagdo, as quais
determinam as energias das reacfes, que serdo analisadas nesse momento. Para A, Cys e Met, que
apresentaram duas estruturas para o TS, nés calculamos a barreira de energia para ambos 0s
processos em fase gasosa no nivel HF/6-31G(d)/LANL2DZ. Esse procedimento foi usado para
decidir qual caminho de reagdo seria considerado, sendo que em ambos 0s casos aquele que
forneceu menor barreira de energia foi escolhido®. Os valores parao A(;g};—nuc no nivel HF foram
(em Kcal/mal): 18,4 (TSA-1); 23,5 (TSA-2); 18,8 (TSC-1); 41,6 (TSC-2); 18,6 (TSM-1) e 21,6
(TSM-2), mostrando que para todos os casos 0 TS-1 levou a menor barreira de energia. A grande
diferenca encontrada para Cys é consequéncia da alta estabilidade do 1-1 encontrado do TSC-2,
sendo essa estrutura muito estéavel devido a ligaces de hidrogénio curtas. Essa andlise energética
ndo foi realizada no nivel DFT, isso porque baseado em trabalhos anteriores com sistemas
andlogos™?®, os resultados HF s&o confidveis e demandam um menor custo computacional. Como
j& mencionado, os produtos e reagentes sdo tratados como complexos moleculares, toda a reacéo
pode ser representada por I-1-TS—I-2, na qual a barreira da reacéo direta I-1—-TS é a que nos

interessa, assumindo a competicdo entre os varios processos. Todas as contribuices para barreira
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de energia livre em fase gasosa (equacdo 3.10) e em solugdo aquosa (equagédo 3.11) estdo dadas na
Tabela 3.4 no nivel B3LYP usando os conjuntos de funcbes de base 6-31G(d) e 6-311+G(2d,p).
Esses niveis de cdculo ja foram usados em outros trabalhos com andlogos da cisplatina, dando
resultados com variagdio média de 1Kca/mol para os valores experimentais®®®. Primeiramente
analisando os dados em fase gasosa vemos que as reactes com 0s aminoacidos sdo mais rapidas do
que as reagdes com as bases nitrogenadas. Para cisteina e metionina as barreiras de energia de
reacdo foram 19,3 e 18,2 Kcal/mol, respectivamente, comparados com 20,9 e 20,2 Kcal/mol para A
e G (valores calculados na fase gasosa no nivel B3LY P/6-31G(d)/LANL2DZ). As barreiras em fase
gasosa e solucdo aguosa estdo mostradas na Figura 3.10. Para A, Met e Cys a contribuicdo térmicaé

de apenas 2%, logo esses vaores de AG, ; sdo proximos da variagdo de energia eletronica-nuclear
AGEE~™uc, Entretanto, para G a corrego térmica é de 7%, diminuindo a barreira o suficiente para
que o valor obtido de AG, 4, para G fosse menor do que para A (ver Tabela 3.4). O efeito da base

com o calculo B3LY P/6-311+G(2d,p)//B3LY P/6-31G(d)/LANL2DZ diminui as barreiras em todas
as reacoes por 1Kcal/mol em média. Em solucédo aquosa as barreiras séo levemente mais altas (6-
11%) comparadas com a fase gasosa, exceto para reagdo com Cys, para qual o vaor de
18,8Kca/mol (0,5 Kcal/mol menor do que em fase gasosa) foi calculado no nivel B3LY P/6-
31G(d)/LANL2DZ. Para os outros processos os valores de AG.? calculados foram 21,4 (G), 23,1
(A) € 19,4 (Met) no nivel B3LY P/6-31G(d)/LANL2DZ. Experimentalmente os valores médios da
barreira de energia para reagdo da cisplatina com Cys e Met sdo 20,4 e 20,2 Kca/moal,
respectivamente’®. Entretanto de acordo com nossos resultados podemos dizer que a reacéo da
espécie [Pt(AHTC)CI(H20)]" com os aminoécidos Met e Cys sdo mais répidas do que para
cisplatina, sendo o complexo com a cisteina o produto cinético. Na reagdo da guanina com a
cisplatina monoaguo a barreira de energia calculada na referencia 26 é de 20,9 Kcal/mol, somente
0,5 Kcal/mol menor do que a cal culada neste trabalho. Experimental mente a barreira para reagéo de
cisplatina com G varia de 17,8-18,9 Kcal/mol envolvendo medidas com vérias matrizes de DNA®,

ndo sendo, portanto, diretamente compardveis com o0s processos estudados neste trabalho. A reacéo
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da cisplatina com A e G foi recentemente reportada por Eriksson e Raber® usando metodologia

DFT no mesmo nivel de teoria usado no nosso trabalho. A barreira de energia de ativacdo cal culada

foi de 19,5 (G) e 24,0 Kca/mol (A), valores bastante proximos dos cal culados no presente trabalho

(21,4 e 23,1 Kca/mol para G e A, respectivamente), tendo em vista a diferenga no sistema e

processo analisado.

Tabela 3.4. Energia de ativacéo (Kcal/mol) e constantes de velocidade (M™s™) para a reacéo de

formagdo dos complexos [Pt(AHTC)CI(Nu)]" com Nu=Met, Cys, A e G. Os valores de k foram

obtidos em solucéo.

AES™  AGL, SAGYY AG,° AG,,° 10°k®
G
B3LYP/6-31G(d)/LanL2DZ 21,9 -1,70 1,19 20,2 21,4 0,14
B3LYP/6-311+G(2d,p)/LanL2DZ¢ 21,2 19,5 20,7 0,44
A
B3LYP/6-31G(d)/LanL2DZ 21,0 -0,18 2,23 20,9 23,1 0,01
B3LYP/6-311+G(2d,p)/LanL2DZ* 19,6 19,4 21,7 0,08
Met
B3LYP/6-31G(d)/LanL2DZ 18,6 -0,39 1,25 18,2 19,4 3,55
B3LYP/6-311+G(2d,p)/LanL2DZ* 17,6 17,2 185 17,64
Cys
B3LYP/6-31G(d)/LanL2DZ 19,4 010  -0,47 19,3 18,8 9,77
B3LYP/6-311+G(2d,p)/LanL2DZ¢ 18,2 18,1 176 74,07

2 Calculado com a equacdo (3.10); ° Calculado com a equacgo (3.11); © Calculado com a equagéo

(3.9); A correcdo térmica AG} , e aenergia de solvatagdo relativa AG3°" foram obtidas no nivel

B3LYP/6-31G(d)/LANL2DZ.
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(@ (b)
Figura 3.10. Caminho de reacdo plotado a partir dos valores das barreiras de energia

calculadas no nivel B3LY P/6-31G(d)/LANL2DZ. (a) em fase gasosa e (b) em fase aquosa.

A teoria do estado de transi¢cdo (TST) desenvolvida por Eyring tem sido muito usada em
estudos de cinética quimica™ (ver segdo 3.3.1). E interessante notar que a constante de velocidade é
mais sensivel do que a energia de ativacdo, e qualquer pequena variacdo naenergialivre de ativagéo

pode levar a grande alteracdo no valor de k. As constantes de velocidade para 0s processos
estudados aqui foram calculadas em solugéo aquosa e estdo descritas na Tabela 3.4. Para reagéo
com G os vaores de k foram de 0,1-0,4 x 102 mol™s*. Dados experimentais para a cisplating®
mostram valores uma ordem de magnitude maiores 0,8-54 x 10" mol™s®. A reacd com os
aminoécidos é mais rpida, com as constantes iguais a 9,8-74,1 x10 mol*s* para Cys e 3,6-17,6 x
10 mol™*s™ para Met. Esses valores s30 proximos dos dados experimentais rel atados para cisplatina
2,2-3,86 x 102 e 3,6-3,96 x 10 mol™*s* para interagdes com Cys e Met, respectivamente™.

O estudo cinético descrito no presente trabalho mostra que o complexo AHTC-Pt segue de
perto o mecanismo padréo do modo de acdo da cisplatina com o mesmo perfil de velocidade
(Esguema 3.4), dessa forma esse novo composto pode ser promissor na busca por novas drogas

antitumorais.
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Esguema 3.4. Modo de acdo padrdo para derivados da cisplatina. A primeira etapa € a hidrolise
(interacdo com &agua), seguida da ligagdo com as bases do DNA (representada aqui pela G). As
interacbes com proteinas sdo0 mostradas como um processo paraelo (representado agui pela
interacdo com Met e Cys). (a) processos para cisplatina. Os vaores das constantes de velocidade
experimentais (em mol™ s) foram coletados da literatura. (b) Processos para o andlogo AHTC-Pt.
Os vaores foram obtidos de calculos DFT realizados nesta dissertacdo (somente o célculo da

constante de velocidade de hidrdlise foi realizado em nosso trabalho anterior, ref. 36).



3.4. Estruturae propriedade de um novo complexo de platina(ll) com atetraciclina

quimicamente modificada denominada CM T-3

A familia das tetraciclinas constitui um grupo de moléculas, cujas propriedades
farmacoldgicas e farmacocinéticas sd0 bem caracterizadas®. Entretanto novos andlogos ainda sdo
objetos de estudos, visando explorar os efeitos biol6gicos favoravels dessa classe de moléculas. Os
analogos mais recentes sdo as chamadas tetraciclinas quimicamente modificadas (CMTs), elas
constituem um grupo de 10 moléculas (CMT-1 a 10), que entre outras diferencas, ndo possuem o
grupo dimetilamino na posi¢do C4 no anel A, o que elimina a atividade antibidtica da molécula. A
6-dimetil-6-dioxi-4-dedimetilamino-tetraciclina, também conhecida como CMT-3 e caracterizada
como uma tetraciclina simples é uma das CM Ts mais estudadas®°. A estrutura quimicada CMT-3

€ mostrada na Figura 3.11.

NH,

Figura 3.11. Estrutura da 6-demetil-6-deoxi-4-dedimetilamino-tetraciclina (CMT-3).

Nos ultimos anos diferentes CMTs foram estudadas devido a sua atividade, in vitro e in vivo,
como inibidoras de metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs)***.. As MMPs constituem
uma familia de protefnas enziméticas que contém Zn?* e sdo ainda dependentes de célcio,
enzimas degradam a matriz extracelular, contribuindo diretamente na metéstase de células tumorais.

Ha& vérios trabalhos na literatura discutindo a eficacia da CMT-3% 2, demonstrando, inclusive, que
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a CMT-3 tem atividade antimetastase e antitumoral. De forma geral, 0 mecanismo de acdo daCMT-
3 inclui ainibicdo de MMPs, inducdo de apoptose e inibicao da proliferacdo celular®®™. Algumas
vantagens da CMT-3 so: o fato de ser um antitumoral administrado oralmente, ser um inibidor de
MMP combinado com propriedades citotéxicas, dém de apresentar baixa toxicidade e alta
acumulacdo plasmética e, portanto, seria necessdria uma menor dose da droga’. Lokeshwar™
estudou a inibicdo de MMP em casos de cancer de prostata, aplicando diferentes CMTs e concluiu
gue a CMT-3 poderia representar uma efetiva tergpia no tratamento de tumores avancados,
principalmente cancer de prostata.

O mecanismo pelo qual a CMT-3 inibe as MMPs ainda ndo € bem conhecido, entretanto €
sabido que as tetraciclinas se ligam aos fons metdlicos Zn** e Ca®* associados com as
metal oproteinases, bloqueando o sitio ativo das enzimas ou induzindo mudancgas na conformacao
das mesmas. De acordo com Islam e colaboradores™ a CMT-3 provavel mente reduz a atividade das
MMPs pelo mesmo mecanismo. Em gera a forte habilidade das TCs e andlogos em formar
complexos metalicos sdo tidos como um dos principais fatores para o potencial bioldgico dessas
moléculas®. Vérios complexos de TCs e andlogos com metais de transicdo sdo descritos na
literatura, Mg(l1) e Ca(ll) sdo os principais fons a se coordenarem a0 ligante livre®*% No
entanto, mais recentemente outros metais tém despertado interesse, como por exemplo, a formagéo

de complexos com Pt(11)%**

(como o complexo AHTC-Pt que foi amplamente discutido nas segdes
anteriores desse trabalho). Alguns complexos com outros analogos da TC ja foram sintetizados e
testados sua atividade antibidtica (ver secdo 3.1). Mas aém do interesse como antibiético, os
complexos de TCs com Pt(I1) podem ser vistos como potenciais andlogos da cisplatina®. Em nosso
estudo com o complexo AHTC-Pt(11)*® concluimos que as principais reacdes envolvidas no
mecanismo de acdo da cisplatina, sdo cineticamente comparaveis, cisplatina e AHTC-Pt(ll),
portanto esses complexos podem representar potenciais drogas antitumorais. Nesse sentido, na

presente dissertacdo realizamos uma andlise tedrica da termodinédmica de formagao e estabilidade de

um novo complexo de platina(ll) com a mais importante das tetraciclinas quimicamente
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modificadas, a CMT-3. Descrevemos a estrutura, analise energética e propriedades espectroscopicas
para o ligante livre e os complexos de coordenacdo com a platina. O complexo CMT-3-Pt(1l)
poderia representar um novo agente antitumoral, agindo como um hibrido molecular intercalador-
alquilante com o avo principal daplatina, 0 DNA. Este estudo pode estimular os experimentalistas
a sintetizarem o complexo e assim modelar novas compostos para 0 uso na terapia do cancer. Os
resultados obtidos neste trabalho podem auxiliar na caracterizagéo da estrutura das diferentes
espécies produzidas, através dos dados espectroscOpicos obtidos para os complexos

individual mente.

3.4.1. Metodologia de calculo

A CMT-3 possui apenas dois grupos ionizaveis, devido a auséncia do grupo dimetilamino na
posicdo C4, por isso ndo possui um terceiro pKa como a tetraciclina’”’. A CMT-3, dependendo do
pH, pode existir nas formas ndo ionizada (LH>) ou nas formas ionizadas LH™ (O3) e L? (03,012).
Y alkowsky e colaboradores’ usaram a técnica de espectrofotometria para determinar as constantes
de acidez da CMT-3, encontrando os valores de 5,6+0,2 (pKal) e 8,35+0,07 (pKa2). No presente
trabalho, varios modos de coordenacdo foram propostos, considerando a geometria para o ligante
livre nas suas diferentes formas ionizadas (ver Figura 3.12). As geometrias foram completamente
otimizadas e caracterizadas como minimo na superficie de energia potencial (PES) nos niveis de
teoria Hartree-Fock (HF) e teoria do funcional de densidade (DFT) com o funcional B3LYP**. O
conjunto de fungdes de base 6-31G(d) foi usado para todos os &omos, exceto para platina que foi
tratada com potencial efetivo de caroco (ECP) chamado LANL2DZ®. Este conjunto de funcdes ja
foi usado em trabalhos prévios, nos quais os valores das propriedades calculadas se apresentaram
em acordo quantitativo com os dados experimentais™ 2326363,

As propriedades termodinamicas foram calculadas a 25° C e latm em fase gasosa e solugéo

aquosa nos niveis de teoria HF e DFT. O efeito do solvente foi incluido usando o modelo continuo
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de polarizacgo (PCM)*®, como implementado no programa Gaussian-03*°. A cavidade do soluto foi
construida de acordo com o esquema UAHF e foram consideradas apenas as contribuices
eletrostéticas para a energia de solvatacéo.

Para o ligante livre e os complexos formados os espectros de RMN **C foram calculados
usando o nivel B3LY P/6-311+G(2d,p) em solucdo aquosa, considerando a geometria otimizada no
nivel B3LYP/6-31G(d) em fase gasosa (B3LY P/6-311+G(2d,p)// B3LY P/6-31G(d)). O método
GIAO® foi usado para o célculo das constantes de blindagem magnética isotrépica (s) para*C. O
deslocamento quimico (d) foi obtido relativo ao TMS (Equacéo 3.12), com ™% = 183,8839 ppm
para C. O espectro de RMN para a tetraciclina também foi calculado, e foi usado como referéncia
assegurando que o nivel de teoria aplicado nos demais sistemas foram adequados. Para a TC o
espectro de RMN em solucdo de DMSO ja foi obtido experimentalmente, logo possibilita a
comparacao dos deslocamentos quimicos calculados incluindo o efeito do mesmo solvente (DM SO
€=46,7). A constante de blindagem magnética para o TMS em DM SO & ligeiramente diferente da
obtida em &gua, nesse caso o ™% = 183,8726 ppm. Finamente as transi¢des na regido do UV/VIS
foram calculadas e atribuidas em solucdo aquosa (e=78.39) para o ligante livre e todos os
complexos usando a aproximacdo TD (Time-Dependent)”® no nivel de teoria B3LYP/6-
311+G(2d,p)// B3LY P/6-31G(d). Todos os célculos foram realizados com o programa Gaussian-

03%,
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Figura 3.12. Representacdo dos diferentes modos de coordenacéo
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Figura 3.12. Continuag&o.

3.4.2. Analise estrutural dos liganteslivres

Inicialmente serdo discutidas as propriedades estruturais e espectroscopicas do ligante livre
(CMT-3). Em seguida a andlise das diferentes formas de complexos formados [Pt(CMT-3)Cl,]%,
onde x pode ser 0,-1 e -2, de acordo com o estado de ionizacéo do ligante livre.

A molécula da CMT-3 pode existir em trés estados de ionizagdo diferentes dependendo do
pH. A principal espécie foi caracterizada experimentalmente por Yalkowsky e colaboradores™#°,
usando cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) com o pH variando de 2-10. Neste

mesmo trabalho os autores também relatam o espectro eletrénico UV/VIS (ver Figura 3.13), obtido

em diferentes pHs. Os valores do pKaparaa CMT-3 sdo de 5,6 € 8,35,
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Figura 3.13. Espectro UV/VIS experimental para CMT-3%,

O espectro UV/VIS calculado em solucéo aquosa e as atribuicdes para as formas LH, LH e
L% da molécula de CMT-3 sd0 mostrados na Tabela 3.5. Experimentalmente, duas bandas de
absorcéo sdo observadas na regido do ultravioleta em 349/264, 353/268 e 371/271 nm (pH 1,0-9,5)
com um deslocamento das bandas para a regido do vermelho sendo observado com o aumento do
pH™. A mesma tendéncia qualitativa é observada no espectro calculado, com as duas transicdes
mais intensas encontradas na regid de 339/238 nm (LH,), 371/261 nm (LHY) e 359/271 nm (L?).
Como mostrado na Tabela 3.5 ha outras transi¢bes, com energias proximas, que contribuem para
essas bandas, o que justificaria, em parte, as diferencas entre os comprimentos de onda calculados e
os observados experimentalmente. Usual mente os deslocamentos das bandas de menor energia séo
usados para caracterizar o0 modo de coordenagcdo em complexos de TC, ent&o iniciamos com as
transicdes encontradas nas regides de comprimentos de onda maiores. Comparando com os dados
experimentais, os valores calculados para essas transicdes sdo encontrados em comprimentos de
onda menores (diferenca de ~3%), exceto para a espécie LH", para qua a transicdo de menor
energia foi calculada em 379 nm e observada experimentalmente em 353 nm (o valor calculado é

aproximadamente 5% maior). Como mostrado na Tabela 3.5, as transicdes de menor energia séo
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atribuidas as excitagdes HOMO—LUMO (H—L), exceto para a espécie LH", onde duas transi¢oes,
H-1-L (379 nm) e H-2—L (371 nm) contribuem para a banda de absor¢do, sendo que a Ultima é
mais intensa. Os orbitais de fronteira que contribuem para as principais transi¢des séo mostrados na
Figura 3.14. Na Figura 3.14a e 3.14c pode ser observado que os orbitais moleculares (MOs)
participantes das transi ¢oes de menor energia sdo |localizados sobre os anéis BCD para espécies LH;
e L?. Para a forma ionizada LH™ (Figura 3.14b), o AO dos &omos do anel A tem também uma
contribuicdo para todos os orbitais de fronteira, especialmente para o0 H e H-1, os quais estéo
localizados diretamente sobre o anel A (ver Figura 3.14b). Este comportamento pode ser importante
para a identificagdo do sitio de coordenagdo, uma vez que as mudangas no espectro UV/VIS é
frequentemente relatada para modos de ligacgo de metais®®*. O segundo conjunto de transicdes,
correspondente a banda observada em torno de 240-260 nm, envolve MOs localizados no anel A
para todas as espécies analisadas, como € mostrado na Figura 3.14 . As atribui¢des prévias estéo de
acordo com a estrutura €eletronica esperada para tetraciclina e alguns de seus andogos, isto €, a
banda de absorcdo ao redor de 260nm é comumente atribuida ao sistema 3-tricarbonila (O3-Oam-
O1 no anel A), e abanda ao redor de 360 nm sdo atribuidas ao grupo diceto-fenol (010-O11-O1 no
anel BCD)".

Para suportar a metodologia utilizada neste trabalho, nds calculamos o espectro eletrénico
para a tetraciclina no mesmo nivel aplicado paraa CMT-3. Os resultados mostram duas transi coes
principais em 358nm e 262nm, atribuidas aH-1—L (anel CD) e H—>L+1 (anel A), respectivamente,

as quais estdio em bom acordo com os dados experimentais para TC®,
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Tabela 3.5. Transi¢oes eletrénicas calculadas e atribuicdes para a molécula de CMT-3 em solugdo

aguosa. As espécies LH,, LH(O3) e L? (03,012) foram consideradas. Resultados obtidos usando o

nivel de teoria B3LY P-PCM/6-311+G(2d,p)//B3L Y P/6-31G(d).

A/nm? {°
LH 339 0,201 44%(97—>98) H-L
327 0,154 35%%(96—>98) H-1-L
238 0,205 29%(94—99) H-2—L+1
LH (O3) 379 0,135 35%%(96—>98) H-1-L
371 0,215 329%(95->98) H-2-L
325 0,131 349%(93—>98) H-4—L
261 0,159 34%(97—99) H—sL+1
359 0,416 389%(97—98) HoL
L% (03,012)°
(394) (0,453) (429%(97—98)) (H-L)
271 0,109 40%(97—>100) H—sL+2
244 0,194 35%(96—>101) H-1-L+3
(255) (0,222) (18%(96—99)) (H-1-L+1)

3/ alores experimentais: 394/264 nm, 353/268 nm e 371/271 nm (pH variando de 1,0 29,0) ™.

PSomente transi¢des com freqliéncias maiores que 0,1 foram incluidas.

“Os valores em parénteses foram cal culados para o tautémero onde o préton no O10 foi transferido

parao O11.
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Figura 3.14. Orbitais moleculares (DFT) calculados com B3LY P-PCM/6-311+G(2d,p)//B3LY P/6-

31G(d) em solugdo aquosa. H e L sdo os orbitais HOMO e LUMO, respectivamente.



Além das bandas de absor¢do na regido do UV/VIS, as quais tém sido consideradas
importantes para caracterizar reacfes de formagao de complexos, para a tetraciclina e seus andlogos
os espectros de RMN de *C e *H tém também contribuido no estudo de modos de coordenagio com
metais®®***. Entretanto, para o andlogo CMT-3 ndo h4, ainda, disponivel na literatura dados
experimentais de espectroscopia de RMN. Nés calculamos os valores dos deslocamentos quimicos
(d) de **C nas diferentes formas ionizadas da CMT-3 e da TC, usada como referéncia, para mais
adiante podermos discutir o modo de coordenacdo da platina. Esses calculos foram realizados em
solucdo aguosa para CMT-3 e em DM SO para TC, como detalhado na se¢do de metodologia. Para
TC os dados experimentais disponiveis na literatura foram obtidos em DM SO®-#,

Os resultados de d *3C calculados para a TC serdo discutidos primeiramente e comparados
com os valores experimentais para avaliar a metodologia usada (Tabela 3.6)*®. Como j& foi
descrito na literatura®, a tetraciclina adota a forma zwiteridnica (LH;Y) em solucdo aguosa no
pH~5. No entanto, o tautdmero neutro (LH.%) pode existir também em solventes organicos®.
Interessantemente, além da transferéncia do préton N4/O3 no processo LH;® — LH.°, a
interconversdo conformacional daforma torcida (twisted) para dobrada (folded) pode ocorrer, sendo
que a forma dobrada predomina em meio ndo polar®®. Uma andlise detalhada do equilibrio
conformacional para a AHTC foi discutida no trabalho de Dos Santos e colaboradores®. Dos
valores da Tabela 3.6 observamos que ha um acordo satisfatério entre os valores de deslocamento
quimico calculado e o experimental para as formas LH;" e LH,® (torcida), com um erro médio igual
a7,1e7.2ppm (~5% namédia), respectivamente. Com respeito a similaridade entre os espectros de
ambas as formas, o deslocamento quimico calculado para o C1, C2 e C3, 0s quais Sd80 mais
sensiveis, pois estdo envolvidos no equilibrio envolvendo transferéncia de préton do N4 para O3, na
forma LH," estdo mais proximos dos valores observados. No entanto o valor de C4 para a espécie
LH.° (74,3 ppm) é o mais préximo do valor observado experimentalmente (67,9 ppm). De acordo
com esses resultados podemos supor que haveria um equilibrio entre essas duas formas em solugéo

de DMSO. E véido observar que o RMN calculado foi bastante sensivel as conformagdes da TC, os
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valores encontrados para a forma torcida sdo sistematicamente deslocados para campo ato
relativamente & forma dobrada (ver Tabela 3.6). O desvio da forma LH,° (dobrada) relativo ao
experimental foi de -10,7 ppm, esse resultado suporta a presenca da forma LH,? em solucdo de
DMSO, como esperado, existindo um equilibrio das espécies zwiteridnica e neutra. O pequeno
desvio relativamente aos dados experimentais (erro médio de 5%) também suportam a adequagéo
do nivel de teoria usado, que sera aplicado para CMT-3 e para os complexos formados com a
platina(ll).

Os deslocamentos quimicos calculados para a CMT-3 séo mostrados na Tabela 3.7 para as
espécies predominantes em meio &cido (LH,), neutro (LH) e béasico (L?). Em gera os
deslocamentos cal culados para ambas as espécies da CMT-3 sdo muito proximos dos valores para
TC, com as maiores diferencas nos C4 e C6, para 0s quais 0s sinais sao deslocados para campo ato
na TC, devido aos grupos retiradores de e étrons que estdo ligados nestas posi¢des na TC (OH no
C6 e N(CH3)2 no C4). Anadisando os deslocamentos dos &omos diretamente envolvidos nos
processos de ionizagdo, alguns fatores interessantes podem ser discutidos. A primeira ionizagéo
ocorre no O3 e, como pode ser notado na Tabela 3.7, o valor de d para o C3 € levemente deslocado
para campo baixo com a desprotonacao, chegando a 203 ppm (L?), valor caracteristico de grupo
carbonila. Este comportamento estéa em acordo com as cargas atémicas preditas para o C3 para as
diferentes espécies: +0,5 (LH5), +0,7 (LH) e 0,7e (L%) (cargas ChelpG). O efeito da ionizacéo no
deslocamento do C1 é pequeno, sendo d igual a 200 e 205 ppm para as forma neutra e totalmente
ionizada, respectivamente. Os outros sitios, C10, C11 e C12 sdo afetados principalmente pela
segunda ionizacdo no 012 que leva o sinal do C12 para campo baixo de 174 (LH,) para 199 ppm
(L%) e um deslocamento para campo ato do C11 de 198 (LH,) para 190 ppm (L%). Isso é
consistente com as cargas atbmicas calculadas para os C11 e C12: +0,3 e +0,7e (LH,) e +0,7 e 0,6e
(L?), aqual é conseqiiéncia da deslocalizacgo eletronica sobre sistema C11-C11a-C12. O pico de
ressonancia para o C11 é também calculado em valor maior, devido interacdo de hidrogénio do

010-H com 0 O11 na espécie L* ser maior do que naespécie LH™. A carga ChelpG encontrada para
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o atomo de C10 é +0,5e para a espécie neutra e total mente ionizada. Todas as mudancas prévias no
espectro de RMN de *C da CMT-3 sobre a ionizagdo sugerem a predominancia da estrutura

el etronica candnica representada na Figura 3.15.

Tabela 3.6. Deslocamentos quimicos do *3C calculados para os &omos da tetraciclina (em ppm).
Os vaores foram obtidos em solugdo de DM SO usando o TMS como padrdo no nivel de teoria

B3LY P-PCM/6-311+G(2d,p)//B3LY PI6-31G(d).

Exp.? L H,*(torcida) LH, (torcida)° LH.’(dobrada)®
C1 191,7 204,8 209,7 181,4
c2 101,2 107,7 111,9 101,2
C3 185,9 189,4 192,9 168,3
c4 70,7° 82,4 74,3 58,8
Cla 35,0° 35,0 347 32,6
C5 27,3 339 333 16,5
Cba 42,3 47,6 47,3 355
C6 69,2 773 77,0 66,8
Céa 148,7 158,4 158,9 136,1
c7 118,0 1214 1211 103,9
cs 137,5 144.9 145,7 124.8
C9 116,4 1236 123,4 105,9
C10 162,2 173.1 173,0 151,0
Cl10a 1156 1205 119,8 103,8
c11 193,38 201,5 201,2 179,1
Clla 107,0 108,1 111,4 95,0
C12 1783 190,0 188,1 164,7
Cl2a 75,7 84,1 84,0 67,4
C2amd 171,0 174,7 1716 147,6

3 yalores obtidos da ref. [61] ° valores obtidos da ref. [82] ¢ As distintas conformacdes torcida e

dobrada foram analisadas (ver ref. [46] para nomenclatura).
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Tabela 3.7. Deslocamentos quimicos do **C calculados para os dtomos da CMT-3 (em ppm). Os

valores foram obtidos em solucéo aquosa usando o TM'S como padrdo no nivel de teoria B3LY P-

PCM/6-311+G(2d,p)//B3L Y PI6-31G(d).

LHy(torcida) LH,(dobrada) LH(O3) L*(03,012)

C1 199,7 182,0 198,2 2054
Cc2 105,7 94,7 113,2 1153
C3 194,5 180,5 200,7 202,9
C4 3538 29,6 46,5 48,7

C4da 39,1 31,3 40,9 43,0

C5 33,6 21,2 374 39,4

Ch5a 37,7 25,2 38,9 42,0

C6 39,7 33,3 41,2 43,9

C6a 152,7 133,5 14,5 152,1
Cc7 121,2 106,6 123,7 120,4
c8 140,9 1242 143,2 138,0
C9 119,0 103,8 121,2 120,0
Ci10 167,9 150,3 1731 175,2
C10a 120,8 105,8 123,9 126,9
c1u1 198,0 180,6 201,2 189,9
Clla 1141 98,2 115,2 107,2
Ci12 173,8 159,9 192,8 198,5
Cl2a 79,3 67,8 82,9 85,3

C2amd 1734 155,5 180,4 1842
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OH o} OH o NH, o

o o} o NH,

Figura 3.15. Mudanca na estrutura canonica da CMT-3 com aionizagao.

3.4.3. Analise ener gética e estrutural dos complexos

Astrés formas, LH,, LH e L%, da CMT-3 foram consideradas no processo de complexacéo
com a platina. Para as espécies LH, e LH" foram analisados cinco sitios de coordenacéo, com dois
tautdmeros distintos propostos para os sitios 111 e IV na forma LHo. Isto é necessario para manter a
estequiometria dos complexos como [Pt(LH2)Cl,]. Logo, um total de 7 estruturas do tipo
[Pt(LH,)Cl,] e 5 para [Pt(LH)Cl,]” foram caculadas (ver Figura 3.12). Para o ligante L, seis
estruturas distintas foram propostas com estequiometria [Pt(L)Cl,]*, com um sitio de coordenacéo
adicional envolvendo os &omos 011-0O12.

Em todos os complexos a CMT-3 se coordena como um ligante bidentado. O centro
metalico apresenta uma geometria quadrado plana levemente distorcida, com a distancia da ligagéo
Pt-Cl variando de 2,31-2,39A e o angulo Cl-Pt-Cl variando de 91,8° para 96,2°. Os menores valores
desses parametros foram encontrados para a estrutura V (2,39A e 96,2°), em todas as espécies
andisadas, devido a interagdo de hidrogénio entre o NH, da CMT-3 e o cloreto do ligante
(rCl--HNH= 2,9A). As principais diferengas estruturais entre os diferentes complexos formados e
os ligantes livres sdo observadas no angulo de torcdo definido pelos domos C1-C2-C2amd-O2am,
0 qual é proximo de zero (conformagdo cis do grupo amida) para os sitios |1 e I1l. A Tabela 3.8
mostra a energia relativa (AE) e a energia livre de Gibbs (AG) para os 18 complexos de CMT-3-
Pt(l1), tomando como referencia 0 modo mais estavel. Os valores foram calculados em fase gasosa
(AE; e AGg) e em solugdo aquosa ( AG4g) nos niveis de teoria B3LY P/6-31G(d) e B3LY P-PCM/6-
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311+G(2d,p)//B3LY P/6-31G(d). Para o ultimo nivel a correcéo térmica para energia livre de Gibbs
foi obtidado nivel B3LY P/6-31G(d).

Para os complexos de Pt(I1) com a forma LHa, [Pt(LH2)Cl,)], a geometria V(012-O1) foi
caracterizada como a mais estdvel em fase gasosa e em solucdo. Quando o nivel de teoria € 0
B3LYP-PCM/6-311+G(2d,p)//B3LY P/6-31G(d), a coordenacdo no sitio O1-NH; (estrutura IV) é
predita ser somente 0,10 kcal/mol menos favoravel do que a estrutura V. O modo de coordenacéo
[11(O3-NH,) é também bastante estéavel, tendo energia apenas 1,43 kcal/mol maior do que o
composto V, ja o seu tautomero 1A € o modo menos favoravel em meio bésico. Podemos concluir
gue a ordem de estabilidade para os complexos [Pt(LH2)Cl,)] € V>IV>IHISIVASIISISIHIA, com as
diferencas na energia sendo significantemente menores em solucdo. As geometrias otimizadas dos
complexos sdo mostrados na Figura 3.16.

Considerando os complexos com o ligante LH", a geometria |(O3-Oam) € a mais estavel em
fase gasosa e em solugdo aquosa em ambos os niveis de teoria. O sitio 11(O1-Oam) tem energia
somente 0,96 kcal/mol maior do que o sitio I, isso no maior nivel de calculo usado. Os sitios mais
favoraveis diferem bastante daguele observado para a espécie neutra, embora os sitios mais
favoraveis continuem envolvendo atomos do anel A. A ordem de estabilidade energética para os
complexos [Pt(LH)CI)] € I>11>111>1V>V tanto em fase gasosa quanto em solucdo (ver geometrias
otimizadas para as estruturas na Figura 3.17). Um comportamento similar é apresentado pelo anion
L%, para qual a geometria | é também a mais estavel. Interessantemente, para a espécie
completamente ionizada o sitio VI(011-012), exclusivo para este estado de ionizagcdo, € apenas
2,26 kcal/mol menos favoravel do que o sitio | em soluggo aquosa. Para o complexo [Pt(L)Cl2)]?* a
ordem de estabilidade € I>VI>11>111>V >V, mesmo com o efeito do solvente, que estabiliza ambos

os complexos analizados . As geometrias otimizadas sdo mostradas na Figura 3.18.
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Tabela 3.8. Energias relativas e propriedades termodinamicas (298,15K e 1latm) para os distintos

modos de coordenacdo do complexo CMT-3-Pt calculados nos niveis B3LY P/6-31G(d) e B3LY P-

PCM/6-311+G(2d,p)//B3LY P/6-31G(d) (em parénteses). Va ores em kcal/mol.

AEq AGy A*GS;, AGg
[Pt(LH2)Cl]
| 1738(17,47)  1727(17.36)  -12,39 (-11,95) 4,88 (5,41)
I 2218(20,64)  21,90(20,36)  -1591 (-15,88) 5,99 (4,47)
1l 7,01 (7.16) 8,50 (8,65) 6,94 (-7,22) 1,56 (1,43)
A 31,02(29,15)  30,69(28,83)  -15,29 (-15:32) 15,40 (13,51)
IV 5,28 (4,93) 6,37 (6,01) 46,00 (-5,91) 0,37 (0,10)
IVA 10,40 (9,66) 10,28 (9,54) 5,15 (-5,15) 5,12 (4,38)
v 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
[Pt(LH)CI,]
| 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
I 1,46 (1,22) 1,41 (1,17) 0,11 (-0,21) 1,30 (0,96)
1l 4,76 (4,24) 5,08 (4,57) 1,45 (0,51) 6,53 (5,08)
IV 7,52 (6,52) 7,71 (6,71) 0,97 (-0,44) 8,68 (6,27)
Vv 1762 (1525)  17.27(1492) 2,06 (0,90) 19,33 (15,82)
[PH(L)Clo)*
| 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
I 9,81 (9,77) 1054 (1051)  -6,47 (-5,94) 4,07 (457)
1l 8,26 (7,45) 8,87 (8,06) -1,41 (-2,36) 7.46 (5.70)
IV 1553 (1420) 16,02 (14,69)  -5.66 (-6,34) 10,36 (8,35)
Vv 10,57 (9,46) 1127 (10,16)  -476 (-3.98) 6,52 (6.19)
Vi 7,71 (5,65) 9,24 (7.17) 521 (-4,91) 4,03 (2,26)
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E oportuno comparar os resultados da CM T-3 com os dados prévios relatados paraa TC e 0
andogo AHTC. Para a molécula de TC* e para o andlogo anidrotetraciclina (AHTC)*%®, as
evidéncias experimentais e tedricas sugerem que a coordenacdo da platina ocorre no sitio O3-Oam
no anel A (sitio 1). As moléculas de TC e AHTC nestes complexos estéo na forma LH,", ionizada
no O3. Este estado € equivalente aforma LH" considerada para CMT-3, para qual a platina também
coordena no sitio |, como mostrado anteriormente (ver Tabela 3.8 e Figura 3.16). Nossos resultados
prévios para o complexo AHTC-Pt(11)** mostrou haver um equilibrio dos sitios | e |1, baseado em
parametros termodindmicos. Nos modos | e Il a platina esta ligada a um sitio comum, o Oam, e o
outro &omo ao qual o metal se liga O3(I) e O1(I1) sdo muito similares devido a deslocalizagéo
eletronica no sistema tricarbonil (C1-C2-C3). O modo de coordenacdo do metal com o sitio

tricarbonilmetano (I e 11) foi previamente discutido por Lee e Everett™

para o complexo
tetraciclinaMn(I1), mostrando um rdpido equilibrio entre esses dois sitios. O modo de coordenacdo
encontrado para LH; (IV e V) também envolvem um sitio comum, o O1, entretanto um equilibrio
pode também existir em solugdo. Logo, nés acreditamos que, em geral, a coordenacdo do domo de
platina(ll) com as moléculas da familia da TC ocorre no sitio |, em pH neutro e bésico. E
importante destacar que o sitio VI1(011-012) também foi predito como provavel em meio basico

para o ligante CMT-3. Este modo de coordenagcdo € comum para complexos de tetraciclina com

metais alcalinos e alcalinos terrosos”>®,
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[(O3-Oam) [1(O1-Oam)

IV(O1-Nam) IVA(O1-Nam)

V(012-01)
Figura 3.16. Geometrias otimizadas para os complexos [Pt(LH)Cl,] calculadas no nivel
B3LY P/6-31G(d).
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I(O3-Oam) [1(O1-Oam)

111(03-Nam) IV(O1-Nam)

V(012-01)

Figura 3.17. Geometrias otimizadas para os complexos [Pt(LH)Cl,]" calculadas no nivel

B3LY P/6-31G(d).
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1(03-Oam) 11(O1-Oam)

111(03-Nam) I\V(O1-Nam)

V(012-01) VI(011-012)

Figura 3.18. Geometrias otimizadas para os complexos [Pt(L)Cl,]* caculadas no nivel

B3LY P/6-31G(d).
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As transicoes eletronicas e as atribuicbes calculadas para as distintas estruturas dos
complexos sd0 mostrados na Tabela 3.9. Dos valores apresentados podemos observar algumas
mudangas no espectro que poderiam contribuir com a caracterizac&o do modo de coordenacéo. Para
o ligante LH,, o qua apresenta duas bandas intensas em 339 e 238 nm, ocorre um deslocamento
para regido do vermelho (~60 nm) na transicdo de menor energia para os complexos [(O3-Oam) e
V(012-01) ( modos mais estaveis). Estes modos de coordenagdo sdo particularmente interessantes,
porque o metal esta coordenado somente sobre o0 anel A, onde mudancas no espectro UV/Vis ndo
sd0 comumente esperadas™. Para o complexo V mais estavel, as transices sdo atribuidas a
transferéncias de carga metal ligante (MLCT), com o orbital molecular HOMO-1 localizado na sua
maioria sobre o centro metalico (ver Figura 3.19a). Os sitios de coordenagdo IlI, IHIA e IVA
também promovem um pronunciado deslocamento para regido do vermelho na transicdo de menor
energia. A coordenacdo nos sitios Il e 1V ndo provoca mudangas no espectro UV, com a transicéo
de menor energia em torno de 330 nm (ver Tabela 3.9). Astransicdes em menores comprimentos de
onda sdo significativamente afetadas pela coordenacdo em todos os sitios no ligante LH,, as
transi ¢cbes aparecem em torno de 312-374 nm. Para a estrutura mais estavel, o complexo V, a banda
de menor energia se desloca de 238 nm para 357 nm. Isto € um comportamento esperado, uma vez
gue os orbitais moleculares envolvidos nestas transi¢es estéo localizados, na sua maioria sobre 0
anel A (ver Figura 3.19a).

No caso dos complexos com o ligante LH", um pequeno deslocamento para regido do azul,
cercade 1-5 nm foi observado para a transi¢cdo de menor energia para as coordenagfes nos sitios | e
I, os quais foram os dois modos mais estdvelis na coordenacdo com a forma ionizada. Outra
transi¢cdo intensa calculada para o ligante livre em 261 nm é também afetada, mas na diregcéo oposta,
sendo calculada em torno de 325-340 nm para os sitios I-1V. O comportamento do complexo V é
um pouco distinto, com ambas as transi¢bes encontradas em maior comprimento de onda (ver
Tabela 3.9). As transicbes de menor energia para o complexo | envolvem orbitais moleculares

principal mente dos anéis BCD (ver Figura 3.19b). E importante notar que o efeito da coordenacio
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do metal no espectro eletrdnico da espécie LH™ é menos pronunciado do que para a espécie neutra,
logo seria mais dificil caracterizar o sitio de coordenacdo analisando somente o espectro UV/Vis.
Isto também foi observado para o complexo AHTC-Pt(11)*, para o qual a coordenacdo ocorre no
sitio | (ou I1) e ndo foram observadas mudangas no espectro UV/Vis com a coordenagéo do metal.

O espectro eletronico calculado para os complexos [Pt(L)Cl;]*> mostram um deslocamento
pararegido do vermelho natransi¢cdo de menor energia com a coordenacdo nos sitios |, Il e V. Para
o complexo VI, o qual é também favoravel energicamente, a transicao de menor energia € calculada
com o mesmo valor do ligante livre (358 nm). Na Figura 3.19c podemos visualizar os orbitais
moleculares envolvidos na transicdo de menor energia para o sitio |, esses orbitais envolvem os
anéis BCD, j& para o complexo VI, uma MLCT também contribui para a transi¢do calculada (ver
Figura 3.19d). O sitio VI é comum para complexos de tetraciclina com metais alcalinos e alcalinos
terrosos®® e normalmente esta associado a um deslocamento para a regidgo do vermelho na
transicdo de menor energia, como mostrado experimentalmente?®* e teoricamente™. Para CMT-3
em um pH alto (forma totalmente ionizada L%) a transicdo de menor energia é calculada na mesma
posicdo do complexo no sitio 011-012. Esta observacéo pode ser importante para experimentalistas
na andlise do sitio de coordenac&o com o ligante CMT-3.

As Tabelas 3.5 e 3.9 mostram que algumas transicoes eletronicas dos ligantes livres e dos
complexos sdo proximas em energia. Experimentalmente, a maioria delas produzira bandas
centradas num valor fixo. Para uma comparacdo direta dos espectros experimentais e tedrico, um
conjunto de funcBes lorentzianas pode ser gjustado para as frequéncias e intensidades calculadas.
Este procedimento ja foi aplicado em trabalhos com complexos de AHTC-Zn(11)**°. A Figura3.20
mostra 0 espectro de bandas simulado para o ligante livre e para as estruturas mais estaveis dos
complexos com Pt(l1). Foram incluidas as bandas de comprimento de onda méaximo. Um fator
comum para todos os complexos € o desaparecimento da banda de maior energia observada para o
ligante. Para o complexo [Pt(LH)Cl,], Figura 3.20a, o sitio de coordenacéo V, o qua é o mais

estavel em pH baixo, a banda de menor energia desloca de 333 para 376 nm mantendo a intensidade
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guase constante. A coordenacéo da Pt(ll) com a CMT-3 em pH baixo seria primeiramente
caracterizada pela auséncia da banda ao redor de 230-260 nm e especialmente pelo deslocamento
pararegido do vermelho da banda de maior comprimento de onda. Para o complexo [Pt(LH)CI;] , a
atribuicdo do modo de coordenagdo seria mais dificil, a banda de menor energia do complexo mais
estavel | esta na mesma posicéo do ligante livre (370 nm). Entretanto, para o complexo Il seria
observado um deslocamento para o azul de 370 para 341 nm como mostra a Figura 3.20b. Em
ambos o0s casos a auséncia da banda de absor¢édo na regido de 230-260 nm € uma evidéncia da
complexacdo do metal. Em pH alto, onde a forma L% é predominante, o sitio mais favoravel O3-
Oam nédo apresenta mudancas no espectro, com as bandas centradas em 358 nm e 352 nm para o
ligante livre e 0 complexo |, respectivamente. O mesmo comportamento apresentado pelo complexo
V1(011-012), o qual apresenta um pico de menor intensidade em 350 nm. Logo, a Figura 3.20 pode
ser usada diretamente pelos experimentalistas como um guia para atribuicdo do sitio de

complexacdo da Pt(I1) comaCMT-3.
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Tabela 3.9. Transi¢cOes eletronicas e atribuigdes calculadas para os complexos CMT-3-Pt(11) em

solucdo aquosa. Resultados obtidos no nivel de teoria B3LY P-PCM/6-311+G(2d,p)//B3LY P/6-

31G(d).
A/nm £
[P(LH2)Cl] 1(O3-Oam) 403 014  38%(123—124) HoL
360 021  43%(118->124) H-5-L
312 0,15 41%(119—125) H-4—L+1
11(O1-Oam) 335 014  27%(120-»125) H-3—L+2
326 0,12 41%(119—125) H-4—>L+2
[11(O3-Nam) 390 0,13 41%(123—124) H—-L
323 0,17 38%(121—126) H-2—L+2
I11A(O3-Nam) 363 0,18 37%(123—125) H—L+1
341 0,23 28%(122—125) H-1-L+1
I\V(O1-Nam) 330 012  3294(122->126) H-1->L+2
327 0,10 30%(121—125) H-2—>L+2
IVA(O1-Nam) 364 0,15  44%(123—>125) HoL+1
332 0,22 19%(121—125) H-2—L+1
V(012-01) 409 0,12 129%(122—124) H-1-L
374 0,16 31%(119—124) H-4—L
357 0,11 27%(123—126) H—L+2
[P(LH)CI,]" 1(03-Oam) 370 033  33%(121->124) H-2-5L
11(O1-Oam) 365 0,12 38%(122—124) H-1-L
336 0,26 37%(119—124) H-4—L
111(O3-Nam) 375 040  38%(122—>124) H-1-L
325 0,10 13%(116—124) H-7—-L
I\V(O1-Nam) 366 012  45%(123—124) HoL
361 0,11 40%(122—124) H-1-L
340 0,20 36%(120—124) H-2—L
V(012-01) 418 016  13%(122—124) H-1-L
380 0,16 42%(118—124) H-5—-L
[Pt(L)Cl,]* 1(03-Oam) 374 010  379%(123—125) HoL+1
350 0,37 35%(123—126) H—-L+2
293 0,11 25%(119—125) H-4—L+1
11(01-Oam) 384 013  429%(123—125) HoL+1
349 0,26 32%(123—126) H—-L+2
111(O3-Nam) 362 020  28%(123-125) HoL+1
353 024  31%(123->126) HoL+2
I\V(O1-Nam) 354 037  30%(123->126) HoL+2
V(012-01) 377 0,40 13%(123—124) H—L
286 0,11 28%(122—126) H-1-L+2
VI(011-012) 358 0,15  36%(120—>124) H-3-L
315 0,11 24%(115—124) H-8—L
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(b)

H L+1

(d)
H-3 L
Figura 3.19. Orbitais moleculares DFT dos complexos para CMT-3. Somente 0s sitios mais

estaveis sd0 mostrados. (a) [Pt(LH2)Cl,] (sitio V); (b) [Pt(LH)Cl,] (sitio 1); (c) [Pt(L)Cl5]? (sitio I);

(d) [Pt(L)Cl]? (sitio VI).
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Figura 3.20. Espectro UV/Vis simulado para CMT-3 e 0s principais complexos em solucéo

aquosa. (a) LH, e [Pt(LH,)Cl,]; (b) LH e[Pt(LH)ClJ]; (c) L* e[Pt(L)Cl,])%.
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Nesta parte do trabalho os espectros de RMN **C para os complexos formados seréo
analisados e comparados com aguel es obtidos para os ligantes livres. Nas Tabelas 3.10, 3.11 e 3.12
estdo expostos os valores absolutos dos deslocamentos quimicos para os complexos do tipo
[Pt(LH2)Cl,], [Pt(LH)Cl,]" e [P(L)Cl;]?, respectivamente. Na Figura 3.21 sdo mostrados os
deslocamentos quimicos relativos dos complexos mais estaveis tomando o ligante livre como
referéncia. A Figura 3.21a mostra as mudancas no espectro da CMT-3 com o0 processo de ionizagao.
Comparando com o espectro da espécie LH,, é possivel observar claramente deslocamentos para
campo baixo dos &omos de C2, C3 e C4 com a ionizacdo no O3, esse comportamento é devido a
deslocalizagdo eletronica na regido destes carbonos. Como ja havia sido observado, o C12 também
€ bastante afetado pela primeiraionizagdo, tendo sido cal culado um deslocamento para campo baixo
de quase 20 ppm. A segunda ionizagdo no 012 provoca mudangas especificas nos deslocamentos
quimicos dos C11 e C11a, com ambos os sinais sao deslocados para campo alto. As Figuras 3.21b-d
representam as mudancas no espectro de RMN apds a coordenacdo da platina(ll) relativos ao
ligante correspondente. Somente os dois complexos mais estaveis para cada espécie foi analisado.
No caso do ligante LH, (Figura 3.21b), a coordenacéo no sitio 1V(O1-Nam) desloca os sinais de
todos os carbonos para campo baixo, sendo mais pronunciado nos domos C1, C2, C3 e C2amd.
Comportamento que pode ser distinguido do complexo V(012-01), para o qual o aomo de C11 é
deslocado cerca de 10 ppm para campo alto e o C12 é deslocado quase 25 ppm para campo baixo
guando ocorre a coordenacdo do metal (ver Tabela 3.10). Para os complexos [Pt(LH)Cl;] a
atribuicdo do sitio de coordenacdo seria mais dificil quando os principais sitios I(O3-Oam) e [1(O1-
)JAM) sdo considerados. Como mostrado na Figura 3.21c, as mudangas no espectro sdo muito
similares para ambos os modos, resultado da conjugacéo eletronica na regido C3-C2-C1. Quando a
espécie completamente ionizada € considerada, 0 espectro de RMN € menos sensivel a coordenagéo
daPt(Il) (ver Figura 3.21d).

Em geral, os resultados obtidos nesta dissertacdo levantam os principais fatores relativos a

estrutura e propriedades da CMT-3 e os complexos com P(I1). Dentro das muitas possibilidades de

82



sitios de coordenagdo, nossos resultados sugerem 0s mais provaveis e apresentam propriedades
espectroscopicas importantes para identificalos. Nos acreditamos que a andlise descrita neste
trabalho pode auxiliar fortemente os experimentalistas na atribui¢cdo dos modos de coordenacéo

para Pt(11) e outros metais na CM T-3 e outras tetraciclinas quimicamente modificadas.

Tabela 3.10. Deslocamento quimico do *3C (em ppm) para os &omos do ligante livre (LH,) e para
os complexos [Pt(LH2)Cl,]. Os valores foram obtidos em solucdo aquosa usando o TMS como

padréo no nivel de teoria B3LY P-PCM/6-311+G(2d,p)//B3LY P/6-31G(d).

Nucleos LH> I I [l A v IVA Vv

C1 199,7 191,8 216,3 204,8 199,9 214,1 212,1 203,1
C2 105,7 114,8 1159 1131 115,8 114,4 114,4 110,5
C3 194,5 2154 195,3 216,2 216,7 209,2 215,8 210,4
C4 35,8 46,7 38,2 45,8 46,0 39,4 43,0 39,8
Cda 39,1 44,6 43,1 46,0 42,8 43,9 43,6 42,2
C5 33,6 36,0 351 35,3 35,7 354 36,0 36,4
C5a 37,7 38,6 39,1 39,1 39,5 39,1 39,7 38,7
C6 39,7 39,4 40,7 40,5 40,6 41,6 41,5 40,8
C6a 152,7 156,3 155,7 154,7 154,7 154,7 154,8 155,6
C7 121,2 1241 124,7 125,0 125,0 1243 124,6 126,0
C8 140,9 147,0 146,0 145,9 1449 1454 145,5 147,5
C9 119,0 1222 121,8 1222 121,8 122,0 122,0 1231
C10 167,9 173,8 1732 173,8 173,6 174,1 1741 172,0
Cl10a 120,8 123,2 1222 122,3 122,4 122,8 122,8 119,8
Cl1 198,0 203,4 202,3 202,9 202,7 203,3 203,3 189,6
Clia 114,1 122,9 118,3 119,8 117,6 118,7 118,9 121,3
C12 173,8 175,7 176,6 176,2 181,1 176,2 176,5 198,1
Cl2a 79,3 78,0 85,5 79,8 82,7 84,9 84,8 82,2
C2amd 1734 1751 174,7 183,7 176,5 183,6 188,2 179,9
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Tabela 3.11. Deslocamento quimico do **C (em ppm) para os &omos do ligante livre (LH") e para
os complexos [Pt(LH)CI;]". Os valores foram obtidos em solu¢do aguosa usando o TMS como

padréo no nivel de teoria B3LY P-PCM/6-311+G(2d,p)//B3LY P/6-31G(d).

Nicleos  L%(03,012) | I 1l WY, Vv

c1 205,4 204,2 200,0 202,4 202,0 186,7
C2 1153 108,4 108,6 111,9 1137 120,6
C3 202,9 203,3 207,4 204,9 201,9 201,9
ca 48,7 454 45,3 44,9 44,3 45,9
Cda 43,0 415 42,5 40,3 42,2 43,1
C5 39,4 36,0 35,9 36,3 35,9 37,2
C5a 42,0 38,5 39,4 38,5 39,7 38,2
C6 43,9 41,2 40,8 41,2 40,6 41,0
Céa 152,1 154,4 155,4 154,6 155,4 154,9
c7 120,4 124,5 1239 124,0 124,1 1257
c8 138,0 14338 144,4 143,7 144,8 1452
C9 120,0 1218 121,4 1217 1215 122,8
C10 175,2 173,1 172,9 172,8 1733 170,7
C10a 126,9 123,7 123,0 123,7 122,9 120,3
c11 189,9 202,4 201,6 201,7 201,7 187,1
Clla 107,2 118,2 114,9 117,5 114,9 120,3
C12 198,5 186,8 185,6 187,0 1857 205,6
Cl2a 85,3 81,4 84,8 80,9 84,9 82,7
C2amd 184,2 177,1 177,9 177,2 178,7 177,9




Tabela 3.12. Deslocamento quimico do **C (em ppm) para os &omos do ligante livre (L*) e para os
complexos [Pt(L)Cl;]. Os valores foram obtidos em solugdo aguosa usando 0 TMS como padréo no

nivel de teoria B3LY P-PCM/6-311+G(2d,p)//B3L Y P/6-31G(d).

Nucleos L>(03) | I 1 WY Vv VI
c1 198,2 2104 2046 2043 2102 1948 2033
C2 1132 108,4 109,3 1135 1153 1193 112,5
C3 200,7 2022 2102 2045 2035 2030 2019
c4 46,5 45,9 47,4 45,3 46,4 47,1 48,0
Cda 40,9 43,0 43,2 42,2 42,7 43,8 42,1
C5 37,4 37,9 378 38,2 38,3 39,0 38,1
C5a 38,9 40,9 41,4 42,0 42,7 41,8 39,3
C6 41,2 43,7 44,5 438 42,7 434 42,8
Céa 154,5 151,8 153,1 151,7 1532 153,5 153,7
c7 1237 120,6 120,5 121,1 1215 121,8 1231
c8 1432 137,7 137,8 137,8 138,0 140,2 141,0
C9 121,2 120,0 119,2 120,0 120,3 120,7 122,2
C10 1731 174,2 172,6 174,1 174,8 1737 171,0
C10a 123,9 126,9 126,4 126,0 126,7 126,4 1253
c11 201,2 192,0 192,7 192,0 192,6 197,5 186,4
Clla 1152 108,6 107,2 108,9 108,2 120,7 112,7
C12 192,8 19333 191,3 194,2 191,8 189,5 1953
Cl2a 82,9 83,2 85,2 83,2 87,6 84,6 89,5
C2amd 180,4 177,8 180,5 176,6 176,0 180,3 182,7
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4, CONSIDERACOESFINAIS

4.1. Consider agOes ger ais e per spectivas

Essa dissertacdo teve como foco o estudo da cinética da reacéo do complexo AHTC-Pt com
os nucledfilos representativos dos possiveis alvos da platina no meio bioldgico, incluindo bases
nitrogenadas (Adenina e Guanina) e os residuos de aminoacidos (Citosina e Metionina). Na
sequéncia, a descricdo das propriedades estruturais, termodindmicas e espectroscopicas do
complexo de platina(ll) com um novo andlogo da classe das tetraciclinas quimicamente
modificadas, a CMT-3 foi apresentada. Ambos os complexos podem representar potenciais
analogos da cisplatina. Portanto, esse trabalho visou contribuir com o plangamento de novos
agentes antitumorais.

Para avdiar a reatividade do complexo AHTC-Pt(I1) foram estudadas as interacOes deste
com diferentes nucledfilos de importancia biol égica (guanina, adenina, metionina e cisteing). Esses
processos reativos seguem o mecanismo padréo do modo de agdo dos andogos da cisplatinag, que
compreendem a etapa de ativacdo como hidrélise e areacdo com as bases do DNA. As reaces com
0s aminoécidos também desempenham um papel fundamental, sendo essas reages importantes
guanto a biodisponibilidade da droga no organismo. Entender o mecanismo de agdo no nivel
molecular pode auxiliar no plangjamento de novas moléculas com potencial biol dgico.

Partindo da espécie monoaguo do complexo AHTC-Pt foram estudadas as reacfes com 0s
nucledfilos G, A, Met e Cys, formando novos complexos com estequiometria [Pt(AHTC)CI(Nu)]".
Os espectros de RMN de *C e *H foram calculados e analisados para cada estrutura. O espectro de
'H se mostrou mais sensivel, principamente para os adutos formados com A e G. Para essas
espécies 0 substituinte na posicdo C6 das bases purinas est4 interagindo com o grupo metil na
posicdo C4 da AHTC, desdobrando-se e deslocando os sinais atribuidos a0 grupo —CH3 para

campos mais baixos, relativamente ao ligante livre. O deslocamento quimico médio dos trés &omos
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de hidrogénio encontrado foi de d=2,8 ppm, para ambos os grupos —CHj3 no ligante livre e também
nos complexos formados com Met e Cys. Entretanto, para os complexos com G e A dois picos
aparecem em d=2,8 e 3,3 ppm (A) ed= 3,2 € 3,8 ppm (G).

As propriedades cinéticas foram cal culadas dentro da aproximacéo da supermolécula. Nesta
metodologia 0s reagentes e produtos sdo tratados como complexos moleculares, para os quais as
estruturas sdo determinadas mediante o calculo de coordenada intrinseca de reacdo a partir da
geometria do estado de transicdo (TS). A estrutura do TS desempenha um papel chave na barreira
de ativacdo, e ndo pode ser acessada experimentalmente, portanto a descricdo tedrica apresentada
aqui pode ser valiosa para experimentalistas no plangjamento de moléculas e estudos de processos
com reatividade controlada. Para as reagdes analisadas neste trabalho, os valores das constantes de
velocidade foram (10%; in mol™*L s%): 0,1 (G), 0,01 (A), 3,6 (Met) e 9,8 (Cys), em solucdo aquosa.
Esses processos s&0 10° vezes mais rapidos do que a reacdo de hidrélise (0,5x10° mol™'L s* para
hidrélise da AHTC-Pt), o que esta em perfeito acordo com o comportamento padréo de analogos da
cisplatina, uma vez que a hidrdlise é a etapa lenta do processo. Comparando os vaores
experimentais para cisplatina 8-54x10? (G) e 2,2-3,9x102 mol™’L s (Cys e Met) nota-se que a
reacéo do analogo AHTC-Pt com G é quase duas ordens de grandeza mais lenta e as reacfes com
Cys e Met sdo levemente mais rapidas. Mesmo com essas diferencas os valores calculados para o
analogo AHTC-Pt sdo compardveis com a cisplatina, tendo em vista a diferenca na esfera de
coordenagao e consequientemente Nos processos investigados.

Para o complexo Pt(I1)-CMT-3 foram estudadas propriedades estruturais e energéticas
usando ateoria do funciona da densidade (DFT). Para o ligante livre foi obtido o espectro de RMN
de *C considerando todos os possiveis estados ionizados, chamados LH,, LH™ e LZ, Seguindo os
estudos experimentais para a tetracicling, nés investigamos a coordenacéo da Pt(I11) com a CMT-3,
tendo sido propostos 18 sitios distintos de coordenacdo. Os modos mais estéveis de coordenacdo
estdo no anel A, sendo os sitios 012-01 (ligante LH,) e 03-Oam (ligantes LH e L%). O Gltimo

sitio € comum para a tetraciclina complexada com Pt(I1). Outros sitios foram estaveis, como mo
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01-Oam para LH™ e 011-012 para ligante totalmente ionizado (L?). Essa conclusdo é importante
mostrando que a coordenagdo pode ser controlada pela mudanca do pH.

A andlise espectroscopicaincluiu UV/Vis e RMN de **C. Em ambos as técnicas somente 0s
processos envolvendo a espécie neutra (LH>) foi sensivel & coordenacdo do metal. Neste caso a
coordenagdo no sitio 012-0O1 (sitio mais favoravel em pH baixo) poderia ser facilmente atribuida
pela observagdo do deslocamento para regido do vermelho na transicdo de menor energia (~40 nm)
e um significante deslocamento quimico, relativo ao ligante livre, para campo ato do C11 (~10
ppm) e para campo baixo no C12 (~24 ppm). Quando o ligante livre for a espécie LH ou L? a
coordenacdo poderia ser confirmada pelo desaparecimento da banda em torno de 260 nm, mas o
sitio de coordenagdo seriamais dificil de ser identificado. Essa mesma conclusdo se aplicaao RMN,
no qual as mudancas no deslocamento quimico foram menores que 5%, o qua esta dentro da
precisdo do método aplicado (~7 ppm). O conjunto de dados, incluindo propriedades estruturais e
espectroscopicas, apresentados para a CMT-3 e os complexos com platina(ll) podem ser
aproveitados por experimentalistas na atribui¢cdo dos modos de coordenagéo da Pt(11) com CMT-3 e
outros analogos da tetraciclina.

Acreditamos ter contribuido com a proposta de empregar metodol ogias tedricas no estudo de
processos quimicos relevantes, como reacdes envolvendo moléculas de farmacos e alvos biol ogicos.
As moléculas estudadas neste trabalho, consideradas hibridos moleculares, sdo potenciais analogos
ou alternativas a cisplatina, portanto, candidatos a antitumorais. Tendo como ligantes moléculas da
familia das tetraciclinas podem ainda, desempenhar outros papéis farmacoldgicos, como
antibidticos ou no caso das TC modificadas atuarem como antitumorais através de outros
mecanismos envolvendo a interacdo com proteinas. Em geral podemos ressaltar que o presente
trabalho pode servir como um guia para experimentalista, que entre outras vantagens facilitaria o
dificil caminho de caracterizacéo de complexos metalicos. Nesse sentido, dado o bom acordo entre
os resultados obtidos teoricamente e os dados experimentais, e ainda uma maior disponibilidade

computacional, podemos avancar no estudo da reatividade dessas moléculas aumentando o tamanho

89



dos sistemas modelos e consequentemente nos aproximando do real. Nosso objetivo futuro é
estudar a interacdo dos complexos de Pt(Il) com segquéncias nucleotidicas e de aminoacidos
representativos do DNA e das proteinas, respectivamente. Uma metodologia adequada para tratar
sequéncias nucleotidicas foi previamente analisada por nés durante a execucdo do presente trabal ho.
Aspectos estruturais de diversas sequéncias nucleotidicas foram avaliados utilizando métodos
hibridos (QM/MM), e os resultados obtidos mostram que o método ONIOM ¢ eficiente para o tipo
analise proposta (resultados mostrados no anexo). Outro caminho seré o uso de calculos envolvendo
dindmica molecular para investigar interacbes dos complexos com proteinas especificamente

relacionadas aos processos cancerigenos, como as MM Ps citadas na secéo 3.4.

4.2. Trabalhos apresentados em eventos

Estudo tedrico da interacdo do complexo 5a,6-anidrotetraciclinaaquocloroplatina(ll) com 5’ -

GPG-3': Um hibrido inter calante-alquilante.

Bruna LuanaMarcial e Hélio F. Dos Santos

IV Escolade Modelagem Molecular em Sistemas Biol6gicos, 2008, Petropolis, RJ.

Aspectos Estruturais de Oligonucleotideos: Aplicacdo de M etodologias Teoricas
Bruna Luana Marcial, Juliana Fedoce L opes, Wagner B. De Almeida, Hélio F. Dos Santos

X1V Simposio Brasileiro de Quimica Tedrica, 2007, Pogos de Caldas, MG.

4.3. Artigos publicados

Reactivity of 5a,6-anhydr otetracycline platinum(l1) complex with biological nucleophiles: A
theoretical study.

BrunalL. Marcial, Luiz Anténio S. Costa, Wagner B. De Almeida e Hélio F. Dos Santos
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Journal of the Brazlian Chemical Society, 100, 1437-1449, 2008.

Structure and properties of the new complex of the platinum(l1) with the chemically modified
tetracycline CMT-3: A theoretical study.

BrunalL. Marcial, Luiz Anténio S. Costa, Wagner B. De Almeida e Hélio F. Dos Santos

Submetido

Tetraciclinas e glicilciclinas: Uma viséo geral

Elene C. PereiraMaia, Priscila P. Silva, Wagner B. de Almeida, Hélio Ferreira dos Santos, Bruna L.
Marcial, Reinaldo Ruggiero e Wendell Guerra

Submetido
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6. ANEXOS

6.1. Aspectos estruturais de oligonucleotideos: Aplicacdes de metodologias tedricas

H& mais de meio século, a humanidade entrou no gque hoje pode ser chamada de “era da
biologia molecular”. Este inicio foi marcado pela descoberta da estrutura do &cido
desoxirribonucléico (DNA), ocorrida em fevereiro de 1953, quando o biélogo norte-americano
James Watson e o fisico inglés Francis Crick postularam um modelo tridimensional para estrutura
do DNA'; evento considerado um dos maisimportantes do século XX,

A estrutura proposta, baseada na andlise de dados de difracdo de raios X, é congtituida de
uma dupla hélice, na qual cada fita é formada pela unido das unidades nucleotidicas, que consistem
em um grupo fosfato ligado a um aglcar, a 2'-desoxi-D-ribose, que por sua vez pode estar ligada a
guatro diferentes nucleobases: adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina (T) (Esquema 6.1).
Os nucleotideos se unem através dos grupos fosfatos, formando um esquel eto hidrofilico composto
por desoxirribose e fosfato no exterior da molécula, chamado “esqueleto aclcar-fosfato”. A dupla
hélice é sustentada pela formagao de ligaces de hidrogénio entre pares de bases especificos ou
complementares. A modelagem da estrutura do DNA permitiu a Watson e Crick a explicacéo de
diversos processos fundamentais em genéticaa mutacdo, replicacdo, codificacdo da mensagem
genética, tudo pode ser entendido observando o modelo proposto. A estrutura além de elegante
explicava todas as observagbes que haviam sido feitas por outros pesquisadores que também
investigavam a estrutura do DNA”. A descoberta desta estrutura tridimensional do DNA culminou
no prémio Nobel de medicina aos seus idealizadores em 1962°.

O conhecimento da estrutura do DNA possibilitou ndo somente o entendimento e o avanco
na &rea da genética, da biologia molecular e celular, como também da bioquimica abrindo caminhos
para elucidar mecanismo de agdo de compostos cujo avo principal é a propria molécula do DNA.
Nesse sentido podemos destacar anticancerigenos a base de metais inorganicos como a cisplatina’.
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Como jafoi introduzido anteriormente (ver secdo 1.2), a cisplatina € um dos farmacos mais usados
em todo mundo no tratamento de diversos tumores. Seu potencial antitumora esta diretamente
relacionado & sua coordenagdo as bases nitrogenadas do DNA ™, tornando relevante o estudo dos
processos de interacdo no nivel molecular.

A estrutura do DNA, bem como as diferentes conformagdes que essas podem apresentar, €
cada vez mais explorada experimentalmente com o0 avango nas técnicas de andlises. Além da
difracdo de raios X, técnicas como RMN e eletroforese em gel tém permitido caracterizar e explorar
novas formas do DNA. Além dos estudos experimentais, 0 avanco na computacdo cientifica tem
possibilitado estudos importantes para o entendimento da estrutura, dindmica e propriedades

A como relatado por Hobza!* e co-autores em um artigo de revisio que

energéticas do DN
reporta o grande nimero de trabal hos aplicando dindmica cléssica e cdlculos ab initio no estudo dos
acidos nucléicos. Entretanto, 0 DNA é uma macromolécula estruturalmente complexa, o que limita
a aplicacd de métodos tedricos a pequenos modelos, como por exemplo, os pares de bases
isolados'™.

O interesse em estudar sistemas moleculares grandes, como o DNA, levou ao
desenvolvimento de metodologias precisas e viaveis computacionalmente, que ndo exigem novos
parémetros, mas que incluem contribui¢des importantes para prever propriedades molecul ares, além
de permitirem a substituicdo da mecanica molecular por qualquer outro método quantico. Nesse

sentido destacam-se 0s métodos hibridos, que serdo foco desse trabalho, buscando uma metodologia

eficaz e vidvel computacionalmente para cél culos com sequéncias nucleotidicas.
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Esguema 6.1. Estrutura do nucleotideo.

6.1.1. Metodologia de calculo

Com o objetivo de estabelecer uma metodologia adequada para otimizar sequéncias
nucleotidicas com a maior precisdo possivel, dentro dos limites computacionais despendidos no
nosso laboratério, primeiramente, foi realizada uma busca por uma sequéncia nucleotidica resolvida
experimentalmente.  Uma sequéncia de um B-DNA, composta com doze pares de bases
nitrogenadas foi tomada como referéncia (Figura 6.1). Essa geometria foi obtida no estado sélido
(difracdo de raios X) por Moras e colaboradores™ e esta depositada no Protein Date Bank sob o
codigo 330D*°. As moléculas de agua foram eliminadas da estrutura e prétons adicionados aos
grupos fosfatos para neutralizar o sistema. Esse dodecamero foi escolhido por apresentar pontos de
interesse para futuros estudos com compostos platinados, umavez que é bem descrito naliteraturaa
preferéncia da platina(ll) em se ligar principalmente com as sequéncias GpG. Caélculos de

2,17

otimizagdo de geometria foram realizados nos niveis de mecanica molecular (UFF)~~', semi-
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empirico (PM3MM)™®*°, Hartree-Fock (HF/LANL2MB, HF/ LANL2DZ) e método hibrido
QM:MM ONIOM (HF/LANL2DZ: UFF, B3LYPILANL2DZ:UFF)®, que serd melhor descrito na
préxima secéo.

Numa segunda etapa foram realizados célculos de otimizacdo de geometrias a partir de
sequéncias “ideais’, geradas no programa Hyperchem?®, visando eliminar possiveis influéncias
relacionadas a defeitos da estrutura de raios X. Foram aplicados calculos ONIOM, previamente

testados com as estruturas inicialmente tomadas como referéncia

Sp=Gg------ Cs 3
Gyg------ Cz
Ci5 ------ Gs
G~~~ Cq
(O Cs
Cig=="""- Ge
Gio™™ 777" Cs
Gao=="""" Cs
Co1 777777 Gy
Gpp===--- Cio
Gopg=----- Cu1

3 b T, -0 Al O

Figura 6.1. Estrutura de difragcdo de raios X de um B-DNA (Composta por 12 pares nucleotidicos

com um total de 755 &omos), depositada no PDB sob o codigo 330D™.

Estudos teoricos de sistemas macromoleculares tém sido realizados baseando-se em campos
de forca da mecanica molecular®®. Tal metodologia é bastante (til na andlise de sistemas que
possam ter suas interagdes atdmicas reproduzidas adequadamente por um campo de forca aplicado.
A mecanica molecular tem sido amplamente utilizada em sistemas macromoleculares na area da

bioguimica e ainda em casos onde um grande nimero de célculos € necessério, como em estudos
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envolvendo dindmica molecular (DM). A grande limitagdo da MM é o fato de desconsiderar os
efeitos eletronicos e as interagdes entre os ligantes, prejudicando os resultados encontrados™’. Tais
efeitos podem ser obtidos aplicando métodos de mecanica quantica (MQ), mas os tamanhos dos
sistemas limitam a aplicacdo dos mesmos.

Uma estratégia que vem sendo aplicada a sistemas moleculares grandes sdo os chamados
métodos hibridos, uma forma encontrada para tentar aproveitar as vantagens de cada aproximacao,
ou sgja, da mecanica quantica®? e da mecanica molecular, contornando as suas limitagdes. Os
métodos combinados (hibridos) de mecénica quantica e mecanica molecular sdo conhecidos como
QM/MM e trata-se de uma aproximacdo que envolve a divisdo do sistema em regides QM e MM,
onde a energia é determinada parte pelo calculo de estrutura eletrbnica por mecanica quantica e
parte pelo campo de forga da mecanica molecular. Essa separacdo conceitualmente pode ser
explicada como atribuicdes especificas dos métodos em diferentes partes da molécula. Em outras
paavras, nas regides onde existem &omos ndo parametrizados, interacdes “incomuns’ ou aomos
diretamente participantes de um estado de transicdo de uma reacdo, sdo aplicados métodos
guanticos, computaciona mente caros, enquanto gue no restante do sistema, constituido por &omos
parametrizados e interagdes consideradas simples, pode-se usar métodos mais simples e rapidos,
como os baseados em mecanica molecular. Os métodos QM/MM sdo especialmente adequados a
sistemas organicos e inorganicos que possuem sitios de interesse (p.e. centro ativo) concentrados
numa regido particular da molécula Estudos com complexos de metais de transicdo sdo
especialmente beneficiados por esses métodos devido aos grandes ligantes organicos que podem ser
tratados classicamente™?*. Outros tantos sistemas s3o tratados com métodos QM/MM apresentando
bons resultados™?+%8,

O primeiro calculo com um potencia hibrido foi realizado na década de 70, por Warshel e
Levitt?®. Neste trabalho eles estudaram uma reac&o quimica dentro de uma enzima. Ja na década de

80 Singh e Kolman propdem uma maneira prética de uso da metodologia hibrida. Nesta etapa do
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trabalho foi dada énfase nos modelos QM/MM que surgiram por volta de 1995, como a proposta de
Morokuma e colaboradores™.
Basicamente os métodos hibridos usam diferentes metodologias para diferentes partes da

molécula e a parti¢cdo do sistema pode ser representa pela Figura abaixo:

Figura 6.2. Model o esquemético representando as camadas de diferentes niveis de cé culos.

E importante observar que as particbes do sistema ou as camadas ndo precisam ser
continuas, podendo ser definidas em qualquer parte do sistema. As camadas podem estar explicitas
em uma parte do sistema e aparecer também em outras partes ndo conseguintes do sistema.

A metodologia QM/MM limita o clculo quéantico a regido do modelo. O calculo MM é
aplicado atodo o sistema. A maior parte das abordagens que combinam o uso de mecénica quantica
e mecanica classica sdo chamadas convencionais. Nessa abordagem o tratamento quantico e o
tratamento cléssico se ddo ao mesmo tempo. Na maioria dos métodos QM/MM ja implementados o

hamiltoniano do sistema € escrito como:
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na qual H?M é o hamiltoniano da regido na qual sdo usados célculos quanticos no véacuo, HYM é a
energia potencial U da mecanica classica e HeM/ MM & o hamiltoniano de interacdo entre as regides
de QM e MM. O hamiltoniano HeM/ MM & geralmente aproximado como interacdes entre cargas
(elétrons e nucleos) da regido QM e cargas atdmicas classicas parciais nos atomos da regido MM.
Tal tratamento é chamado de acoplamento mecanico e € representado por:

7 12

;f: + Yo XM Eam [(R;M)

Ram

— (Bae)”] (62)

HOMIMM = — 3 S 2 + B S
TiM Ram

ondei e o denotam, os elétrons e o nucleo na regido QM, respectivamente, enquanto M denota um

atomo com carga atbmica parcial Qu na regido classica. Nessa aproximacdo, a interacdo € tratada

classicamente, ou sgja, cargas parciais sdo atribuidas aos atomos da regido quantica de modo a

interagir com as cargas parciais da regido classica. Esse tratamento perde por ndo permitir, em

principio, que o subsistema quantico seja polarizado pela parte classica.

Além da interac8o entre as camadas, outro fator importante € quanto ao truncamento das
mesmas. Quando o sistema ndo apresenta ligagdes covalentes entre as regides pode-se dizer que 0s
limites dessas regibes sdo estabelecidos pela propria molécula, por exemplo, no caso de alguns
compostos de inclusdo, onde a molécula hospedeira limita uma regido externa e a molécula inclusa
umaregido interna (Figura 6.3). Entretanto em muitos sistemas, principal mente em macromoléculas
organicas, serd preciso em algum momento quebrar ligagdes covaentes (Figura 6.4a), sendo
importante redefinir os a&omos que fardo parte da regido interna. A solugdo mais popular é
preencher a valéncia com &omos, usualmente de hidrogénio (Figura 6.4b) que sdo chamados de
“link atoms” ou “&tomos de ligacdo” %% E vdlido ressaltar que esses dtomos de ligacdo néo

estdo representados na expressdo usada para descrever a interacdo entre as regifes do sistema,
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sendo algumas vezes questionavel o uso dos mesmos, visto que freqlientemente ndo sdo subtraidos
da expressdo da energiafinal e podem polarizar incorretamente a regido do sistema QM.

A escolha do limite entre as regides do sistema € muito importante. Alguns estudos tém
mostrado que uma escolha imprépria pode levar a resultados finais de pouca confianga. N&o
existem regras rigorosas para essa escolha, mas ha algumas recomendacdes que podem ser

seguidas:

I.  Algumas ligacOes que estdo sendo formadas ou quebradas devem ficar inteiramente na
regido QM do caculo.
1. Regibes com mudangas de hibridizagdo devem ficar naregido QM.
I1l.  Sistemas de conjugacdo ou regido aromética devem ficar completamente numa Gnica
regido.
IV. Méodo QM/MM néo permite transferéncia de carga entre diferentes regifes do sistema,
portanto, a particdo ndo deve ocorrer em segdes onde sdo operadas transferéncias de

carga.

A diferenca entre os tipos de métodos hibridos esta na forma de tratar as regifes limites da
molécula. Os métodos hibridos que surgiram na década de 90 fazem parte de uma nova geracéo de
métodos integrados, dos quais os mais comuns s o IMOMM?®' (Integrated molecular orbital +
molecular mechanics), IMOMO* (integrated molecular orbital + molecular orbital) e o método
testado nesse trabalho, o0 ONIOM (N-layered integrated molecular orbital and molecular

mechanics).
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Figura 6.3. Representagéo do limite entre as camadas de célculo.

d

J
@ J (b)

Figura 6.4. (a) quebra de ligagdo covalente; (b) preenchimento da valéncia com o domo de H.

J

6.1.1.1. O méodo ONIOM

Na busca por um método que fosse a generalizac8o dos outros ja existentes e que permitisse
a combinac&o de diversas metodologias, permitindo uma melhor representacéo do sistema modelo,
bem como de todo o sistema “real”, surge um novo método que ficou conhecido como ONIOM (N-
layered integrated molecular orbital and molecular mechanics). O conceito do ONIOM é bastante
simples. Como mencionado anteriormente, no ONIOM vocé pode tratar diferentes partes da
molécula com diferentes metodologias de calculo. O sitio ativo ou a parte onde se tenha um maior

interesse é tomado como sistema modelo e deve, entdo, ser tratado em um nivel alto de teoria,
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enguanto o restante da molécula em um nivel mais baixo de teoria. De forma generalizada o sistema
pode ser dividido em diferentes niveis, os quais podem estar ligados a qualquer ordem e cada um
tem liberdade para ser tratado com o0 método que se queira e ao integrar-se os métodos para cada
parte da molécula, tem-se a extrapolagdo do resultado para niveis altos de precisdo sobre a molécula
como um todo.
Como ja foi também mencionado, a valéncia nas camadas formadas sdo preenchidas
eventualmente por atomos de hidrogénio, chamados atomos de ligagdo e a maneira como esses
atomos sdo tratados € um aspecto importante no método ONIOM. O tratamento dos &omos de

ligacdo € um importante fator nos cdlculos com métodos integrados. A Figura 6.4 pode ser

representada como no Esquema (6.2).

|

¥ Camada extemna \
/{canjunto 4) dai \
{conjunto )
.f"/ -
B(Conjunto 3) Y,

-~ _”

/

Esquema 6.2. Representacdo esquematica da divisdo de camadas no calculo ONIOM.

onde os &omos presentes no sistema modelo representam o conjunto 1(representados por A) e tem
coordenadas R;. O conjunto 2 sdo os atomos artificialmente introduzidos (atomos links, H) de
coordenadas R,. Os atomos ligados no sistema modelo (representados por B) sdo descritos por Ras.
Os demais atomos sao chamados conjunto 4 (representados por X) com coordenadas R4. Logo a

geometria do sistema real é descrita por R;, R3 e Ry que sdo coordenadas independentes no

ONIOM.
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Eoniom = Eontom(R1, R3, Ry) (6.3)

Os aomos de ligacéo tém coordenadas R, dependentes, embora o funcional explicito de R,
possa ser escolhido arbitrariamente, os &omos sdo usados para substituir as interagdes covalentes
do sistema real, devendo reproduzir fielmente o movimento dos &omos originais. R, pode ser

escrito como:

Ry = f(Ry,R3) (6.4)

Os atomos do conjunto 2 (representados por H) tem angulos diedros e de ligacdo iguais aos
atomos do conjunto 3, ou sgja, 0s &omos de ligacdo sdo sempre colocados ao longo dos vetores de
ligacdo do sistemarea (eixo A-B no esquema). Entretanto a posi¢éo exata de r, ao longo daligagéo
A-B (r; — rp) éobtida com aintroducéo de um fator de escalonamento (ou parametro de distancia)

g. Assim,

r,=r+g0;—r1r) (6.5)

Se a distancia entre A-B (r; — r;) muda durante a otimizagdo da geometria, a distancia de A-H
(r, — r;) também muda. Na realidade g é uma constante de proporcionalidade entre as distancias
de A-B e A-H.

O valor razoavel para o parametro g depende da natureza dos aomos envolvidos. Por
exemplo, para substituir uma ligagdo C-C por C-H, um razoavel valor de g seria a razéo entre a
distancia padrdo da ligacdo C-H (1,084 A) pela ligacdio C-C (1,528 A), g seria 0,709 A. No
Gaussian 03, se 0 parametro g ndo € especificado automaticamente o programa toma g como a
razéo entre o somatorio do raio covalente do conjunto 2 e conjunto 1 pelo raio covaente do

conjunto 3 e conjunto 1.
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O fator importante € como ainteracdo entre as camadas € feita. Se a energiatotal € dada por:

onde R, sdo as coordenadas de cada regido do sistema, a variavel € a energia de

interac8o entre as camadas. Entretanto, se a energiatotal for calculada por:

a interacdo entre as camadas esta sendo tratado num nivel baixo. Iguaando as duas equagOes

temos:

onde o termo corresponde a interaco exata entre as camadas obtida no menor nivel

de teoria. O esguema de extrapolacdo de energia ONIOM pode ser melhor compreendido

observando o Esquema 6.3.

atto ° O E(alto,real)

aproximagio

4

F(ONTOM real)=F(baixo,real)-
E(baixo,modclo)-E(alto,modclo)

Nivel de teoria

bajxo. °

modelo real

>

Tamanho do sistema

Esquema 6.3. Esquema de extrapolagdo ONIOM.
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Nessa ilustragdo foi representado o nivel de teoria pelo tamanho do sistema. Como o

objetivo do modelo é descrever o sistema rea no nivel mais alto de teoria (E(alto,real)). Isto

significafazer uma aproximagdo e reescrever aequagdo (6.7).

Onde a E(baixo,real) é a energia do sistema real calculada no nivel baixo de teoria e as

energias E(baixo,modelo) e E(alto,modelo) séo as energias do sistema modelo calculado no nivel

baixo e ato, respectivamente. Ja a E(ONIOM,real) é a energia aproximada (extrapolada) que

descreve o sistema real num nivel mais alto de teoria. Para alguns sistemas a diferenca entre

energia e a verdadeira energia ONIOM é dada por um erro, que pode ser desprezado, uma vez que

este € similar nas estruturas participantes das reacfes, como por exemplo, reagentes e estados de

transicao.

O esquema pode ser facilmente expandido para trés ou multiplas camadas como mostrado

no Esquema6.4.

L

alto (88
-

min@———— @

Nivwel de tcoria

) rorea
A 4

I aproximagcio

1

E(ONIOMreal )=E(baixo,real)-
E(baixo,intecrmcdiano)
+E(médio,intermediario-

N Y3s A

F(médio modelo)-F(alio,modeio)

baixo - A
modelo intermediario real
Tamanho do sistema -

Esguema 6.4. Expansdo do esquema ONIOM para multiplas camadas.
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6.1.2. RESULTADOSE DISCUSSOES

A complexidade estrutural dos oligonucleotieos € evidenciada pelas forgas responsaveis pela
sua estabilidade, principalmente as ligacbes de hidrogénio. A principal importancia dessas
interacbes € quanto a prépria formagdo da estrutura do DNA, uma vez que elas permitem o
emparel hamento das bases de forma especifica, 0 que esta diretamente relacionado aos processos de
replicacéo do DNA, fazendo com que ocorram quase sem erros. Além das ligacOes de hidrogénio,
as forcgas hidrofdbicas sdo também responsaveis pela estabilidade da dupla hélice. Essas forcas de
interagbes hidrofobicas se devem ao fato das bases usualmente se encontrarem parcial mente
sobrepostas. Estruturas cristalogréficas exibem, com freqiiéncia, bases empilhadas apresentando
interacdo stacking, que no estado sdlido s& uma forma de interacdo de van der Waals™. Alguns
trabal hos discutem bem essas interagfes, bem como as suas implicagdes nos processos rel acionados
a0 DNAY,

Com o objetivo de testar metodologias de calculo, comegamos usando como modelo um
dinucleotideo (pares de base 6 e 7 da estruturade raios X). A sequéncia5’ -GpC-3' foi otimizadaem
diferentes niveis de teoria, mecénica cléssica, ab initio e método hibrido (QM/MM) segundo o
formalismo do ONIOM. A aplicagdo dos diferentes métodos citados s6 foi possivel devido ao
tamanho relativamente pequeno do sistema, até entdo considerado. A partir da geometria otimizada
(Figura 6.5) alguns parémetros estruturais foram comparados com a estrutura de raios X (Tabela
6.1). As distorgdes sdo evidentes em algumas estruturas, como aguelas otimizadas com mecéanica
molecular. Esse resultado ja era esperado, pois como ja foi mencionado anteriormente, sequéncias
nucleotidicas sdo sistemas nos quais as interagdes, principalmente entre atomos ndo ligados, sdo de
extrema importancia na sua estabilidade, e os campos de for¢ca da mecanica molecular séo
ineficientes na representacéo dessas interagdes. Os dados estruturais (Tabela 6.1) evidenciam o fato
de ndo haver ateracdo na conformacéo da geometria do dimero ao ser otimizado em ambos os

niveis de calculo aplicados. Embora seja nitido que a melhor representacdo do sistema é usando
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cdculos ab initio, os parametros da geometria otimizada usando método hibrido sdo bastante
confiaveis, visto que o desvio relativo do didmetro médio para 0 CPG € de aproximadamente 2%.
Essa observacéo aliada ao fato do cdlculo ONIOM apresentar uma grande diminuic¢do no tempo de
CPU, motivaram a continuar investigando diferentes aplicacfes do método hibrido nesse sistema.
Recentemente, Magistrato e Spiegel® aplicaram a metodologia QM/MM em estudos de dinamica
molecular para interagdes de drogas com o DNA. Nesse trabalho as regides QM ficam restritas a
molécula da droga e a nucleobase que esta covalentemente ligada a €la; ja o restante do sistema é
tratado com mecanica molecular. As autoras discutem a importancia do uso de métodos hibridos,

alternativamente, para estudar processos que envolvam macromol écul as.

@ (b) (©)

Figura 6.5. Geometrias otimizadas (a) UFF (b) HF/LANL2MB (c) ONIOM(HF/LANL2DZ:UFF).
Ball and stick: high layer e stick: low layer.

Tabela 6.1. ParAmetros estruturais para o dimero CpG (valoresem A).

Eixo principal Diametro médio Conformagéo
(Og terminais) (Cr---C1)
HF/LANL2DZ 4,39 10,45 anti
UFF 6,73 9,50 anti
PM3MM 4,13 10,79 anti
HF/LANL2DZ:UFF 6,42 10,71 anti
Raios X 5,25 10,46 anti
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Para tentar avaliar a melhor aplicacdo do método hibrido ONIOM na otimizagdo de
geometria de oligonucleotideos foi adotado a seguinte estratégia: a partir do dinucleotideo central
da sequéncia do dodecamero tomada como referéncia (estrutura de raios X), foi sendo aumentado
gradativamente 0 nimero de pares de base, acrescentando sempre um par de bases acima e um
abaixo ao longo da sequéncia nucleotidica e realizados célculos de otimizacdo de geometria. Como
0 método ONIOM permite que as camadas de cdlculo sgam distribuidas de maneira aleatéria ao
longo da molécula, foram realizados testes variando a disposi¢do dessas camadas (camada baixa (B)
e camada dta(A)) ( Figura6.6). O esqueleto aglcar fosfato foi mantido sempre na camada baixa, ja

os pares de base foram aternados entre camada baixa e alta.

1 3'
0 Gig=""""- Cy
Ciym=---- Cs
Cig=="—-- Gs
______ B Camadabaixa (B)
= o Camadadta(A)
- amnada alta
Gy =="""~ Cs
3 Co1 777777 Go 5'

Figura 6.3. Camadas de cdlculo ONIOM. As camadas podem variar de acordo com a
sequéncia.

Para a sequéncia [5'-GpGpCpC-3'], as geometrias otimizadas usando o método ONIOM
com as diferentes combinagdes das camadas de célculo sdo mostradas na Figura 6.7. As menores
distor¢cBes ocorrem quando todos os pares de bases nitrogenadas sGo mantidos na regido de
mecanica quantica. As Tabelas 6.2 e 6.3 apresentam as medidas de distancias das interagdes de
hidrogénio entre os pares de bases complementares e alguns parametros estruturais importantes,
como os angulos diedros ao longo do esqueleto aglcar-fosfato. As interaces de hidrogénio séo
importantes na estabilidade da estrutura, e observando a Tabela 6.2 percebemos que essas

interaces sdo mantidas e que sdo também melhores representadas quando estdo na camada alta de
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célculo. Isto &, aprincipio justificavel uma vez que o campo de for¢a da mecanica molecular usado
nas regides de camada baixa é o UFF, um campo que dispde de poucos parametros para um grande
numero atomos, podendo ndo ser eficiente na descricdo de sistemas como o DNA, como discutido
por Costa em sua tese de doutorado®. Entretanto observa-se que os pares de base tratados com
mecanica molecular, mas que ficavam intercalados entre pares de base tratados com mecanica
guantica eram melhores descritos mantendo consideravelmente as interagbes de hidrogénio.
Baseados nessa observacédo foram realizados célculos procurando manter sempre uma aternancia

das camadas entre os pares de base.

Tabela 6.2. Distancias (valoresem A) de ligag&o entre os pares de bases opostos do DNA.

Pares de base Raios X ONIOM Camada de célculo

HNH----Og 2,43 1,89

C--G N----H 2,23 1,95 A
O----HNH 2,06 1,82
HNH----Og 2,05 2,59

cG N----H 2,04 2,84 B
O---HNH 1,81 3,42
Og---*HNH 1,70 1,79

G--C N----H 1,69 1,93 A
HNH----O 1,59 1,84
Oe-----HNH 2,12 -

G-C N----H 2,28 - B
HNH----O 2,42 -
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(©) (d)

Figura 6.7. Geometrias do DNA (5 -CP* CP* GP* G-3') otimizadas usando

ONIOM(HF/LANL2DZ:UFF) Ball and stick: high layer e stick: low layer. (a) camada ABAB (b)

BAAB (c) AAAA (d) BABA.

Tabela 6.3. Comparagdo dos angulos de tor¢do (graus) para fragmentos do DNA.

Combinagéo das camadas ¥ a B ¥ ) £ &
Raio-X (5'-CPCPGPG-3') -105 126 42 138  -146 -144 55
AAAA(5 -CPCPGPG-3') -112 143 60 92 -149 -142 -74
ABAB(5 -CPCPGPG-3') -114 164 66 89 -170 -60 -82

04 ---C1'4£-N9---C4 paraA ou G e O4'---C1’ X _N9---C2 paraT ou C

—pBosB.cstcad.catozh-p

Para avaliar melhor a eficiéncia da aternativa proposta, a sequéncia foi aumentada para oito

pares de bases da estrutura de raios X. As disténcias das interacfes de hidrogénio sdo mostradas na
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Tabela 6.4. Observando as distancias de ligagcdo é possivel concluir que a metodologia hibrida
ONIOM, dispondo as camadas de maneira aternada € uma alternativa razoavel para otimizar
sequéncias nucleotidicas. A Figura 6.8 mostra a estrutura completamente otimizada. O maior
problema na representacdo da geometria ocorre nas extremidades, sugerindo que € necessario
distribuir as camadas de maneira a manter sempre os pares de base das extremidades em um nivel
alto de célculo. Os demais pares de base que néo estdo na extremidade da sequéncia estdo dispostos
guase que paralel os, mantendo a estrutura regular. O fato dos pares de base estarem mais coplanares
facilita as interagdes hidrofébicas (p-staking) estabilizando a molécula da dupla hélice, além de

facilitar ainteracdo com moléculas externas.

Figura 6.8. Geometriado DNA(5 -(CP* GP* CP* CP* GP* GP* CP*G)-3') otimizada usando

ONIOM(HF/LANL2DZ:UFF), camadas ABABABAA.
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Tabela 6.4. Distancias (valores em A) de ligacéo entre os pares de bases opostos do DNA.

Pares de base Raios X ONIOM Camada de calculo
HNH----Og 2,13 1,78
C--G N----H 2,24 1,96 A
O----HNH 2,38 1,91
Og-+-HNH 3,09 2,82
G--C N--H 2,49 2,68 B
HNH----O 2,02 2,91
HNH----Og 2,12 1,86
C--G N---H 2,28 1,89 A
O---HNH 2,42 1,81
HNH----Og 1,70 -
C----G N----H 1’69 - B
O----HNH 1,59 -
Og-+--*HNH 2,06 1,77
G---C N----H 2,04 191 A
HNH----O 1,82 1,88
Og-++--HNH 2,43 2,79
G----C N----H 2,23 2,67 B
HNH:---O 2,06 2,60
HNH----Og 2,93 1,76
C.-G N----H 2,16 1,98 A
O---:HNH 1,66 1,98
Og-~-HNH - R
G--C N----H - - A
HNH---O - -
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No caso da sequéncia em questdo as interagdes entre os pares de base que n&o sdo mantidos,
sobretudo, nas extremidades da sequéncia de oito pares de base sdo justificavels, umavez que essas
ligacOes ja ndo sd0 bem representadas na estrutura de raios X, como discutido por Moras e
colaboradores™. Segundo eles ocorre formagzo de ligactes de hidrogénio entre o oxigénio do grupo
fosfato e o grupo amino da sequéncia C3-C21 e C6-C18 (ver Figura 6.1). A Citosina (C3) compde
exatamente o par de bases da extremidade do octdmero que foi otimizado (Figura 6.8), o que
explica as distorgdes observadas, principalmente o fato das ligagdes de hidrogénio entre os pares de
base complementares C3-G22 ndo serem representadas mesmo quando tratadas com um nivel ato
de calculo, como mostra a Tabela 6.4. As ligacGes de hidrogénio entre os pares C6-C19 que na
estrutura otimizada também ndo sdo bem representadas, poderiam a principio sugerir que fosse um
efeito do clculo que nesse par de bases foi feito com mecanica molecular (camada baixa),
entretanto essa deformacéo também é um defeito proveniente da prépria estrutura experimental.
Mais uma vez a metodologia parece ser satisfatOria, uma vez que as interacBes observadas na
estrutura de raios X séo mantidas.

Como a geometria tomada como ponto de partida para os célculos de otimizacéo foi obtida
por difracdo de raios X, observou-se que isso poderia prejudicar a avaliagdo do método aplicado.
Para reavaliar e validar a metodologia que se destacou até aqui, foram realizados célculos com as
geometrias “ideais’ geradas no programa Hyperchem. As sequéncias “ideais’ [5-GpGpCpC-3'],
[5'-ApGpGpA-3'] e [5'-GpApGpGpApApApGpT-3'] foram otimizadas usando o método ONIOM
com camadas alternadas.

Observando os dados referentes as geometrias “ideais’ otimizadas com a metodologia
ONIOM ¢€ evidenciado o fato de o método influenciar mais na representacéo das interacdes de
hidrogénio, em geral, quando o par de bases esta disposto na camada baixa de calculo, ou sga,
mecanica molecular apresenta uma discrepancia do valor esperado para esse tipo de interagéo (Ver

Tabela 6.5.) para sequéncia [5 -GpApGpGpApApApGpT-3'].
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Tabela 6.5. Distancias (valores em A) de ligacéo entre os pares de bases opostos do DNA

“ideal” (ONIOM(HF/LANL2DZ:UFF) para sequéncia [5 -GpApGpGpApApApGpT-3'].

Pares de base

Sequéncia inicial

Sequéncia otimizada

Camada de calculo

Og---HNH

1,70
1,92
2,01
1,95
181
1,70
1,92
2,01
1,70
1,92
2,00
1,81
1,95
181
1,95
181
1,95
1,70
1,92
2,00
181

1,95

1,80
1,94
1,90
2,70
2,60
1,79
1,92
1,88
2,64
2,76
3,12
1,79

2,01

1,75
2,19
2,64
2,72
3,03
1,97

1,86
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O fato dessas interacBes ndo serem muito bem representadas faz com que o didmetro médio
da dupla hélice sofra uma variacdo relevante, como mostra a Tabela 6.6, a partir da medida da
disténcia entre os grupos fosfatos interfitas. Entretanto as regifes tratadas com mecéanica quantica
sd0 bem representadas. A Figura 6.6 mostra que algumas regides da sequéncia sdo menos sensiveis
para alguns pares de base especificos que se repetem, onde o didmetro variou menos com a

otimizac&o, caso daregido com trés pares A---T (ver Figura 6.9).

Tabela 6.6. Diametro (valores em A) dos nucleotideos para a sequéncia “ideal”

[5'-GpApGpGpApApApGpT-3']. Calculados no nivel ONIOM (HF/LANL2DZ:UFF).

(PO3)O----O(PO3) Sequéncia inicial Sequéncia otimizada Camada de célculo

G---C 19,57 21,32 A
AT 19,63 21,17 B
G----C 19,58 21,04 A
G----C 19,58 20,82 B
AT 19,57 19,72 A
AT 19,57 19,72 B
AT 19,57 19,30 A
G----C 19,63 20,66 B
T--A 19,63 20,92 A
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Figura 6.9 Distancia entre os pares de base interfitas.

As distancias entre os pares de base sobrepostos a0 longo da sequéncia mostrados nas
tabelas 6.7, 6.8 € 6.9, para as sequéncias “ideals’ [5'-GpApGpGpApApApGpT-3'], [5'-GpGpCpC-
3'] e[5'-ApGpGpA-3'] (ver Figuras 6.10 e 6.11) respectivamente, parecem sofrer menor influéncia
do método de calculo aplicado. Podemos perceber que o desvio em relacdo ao valor iniciad é
bastante pequeno em todas as sequéncias otimizadas, tanto nas camadas altas quanto nas baixas.
Para as sequéncias [5'-GpGpCpC-3'] e [5'-ApGpGpA-3'] foi avaliado a aplicacéo do funcional de
densidade no método ONIOM, usando o funcional B3LYP. As sequéncias foram otimizadas no
nivel de teoria (ONIOM(B3LYP/LANL2DZ:UFF). Alguns parémetros estdo descritos nas
Tabelas 6.8 e 6.9 e em comparacdo com os calculos (ONIOM(HF/LANL2DZ:UFF) ocorrem
variagdes muito pequenas,que ndo justificam a aplicacdo dessa metodologia, podendo assim
garantir, a principio, que as interacBes hidrofobicas estdo sendo mantidas com a metodologia
aplicada. E importante observar esses parametros, pois 0s mesmos permitem avaiar a estrutura do
DNA, observando as variagdes nos chamados sulco maior e sulco menor, que por sua vez estdo
diretamente relacionados a sua interagdo com outras biomoléculas, como as proteinas e ainda

moléculas cujo o avo biolégico sgja o0 DNA. Considerando a média dos parametros estruturais
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obtidos com a metodologia ONIOM, acompanhada da aternancia das camadas de célculo, e ainda
as geometrias otimizadas, observa-se que as distorgdes sdo pequenas, mantendo a conformagéo do
DNA. Todos os parametros estruturais avaliados neste estudo potencializam o uso de metodologias
hibridas, que permitem aumentar os sistemas aproximando-os sempre que possivel do rea e ainda

aplicar niveis de teoria adequados para reproduzir as propriedades desegjadas.

Tabela 6.7. Distancia (vaores em A) entre os pares de base consecutivos para a sequéncia[5' -

GpApGpGpApApApGpT-3']. Calculados no nivel ONIOM(HF/LANL2DZ:UFF).

Ne---Ng Sequénciainicial Sequéncia otimizada Camada de calculo

G A
3,50 3,56

A B
3,48 3,45

G A
3,49 354

G B
3,50 351

A A
3,49 4,09

A B
3,49 3,54

A A
3,48 3,83

G B
3,88 3,43

T(N3) A
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Tabela 6.8. Distancia (valores em A) entre os pares de base consecutivos para a sequéncia [5'-

GpGpCpC-3']. Calculados nos niveis ONIOM(HF/LANL2DZ:UFF) e

ONIOM(B3LYP/LANL2DZ:UFF)

HF DFT
Ng--Ng Geometriainicial Geometria Geometria Camada de
otimizada otimizada célculo

G A
3,30 3,44 3,43

G B
3,39 3,58 3,58

C(Ns) A
3,50 4,66 4,71

C(Na) B

Figura 6.10. Sequéncia[5 -GpGpCpC-3']. Calculada no nivel de teoria

ONIOM(HF/LANL2DZ:UFF).
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Tabela 6.9. Distancia (valores em A) entre os pares de base empilhados para sequéncia

5 -ApGpGpA-3']. Calculados nos niveis ONIOM(HF/LANL2DZ:UFF) e

ONIOM(B3LYP/LANL2DZ:UFF).

HF DFT
Ne-Ng Geometriainicial Geometria Geometria Camada de
otimizada otimizada célculo
A A
3,64 4,26 4,15
G B
3,37 3,56 3,72
G A
3,09 3,97 3,72
A B

Figura 6.11. Sequéncia 5 -ApGpGpA-3']. Calculada no nivel de teoria

ONIOM(HF/LANL2DZ:UFF).
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6.1.3. Conclusao

A metodologia hibrida (QM/MM) segundo o formalismo ONIOM parece ser a melhor
alternativa para estudar macromoléculas, sobretudo processos de interesse que envolvam sistemas
biomacromoleculares. Dada a relevancia de representar com elevada precisdo esses sistemas, e
devido a dificuldade computacional de se aplicar um célculo ab initio puro para sistemas téo
grandes, 0 uso de modelos como 0 ONIOM se faz necessério, uma vez que, entre outras vantagens,
possibilita arestricao do alto nivel de cllculo aregides de maior interesse. Portanto é extremamente
relevante a avaliacéo de metodol ogias que envolvam model os hibridos.

Nesse trabalho, foi possivel observar que o ONIOM se aplica bem para a otimizacéo de
geometria de sequéncias nucleotidicas. Os resultados obtidos ainda sugerem que a metodologia
ONIOM com regido quantica tratada com HF é adequada, uma vez que aplicando DFT ndo ha
variagdo relevante na geometria e em contrapartida o custo computacional € bem maior que o
HF. Fica evidente aimportancia da escolha correta das camadas de célculo, pois a geometria parece
ser bastante sensivel ao tratamento dado a regifes especificas da molécula. Nossos resultados
sugerem que a aplicacdo do método ONIOM, aternando as camadas de cdculo entre os pares de
base e mantendo as extremidades no nivel ato de cllculo é a melhor metodologia, apresentando
bons resultados de estrutura e um ganho computaciona relevante.

Célculos de complexos de interacdo entre sequéncias nucleotidicas e compostos da familia
das tetraciclinas estdo sendo realizados usando a metodologia estabelecida nesse trabalho. O
método ONIOM tem permitido explorar quanticamente sistemas biolégicos, como complexos de
intercalacd com o DNA. O resultados sdo ainda motivadores para estudar interagbes de
sequéncias nucleotidicas cada vez maiores com moléculas de interesse, como anticancerigenos a
base de Pt(1l), permitindo uma melhor avaliacdo da influéncia da propria estrutura do DNA no

mecanismo de a¢&o dessas reacoes, algumas ainda carentes de serem elucidadas.
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