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RESUMO

Complexos de ouro(IIl) sdo compostos promissores para a quimioterapia do cancer com
mecanismos de a¢do que envolvem etapas dependentes de sua estabilidade redox. A escolha do
ligante ¢ crucial para ajustar a reatividade e atividade biologica destes mesmos. Fosfinas
terciarias (PR3) estdo entre os ligantes auxiliares mais usados nestes compostos. A estabilidade
redox dos complexos [Au(CNAC)PR;]* (C"NAC=2,6-difenilpiridina) (A) e
[AU(NANAN)PR;]*" (NANAN=2,2":6',2"-terpiridina) (B) foi investigada para um conjunto de
41 fosfinas, usando o potencial padrio de redugio (E°) para o sistema eletroquimico Au**—>Au!"
como referéncia. Para os compostos (A), E° variou numa faixa de 829 mV com valores
negativos; para os compostos (B) os valores de E° foram positivos numa faixa de 507 mV. As
fosfinas com alto impacto estérico diminuem a estabilidade do complexo apesar de serem fortes
doadores ©. Propriedades estéricas e eletronicas foram usadas para construir modelos
quantitativos de relacdo estrutura-propriedade (QSPR — Quantitative Structure-Properties
Relationship), sendo o volume buried o principal fator na estabilidade dos compostos
estudados. No caso dos compostos (B), o impacto estérico ¢ mais pronunciado nas espécies de
ouro(I). A capacidade de doacdo de elétrons das fosfinas possui maior peso na estabilidade
redox dos compostos (B) em relagdo aos compostos (A).

Posteriormente, quinze compostos com diferentes ligantes bidentados (bident) e
tridentados (trident), mantendo fixo o cloreto como ligante auxiliar ([Au'(bident)Cl]*™
(bident = do tipo NN e C*N) e [Au"(trident)C1]**® (trident = do tipo NAN”N, CAN"N, CC”N,
CANAC e N*C"N)), foram estudados. Os valores de E° calculados abrangeram uma ampla faixa
de 2600 mV. Os compostos do tipo [Au(CAC”N)CI] mostraram a maior estabilidade com E°
de aproximadamente -1,60 V em solucao aquosa. A analise de orbitais naturais e o E° indicaram
que a inclusdo da ligagdo Au-C ¢ menos eficiente para a estabilizagdo do composto na posi¢ao
lateral comparada a central. O posicionamento consecutivo de dois ligantes piridina
desfavorece a reducdo dos complexos de ouro(III). No caso do composto [Au(C"N"N)CI], o
ligante bipy (N”*N) se comporta como um ligante redox ndo-inocente, participando ativamente
do processo de reducdo sem uma mudanga estrutural significativa apés redugo. Os resultados
reportados ajudam na previsdo da estabilidade redox de complexos de ouro(IIl), a qual afeta
sua reatividade quimica frente a importantes alvos biologicos.

Finalmente, modelos moleculares foram propostos para o aduto [Au'(C"N"C)(SHCys-

R)]", com a fracdo [Au(C "NAC)]" ligada ao residuo Cys498 da TrxR, que representa o produto



da primeira reacgdo de troca de ligante. O composto original [Au"(C"N"C)CI] apresentou E° =
-1,20 V, aumentado para ~ +0,30 V nos modelos estudados do aduto, mostrando que E° ¢
principalmente influenciado pela troca do ligante auxiliar (por exemplo, CI” por S-R) com um
pequeno efeito da estrutura da enzima. Além disso, foi abordada reagao final de substituicdo
C"N"C/Cys497, a qual se mostrou dependente do estado de protonagdo da Cys497. Estudos
termodindmicos e cinéticos sugerem que esta reacao ¢ exergonica, exibindo uma barreira de
energia de 20,2 kcal mol!. A transferéncia completa do ion Au para o sitio ativo da enzima

levaria a inibicao total da sua atividade, causando a morte das células cancerigenas.

Palavras-chave: Complexos de ouro(Ill). Fosfinas. Potencial de reducao. Volume buried.

DFT. Tiorredoxina redutase.



ABSTRACT

Gold(IIT) complexes are promising compounds for cancer chemotherapy with
mechanisms of action that involve steps dependent on their redox stability. The choice of the
ligand is crucial to adjust their reactivity and biological activity. Tertiary phosphines (PR3) are
among the most used auxiliary ligands in these compounds. The redox stability of
[Au(C"NAC)(PR3)]" (C"NAC=2,6-diphenylpyridine) (A) and [Au™(N*N~N)(PR3)]*"
(N~NAN=2,2":6',2"-terpyridine) (B) complexes was herein investigated for a set of 41
phosphines, using the predicted standard reduction potential (E°) for Au*"/Au!" electrochemical
system as reference. For complexes (A), E° spread over 829 mV and all values were negative;
for complexes (B), the E° values were positive and covered a narrower range of 507 mV.
Phosphines with high steric impact decrease the complex stability despite being strong o-
donors. Steric and electronic properties were used to build quantitative structure-property
relationship models (QSPR), with the volume buried being the main factor in the stability of
the studied compounds. In the case of compounds (B), the steric impact is more pronounced in
gold(I) species. The electron-donating ability of phosphines has greater weight in the redox
stability of compounds (B) compared to compounds (A).

Later, fifteen compounds with different bidentate (bident) and tridentate (trident)
ligands, keeping the chloride fixed as an auxiliary ligand ([Au"(bident)CL>]*"" (bident = N*N
and C*N) and [Au"(trident)C1]*" (trident = N*N~N, C"N*N, C*C”*N, C*'N~C and N*C"N)),
were studied. The calculated E° values covered a wide range of 2600 mV. The compounds of
the type [Au(C*C”N)CI] showed the greatest stability with E° of approximately -1.60 V in
aqueous solution. The analysis of natural orbitals and E° indicated that the inclusion of the Au-
C bond is less efficient for stabilizing the compound in the lateral position compared to the
central position. The consecutive positioning of two pyridine ligands disfavors the reduction of
gold(IIT) complexes. In the case of the compound [Au(CAN~N)CI], the bipy ligand (N~N)
behaves as a non-innocent redox ligand, actively participating in the reduction process without
a significant structural change after reduction. The reported results help predict the redox
stability of gold(IIl) complexes, which affects their chemical reactivity against important
biological targets.

Finally, molecular models were proposed for [Au(C*N~C)(SHCys-R)]" adduct, with
the [Au(C"N~C)]" moiety bonded to residue Cys498 of TrxR, which represents the product
of the first ligand exchange reaction. The original compound [Au™(CAN~C)CI] showed E° = -



1.20 V, which enlarges to ~ +0.30 V for the studied models of the adduct, showing that E° is
mainly influenced by auxiliary ligand exchange (eg: ClI" by SR) with a small effect of the
enzyme structure. Furthermore, the final C*"N*C/Cys497 substitution reaction was addressed,
which showed to be dependent on the protonation state of Cys497. Thermodynamic and kinetic
studies suggest that this reaction is exergonic, exhibiting an energy barrier of 20.2 kcal mol ™.
The complete transfer of the Au ion to the enzyme's active site would lead to the total inhibition

of its activity, causing cancer cell death.

Keywords: Gold(IlI) complexes. Phosphines. Reduction potential. Buried volume. DFT.

Thioredoxin reductase.
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1 INTRODUCAO

Desde tempos imemoriaveis, o ouro vem sendo usado no tratamento de diversas
doengas, em virtude das muitas propriedades curativas. Porém, sua primeira aplicagdo
terapéutica data de aproximadamente 2500 a.C., quando ouro era utilizado pelas medicinas
chinesa e arabe (SADLER; SUE, 1994). O interesse moderno na aplicagdo do ouro nesta area
originou-se em 1890, quando Robert Koch observou a inibi¢ao do bacilo da tuberculose pelo
sal cianeto de ouro(I), embora tenha sido demonstrado que este tinha poucos beneficios para o
tratamento da doenca. A partir dai, aumentou-se o interesse pela busca de compostos de ouro(I)
com potencial antituberculose e de baixa toxicidade (SADLER; SUE, 1994; BENEDEK, 2004).

Durante a década de 1925-1935, sais de tiolato de ouro(I) foram utilizados para o
tratamento da tuberculose, apesar da falta de evidéncias experimentais de que estes curassem a
doenga. J4 em 1929, o cientista francés Jacques Foriester investigou o uso de compostos de
ouro para o tratamento da artrite reumatoide; entretanto, somente em 1960 que ensaios clinicos
controlados provaram a eficacia da terapia com ouro (BENEDEK, 2004; BERNERS-PRICE;
FILIPOVSKA, 2011; ZOU et al., 2015).

Atualmente, alguns tiolatos injetaveis de ouro(l), representados na Figura 1, sdo pouco
usados clinicamente, porém, mantém-se na classe de drogas antirreumadticas que retardam a
progressao da doenga. Em 1985, o composto de fosfina de ouro(I), conhecido como Auranofina
(AF) (Figura 1) foi aprovado para o tratamento da artrite reumatoide. A AF substituiu o
tratamento clinico com tiolatos injetaveis de ouro, sendo usada amplamente por muitos anos,
mostrando alguns efeitos secundarios. Posteriormente, a AF mostrou-se menos eficaz do que
outros fairmacos antirreumaticos, tais como o metotrexato, o que levou a uma diminui¢do do
seu uso clinico. Em meados dos anos 80, a AF mostrou-se um potente inibidor do crescimento
de células tumorais in vitro, com atividade antitumoral in vivo limitada em modelos tumorais
de camundongos (MIRABELLI et al., 1985; BERNERS-PRICE; FILIPOVSKA, 2011).

Desde entdo, a busca por compostos promissores de ouro anticdncer tem sido
continuamente ativa e um grande nimero de complexos de ouro(I) e ouro(Ill) t€ém sido
sintetizados nas ultimas décadas. Tais compostos de ouro vém sendo testados como agentes
anticancer e tém mostrado resultados bastante promissores. Alguns desses compostos também
tém sido testados como possiveis agentes antiparasitarios, antimicrobiais, anti-HIV, entre
outros (NAVARRO, 2009; NAVARRO et al., 2011; GLISIC; DJURAN, 2014; MAIA;
DEFLON, 2014; BERNARDES et al., 2016; DE PAIVA et al., 2017; ONG et al., 2019).

Recentes avangos e novas percepgdes sobre a atividade antiparasitaria de compostos de ouro,
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podem ser encontrados em uma recente revisao da autora desta tese, a qual aborda amplamente
o papel dos compostos metalicos e seus diferentes ligantes contra doengas infecciosas como

lesihmaniose, doenca de Chagas e tripanossomiase (NAVARRO et al., 2020).

Figura 1 - Compostos de ouro utilizados no tratamento da artrite reumatoide. 1 e 2 sdo

polimeros soluveis em agua.

ONa OH
o o
S—Au HO
HO S—Au
OH
o L Jdn
2. Aurotioglicose
NaO (Solganol®)
— =" OAc
1. Aurotiomalato de sddio
(Miocrisina®) o)
AcO
AcO s—A—R——
OAc

3. Auranofina
(Ridaura®)

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2020.

A AF, utilizada como antiartritico, exibiu potenciais efeitos anticancerigenos in vitro
em diferentes linhagens celulares de cancer humano e mostrou efeitos in vivo no modelo de
camundongos com leucemia P388 (WATTENBERG, 1985). Mediante tais resultados, uma
grande variedade de analogos de AF foram testados como agentes anticancer, apresentando os
complexos de ouro(I) como potenciais inibidores do crescimento de células tumorais in vitro.
Estudos de relagao estrutura-atividade sobre AF indicaram que o ligante fosfina ¢ muito mais
importante para a atividade bioldgica do que a fracdo de tioglucose (BERNERS-PRICE;
FILIPOVSKA, 2011). De fato, extensivos estudos mecanisticos mostraram que tanto a AF
como o [Au(PEt3)Cl] afetam a fun¢@o mitocondrial, levando a inducdo de vias apoptdticas
(BARNARD; BERNERS-PRICE, 2007; BERNERS-PRICE; FILIPOVSKA, 2011).
Consequentemente, o uso das fosfinas (PR3, R=H, alquil, aril, etc.) como ligante auxiliar, tem
acompanhado a sintese de varios compostos de ouro (OTT, 2009; SUN et al., 2013). As fosfinas
sdo ligantes o-doadores e m-receptores e estabilizam principalmente metais de baixo estado de
oxidagdo, como o ion Au'* e, a0 mesmo tempo, sdo um dos poucos ligantes cujas propriedades

eletronicas podem ser amplamente modificadas de uma forma sistematica pela alteracdo dos
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grupos R. Além disso, conferem um carater lipofilico aos compostos quimioterdpicos,
facilitando a captacdo celular (BERNERS-PRICE et al., 1986; BERNERS-PRICE; SADLER,
1988; HUMPHREYS et al., 2007; MIRZADEH; REDDY; BHARGAVA, 2019).

Nos ultimos anos, tem sido relatada a atividade antitumoral de complexos lineares de
ouro(I) contendo carbenos N-heterociclicos (NHC). Tais ligantes sdo considerados alternativos
as fosfinas e atuam como fortes ligantes doadores de elétrons para uma ampla gama de metais
de transicdo. Além disso, o fato de os NHC serem altamente estaveis, facilmente sintetizados e
quimicamente modificados, aumenta o interesse na obtenc¢do de novos farmacos em que estes
ligantes coordenam-se aos metais de transi¢io (HUYNH, 2018). Varios complexos Au'-NHC
foram sintetizados realizando variacdes sistematicas de diferentes grupos alquila no atomo de
nitrogénio secunddario para facilitar a captagdo celular. Tal interesse se da pelo fato de que estas
alteragdes estruturais permitiram aos pesquisadores obterem informacdes importantes sobre
lipofilicidade, carga, reatividade, citotoxicidade e interagdo com proteinas/enzimas, como a
tiorredoxina redutase (TrxR). Assim, foram preparados um grande niumero de compostos de
ouro estruturalmente diversificados, estabilizados por ligantes de fosfinas PR3 e NHC, e
verificou-se que estes induzem efeitos anticancerigenos importantes, tanto in vitro como in vivo
(ZOU et al., 2015; MORA; GIMENO; VISBAL, 2019).

Na Figura 2, ¢ apresentado o numero de publicagdes nos ultimos 20 anos sobre
complexos de ouro(I) e ouro(III) como agentes anticancer. E interessante notar que na Gltima
década este tema tem atraido a atengdo dos cientistas. Os complexos de ouro(I) tiveram
aproximadamente o dobro do nimero de publicagdes comparado aos complexos de ouro(III), o
que ¢ atribuido ao grande ntimero de compostos derivados da AF que foram testados como

agentes quimioterapéuticos nesta ultima década.



22

Figura 2 - Numero de artigos publicados sobre complexos de ouro(I) e ouro(Ill) como
agentes anticancer nos ultimos 20 anos. Dados obtidos do Scifinder usando as palavras:

“complexes, Gold(l), anticancer” para (a) e “complexes, Gold(III), anticancer” para (b).
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2020.

1.1 AURANOFINA COMO AGENTE ANTICANCER

A AF (o antiartritico conhecido comercialmente como Riadura®, 3; Figura 1) ¢
conhecida por inibir o crescimento de diferentes células cancerigenas in vitro. Porém, como ja
mencionado, sua atividade antitumoral in vivo tem sido limitada. A AF aumentou efetivamente
o tempo de vida de camundongos inoculados com células de leucemia linfocitica P388 de
maneira dependente da concentragdo e da dose. No entanto, Mirabelli et al. relataram que para
camundongos portadores do modelo de leucemia P388, a AF s6 foi eficaz quando administrada
via intraperitoneal, mas permaneceu inativa quando administrada por via intravenosa ou via
subcutanea. Nao obstante, a AF exibiu um espectro limitado de atividade antitumoral in vivo,
j& que ndo inibiu o crescimento nem prolongou a sobrevivéncia dos camundongos com varios
modelos de tumores implantados, diferentes a P388 (MIRABELLI et al., 1985). Estudos sobre
o mecanismo de a¢do revelaram que a AF reage rapidamente com a Cys34 de albumina sérica,
a qual é a proteina mais abundante no soro sanguineo (concentracdo de 3,5 a 5,0 g 100 mL™).
Descobriu-se que a albumina do soro transporta cerca de 80-95% de ouro da AF adicionada ao
sangue total. Na estrutura da forma principal da albumina estd presente um residuo de Cys34
que transporta um grupo tiol 4cido (KAMAL; ZHAO; ZEWAIL, 2004). Este grupo ¢
normalmente desprotonado em pH fisiologico (pKa <5,0) e oferece um potencial sitio de
ligacdo para Au'" (ZOU et al., 2015). Apesar do fato de que tiol-proteinas da membrana celular
podem mediar a captagao de ions de ouro que se ligam a albumina, a captacao celular é muito

mais lenta, tendo como resultado uma baixa citotoxicidade (ZOU et al., 2015). Isto poderia
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explicar a baixa eficicia da AF em diferentes modelos tumorais in vivo. Apesar destas
limitagdes mencionadas, a AF atualmente encontra-se em fase II de ensaios clinicos em
pacientes com cancer de pulmao e de ovario na clinica Mayo em colaboragdo com o Instituto
Nacional de Cancer (NCI) nos Estados Unidos de América (“Auranofin and Sirolimus in

Treating Participants With Ovarian Cancer - Mayo Clinic”).

1.2 TIORREDOXINA REDUTASE (TrxR)

Nas ultimas quatro décadas ficou estabelecido que tanto complexos de ouro(I) como de
ouro(III), exibem uma elevada afinidade por enzimas que contém grupos tiois, tais como a
TrxR, glutationa redutase (GR) e cisteina protease, as quais encontram-se altamente expostas
em células cancerosas proporcionando, assim, potenciais alvos para a terapia com complexos
de ouro. Dentre estas enzimas mencionadas, podemos afirmar que a TrxR ¢ o alvo mais
estudado para os compostos anticancer de ouro. A TrxR ¢ uma importante flavoproteina
responsavel por catalisar a redu¢do da proteina antioxidante Tioredoxina (Trx), mediada pelo
processo 2NADPH + FAD — 2NADP' + FADH: + 2¢". A TrxR é uma enzima essencial para
reduzir as espécies reativas de oxigénio (ROS) e controlar a concentragdo de outras espécies
prejudiciais a célula, como hidroperoxidos lipidicos e peroxido de hidrogénio (H202)
(BINDOLI etal., 2009; HOLMGREN; LU, 2010; ZHANG et al., 2017; SCALCON; BINDOLI;
RIGOBELLO, 2018).

A estrutura basica da TrxR é um homodimero, cada monomero consiste em um dominio
de ligagao FAD (residuos 1-163 e 297-367), um dominio de ligagdo NADPH (residuos 164-
296) e um dominio de interface (residuos 368-499) (Figura 3a) (FRITZ-WOLF; URIG;
BECKER, 2007; CHENG et al., 2009). O sitio ativo da enzima contém uma ligacao dissulfeto,
onde residuos da interface e do dominio FAD sdo responsaveis pela reducao da Trx. O
mecanismo enzimatico € descrito por uma sequéncia de etapas de formagado e quebra de pontes
dissulfeto nos residuos de cisteina Cys59-Cys64 (N-terminal) e Cys497-Cys498 ou Cys497-
Sec498 (C-terminal), portanto, o dimero deve ser considerado a forma funcional da enzima
(FRITZ-WOLF; URIG; BECKER, 2007; CHENG et al., 2009). O brago C-terminal consiste na
sequéncia de aminoacidos Valsgs-Thrags-Lysase-Argagr-Serags-Glyago-Alasoo-Sersor-Ileson-
Leus93-Glnaos-Alases-Glysos-Cysao7-Cysaos-Glysgs (VTKRSGASILQAGC497C498G). Os  trés

primeiros residuos (VTK) sao direcionados para a superficie da enzima, ficando antiparalelos
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a terminacdo da folha B no mesmo dominio de interface como mostrado na Figura 3b. A partir
do residuo Arg487, a cadeia se curva ficando paralela a uma folha B externa. Desde o residuo
Ala495, o braco ¢ direcionado para o centro redox (N-terminal) da segunda subunidade. Quando
os ultimos residuos do braco acessam a cavidade do centro redox, eles sdo estabilizados
principalmente por for¢as de Van der Waals (CHENG et al., 2009; TEIXEIRA; CAPACHO;
MACHUQUEIRO, 2016). Um aspecto importante do mecanismo da TrxR ¢ a mobilidade e
flexibilidade do brago C-terminal, o que facilita o transporte de elétrons e permite a reducdo de

muitos substratos como a Trx.

Figura 3 - Estrutura cristalografica do homodimero da TrxR (unidades C e D tomadas
do PDB 2J3N) (FRITZ-WOLF; URIG; BECKER, 2007) com a indica¢do dos dominios FAD
(residuos 1-163 € 297-367), NADPH (residuos 164-296) e interface (residuos 368-499) (a).
Representagdo do brago C-terminal em dire¢cdo ao centro redox do N-terminal. Nesta
estrutura, a regido C-terminal (Cys497 e Cys498) encontra-se ao redor de 12 A do centro
redox do N-terminal (Cys59 e Cys64) (b). Representacdao do braco C-terminal deslocado para
a superficie da enzima. Nesta estrutura, a regido C-terminal (Cys497 e Cys498) esta a 24 A do

centro redox N-terminal (Cys59 e Cys64) (c).
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Diferentes estudos sugerem que o braco C-terminal pode alternar entre diferentes

posicdes: 1) em dire¢do ao centro redox N-terminal (Figura 3b), especialmente se esse centro
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estiver em sua forma reduzida; e ii) deslocado em direcdo a superficie da enzima, distante do
centro redox, uma vez que os residuos Cys497-Cys498 sdo reduzidos (Figura 3c) (CHENG et
al., 2009; KRISHNA P. BHABAK, BHASKAR J. BHUYAN, 2011; TEIXEIRA; CAPACHO;
MACHUQUEIRO, 2016). Este ultimo arranjo ¢ importante para o transporte de elétrons para a
superficie da enzima. Nessa condi¢ao, a TrxR esta pronta para reduzir a Trx e, portanto, ¢
vantajoso manter o brago C-terminal proximo a superficie, expondo o grupo tiolato Cys498 ou

Selenato Sec.

1.3 ATIVIDADE BIOLOGICA DE COMPLEXOS DE OURO(I)

Tanto em células cancerosas como nas células normais, a atividade da enzima TrxR ¢é
essencial para o crescimento e sobrevivéncia celular, portanto, esta enzima pode ser vista como
um alvo para pesquisas sobre a quimioterapia antitumoral e outras doencas. Nesse contexto,
compostos de ouro exibem uma elevada afinidade pelas enzimas, especialmente aquelas que
contém grupos tiois. Esta caracteristica ¢ atribuida a forte afinidade de ligagcdo dos ions de ouro
com tiois (WATTENBERG, 1985; BARNARD; BERNERS-PRICE, 2007; BERNERS-
PRICE; FILIPOVSKA, 2011; ZOU et al., 2015).

Virias estruturas de adutos de Au'-proteina tém sido estudadas usando cristalografia de
raios X. A maioria destas estruturas apresentam interagdes entre as ligagdes Cys-S-Au-S-Cys
e/ou Cys-S-Au-ligante no sitio ativo da enzima, motivo pelo qual acredita-se que a ligacao Au-
S seja responsavel pela forte inibi¢ao observada da atividade enzimatica (ZOU et al., 2015).
Como mencionado anteriormente, as enzimas GR e TrxR desempenham um papel fundamental
na regulacdo redox de importantes processos celulares, como sintese de DNA, transcrigdo,
crescimento celular e resisténcia a farmacos. No caso da TrxR, acredita-se que sua inibigdo
pode causar um estresse oxidativo celular devido a acumulacao de espécies reativas de oxigénio
0 que, posteriormente, leva a liberagdo de sinalizadores de apoptose causando a morte celular
(BARNARD; BERNERS-PRICE, 2007).

A 1inibi¢do da atividade da TrxR foi estudada por Smith ef al. (SMITH et al., 1999) em
camundongos utilizando aurotioglicose (ATG) como inibidor. Doses baixas de 0,025 mg de
ATG g! por peso corporal de ratos causaram uma inibicdo significativa e prolongada da
atividade da TrxR no figado, coracdo, rim e pancreas (SMITH et al., 1999). Um estudo
detalhado sobre as interagdes Au'-TrxR por espectrometria de massas indicou que até quatro
fragmentos de Au-PEt; podem ser ligados a proteina. Outros estudos in vitro mostraram formas

similares de interagdo em adutos de ouro(I) com tiorredoxina-glutationa redutase (TGR), uma



26

enzima parasitaria similar a TrxR, apos reacdo com a AF (ANGELUCCI et al., 2009; ZOU et
al., 2015). A intera¢io da enzima TrxR humana na sua forma reduzida com complexos de Au!
também pode levar a formac¢ao do complexo proteina-selenolato de ouro (TrxR-Se-Au-R) pela
reacdo com o residuo Sec498 e, posteriormente, o produto final conteria o ion Au' preso pelas
ligagdes Se-Au-S. Embora interagdes Au-Se ndo tenham sido elucidadas neste tipo de adutos,
algumas reagdes entre compostos de ouro e selenol t€ém apresentado informagdes relevantes
(SENGUPTA et al., 2001; KRISHNA P. BHABAK, BHASKAR J. BHUYAN, 2011).
Semelhante a substituicao de ligantes de fosfina por tiois, tal reagdo de deslocamento do ligante
ocorre na presenca de selenol. A reagdo entre o composto [Au(PEt3)CI] com o selenol leva a
formacao do complexo contendo ligacdes Se-Au-PEts. Logo, o ataque nucleofilico do selenol
ao centro de ouro leva a eliminagio de PEt; e o ion Au'" é preso pelas ligagdes Se-Au-Se e,
apos liberacdo, a fosfina sofre uma oxidagdo espontanea para produzir O=PEt; (KRISHNA P.
BHABAK, BHASKAR J. BHUYAN, 2011). Com base nessas observacoes, t€ém-se proposto
caminhos de reacao, como o representado na Figura 4, para a inibicdo da TrxR por complexos

de ouro(I) (CHENG et al., 2009).

Figura 4 - Mecanismo de reagdo proposto para a interagao de complexos de ouro(I)

com a enzima TrxR reduzida.
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Na Figura 4 ¢ apresentado uma proposta de reagdo para a interagdo de complexos de
ouro(I) com a enzima TrxR reduzida, no composto X-Au-L, onde X representa um ligante de
carater labil como tetraacetil-B-D-tioglucose ou cloreto e, L um ligante doador de elétrons forte
como PR3 ou NHC. O ciclo se inicia com a enzima totalmente oxidada (etapa 1), onde o cofator
FAD ¢ reduzido pelo NADPH (etapa 2). Na etapa 3, o bragco C-terminal dirige-se para o centro
redox N-terminal para ser reduzido. A distancia entre os grupos Cys497 e Cys/Sec498 (C-
terminal) e Cys59 e Cys64 (N-terminal) é ao redor de 11 A. Uma vez reduzidos a regido C-
terminal e 0 FAD (etapas 4 e 5 respectivamente), o brago C-terminal desloca-se para a superficie
da enzima ficando longe da regido N-terminal a uma distancia de ~24 A como representado na
etapa 6. Esta ultima posicao tem importancia no transporte dos elétrons para a superficie da
enzima. Nesta etapa 6, a TrxR esta pronta para reduzir a Trx, portanto ¢ vantajoso manter o
brago C-terminal préximo a superficie expondo o grupo tiolato/selenato (Cys/Sec498). A
interacdo covalente entre o composto de ouro e o braco C-terminal durante as etapas 4 ou 5,
pode causar a inibicdo parcial ou total das atividades da enzima, o que consequentemente

poderia desencadear a liberacdo de sinalizadores de apoptose celular.

Embora a Sec e Cys sejam amplamente consideradas como principais alvos de ligagdo
para o ouro, a coordenacdo entre ions Au'* e outros aminoécidos também tem sido encontrada
nos sitios ativos das proteinas/enzimas. Na recente revisdo de 2020 sobre estudos entre os
produtos das reagdes entre compostos de ouro e proteinas/enzimas (GIORGIO; MERLINO,
2020), Giorgio e Merlino, sugerem varios mecanismos de ligacao possiveis, onde verifica-se
que os complexos de ouro(Ill) sofrem modificacdo da sua estrutura antes ou apos a ligacao as
proteinas, observando-se a redugdo Au**—Au'* durante esse processo. De acordo com a teoria
dos 4cidos e bases duros e macios (HSAB) (PEARSON, 1963), os centros de Au'* preferem
tiolatos de cadeias laterais de Cys livres. Os atomos de enxofre de aminoacidos como metionina
sdo observados com menos frequéncia. Outros possiveis locais de ligagdo de ouro envolvem
atomos de nitrogénio das cadeias laterais de His, Lys, Arg e Gln. Atomos de oxigénio de Glu e
Asp também sdo possiveis locais de ligagdo de ouro. Adicionalmente, interagcdes Au--m com
grupos aromaticos de aminoacidos como His também podem ser formadas. A formagdo de
adutos ouro/proteina nao altera a estrutura geral das proteinas investigadas, mas pode modificar
a conformagao do sitio ativo, inibindo a atividade enzimatica (GIORGIO; MERLINO, 2020).
Zou et al.,(ZOU et al., 2000) relataram a estrutura cristalina de um aduto de [Au(PEt3)Cl] com
a enzima ciclofilina 3 (Cyp-3). Esta enzima contém quatro residuos de cisteina, dos quais os

residuos Cys163 e Cys168 sdo acessiveis para a ligagcdo Au-S. No entanto, a estrutura cristalina
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do aduto Au'-Cyp-3 ndo apresentou a esperada coordenagio Scys-Au', em vez disso, evidenciou-
se a ligacio Nmuis-Au'-PEt;. O ensaio acoplado com a enzima quimotripsina revelou que a
ligagdo de His133-Au' de Cyp-3 pode inibir significativamente a atividade da peptidilprolil
isomerase (PPlase) (também conhecida como CypA) com o composto [Au(PEt3)CI] em uma
concentracio inibitéria média (ICso) de 14 nmol L' (ZOU et al., 2000). Resultados de estudos
tedricos sugerem que a reagdo com selenatos € mais rapida e espontanea do que com tiois.
Porém, a energia de ativacio para a reacdo de Au'" com His se mostra bastante proxima a da

cisteina (DOS SANTOS, 2014; SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS, 2018).

1.4 COMPLEXOS DE OURO(III)

Complexos de ouro(Ill) tém geometria quadratica plana e sdo isoeletronicos dos
complexos de platina(Il) (configuragdo eletronica de valéncia d®), portanto, tém sido
considerados desde os anos 80 como outra classe de compostos promissores para o tratamento
do cancer, AIDS e outras doengas. Em contraste com os complexos de platina(Il), complexos
de ouro(Ill) sdo menos estaveis em condicdes fisiologicas, devido ao seu alto potencial de
redugdo e rapida taxa de hidrdlise. Devido a isso, na Ultima década, cresceu o interesse
particular na sintese de estruturas mais estaveis para estes compostos (BERTRAND; CASINI,
2014).

Sabe-se que em condi¢des fisiologicas, a reducdo de Au** em Au'" ocorre rapidamente,
e as espécies formadas de Au' podem sofrer reagdes de troca de ligantes. Complexos de
ouro(IIT) podem ser reduzidos por agentes redutores celulares como a glutationa (GSH), a qual
é o tiol intracelular mais abundante, apresentando concentragdes de 0,5 a 10 mmol L' em
células cancerosas. Outros agentes como o acido ascorbico também podem causar a reducao
dos complexos de ouro(III) (ZOU et al., 2015). Com base nessas observagdes, propusemos duas
possiveis vias de reagdo para um complexo de ouro(IIl) uma vez que este ingresse na célula,
como mostra a Figura 5. Como os complexos de ouro(Ill) sdo geralmente tetracoordenados e
complexos de ouro(I)/(0) comumente contém menos de quatro ligantes coordenados
(geralmente sdo estruturas lineares), a reducdo do Au’* sera acompanhada pela libera¢io de
ligantes (ZOU et al., 2015; SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS, 2017,
2018). Na etapa (1), mostra-se a redu¢ao de um complexo de ouro(Ill) tetracoordenado até
ouro(I) dicoordenado, acompanhado da liberacao de ligantes. Subsequentemente, a etapa [II]
representa a reacdo de troca de ligantes com o nucledfilo através de um estado de transi¢do

trigonal plano. Considerando o caminho de reacao na direcao oposta, o complexo de ouro(III)
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tetracoordenado sofre primeiramente uma reacdo de substitui¢do nucleofilica através de um
estado de transi¢do pentacoordenado (etapa [I]) e depois ¢é reduzido a Au'* (2),(3), considerando
duas reducdes com liberacao de ligantes (incluindo a liberagao do nucleofilo). Dependendo do
tipo de ligante, a etapa [I] pode acontecer via uma reacdo de hidrolise prévia (L./H20) e
posterior substituicdo da d4gua por um nucleofilo mais forte (H2O/Nu). A via de reagdo a seguir

dependera da estabilidade do complexo de ouro(III).

Figura 5 - Possiveis caminhos de reacdo de complexos de ouro(I1I) em ambiente

celular.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS,
2017, 2018; SANCHEZ DELGADO et al., 2020.

Como mencionado anteriormente, complexos de ouro(IIl) sio menos estaveis do que
analogos de platina(Il) em condicdes fisioldgicas e podem ser facilmente reduzidos a derivados
de ouro(I) por tiois intracelulares, como GSH e Cys, ou por enzimas dissulfeto-redutase
(BINDOLI et al., 2009; GLISIC; RYCHLEWSKA; DJURAN, 2012; ZOU et al., 2013). A
oxidacdo dessas biomoléculas leva a formacdo do dimero com ligagdo dissulfeto RSSR
(2RSH—RSSR+2H"+2¢"), fornecendo os elétrons para a redugdo dos complexos de ouro(III)
(GLI§IC; RYCHLEWSKA; DJURAN, 2012; ZOU et al., 2013). Estudos de mecanismos de

reagio para complexos de ouro(Ill) no ambiente celular sdo escassos (GLISIC;



30

RYCHLEWSKA; DJURAN, 2012; ZOU et al., 2013; GUARRA et al., 2020). No entanto, ¢
evidente que a habilidade do ouro para formar complexos estaveis ¢ um fator importante para
melhorar seu comportamento em condicdes fisioldgicas e, a0 mesmo tempo, para definir seus
mecanismos de agdo bioldgica. No trabalho de perspectiva de GliSi¢ et al. sobre a reatividade
de complexos de ouro(III), os autores concluiram que as reagdes com aminoacidos e peptideos
contendo enxofre ocorrem principalmente através da reducdo de ouro(Ill) e oxidacao do
aminoécido, como por exemplo a cisteina, para a reagdo com L-Cys. Estruturas do tipo, Au'-L-
Cys foram isoladas e caraterizadas apds reacao L-Cys e K[AuBrs] em uma fragao molar de 1:3
em solucao acida. Os autores sugeriram que esse processo redox poderia alterar a estrutura de
proteinas contendo enxofre e, consequentemente, interferindo na sua funcdo bioldgica
(GLISIC; RYCHLEWSKA; DJURAN, 2012).

A estabilidade dos complexos metalicos ¢ geralmente melhorada por ligantes quelantes
multidentados, fazendo com que a maioria dos compostos de ouro(Ill) desenvolvidos
atualmente contenham ligantes bidentados N*N, C*N, tridentados N*N”N, N*N*C, C"N"C,
N”C”N, porfirinas, ditiocarbamatos, entre outros (Figura 6). Além disso, a escolha do ligante
auxiliar ¢ de suma importancia no ajuste de sua reatividade e agdo biologica (BERNERS-
PRICE et al., 1986; Ll et al., 2006; OTT, 2009; BERNERS-PRICE; FILIPOVSKA, 2011; SUN
etal., 2013; ZOU et al., 2013, 2015).

Figura 6 - Exemplos de ligantes multidentados usados para a sintese de complexos

estaveis de ouro(IIl) com atividade anticancer.
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1.4.1 Atividade biologica de complexos de ouro(III)

A maioria dos complexos organometalicos de ouro(Ill) sdo estaveis em solucdo aquosa
porque contém atomos de carbono desprotonados doadores (C -carbanion), exibindo
estabilidade redox contra agentes redutores celulares, como o acido ascorbico e a GSH, em
concentracdo similar & do ambiente fisiologico (BERTRAND; CASINI, 2014; ZOU et al.,
2015). Os compostos contendo ligantes pincer, como C*N, C*"N*N e C"N”*C, mostraram que
apos o tratamento com GSH (1-2 mM em solucdo salina tamponada (TBS)) ndo sofreram
demetalacdo em um periodo de 24 horas. (LI et al., 2006; GABBIANI et al., 2012; MEIER et
al., 2016) Adicionalmente, analise de voltametria ciclica em DMF para compostos do tipo
[Au"{(C"N"C)L]*™, revelou valores de potencias de reducdo bastante negativos, em uma faixa
de -1,43 a-1,83 V, versus o padrdo interno de ferroceno (Fc¢'/Fc) (LI et al., 2006).

Estudos usando ténicas de espectroscopia de absor¢do UV-Vis e espectrometria de
massa com ionizagdo por eletrospray (ESI-MS) revelaram que compostos ciclometélicos de
ouro(IIl) contendo pelo menos uma ligagdo Au-C em sua estrutura (C*N, C*N”N), formam
adutos estaveis mono-metalados com tiol/selenol-aminoacidos/proteinas, conservando o centro
de Au*" e seu ligante pincer. Por outro lado, complexos de ouro(IIl) contendo ligantes
fenantrolina (N”N) e terpiridina (N*N”N) mostraram menos estabilidade frente a tidis
celulares. Estes tltimos mostraram a formacdo de adutos estiveis Au'-proteina. J4 para os
complexos dinucleares [(bipy*™¢),Au>(u-0),]** (bipy=bipiridina) e [(phen*™), Au™,(u-0)>]**
(phen= fenantrolina), houve formagdo de adutos com ao menos quatro ions de Au'" ligados a
proteina. Estes ultimos resultados indicam uma reducio Au**—Au'" anterior a formagio do
aduto (GABBIANI et al., 2012; MEIER et al., 2016).

Em 2013, Zou e colaboradores (ZOU et al., 2013), relataram uma série de complexos
[Au(N"N~N)(NHC-R)]*, onde N*"N~N = 2 6-bis(imidazol-2-il)piridina. Esses compostos
atuam como marcadores fluorescentes de tidis, resultantes da emissao dos ligantes HN*N*NH
ap6s serem liberados pelo processo de redugdo de Au**—Au!*. Experimentos tém mostrado
que, uma vez que GSH ou Cys ¢ adicionado, os sinais de emissdo sdo detectados em apenas
alguns minutos devido a liberacdo dos ligantes HN*N~NH. A oxidag¢do dos dois equivalentes
de GSH foi revelada, levando a formacao da espécie GSSG e do GSH coordenado ao complexo
de ouro(I), formando a espécie [Au(NHC-R)(GS)]. Os autores sugeriram que a espécie de Au'
¢ responsavel pelo efeito anticancer, sendo a TrxR o alvo principal (ZOU et al., 2013).
Posteriormente, Durovi¢ et al. também estudaram a influéncia de ligantes tridentados N*N"N

na estabilidade e reatividade de complexos de ouro(III) em condigdes fisiologicas (DUROVIC
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et al., 2014). Usando espectroscopia UV-VIS, voltametria ciclica, espectroscopia de RMN de
'H e técnicas de ESI-MS, foi demonstrado que a reagdo de substituicdo de [Au'(terpy)CI]*
(terpy = 2,2;6'2"-terpiridina), [Au(bpma)Cl]** (bpma = bis (piridil-metil) amina) e
[Au"(dien)C1]** (dien = dietilenotriamina) com L-Cys, GSH e L-Met ocorrem antes da redugio
inicial. Assim, os autores sugerem que o efeito citotoxico observado desses compostos ¢ dado
ap6s redugdo in vivo e a espécie Au' é a responsavel pela atividade anticancer (DUROVIC et
al., 2014).

Conclusoes semelhantes a experiéncia de Duvoric et al., foram obtidas em nosso
trabalho de 2018 desenvolvido durante o final de mestrado e inicio do doutorado (SANCHEZ
DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS, 2018). As duas vias representadas na Figura 5,
foram abordadas para estudar a redugdo do composto [Au(CAN~C)CI] (1a) ao derivado de
Au'. Ambas as vias de reagio foram calculadas em solucdo aquosa frente a nucledfilos (Nu)
contendo S, Se e N (Nu=H»0O, CH3SH, CH3Se", meim-4-H (meim=metilimidazol)). A primeira
via envolveu a reacdo direta entre 0 composto parental com os nucleofilos, por meio do processo
de troca de ligantes CI/Nu [I], seguido pela redugio Au**—Au'* (3). A segunda rota comecou
com a reducdio Au**—Au!" (1), seguida pela reacdo do derivado de Au' com os nucledfilos,
através do processo de abertura do anel quelato (C*N”C) [II]. Em concordancia com a alta
estabilidade observada para complexos organometalicos de ouro(Ill), os resultados indicaram
que o composto la é mais propenso a sofrer reagdes de troca de ligantes do que uma redugao
inicial, quando na presenca de nucleéfilos S e Se. Levando em consideragdo os primeiros passos
de ambas as rotas, € possivel ver que a energia de ativacao na troca de cloreto (7,1-24,2 kcal
mol™!) foi muito menor do que a energia necesséria para a redugio direta Au**—Au'" (47,8 kcal
mol™!) em relagdo ao eletrodo SHE. Além disso, a estabilidade redox do composto formado
[Au"(C"NAC)Nu]*"™ (E°= < -1,0 V) foi menor do que a predita para o composto inicial (1a).
Esses resultados sugeriram que o composto 1a e seus analogos podem atuar como pro-farmacos,
sendo ativados por reagdes de troca de ligantes com os nucleofilos disponiveis no organismo,
incluindo 4gua, e subsequentemente, reduzidos a Au'.

De acordo com os perfis de reacdo da Figura 7 para todos os Nu testados, a reagdao de
troca C1/Nu [I] deve acontecer primeiro; onde o correspondente metabolito deve ser reduzido
espontaneamente (3) com a abertura do anel quelato para produzir o produto final P (Figura 7).
Entre os nucledfilos testados, a reacdo de troca de ligantes do composto 1a com CH3Se™ foi a
mais rapida (k=~107 L mol! s) e espontanea (AG°=-20,7 kcal mol '), seguida pelo nucleéfilo

CH3SH/CH;3S, o qual ¢ concordante com trabalhos experimentais (MEIER et al., 2016). As
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energias livres de ativagido foram, AG*=15,6 e 7,1 kcal mol™! para a troca CI/CH3SH/S™ e CI
/CH3Se", respectivamente (Figuras 7b e 7c¢).

Figura 7 - Curvas de energia potencial representando ambas as rotas de reacao para a
reducio de [Au(CANAC)CI]. O primeiro caminho de reagdo (em vermelho) envolve a reagio
de troca CI/Nu [I], seguida pelo processo de reducao (3). O segundo caminho de reacao (em
azul) comeca com a redugio (1) seguida pela reacio do derivado Au' com o Nu [II]. R—R’ e
P’ —P representam as energias livres da célula AG® vs AG°sHE, aq= -412,42 kJ mol™! (ISSE;
GENNARO, 2010) para as reagdes de redugao.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS, 2018.

Os resultados obtidos no trabalho de 2018 podem ser interpretados com base em
evidéncias experimentais para a interacdo de Au-TrxR, em que o ion Au'" é coordenado por
residuos de enxofre e/ou selénio no sitio ativo (RS-Au-S/SeR). Trés etapas de reacdo que
poderiam fazer parte do mecanismo de a¢do do composto 1a foram propostas na Figura 8: (1)
reacdo de troca de ligante: CI/RSe™ (1a) ou HoO/RSe™ (1b), sendo que essa ultima acontece
através de uma reacdo inicial de hidrélise (A-B); (2) redu¢do com abertura do quelato

(E°=+0,15 V) e (3) reagdo de troca e liberagdo do ligante HC*"N"CH.
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Figura 8§ - Possiveis mecanismos de acdo do complexo [Au(C*N*C)Cl] (1a) como

inibidor da TrxR, de acordo com os resultados obtidos no trabalho de 2018.

FAD*
FADH, +2e” +H*,

N
G
Se” Sl

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS, 2018.

Sabe-se que os complexos metalicos d® quadraticos-planos possuem atividade
antitumoral as devido a ligagdes covalentes cruzadas (crosslink) dos ions metalicos d® a0 DNA,
por intercalagdo dos complexos metalicos planos entre os pares de bases de DNA e/ou por
inibicao da atividade enzimatica (YAN et al., 2010; AKERMAN et al., 2014; BERTRAND;
CASINI, 2014; ZOU et al., 2015). Além de potentes inibidores de enzimas/proteinas contendo
tidis e selenatos, complexos de ouro(IIl) também tém mostrado afinidade pelo DNA (CHE et
al., 2003; LI et al., 2006; NAVARRO et al., 2007; YAN et al., 2010; AKERMAN et al., 2014;
BERTRAND; CASINI, 2014). A busca de compostos mais estaveis levou a sintese de diversos
complexos de ouro(IIl) contendo ligantes quelantes planos que lhe atribuiram caracteristicas de
metalointercaladores.

Complexos de  ouro(IlI) estabilizados  por  ligantes = macrociclicos
([Au(bis(pirrolideimina))]") e compostos do tipo [Au(C*NAC)(NHCR®)]* foram identificados
como inibidores especificos da topoisomerase 1 (Topol), enquanto a inibigao da Topoll se
mostrou muito mais fraca. Foi revelado que o ion Au** desempenha um papel crucial na
intercalacdo do DNA e na inibigdo da Topol. Estudos tedrico-experimentais mostraram que
estes compostos ligam-se a uma sequéncia especifica da Topol através do sulco principal do
DNA “major groove”, e tal ligacdo com o DNA possivelmente bloqueia o reconhecimento do
substrato pela Topol, contribuindo assim para o mecanismo de inibicdo (YAN et al., 2010;

AKERMAN et al., 2014) (Figura 9). Leucemia, cancer no sistema nervoso central e cancer de
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colon foram os tipos de cancer mais sensiveis a este tipo de compostos. Desta maneira, ¢é
importante destacar que as proteinas/enzimas contendo tidis ndo sdo os Unicos alvos dos
complexos de ouro(Ill). A interacdo destes compostos com varios alvos celulares importantes
para diferentes doencas, confere-lhes um modo de agdo diferente a0 mecanismo convencional
dos complexos de platina(Il). Esta ultima carateristica dos compostos de ouro tem despertado

amplamente a atencao dos pesquisadores nas ultimas décadas.

Figura 9 - Representacdo da Topol-DNA interagindo com um complexo de ouro(III)
em diferentes posicdes no sulco maior do DNA. Representagdao baseada no modelo Topol-
DNA de Yan et al. (YAN et al., 2010) a partir de docking molecular, usando a estrutura
critalografica da Topol, PDB 1K4T (STAKER et al., 2002).

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Na primeira parte da presente tese foi realizado um amplo estudo referente a estabilidade
de complexos de ouro(IIl) contendo diferentes ligantes multidentados, assim como ligantes
auxiliares doadores ¢ de elétrons como halogénios e fosfinas PR3 (etapas I e II). Um estudo
detalhado sobre a redu¢io Au**—Au'" foi feito, onde os potenciais de redugio estimados foram
discutidos com base em pardmetros estruturais estéricos e eletronicos. A analise de regressdo
multipla (MRA) também foi usada para ajustar modelos de relacdo quantitativa estrutura-
propriedade (QSPR), com o objetivo de prever o potencial de reducdo padrao (E°) através de
propriedades moleculares intrinsecas.

O ambiente enzimatico, que poderia influenciar a reatividade de complexos estaveis de
ouro(IlT), ndo foi considerado em nosso estudo anterior de 2018. Além disso, o produto

[Au'(CA"NACH)(Nu)] poderia reagir posteriormente com o nucleéfilo vizinho Cys497 deixando
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o fon Au'" preso por residuos de enxofre no sitio ativo da enzima (RS-Au-SR), liberando o
ligante tridentado HC"N”CH. Desta maneira, na segunda parte do presente trabalho (etapas I11
e IV) é descrita a modelagem da reducio Au**—Au!" seguida pela reacio de troca de ligante
(CA"N~C/Scys497) na presenca de modelos TrxR, considerando distintos arranjos do brago C-

terminal durante o mecanismo de transferéncia de elétrons.
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2 OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivo geral estudar a estabilidade de complexos de ouro(III)
contendo ligantes multidentados C,N e ligantes auxiliares como NHC-R, PR3 e halogénios e,
adicionalmente, estudar a influéncia do ambiente da enzima TrxR na reatividade destes

mesmos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Calcular o potencial de reducdo (Au**—Au'") para complexos de ouro(Ill) em
relacdo ao eletrodo padrao de Hidrogénio (SHE). A meta foi entender qual é a
tendéncia destes compostos de serem reduzidos, estimando o efeito na varia¢ao do

ligante multidentado na estrutura (etapa I);

b) Estudar a influéncia de ligantes volumosos do tipo PR3 e/ou NHC-R na estabilidade

de complexos de ouro(III) (etapa II);

¢) Modelar as interagdes dos complexos de ouro(IIl) com a enzima TrxR de mamiferos
utilizando estruturas de partida disponiveis no banco de dados PDB, p.e. codigo
2J3N, visando identificar os sitios de reagdo para posterior estudo dos processos de

reducdo em ambiente enzimatico (etapa III);

d) Avaliar areatividade dos complexos de ouro(III) no ambiente enzimético, estudando
os processos de reducio para o sistema Au>”'"-TrxR. A meta foi propor mecanismos
de reacdo enzimatica, incluindo processos de reducao para os complexos de ouro(I1I)

selecionados (etapa IV).
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3 METODOLOGIA

A seguir, sera apresentada a metodologia correspondente as etapas I e II e,

posteriormente aquela correspondete as etapas Il e IV.

3.1 METODOS E ESTRATEGIAS DE ACAO PARA O DESENVOLVIMENTO DAS
ETAPASITEII

Além da importancia da incorporagdo de ligantes multidentados para a estabilidade dos
complexos de ouro(IIl), a escolha do ligante auxiliar também € de suma importancia no ajuste
de sua reatividade e agdo bioldgica. Visando um melhor entendimento do papel das fosfinas
como ligantes auxiliares, a estabilidade redox dos complexos [Au(C"N~C)(PR3)]* (A) e
[Au(NAN~N)(PR3)]** (B) da Figura 10, onde C"N"C=2,6-difenilpiridina, NAN"N=2,2":6',2"-
terpiridina e R € o grupo substituinte fosfina com diferentes propriedades estéricas e eletronicas,
foi avaliada, inicialmente, tomando como referéncia o potencial de redugdo Au**—Au'*. Nesta
etapa, o ligante PR3 foi representado por 41 fosfinas simétricas e assimétricas com substituintes
equivalentes (R3=RRR) e nao equivalentes (R3=R;R’ e RR’R’’) retiradas da referéncia

(KARVER et al., 2009).

Figura 10 - Complexos de ouro(IIl) contendo fosfinas como ligantes auxiliares que foram

selecionados. As fosfinas foram retiradas de Karver ¢ colaboradores (KARVER et al., 2009).
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.
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Uma variagdo mais ampla da esfera de coordenagdo para as estruturas dos complexos
de ouro(IlI) foi abordada posteriormente, usando diferentes ligantes bidentados e tridentados,
com anéis de cinco ou seis membros e mantendo fixo o cloreto como ligante auxiliar (Figura

).

Figura 11 - Estruturas dos compostos de ouro selecionados contendo diferentes ligantes

multidentados (C). Im=imidazol, bim=benzimidazol, dien=dietilenotriamina.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

O potencial de reducao padrao (E°) para os compostos das Figura 10 e 11 foram
calculados em solucdo aquosa, com base nas semirreacdes da célula eletroquimica em relacao

ao eletrodo padrao de hidrogénio (SHE).

[Au (XANAX)"PR3 130 + 27— [Au' (XANX)"] (43 + PR3(aq) AGR 0q (1)

(aq) (aq)
[Au' (bident)CL, ]33 + 2¢™— [Aul (bident) IR + Cloyg, AGiuaq (1)
[Au" (trident)CI]Z;75 + 2e™— [Au'(trident)Cl] ;) AGRyaq (2:2)

2H(aq) + 267 = Hyy AGSyg aq (3)
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A semirreacdo da equacdo (1) representa a redu¢io Au**—>Au'* dos compostos (A) e
(B) da Figura 10 (nos quais foi variado o ligante auxiliar de fosfina). Enquanto as semirreagdes
das equacdes (2.1) a (2.2) sdo referentes aos compostos (C) contendo diferentes ligantes
multidentados (Figura 11).

Na equagao (1), X=C (n=-2) e X=N (n=0) para os compostos (A) e (B), respectivamente.
No entanto, para os compostos (B), a fosfina ndo abandona a esfera de coordenagdo apds a
redugio e a formula molecular do produto ¢ representada como [Au(N*“N~N)PR3]" na equagio
(1). A reacdo da equagdo (2.1) representa a reducdo para os compostos Ca-d contendo ligantes
bidentados (bident), com exce¢do do composto Ca, o qual, ap6s a reducao, o ligante bidentado
NN ¢ liberado e os dois cloretos se mantém coordenados ao ouro formando o dicloreto de

ouro(I). Neste caso, a formula molecular do produto ¢ [AuIClz](_aq) + N”N(4q) na equagdo (2.1).
Por outro lado, a equacdo (2.2) representa a semirreagdo para a reducao dos compostos contendo
ligantes tridentados (trident) (Ce-o, Figura 11), porém, apds reducdo dos compostos Ci-k, o
cloreto ¢ liberado, e o produto é [Aul(trident)]%;gf) + Clgg-

Tomando o eletrodo padrao de hidrogénio (SHE) como referéncia, o potencial da célula

eletroquimica, E, corresponde ao potencial padrdo do eletrodo de ouro.

AGSuaa . AGlsHE a
o0g = E°(Aut —Aut) = — ‘;F' 1+ (ST)‘ 1 4)
AGZy o

De acordo com as equagdes (4) e (5), o potencial de redu¢do padrao (E°) para o processo
Au**—>Au'* pode ser obtido a partir da energia livre de Gibbs calculada em solugdo aquosa para
0s processos representados nas equagdes (1), (2.1) e (2.2) e do valor de E° para o eletrodo usado
como referéncia. Na equagio (4), AG{sypy qq= -412,42 kJ mol™ e F = 96,485 kJ mol™ V™', o
qual leva a obter um valor de E(OSHE)'an 4,28 V na equagao (5). Estes ultimos valores foram

encontrados no trabalho de Isse e Genaro em 2010 (ISSE; GENNARO, 2010). Note-se que a

energia livre de Gibbs, 4G4, 44, Na equagdo (5) deve ser expressa em unidades de eV.
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3.1.1 Predicio da energia livre AGZu'aq e definicao do protocolo computacional

Nos ultimos anos, varios trabalhos sobre calculos tedricos do potencial de reducdo tém
sido realizados; em geral, boas estimativas de potenciais de reducdo foram realizadas
especialmente para moléculas organicas (ROKOB; SRNEC; RULISEK, 2012; ISEGAWA;
NEESE; PANTAZIS, 2016). No entanto, uma boa precisdo para compostos de coordenacao
nao ¢ tao simples de alcancar.

E conhecido que a variagio da energia livre de Gibbs (AGgq) associada com 0 processo
redox pode ser determinada teoricamente a partir de diferentes termos que contribuem
individualmente para seu calculo (SRNEC et al., 2008; ROKOB; SRNEC; RULISEK, 2012).
No presente trabalho, a energia livre de reagdo foi calculada usando o ciclo termodinamico
padrao, obtendo a energia eletronica mais repulsdo nuclear (4E,;.), corregdes térmicas para a
energia livre (4G = AH — TAS) e energia livre de solvatagdo (04Gg,;,,) como mostra a
equacao (6). A corregdo do erro de sobreposi¢ao de base (BSSE), também foi incluida conforme

representado na equacao (6), sendo esta ultima aplicada apenas para os complexos (A).
AGRyaq = AEgy g + BSSE + AHE 5 + 6AGsop, + TAS (6)

Apesar da simplicidade da equagdo (6), alguns trabalhos recentes t€ém discutido as
dificuldades em calcular energias livre associadas com processos envolvendo complexos de
coordenagio (GUTTEN; BESSEOVA; RULISEK, 2011; GUTTEN; RULISEK, 2013). A
precisdo no calculo de processo redox depende da correta descricdao das alteragdes na estrutura
eletronica que acompanham o evento redox, bem como, da interacdo das espécies reativas com
o solvente (MARENICH et al., 2014; HO et al., 2016). O célculo da energia livre da equacao
(6) foi estabelecido de acordo com os resultados resumidos no Apéndice — A para a predi¢ao
do E° do composto A31 (contendo a fosfina PPh3). Para este composto A31, o valor
experimental de E° encontra-se disponivel (LI et al., 2006). A inclusdo da correcdo BSSE,
mostrou-se relevante para a previsdo da AGgy 44 € consequente para o célculo do E°, com um
erro absoluto médio (MUE) de apenas 30 mV. A corre¢do para alterar o estado padrdo das
espécies reativas de um gas ideal a 1 atm para uma solugio a 1 mol L' (RTInRT, correspondente
a 1,89 kcal mol™!), assim como a corre¢io de Wertz para a entropia na fase gasosa (TSw)),
tendem a superestimar o E° para os composto A31, exibindo valores MUE de 60 mV ¢ 230 mV

respectivamente (Apéndice — A).
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Entre os métodos de célculo mais empregados em quimica computacional encontram-
se: a aproximagdo de Hartree-Fock (HF), a teoria do funcional da densidade DFT e métodos
perturbativos, como a teoria de perturbacao de Méller-Plesset (MPn), também conhecidos como
métodos pos-HF. Basicamente, os metodos HF e MPn buscam resolver o problema eletronico
de um determinado sistema a partir de diferentes aproximagdes para resolver a equacao de
Schrédinger nao relativistica. No método de HF define-se uma fungao de onda para atomos de
muitos elétrons, resolvendo o problema eletronico a partir de uma aproximagdo chamada
aproximacao do campo auto-consistente de Hartree-Fock (HF-SCF). No entanto, é importante
mencionar que a aproximagao de HF considera que os elétrons se movimentam em uma forma
independente e que estes interagem entre si apenas com a densidade de carga gerada pelos
outros elétrons da molécula. Esta aproximagao ¢ incluida na energia total do sistema e contem
os termos de Coulomb (V,,) e de troca (EHZF). Desta maneira, o método HF desconsidera o
movimento acoplado dos elétrons, ou, em outras palavras, este ndo considera a correlagao
eletronica (E.).

Por outro lado, a DFT ¢ um procedimento variacional alternativo a solu¢ao da equagao
de Schrddinger, onde o funcional da energia ¢ minimizado com respeito a densidade eletronica
em vez da fun¢do de onda (L. ALCACER, 2007). Diferente do método de HF, a DFT considera
a E. para a energia total do sistema, sendo obtida a partir “funcionais de troca e correlagdo”,

que adicionalmente, também determinam a energia de troca (Ey).

A~

1 !
o) = Tlol +5 [ B2 drar + [ vdprdar + Buclo @

Os trés primeiros termos da equagao (7) incluem as principais contribuigdes para a
energia eletronica do estado fundamental e podem ser calculados facilmente a partir de
[p], enquanto que para o funcional de troca e correlagao (E,) devem se feitas aproximagdes
(LEVINE, 2012).

Os funcionais hibridos sdo uma classe de aproximagdes para o funcional de troca-
correlacdo (E,.) que incorpora uma parte da energia de troca HF com o resto da E,. de outras
fontes, como por exemplo dados empiricos. O desenvolvimento de funcionais permitiu tratar
modelos com um niimero significativo de &tomos de uma forma relativamente rapida e eficaz,
diminuindo o custo computacional. A metodologia DFT tem sido usada para nossos sistemas
redox desde nosso primeiro trabalho de 2017 (SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS
SANTOS, 2017).
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Geralmente, os funcionais DFT usam duas aproximagdes para o célculo da E,.
conhecidas como Aproximag¢ao da Densidade Local (LSDA) e um aperfeicoamento chamado
de Aproximacdo do Gradiente Generalizado (GGA). O funcional hibrido mais popular, ¢é
conhecido como B3LYP, o qual combina o funcional de troca proposto por Becke (onde 3
indica uma fungdo de trés parametros diferentemente definidos para o termo de troca) com o

funcional de correlagdao desenvolvido por Lee, Yang e Parr.

E,..721P = (0,80)E, P4 + (0,20)E, " + (0,72)AE,.”® + (0,19)E,""" )
+ (0,81)E.P

Na equacio (8), E, ' ¢ a energia de troca de HF, este termo ¢ usualmente denominado
na literatura como energia exata E, %t AE,..B88 ¢ a abreviagdo para a correcdo de gradiente
B88 (funcional GGA desenvolvido por Becke em 1988) para E,“*?4(AE,?%® = E P8 —
E,“*?#) (ABREU, 2004; LEVINE, 2012).

Como tentativa para melhorar a eficacia dos funcionais, Becke propos funcionais
baseados especificamente na aproximagdo do gradiente generalizado (GGA). O funcional PBE
pertence a classe dos funcionais GGA para a energia de correlacdo e troca. Este funcional em
particular alcanga a inclusdo de corre¢do do gradiente sem a introducdo de pardmetros ajustados
experimentalmente ¢ sem misturar a energia de troca HF e, por isso, é conhecido como um
funcional “puro”. O funcional PBEO, ¢ um funcional derivado do PBE, no entanto, mistura a
energia de troca Perdew—Burke-Ernzerhof (PBE) e a energia de troca HF em uma proporcao de

3:1, junto com a energia de correlagdo PBE completa:

E,.FPE° = (0,25)E,"™ + (0,75)E, """ + E.PPE 9)

Apesar dos funcionais GGA se mostrarem mais eficazes do que os funcionais locais
LSDA, um dos maiores problemas ¢ a pobre representacdo das forcas intermoleculares de
dispersdo entre atomos ndo ligados. Estas interagdes se fazem mais significativas a medida que
se aumenta o tamanho da molécula de interesse e podem levar a grandes erros na predi¢cdo de
energias. Devido a isto, funcionais mais recentes contém termos de corre¢cao empiricos para a
dispersao (CHAIL; HEAD-GORDON, 2008; LEVINE, 2012). Esta abordagem ¢ conhecida
como DFT-D, onde “D” denota a correcao para a dispersao. Posteriormente, outros termos

como corre¢des de longo alcance (LC) foram incluidas em funcionais mais atuais. Dentre estes



44

funcionais hibridos LC, encontram-se os funcionais CAM-B3LYP, os funcionais de Minnesota
meta-GGA (Myz), sendo M06 o mais popular, e suas recentes versdes Myz-L onde L significa
"local" indicando que nenhum termo de troca exato estd incluido. Outros funcionais hibridos
LC importantes sdao o ®B97x e o ®B97xD, desenvolvidos por Chai ¢ Head-Gordon (CHALI;
HEAD-GORDON, 2008).

Tendo em vista o importante papel que os funcionais DFT desempenham e, da ampla
variedade disponivel, vamos relatar uma avaliagdo comparativa destes (benchmarking) com o
objetivo de encontrar o funcional mais adequado para o estudo do nosso sistema redox.

A reagdo de redugdo do composto [Au(C"NAC)CI], a qual esta disponivel o dado
experimental, assim como a reacgao de troca de ligantes
[Au"(C"N"C)CI]+SHCH3—[Au(C"N"C)(SHCH3)]*+CI- foram abordadas no estudo de
benchmarking. A otimizagao das geometrias foi realizada no nivel B3LYP/def2-TZVP(Au)/6-
31+G(2df)(demais atomos) (ANDRAE et al., 1990; WEIGEND; AHLRICHS, 2005). Cabe
destacar que o conjunto de funcdo de base de Pople 6-31+G(2df) ja foi aplicado com sucesso
para complexos de ouro(Ill), incluindo reagdes de troca de ligantes (DOS SANTOS;
PASCHOAL; BURDA, 2012a, 2012b) e potencial de reducao (SANCHEZ DELGADO;
PASCHOAL,; DOS SANTOS, 2017). Da mesma forma, a base def2-TZVP também ja foi usada
nos nossos trabalhos anteriores e tem sido frequentemente usada para estudar processos de
reducdo de compostos de Pt, Fe e Os, bem como em diferentes compostos organicos,
fornecendo resultados satisfatorios (GUTTEN; RULISEK, 2013; PASTEKA; RAJSKY;
URBAN, 2013; BIM; RULISEK; SRNEC, 2016; ISEGAWA; NEESE; PANTAZIS, 2016;
SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS, 2017). Posteriormente, calculos de
energia (“single-point”) foram realizados usando 11 diferentes funcionais de densidade, assim
como o método de HF e métodos MPn para termos comparativos. A Figura 12a apresenta os
valores MUE estimados para o potencial de reducao. Os funcionais PBE e PBEO mostraram os
menores valores MUE (28 mV e 36 mV respectivamente), sendo o melhor resultado com um
desvio maximo de apenas a 2,2% em relacdo ao dado experimental. Os funcionais com
correcdes de longo alcance ®B97x, ®B97xD e CAM-B3LYP também se mostraram
relativamente eficazes para a predi¢do do potencial de redu¢do com MUE menores do que 200
mV; isto ja tinha sido observado em trabalhos prévios (SANCHEZ DELGADO, 2017;
SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS, 2017). No caso da reagao de troca de
ligante, a energia de ativacdo calculada com o funcional PBEO foi de 15,6 kcal mol™!, a mesma

predita pelo método pertubativo MP2 (Figura 12b), o qual foi o0 método que melhor reproduziu
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o potencial de reducgdo (Figura 12a). Estes resultados confirmam que a DFT mostra resultados

compardveis aos resultados obtidos por métodos pos-HF, como MPn.

Figura 12 - (a) Erro absoluto médio (MUE) obtido do potencial de redugao padrao
calculado para a reagdo [Au(C*NAC)CI]+2e = [Au(C*NC)]+CI" no solvente DMF vs o
eletrodo de ferroceno (Fc/Fc*) e (b) energia livre de Gibbs de ativagdo calculada em solugdo

aquosa para a reacdo de troca de ligantes [Au"(C"N"C)(Cl)]+SHCH;—
[Au(CAN"C)(SHCH3)]*+CI". As barras duplas significam que é um célculo “single
point” usando a geometria e contribuigdes AG? 5 € SAG,,, (SMD) obtidas no nivel

B3LYP/def2-TZVP/6-31+G(2df).

BhandH//

HF
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MO6-2X// B3LYP/

HF// CAM-... I
B3LYP/ MO6-HF// I
MO6-HF// PBEQ// I
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CAM-B3LYP// s WBO7X// —
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS, 2018.

As geometrias de todas as espécies envolvidas nas semirreagdes representadas pela
equacdes (1) e (2) foram otimizadas e caracterizadas como pontos de minimo na superficie de
energia potencial (PES) em fase gasosa através de calculos de frequéncias harménicas no nivel
DFT com o funcional de densidade PBEO (escolhido no estudo de bechmarking) (ADAMO;
BARONE, 1999). A funcao de base def2-TZVP (ANDRAE et al., 1990; WEIGEND;
AHLRICHS, 2005) foi usada para o 4&tomo de Au, a qual descreve os 60 elétrons internos do
atomo de ouro por um potencial efetivo de caroco (ECP) e os 19 elétrons de valéncia pelo
conjunto de base triple-zeta de valéncia. Para os &tomos nao-metalicos, foi usado o conjunto de
funcdes de base de Pople 6-31+G(2d). Para esta etapa todos os célculos também foram
efetuados utilizando fungdes gaussianas puras ou esféricas 5D e 7F. Este mesmo nivel de teoria
foi aplicado para o célculo das frequéncias vibracionais e previsao da energia livre de Gibbs a

1 atm e 298,15 K.
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Finalmente, o efeito do solvente foi incluido através do formalismo IEF-PCM com raio
otimizado por Truhlar e colaboradores, chamado SMD (MARENICH; CRAMER; TRUHLAR,
2009). SMD ¢ um modelo de solvatacao continuo baseado na densidade de carga ("D" denota
"densidade") do soluto interagindo com uma descricdo continua do solvente. A densidade
eletronica do soluto ¢ usada sem definir cargas atdmicas parciais. SMD ¢ um modelo de
solvente universal o qual pode ser aplicado a qualquer soluto carregado ou ndo carregado ja que
foi extensamente parametrizado avaliando a AGg,; com diversos solutos neutros e i6nicos em
dgua e em solventes organicos. Adicionalmente, o modelo SMD inclui uma componente
chamada de termo de cavidade-dispersao-estrutura do solvente e é a contribuicao proveniente
de interacdes de curto alcance entre o soluto e as moléculas de solvente na primeira esfera de
solvatacio (MARENICH; CRAMER; TRUHLAR, 2009). O modelo SMD, mostrou-se mais
adequado para a inclusao do solvente, comparado ao modelo C-PCM com o raio atomico
otimizado para COSMO-RS (KLAMT et al., 1998). Tal conclusdao foi baseada em uma
comparagdo entre os dados experimentais de potencial de redugdo com os valores calculados

para uma série de nove compostos de ouro, como mostrado na Figura 13.

Figura 13 - (a) Série de compostos de ouro do tipo [Aul(C"NACR)L]**?, onde L=CI", PR3, py
(piridina) e meim-1 (1-metilimidazol) e (b) Comparacao dos modelos de solvatagdo SMD e

C-PCM para a predi¢io do potencial de reducdo dos compostos [Au(CANACR)L]™*,

(a)

la) R=H: L=Cl “‘/m
1b) R=H: L=meim-1 N 2a) R=H:; L=Cl .
1c) R=H; L=Py e [ \> 2b) R=H: L=meim-1
1d) R=H: L=PPh; | N 2¢) R=H; L=PPh;
le) R=Ph: L=Cl Y
1f) R=Ph; L=meim-1 CHs
~-B3LYP/CPCM -B=B3LYP/SMD =4=Expt.
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(b)
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS, 2017.
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3.1.2 Metodologia VT-HAA

Embora a abordagem da energia livre representada pela equacgdo (6) tenha demonstrado
produzir bons resultados, a precisdo do calculo da energia livre pode ser afetada
significativamente para sistemas com uma carga molecular alta ou na presen¢a de um solvente
polar (MARENICH et al., 2014; BIM; RULISEK; SRNEC, 2016; HO et al., 2016). Nossos
estudos prévios (SANCHEZ DELGADO, 2017; SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS
SANTOS, 2017) mostraram que o desbalango de carga entre os reagentes e produtos das
semirreacdes, afeta significativamente a predigao do potencial de reducao para os complexos
de ouro(IIl). A metodologia VT-HAA (Variable-Temperature H-Atom Addition/Abstraction),
proposta por Bim et al., ¢ uma abordagem teorica eficiente para o calculo do potencial de
redugio de complexos metalicos cujo par redox ndo possue cargas equivalentes (BIM;
RULISEK; SRNEC, 2016). Esta metodologia foi aplicada com sucesso para o composto neutro
[Au"(CNAC)CI] (la, Ci) (SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS, 2017,
2018) através do ciclo termodinamico representado na Figura 14. Desta maneira, este método
VT-HAA foi retomado e aplicada para os compostos da Figura 11, cujos pares redox ndo
possuem cargas equivalentes.

O ciclo termodinamico representado na Figura 14 foi utilizado para obter o potencial de
reducdo desejado (E9) em fungéo do potencial de redugdo do seu cognado neutralizado (E?) e
de AGgiqg, que representa a diferenca de energia livre “diagonal” para a reagdo
[Au(CN"C)CI] + 2e” + 2H" — [Au/(C"NH"C)] + HCI e sua derivada da temperatura.
Analogamente, o mesmo ciclo foi usado para os compostos neutros tridentados Ck, Cj, Cn e
Co, assim como para os compostos neutros bidentados Cb-d. Tomando o composto Ce como
exemplo, a reacdo diagonal é representada como, [AuN*C)Cl,] + 2¢ + 2H' —
[Au'(CANH)CI] + HCI. Por outro lado, os compostos Ca, Ce-h apresentam carga de igual
magnitude nos seus correspondentes pares redox (+1/-1) e, portanto, o potencial de reducao

para estes compostos foi calculado desde a equacdo (5) sem a inclusdo da correcdo VT-HAA.
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Figura 14 - Ciclo termodindmico utilizado para estimar o potencial de redugdo (E5) do

complexo Ci [Au(C*N~C)Cl] usando a metodologia VT-HAA.

[Au"(CANAC)CI] ;‘Z » [AU'(CANAC)] +CIF
2
t2H* AGaiag reh tH* |AGy; +H | AGy,
[AU"(CANAC)CI] + 2H* ‘;e » [AU'(CANHAC)] + HCI
1
Eg = (ﬂ‘Gdiag(To) - To%;gm T O) + ZG(H+) - 2]:_':((:).S‘HE) T Ei)

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS, 2017.

De acordo com o ciclo da Figura 14, a energia livre diagonal pode ser definida como:

AGgiag = AGy (10)
Ou,
AGgiag = AGy + AGpy + AGp, (11)

O potencial de redugdo calculado desde AGgqq4, € definido como potencial de

“hidrogena¢do” (ER):

Ef = 499 4+ Gye — E°gpg (12)

De acordo com o ciclo, Ef; também pode ser definido através das seguintes equagdes:

ES = E9 (13)
E = E$ — 2 (AGyy + AGy,) (14)

Igualando as equagdes (13) e (14) temos:

E = Ef = E$ — 2 (AGpy +AGy) (15)
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Somando duas vezes Ef}, temos:

2Ef = Ef + ES — = (AGpy + AGy;) (16)

1 1
Ep = > (E$ + E9) — " (AGy; + AG,;) (17)
Igualando as equagdes (12) e (17), e, isolando a energia livre diagonal obtemos:

1
AGgiqg = ET + EZ — 2G50, (H™) + 2E(syp) — 5 (AGy1 +AGy;) (18)

Os termos do lado direito da equagao (18) sdo chamados de:

26=E$ + ES — 2G(H*) + 2E&yp, (19)

1
b= —=(AGy; +AGy,) (20)

Considerando que AGg;,4 € dependente da temperatura e supondo que 2¢, definido pela

equacao (19), € independente da temperatura (valido para pequenas variagdes de temperatura),

—AGgiag , - 1 . 5
o termo — = ¢ linearmente dependente com /T' Desta forma, temos a seguinte equagao
linear:

_AGdiag _ ﬁ'
—e =21 1)

Note-se que a constante b contém informacdes sobre os processos de protonagdo dos
produtos reduzidos mostrados na Figura 14.

Derivando a equagdo (21) em funcdo de 7, encontramos que:

dAGgiqg(T)
26 = AGdiag (TO) - TO % T=T, (22)

Finalmente, substituindo 2& da equacao (22) na equagdo (19) e, isolando o potencial

9, obtemos a mesma expressédo representada abaixo do ciclo na Figura 14.
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dAG giqq(T)
(2) = (AGdiag (To) - To (jiTg |T=T ) + ZG(H+) - ZE?SHE) — E? (23)

o

Desta maneira, com a equagdo (23) obtemos o potencial E3 desejado para o composto
neutro Ci e analogamente para a série de compostos neutros representados na Figura 11. Os
termos entre parénteses no lado direito da equagdo (23) sdo obtidos a partir da inclinagdo da
reta do grafico —T, AGgiq4/T % T, /T, como representado abaixo na Figura 15. A energia livre
de solvatagdo experimental do proton em solugdo aquosa G (H1)=-265.9 kcal mol™! ou -11,53

eV, foi usada na equacao (23) (CAMAIONI; SCHWERDTFEGER, 2005).

Figura 15 - Representagdo do grafico —T,AGgiqq/T xT,/T para a obtengdo do termo 2¢

(entre paréntese) na equagao (23).

_AGdiag

T, T

T,/T

Fonte: Adaptada de BIM; RULISEK; SRNEC, 2016.

Uma metodologia similar também foi utilizada para melhorar a predicdo do potencial
de reducdo dos compostos catidonicos Cl e Cm (carga +2), a qual chamaremos de VT-HXAA.
Neste caso, o par redox apresenta carga +2/0. O potencial de redugdo E9 foi calculado de acordo
com o ciclo proposto na Figura 16. Os contra-ions X = F, CI', Br, ClOs e F3CSO3™ foram
usados para neutralizar as espécies carregadas, assim como para avaliar o efeito do tamanho do

contra-ion na predi¢ao do potencial de redugao.
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Figura 16 - Ciclo termodindmico utilizado para estimar o potencial de redugio (EY)
dos complexos cationicos Cl e Cm usando a metodologia VT-HXAA (onde X=F-, CI', Br,
ClO4 e F3CSO3).

[Au'(NANAN)CIT2 ;‘i‘ »  [AU(NANAN)CI]
S
t2HX AGaiag +2HX
[AU(NANAN)CI]...2X +2H* éf » [AU'(NANAN)CI] + 2HX
B9 = (A6aiag (1) = 1, %42 ®| )+ 26(H*) ~ 2685 — B

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

3.1.3 Propriedades estéricas e eletronicas dos ligantes

Uma vez calculados os potenciais de reducdao dos compostos de ouro (Figuras 10 e 11),
estes foram correlacionados com parametros estruturais estéricos e eletronicos que serao

descritos a seguir.

a) Pardmetros estéricos

O impacto estérico dos ligantes PR3 foi medido através do percentual do “buried volume”

(% Vour) usando 0 programa SambVca 2.0 disponivel online

(https://www.molnac.unisa.it/OMtools/sambvca2.0) (POATER et al., 2009; FALIVENE et al.,

2016). O %Vpur € a fracdo do volume de uma esfera centralizada no metal, ocupada por um
determinado ligante. O volume dessa esfera representa o espaco ao redor do atomo de metal que
deve ser compartilhado pelos diferentes ligantes ap6s a coordenacdo (primeira esfera de
coordenagdo) (POATER et al., 2009; FALIVENE et al., 2016; GOMEZ-SUAREZ; NELSON;
NOLAN, 2017).

O calculo da %Vyur requer a definicdo de um atomo central ao qual o ligante é coordenado. Se
a estrutura a ser examinada € um composto de coordenagdo, as coordenadas do centro do metal
sao usadas. Caso apenas a estrutura do ligante esteja disponivel, um centro de metal putativo

(M) deve ser definido. Em relagdo as fosfinas, o atomo de fosforo esta coordenado com o centro
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M de ouro. Este centro M esté localizado na linha que passa pelo ponto a ser coordenado (P) e
ao centro de massa dos trés atomos R ligados diretamente ao dtomo de P nas fosfinas (Xc)

(Figura 17a).

Figura 17 - Representagdo grafica (a) da esfera usada para calcular o %Vyur; € (b) dos

mapas de contorno ou mapas estéricos. A partir dos mapas de contorno € possivel obter 0 Viyur

para cada quadrante ao redor do metal, onde NW=North West, NE=North East, SW=South
West e SE=South East.

Y T Mapa estérico

(a) )

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

Uma vez que a posi¢do do centro M ¢ definida, uma esfera de raio » (centrada em M) ¢é
construida. Esta esfera ¢ seccionada por uma malha cibica regular tridimensional de
espacamento (s), que define voxels clibicos vy, de volume s°. A distancia entre o centro de cada
voxel com todos os atomos do ligante a avaliar, € testada para verificar se algum dos atomos esté
dentro da distancia de van der Waals. Se nenhum atomo estiver a uma distancia de van der
Waals, o volume s° do voxel examinado ¢ atribuido ao volume livre Viee. Inversamente, se um
Ginico atomo estiver a uma distancia de van der Waals, o volume s° do voxel examinado é
atribuido ao volume buried (Vour). A partir dessa tltima descri¢do, o volume da esfera Vsphere €
definido pela equagdo (24). O %Vuur, € simplesmente calculado pela fragdo do Vpur sobre o

volume total da esfera (equagdo 25) (POATER et al., 2009).

Vsphere = XVxvz = Viree + Vour = XVxyz(free) + XVxyz(buried) (24)
%oVpur = V::: «100 (25)

O %Vpur foi calculado usando a distancia (d) Au-P predita através do calculo de

otimizagdo para cada composto [Au™(X*"N~X)(PR3)]**", um raio r de 3,5 A, um espacamento
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de malha de 0,1 A para a integracio numérica e, finalmente, excluindo os 4tomos de hidrogénio
dos ligantes de fosfina.

Mapas estéricos foram gerados apds o calculo do %Vpur usando o mesmo sotfware
SambVca 2.0. Os mapas estéricos relatam o valor ao longo do eixo z no qual o ligante comeca
a ocultar o espaco do centro do metal na esfera de coordenacao. Deste modo, o volume estérico
que se apresenta ao redor do metal ¢ representado por meio de contornos coloridos.
Adicionalmente, ao gerar estes mapas de contorno, ¢ possivel obter o Vpur para cada quadrante
ao redor do metal (Figura 17b). Os mapas de contorno siao usados para complemetar a analise
das propriedades estéricas dos ligantes de fosfina, especialmente para estudar como o impacto
estérico do ligante é distribuido por todo o espago (GOMEZ-SUAREZ; NELSON; NOLAN,
2017).

b) Pardmetros eletronicos

As energias dos orbitais HOMO e LUMO para as fosfinas e os ligantes multidentados
(e(HOMO) e ¢(LUMO)), foram tomadas como principais parametros eletronicos. No caso dos
composotos (A) e (B) com variagdo de fosfina, a doagdo de carga PR3—>Au(C"N"C) (8pg,) €
P—Au(C*"N"C) (8p), também foram selecionados como parametros eletronicos. J& no caso dos
compostos (C) com variacao do ligante multidentado, a carga local do cloreto (qCI°), a variagao
da carga do ouro através da reducdo (6qAu), assim como a carga do ligante multidentado (lig) (q
lig) foram tomados como parametros eletronicos. Estas propriedades foram quantificadas a partir
de calculos de orbitais moleculares (OM) e da andlise NBO disponiveis no pacote computacional
Gaussian 09 Rev. D.01 (FRISCH et al., 2009). Todos os calculos foram realizados usando o
mesmo protocolo computacional para a otimizacao das estruturas, PBEO0/def2TZVP/6-
31+G(2d)/SMD(g,=78,3553).

Os orbitais NBOs (Natural bond orbitals) fornecem uma descrigdo precisa da
distribuicao de elétrons sobre as ligacdes ou pares livres das estruturas moleculares, semelhante
a estrutura de Lewis de pares de elétrons (ocupagdo maxima de 2 elétrons). No caso dos
complexos metélicos, quando os orbitais hibridos (NHO, natural hibrid orbital) dos ligantes
sdo sobrepostos aos orbitais hibridos dos ions metalicos, ocorre a deslocalizagao de elétrons

(GLENDENING et al., 2001).
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Neste caso podemos definir A como o ligante, e B como o ion metalico, onde hy ¢ hg
sao seus correspondentes orbitais hibridos NHO e ¢, e ¢ seus correspondentes coeficientes de

polarizagao.
Opp — CAhA + CBhB (26)

A partir a analise NBO ¢ possivel obter uma energia de estabilizacdo devido ao
deslocamento eletronico entre ligantes e o centro metalico. Essa energia de estabilizagio E® ¢
calculada a partir da teoria de perturbagao de segunda ordem. Para cada orbital doador NBO (i)

e receptor NBO (j), a energia de estabilizagdo E® associada a deslocalizagio é estimada como:

A . 2
E(z) = q; (i|F|j) (27)

E]'—El'

Onde q; € a ocupagdo do orbital doador, €; € €; sdo as energias dos orbitais e F(i,j) € o
elemento da matriz NBO Fock fora da diagonal. Quanto maior o valor de E®, mais intensa ¢ a

interagdo entre os orbitais doadores e receptores (GLENDENING et al., 2001).

3.2 METODOLOGIA E ESTRATEGIAS DE ACAO PARA O DESENVOLVI-MENTO DAS
ETAPASIII E IV

Nesta se¢do serao relatados os métodos usados para a identificagdo e criagdo de modelos
de interacdo entre o complexo de ouro(Ill) 1a e a TrxR, os quais serdo tomados como modelos
de partida para o estudo dos processos representados na Figura 18. O processo de reducao (1)
envolve a abertura do anel quelato C*N"C, e o processo (2) ocorre com a liberacao da fragao
[Au'(CAN~C)]". Os processos (1) e (2) foram inicialmente calculados e, em seguida, a reagio
final de troca (3), para a inibicao total da enzima, foi modelada.

As reagdes de troca CI/-SH e Cl/-S™ representadas fora da caixa da Figura 18, foram
estudadas anteriormente (SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS, 2018) usando
metanotiol como modelo. A reagdo mostrou ser muito rapida (k=2,98x10® M~'s™!), com uma
barreira de energia estimada em 8,6 kcal mol' (SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL; DOS
SANTOS, 2018). Desta maneira, as reagdes que envolvem o metabolito Au-TrxR, agora sdo
estudados com modelos mais realisticos. Os processos de reducio Au**—Au'", representados

por (1) e (2) na Figura 18, foram calculados para os trés modelos Au-tet, Au-pep e Au-trx. A
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Unica exce¢do ¢ para o modelo maior Au-trx, para o qual, a reacdo com Cys498 na forma
desprotonada (Figura 18b) ndo foi abordada devido ao alto custo computacional de célculos
quanticos para macromodelos. A reacao final de troca de ligante (3) foi abordada apenas para o

menor modelo Au-tet.

Figura 18 - Processos de reacao estudados nas etapas III e IV com Cys498 na forma

(a) protonada e (b) desprotonada.
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3.2.1 Modelos de interacio de complexos de ouro(IIl) com a enzima TrxR

Trés modelos distintos foram usados para simular o complexo de ouro(Ill) ligado a
Cys498 da estrutura da enzima TrxR. No menor modelo Au-tet, os ultimos 4 residuos do brago
C-terminal foram representados (tet= Gly496-Cys497-Cys498-Gly499 = G496C197C498Ga99). No
modelo Au-pep, pep representa todo o brago C-terminal (pep=Val484-Thr485-Lys486-Arg487-
Ser488-Gly489-Ala490-Ser491-11e492-Leud93-Gln494-Ala495-Gly496-Cys497-Cys498-
Gly499 = (VTKRSGASILQAGC497C498G) e, no maior modelo Au-trx, trx ¢ um “cluster”
derivado da estrutura da TrxR, o qual inclui o sitio ativo dos dominios N-terminal e C-terminal
da enzima. Para os modelos maiores Au-pep e Au-trx, simulacdes de dinamica molecular (DM)
foram inicialmente conduzidas a fim de explorar o espago conformacional e selecionar modelos

mais representativos.

a) Construgdo do modelo Au-pep

Primeiramente, foi necessario preparar cada uma das espécies que compdem o modelo,
1.e., o complexo de ouro(Ill) e o peptideo do brago C-terminal para o subsequente tratamento
classico com as simulagdes por DM. A estrutura inicial do composto [Au(CA"N~C)(SHCH3)]*
foi tomada do nosso trabalho prévio, a qual havia sido otimizada em fase gasosa no nivel
B3LYP/def2-TZVP/6-31+G(2df) (ANDRAE et al., 1990; BECKE, 1993; WEIGEND;
AHLRICHS, 2005). O primeiro conjunto de fungdes de base (def2-TZVP) foi utilizado para o
atomo de Au (ECP para os 60 elétrons internos e base triplo-zeta com um conjunto de fungdes
de polarizacao-f para os 19 elétrons de valéncia) e o segundo (6-31+G(2df)) foi aplicado aos
atomos do ligante. Por outro lado, a estrutura inicial para o brago C-terminal foi obtida da
estrutura da enzima TrxR (PDB 2J3N) mantendo os residuos Cys497 e Cys498 na forma
reduzida/protonada. O grupo [Au(C*N~C)]" foi ligado ao atomo de enxofre da Cys498, como

representado na Figura 18.

b) Construgdo do modelo Au-trx

No modelo Au-trx, a estrutura basica da TrxR na forma de homodimero foi usada para
identificar os residuos mais proximos ao composto de ouro. Neste modelo, o par ativo
Cys59/Cys64 foi mantido no estado oxidado com a ligagdo dissulfeto formada, e o par catalitico

Cys497/Cys498 do braco C-terminal na forma reduzida e protonado. Os cofatores NADPH e
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FAD também foram incluidos. Como feito para o modelo Au-pep, o grupo [Au(C*N"C)]* foi
ligado a estrutura basica da TrxR, a qual é encontrada na forma de um homodimero. O dimero
utilizado consiste nas unidades C e D da estrutura cristalografica de codigo 2J3N depositada no
Protein Data Bank (PDB) [18].

O modelo menor Au-tet, foi tomado das estruturas selecionadas de Au-trx, apds os
calculos de otimizagdo de geometria. Além dos trés modelos mencionados, o modelo mais
simples contendo o ligante metanotiol, [Au(C*"N~C)(SHCH3)]*, foi considerado para fins de
comparagdo. Este modelo foi chamado de model-0.

Como mencionado anteriormente, os modelos maiores Au-pep e Au-trx, foram
submetidos a simulagdes de DM em solu¢ao aquosa. Posteriormente, diferentes pontos da
trajetoria de simulacdo (snapshots) foram selecionados e usados como estruturas iniciais para
calculos de mecanica quantica. Os detalhes da DM e dos célculos quanticos abordados sdo

apresentados a seguir.
¢) Parametrizagdo de Au-pep

A parametrizagdo do campo de forca classico foi realizada para o composto
[Aul(C"N"C)(SHCH3)]" e para o peptideo que representa a por¢do C-terminal da enzima
TrxR. Esta parametrizacdo consiste em determinar as constantes de forga para ligacdes e
angulos, valores de equilibrio para os parametros estruturais e as cargas atomicas que satisfacam
a energia potencial total do sistema como mostrado na equagao (28) (DAVID A. CASE et al.,
2016).

2 2 V,
Eiotal = Zligag:()es kb(r - req) + Zﬁngulos k9(e - 99(1) + Zdiedros?tp [1 +

o (28)

Ajj  Bjj iqj
cos(ng — )] + S| 5 — 2+ 23]
ij

€rjj

Os trés primeiros termos da equagdo (28) descrevem a energia potencial através de
contribui¢cdes de atomos ligados. O primeiro somatdério € referente aos pardmetros que
descrevem as ligagdes, sendo k,,, a constante de forca de estiramento em kcal mol 'A% ¢ Teq O
comprimento de ligacdo na posicdo de equilibrio (A). O segundo somatério é referente aos
parametros que descrevem os angulos de ligagdes, onde kg € a constante de for¢a de deformacao

angular em kcal mol! rad™ e Beq € 0 angulo de equilibrio (radianos). O terceiro somatorio
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descreve o potencial devido a tor¢do onde o termo V¢ se relaciona com a barreira de energia
associada a0 movimento de tor¢io (kcal mol™!), n é a periodicidade da rotacdo, isto €, o nimero
de ciclos em 360°, ¢ ¢ o angulo de tor¢do (radianos) e y € o angulo de fase (radianos) no qual o
potencial atinge o seu valor minimo. O ultimo termo representa as interagdes entre pares de
atomos ndo ligados covalentemente (i, j) representados pela soma do potencial de Lennard-

Jones (LJ) e do potencial de Coulomb, onde, 7;; € a distancia entre atomos, ¢; € a carga do

atomo i ¢ as constantes Ajj ¢ Bj; so definidas como: A = 48011]-2, Bj;= 48616]-, sendo € a energia

no fundo do pogo de potencial ¢ oj; a distdncia em que a energia potencial € zero, dada para
cada par de atomos i ¢ j (DAVID A. CASE et al., 2016). Estes dois ultimos também sao

conhecidos como parametros de Lennard-Jones.

As cargas atomicas ChelpG (BRENEMAN; WIBERG, 1990) do complexo
[Au(CAN"C)(SHCH3)]", foram obtidas utilizando o método HF com o conjunto de fungdes
de base 6-31G(d) para os atomos ndo metalicos e o pseudopotencial def2-TZVP para o Au
(Figura 19). Os parametros para os atomos do peptideo do brago C-terminal ndo contemplados
na Figura 19 (indicados por —R), foram extraidos do campo de forga ff14SB (MAIER et al.,
2015). Devido ao alto custo computacional dos calculos quanticos, o programa Amber, atravéz
do modulo Antechamber, utiliza um método semi-empirico chamado Austin Modell (AM1)
(JAKALIAN; JACK; BAYLY, 2002). O método AM1 inclui um termo de correcao de carga
chamado BCC (bond charge correction); este Gltimo termo tenta mimetizar a polarizacdo
gerada pelo método HF/6-31G(d), o qual superestima a polaridade das moléculas entre 10 e
15% aproximadamente (BRENEMAN; WIBERG, 1990; WIBERG; RABLEN, 1993). Desta
maneira, ¢ adequado usar o método HF para gerar as cargas dos atomos do complexo de ouro
que sera ligado ao brago C-terminal da enzima.

Os pacotes computacionais empregados em simula¢des por DM, como o AMBER®
(DAVID A. CASE et al., 2016), ja possuem em suas bibliotecas os parametros do campo de
forca de sistemas convencionais, como ¢ o caso das moléculas organicas e algumas
biomoléculas. Entretanto, para sistemas que contém ions metalicos ligados covalentemente,
como em complexos de ouro(III), estes parametros ndo se encontram disponiveis. Dessa forma,
as constantes de forga, k;, e kg, que envolvem o atomo de ouro no composto
[Au"l(C"N"C)(SHCH3)]", foram obtidas através do software VFFDT, que utiliza os resultados
de calculos quanticos de frequéncias harmonicas (ZHENG et al., 2016) para obter esses

parametros. Os valores obtidos para estes parametros sao reportados na Tabela 1. Os parametros
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nao-ligados € e 6, massa e polarizabilidade, usados para o ligante C*"N*C, foram obtidos do
campo de forca GAFF (General AMBER force field), utilizado para moléculas organicas
(WANG et al., 2004), disponivel no software Amber16 (DAVID A. CASE et al., 2016). Os
valores de diedro utilizados (Vo, Tabela 1), foram definidos de modo a garantir a planaridade
do complexo. Os parametros de Lennard-Jones € e 6 para o ion Au®" incluidos na Tabela 1,
foram tomados dos reportados para o ion isoleletronico de Pt>*

(YAO; PLASTARAS; MARZILLI, 1994).

obtidos por Yao e colaboradores

Figura 19 - Cargas atdmicas ChelpG atribuidas aos atomos do complexo
u - . SH- faz parte do residuo Cys o0 braco termina . As
[Au"(CAN"C)(SH-R)]" (b). SH- f; d iduo Cys498 do b inal (R). A

cargas dos atomos de R nao foram modificadas em relagdo ao campo de forga usado para o

peptideo.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

Tabela 1 - Parametros inseridos no campo de forca do metal. Constantes de forca k,

dadas em kcal mol A2, kg em kcal mol™! rad? e V,, em kcal mol .

(continua)
Atomos ke Comprimento de ligagdo /A
Au-N 157,47 2,008
Au-C, 117,77 2,107
Au-C 117,18 2,105
Au-S 92,90 2,343
Atomos ke Angulo/°
N-Au-C; 128,32 81,02
N-Au-C, 130,16 81,11
N-Au-S 115,44 177,22

Ci-Au-C; 170,65 162,12
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Tabela 1 - Parametros inseridos no campo de forca do metal. Constantes de forga k;,

dadas em kcal mol'A2, kg em kcal mol™! rad? e V,, em kcal mol .

(conclusio)
Atomos ke Angulo/°
Ci-Au-S 143,69 101,72
Cr-Au-S 145,67 96,15
Au-N-Cs 130,12 117,37
Au-N -C4 129,24 117,21
Au-C-Cs 171,56 110,26
Au-Ci-C; 184,33 131,36
Au-Cr-C; 169,92 110,26
Au-Cr-Cg 185,47 131,03
Au-S-H; 61,65 102,53
Au-S-Co 159,60 105,12
Atomos Vo Angulo/®
Au-N-Cs-Cs 10,0 0,0
Au-N-C4-Cs 10,0 0,0
Ci-Au-C,-C; 10,0 0,0
C2-Au-C-Cq 10,0 0,0
Atomos € c
Au 2,44 0,40

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

Finalmente, o complexo de ouro(III) foi ligado ao brago C-terminal através do enxofre
do residuo Cys498, o qual ¢ o responsavel pelo ataque a Trx oxidada (Cys32-Cys35) formando
uma ponte dissulfeto entre a Cys498 da TrxR e Cys32 da Trx para a respectiva redugdo da Trx
(CHENG et al., 2009).

Apobs o complexo de ouro(Ill) ser ligado ao brago C-terminal, uma pequena carga
residual resultante (+0,124 u.a.) foi atribuida ao grupo CHb> ligado ao S da Cys498 e ao dtomo
de Au como descrito na Tabela 2. A carga final do Au no compostos obtido [Au'(C*N*C)-
pep]*" (pep=C-terminal), foi de 0,473 u.a. e a carga positiva do modelo Au-pep foi +3. Contra
ions de CI” foram adicionados para neutralizar o sistema. Em seguida, foi gerada uma caixa de
solvatagcdo com a insercao de moléculas de d4gua, em formato de um octaédrico truncado, com
uma distincia minima das arestas da caixa de 15 A. Essas moléculas de 4gua explicitas inseridas
na caixa octaédrica truncada foram tratadas pelo modelo TIP3P (JORGENSEN et al., 1983). O
modelo TIP3P (transferible intermolecular potential with 3 points), possui trés sitios
correspondentes aos trés atomos da molécula de agua. Além disso, usa uma geometria rigida

correspondente as moléculas de 4gua em sua estrutura média, onde cada sitio (ou 4&tomo) tem

um ponto de carga definido. As interagdes eletrostaticas sao modeladas a partir do potencial de



61

Lennard-Jones; no entanto, este potencial so ¢ aplicado para o sitio correspondente ao atomo
de oxigénio (JORGENSEN et al., 1983). Estes modelos de trés sitios atingem uma alta

eficiéncia computacional, sendo bastante usados em simula¢des de DM.

Tabela 2 - Distribuigdo de carga apds a ligagdo da fragdo [Au"'C*N"C]" a Cys498 do
peptideo (R). Grupo *CH> ligado a Scys49s.

Atomo Carga inicial Carga final  Alteracgdo da
(método) /u.a. /u.a. carga /u.a.
Au +0,479 +0,473 -0,006
(HF)
C -0,123 -0,057 +0,066
(AM1-BCC)
H +0,111 +0,143 +0,032
(AM1-BCC)
H +0,111 +0,143 +0,032
(AM1-BCC)
Carga residual +0,124

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

d) Parametrizagdo de Au-trx

Similarmente, como descrito para o modelo Au-pep, a parametrizagdo do campo de
forca do modelo Au-trx foi realizada para ambas as espécies envolvidas no sistema,
[Au"l(C"N"C)(SHCH3)]" e a estrutura da enzima TrxR (PDB=2J3N). De forma geral, a
parametrizacao foi realizada da mesma forma do modelo Au-pep; no entanto, para o modelo
Au-trx, a carga de Au foi de 0,505 u.a. e a carga liquida igual a -20, que foi neutralizada pela
adico de contra-ions de Na*. Neste caso foi usada uma caixa de solvatagio cubica de 17 A. As
moléculas de dgua também foram representadas pelo modelo TIP3P (JORGENSEN et al.,
1983).

e) Simulagoes de dinamica molecular

Todas as simulagdes de DM apresentadas neste trabalho foram realizadas utilizando o
software Amber16® (DAVID A. CASE et al., 2016). Para o modelo Au-pep, as simulagdes de
DM foram realizadas mantendo a estrutura livre (Au-pepl), restringindo o primeiro residuo do
C-terminal, Val484 (Au-pep2), e, finalmente, restringindo os trés primeiros aminoacidos na

sequéncia Val484-Thr485-Lys486 (Au-pep3). As ultimas duas simulagdes foram realizadas
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tentando mimetizar a ligagdo do brago C-terminal com a a-hélice do dominio de interface da
enzima, onde estes primeiros trés residuos ficam antiparalelos com a terminacao da folha 3 no
mesmo dominio da interface como mostrado na Figura 3a. A restri¢ao dos atomos foi realizada
aplicando-se um potencial harmonico com uma constante de for¢a para restricdo de 100 kcal
mol! A2,

No caso do maior modelo Au-trx, foram realizadas duas simulagdes. A primeira
simulagdo foi abordada com o brago C-terminal direcionado para o centro redox (Au-trx1)
como representado na Figura 3b; enquanto que a segunda simulacdo foi abordada com o brago
C-terminal deslocado em dire¢do a superficie da enzima, como mostrado na Figura 3¢ (Au-
trx2). Adicionalmente, uma simulacdo do TrxR livre também foi realizada para fins de
comparagdo e controle.

As simulacdes de DM seguiram as seguintes etapas:

(1) Primeiramente, cada sistema foi submetido a uma tnica etapa de minimizagao.
Esta etapa procura uma estrutura proxima de um ponto de minimo de energia potencial,
reduzindo o contato repulsivo entre os atomos. Esta etapa foi realizada mantendo todas as
moléculas de soluto e solvente livres.

(1) A proxima etapa na simulagdo envolveu a introdugao artificial do sistema em um
“banho térmico” com o objetivo de elevar a temperatura do sistema até um valor de interesse.
Desta forma, cada sistema foi aquecido de 9 K a 109 K durante 25 ps em uma primeira etapa
empregando o ensamble candnico NVT (ntimero de particulas, volume e temperatura
constantes) (aquecimento 1).

(i11)) Em seguida, foi realizada uma etapa de equilibrio utilizando o ensemble
isotérmico-isobarico NPT, (nimero de particulas, pressao e temperatura constantes) a 109 K e
pressdo 1 bar por 30 ps (equilibrio I).

(iv)  Posteriormente, uma segunda etapa de aquecimento foi realizada de 109 K a 309
K a NVT de 25 ps (aquecimento 2), também acompanhada de uma etapa de equilibrio NPT a

309 K e 1 bar, realizando um tempo de simulagdo mais prolongado de 1 ns (equilibrio 2).

De forma geral, essas etapas de equilibrio apds o aquecimento envolvem a estabilizagdo
das propriedades do sistema como a temperatura T, a pressdo P, a energia E e a densidade (p)
até atingir valores desejaveis. Como mencionado acima, a densidade foi equilibrada desde o
ensemble isotérmico-isobarico NPT, a fim de se obter um valor de p préximo a 0,9934 g cm™

a 309 K. O termostato de Langevin (UBERUAGA; ANGHEL; VOTER, 2004) foi utilizado em

todas as etapas (aquecimento, equilibrio e producio) com o valor de = 1,0 ps™! (niimero de
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colisdes por ps) e nas etapas de equilibrio e producao foi empregado o barostato de Berendsen

(BERENDSEN et al., 1984).

O procedimento de integragdo numérica usado para resolver as equacdes newtonianas
de movimento foi o algoritmo Leapfrog (VAN GUNSTEREN; BERENDSEN, 1988). O
algoritmo Leapfrog basicamente auxilia na integracdo numérica das equacdes do movimento
definidas a partir da energia potencial total do sistema na equagao (28). Assim, sdo obtidas as
velocidades e posigoes dos atomos em um intervalo de tempo definido por dt, conhecido como
fator de integracdo. Por fim, apds varios intervalos dt, obtém-se a trajetoria do sistema. O
algoritmo SHAKE (RYCKAERT; CICCOTTI; BERENDSEN, 1977) foi usado para restringir
as oscilagoes das ligagdes que envolvem os atomos de hidrogénio, o que permitiu empregar o
fator de integragao dt = 2 fs. Por outro lado, as interacdes eletrostaticas de longo alcance foram
calculadas usando o método particle mesh Ewald (PME) (DARDEN; YORK; PEDERSEN,
1993).

Para os modelos Au-pepl-3 foram realizados 50 ns de simulacdo na etapa de producdo,
resultando em uma trajetoria de 5000 frames (1 frame=0,01 ns) a uma temperatura de 309 K.
No caso dos modelos maiores Au-trx1, Au-trx2 ¢ TrxR, foram realizadas simulagoes de 150 ns
a 309 K. As trajetorias foram analisadas por meio do programa CPPTRAJ (ROE;
CHEATHAM, 2013) enquanto que as imagens das simulagdes de DM foram produzidas
utilizando o software Visual Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996). O algoritmo Linear Combination of Pairwise Overlaps (LCPO) foi
utilizado para calcular a superficie accesivel ao solvente (SASA) (LEE; RICHARDS, 1971).

3.2.2 Calculo do potencial padrio de reducao: E°

O calculo de E° para os modelos Au-tet, Au-pep e Au-trx, assim como para os modelos
mais simples [Au"'(C"N*C)L]*"™ (L = CI', HO e SCH3, onde n é a carga dos ligantes), foi
realizado em solucdao aquosa baseado nas semirreagdes de célula eletroquimica em relagdo ao

eletrodo padrao de hidrogénio (SHE).

[Aulll(cANAc)L]3+H +2e > [Aul(CANAC)L]Hn AG/(l)u,aq (291)
[AuHI(C/\N/\C)L]3+n +2e > [AUI(C/\N/\C) + L]Hn AGXu,aq (292)
ZHaq) +2e > Hy (g AG(OSHE),aq (30)
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Na equacdo (29.1) a redugdo envolve a abertura do anel quelato, enquanto na equacao
(29.2) a reducao libera o ligante auxiliar (L) do brago C-terminal, onde L representa CI", H.O
ou, SHCH3 nos modelos mais simples, o fragmento Ga9sCa97C498Gag9 em Au-tet, o brago C-
terminal em Au-pep, e, TrxR no maior modelo Au-trx, o qual ¢ um cluster derivado da estrutura
da enzima TrxR. AG, o4 ¢ 0 valor padrio em solugdo na concentragdo de 1 mol L!, latme
298,15 K. O valor de AGf,, 44, assim como o potencial de redugio foram calculados da mesma

forma descrita para os sistemas eletroquimicos mencionados anteriomente, utilizando as
equagoes (5) e (6).

Para os modelos Au-tet, Au-pep e [Au'(C"N*C)L]*™, a otimizag¢io da geometria e os
calculos de frequéncia foram realizados no nivel, PBEO-SMD/def2-TZVP(Au)/6-
31G(d)(H,C,N,0)/6-31+G(2d)(S ou Cl), enquanto para as estruturas selecionadas a partir do
modelo maior Au-trx, o nivel de teoria PBEO-SMD/def2-TZVP(Au)/6-31G(H,C,N,0)/6-
31+G(d)(S) foi usado. Finalmente, a contribui¢do da energia eletronica mais repulsdo nuclear,
AE 4y, qq (equagdo 6), foi recalculada usando o conjunto de base 6-31+G(2d) para todos os
atomos (H, C, N, O, S), mantendo o funcional PBEQ. O efeito do solvente foi incluido através
do modelo SMD [35]. Resumindo, a notagcio PBEO-SMD/def2-TZVP(Au)/6-
31+G(2d)(H,C,N,0,S)// (Au-tet, Au-pep, [Au"(C"NAC)L]*™) sera usada para referenciar a
metodologia usada nos modelos Au-tet, Au-pep, [Au"(C"N*C)L]*"", enquanto que PBEO-
SMD/def2-TZVP(Au)/6-31+G(d)(H,C,N,0,S)// sera usada para o modelo Au-trx, onde a barra
dupla (//) refere-se a um calculo single point (ANDRAE et al., 1990; BECKE, 1993;
WEIGEND; AHLRICHS, 2005; MARENICH; CRAMER; TRUHLAR, 2009). Todos os
calculos foram realizados no pacote Gaussian 09 Revisao D.01 (FRISCH et al., 2009).

3.2.3 Reaciao de troca C*N"C/Cys497

O processo (3) para a substitui¢ao do ligante C*"N”C por Cys497, representado na Figura
18, foi calculado apenas para o modelo Au-tet, lembrando que tet representa o fragmento
G196C497C498Ga99. Este processo representa a etapa final da transferéncia do Au para a enzima.
O protocolo computacional utilizado para esta etapa final foi 0 mesmo usado para o calculo do
potencial de redug¢do, PBEO-SMD/def2-TZVP(Au)/6-31+G(2d)(H,C,N,O,S)// em solucao

aquosa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no desenvolvimento da tese estao apresentados seguindo a mesma
ordem descrita na secao de metodologia, iniciando com as etapas I e Il e finalizando com as

etapas [l e IV.

4.1 ESTABILIDADE REDOX DOS COMPOSTOS (A) [Au(CA"N~C)(PR3)]"

4.1.1 Analise estrutural

O fon Au*" forma complexos quadrados-planos da mesma forma que o cation
isoeletronico Pt>". A esfera de coordenagdo quadrada estd ligeiramente distorcida devido a
assimetria dos quatro ligantes. Os parametros estruturais calculados sao resumidos na Tabela 3
e comparados com alguns dados experimentais disponiveis para [Au(C*N~C)(PPhs)]" (A31,
Figura 10) na referéncia [11]. Na Tabela 3 sdo mostrados apenas os valores médios de todos os
parametros; os dados individuais sdo fornecidos no Apéndice — B. A partir dos dados da Tabela
3, notamos que, apesar da ampla variagdo estrutural das fosfinas PR3 na Figura 10, os
parametros estruturais calculados para a série de compostos (A), espalham-se em uma pequena
faixa em torno de 1% do valor médio. Além disso, os valores de referéncia estio dentro da faixa
calculada, exceto para a ligagao Au-P, a qual é prevista um pouco maior quando comparada ao

estado solido.

Tabela 3 - ParAmetros estruturais médios para os complexos [Au(CAN~C)(PR3)]" (A)

calculados no nivel PBE0/def2-TZVP/6-31+G(2d) em fase gasosa.

*Valor médio Faixa de valores ®Valor expt.
Au-P/A 2,330 +£ 0,033 2,303-2,395 2,297
Au-N/A 2,032+0,010 2,017-2,052 2,04
Au-C/A 2,102 £ 0,006 2,092-2,134 2,092
ZC-Au-C/° 159,8 + 1,78 154,4 -169,2 161,2
ZN-Au-P/° 172,9 + 3,66 162,7-178,2 176,3

aM¢dia sobre um conjunto de 41 estruturas. *Estrutura de raio X do composto A3 1, tomado da referéncia
(LI et al., 2006).
Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.
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Analisando em uma forma mais especifica, as faixas dos comprimentos de liga¢do
calculados, 2,09-2,13 A para Au-C e 2,01-2,05 A para Au-N, estdo proximos aos valores
experimentais relatados para compostos semelhantes do tipo [Au'(C*N"C)(PR3)]": 2,06-2,13
A (Au-C) e 2,02-2,06 A (Au-N). Os angulos de ligacdo estimados ZC-Au-C e ZN-Au-P
também foram concordantes com as estruturas experimentais, com desvio maximo de 0,9%
[13,15].

A distancia da ligagcdo Au-P foi maior para os ligantes mais volumosos, especialmente
para fosfinas contendo #-butil (z-Bu) e ciclohexil (Cy) como substituinte. Os complexos A3, A4,
A8, A10, A20, A25 e A26 apresentaram a maior distancia Au-P com valores entre 2,34 ¢ 2,40
A (Figura 20a). Os angulos de ligagdo ~C-Au-C e ZN-Au-P, mostram desvios da linearidade
(Figura 20b), causando distor¢ao da geometria quadrada plana (Figura 20c). A distor¢do ¢ mais
pronunciada na dire¢do ZC-Au-C com um desvio na faixa de 10,8 a 25,6°, sendo também mais
significativa para os complexos contendo ligantes PR3 com grupos volumosos. O desvio do
angulo na vertical Z/N-Au-P foi menor quando comparado a ZC-Au-C; no entanto, este mostrou

uma maior varia¢ao, sendo mais sensivel a fosfina (ver Figura 20b).

Figura 20 - (a) Variacao da distancia de ligagao Au-P e (b) desvio dos angulos ~N-Au-
P e ~C-Au-C nos compostos [Au(C*"N*C)(PR3)]".
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).
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As fosfinas s3o bem conhecidas como fortes ligantes trans-diretores. A influéncia trans
estrutural pode ser medido pelo alongamento da ligagao metal-ligante trans ao grupo PR3, neste
caso a ligacdo Au-N, o qual ¢ atribuido principalmente ao efeito eletronico doador. A Figura
21a representa o comprimento da ligagdo Au-N em funcdo da energia do orbital HOMO
(e(HOMO)) das fosfinas livres. Observa-se claramente uma tendéncia a aumentar o
comprimento da ligacdo Au-N com a capacidade de doacdo de elétrons e(HOMO) (R? = 0,61),
ou seja, as fosfinas com alta energia HOMO sio fortes ligantes doadores ¢ € induzem um efeito
trans pronunciado. Os compostos contendo fosfinas fortes retiradoras de elétrons (e(LUMO)
mais negativa), como € o caso dos compostos A40 e A21 com substituintes de fluor, mostraram
uma ligagdo Au-N mais curta, de ~2,02 A, enquanto, aqueles compostos contendo PR3 forte
doadoras de elétrons (e(HOMO) menos negativa) como A10, mostraram uma ligacdo Au-N

ligeiramente maior, de ~2,05 A.

Figura 21 - (a) Correlagdo entre o comprimento da ligagdo Au-N e a capacidade o-
doadora de PR3 - ¢(HOMO), (b), doagao total de carga PR3—Au(C*"N"C) - 5q e (¢) % Vour. Os

compostos representados por pontos vermelhos ndo foram incluidos na linha de correlacao.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

De forma geral, o efeito trans ¢ representado satisfatoriamente pelo pardmetro
¢(HOMO); no entanto, sao observados alguns valores discrepantes, por exemplo, A4 ¢ A10,
ambos contendo o grupo #-Bu que em parte ¢ devido ao efeito estérico causado por fosfinas
volumosas na estrutura do complexo de ouro(Ill). Portanto, ¢ de se esperar que o efeito trans
ndo seja totalmente representado por um parametro da fosfina isolada. Como tentativa de
melhorar a representagdo do efeito frans por um Unico parametro eletronico, foi definida a
“doagdo total de carga” de PR3 para a fracdo Au(C"N"C), representada como dqpg,. A

correlagdo entre a distdncia Au-N e dqpr, € mostrada na Figura 21b, sendo ligeiramente

melhorada (R? = 0,73) em relacdo 4 correlagio com (HOMO) da fosfina isolada (R? = 0,61).

O 0qpg, foi calculado para a estrutura completa do complexo de ouro(Ill), de modo que os
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efeitos eletronicos e estéricos da fosfina sdo incluidos de alguma forma em um tnico descritor
molecular. Na Figura 21b, notamos que, quanto mais carga ¢ transferida do PR3 para a fragao
Au(C*"N”C), mais pronunciado € o efeito trans na ligagdo Au-N. O efeito trans das fosfinas
volumosas A3, A4 ¢ A10 (pontos vermelhos na Figura 21b) ndo € representado por 6qpg, €, 08
compostos correspondentes foram excluidos da linha de correlagdo. Por outro lado, a Figura
21c¢ mostra claramente que o efeito estérico por si s, ndo representa o efeito trans para toda a
série de fosfinas; embora, € possivel observar que a ligagdo Au-N tende a aumentar para fosfinas

volumosas.

4.1.2 Analise NBO

Como mencionado na se¢ao de metodologia, a analise NBO ¢ uma técnica bastante ttil
para a identificacao da deslocalizacao de elétrons em compostos metalicos. Neste caso, a analise
NBO foi abordada para a série de compostos [Au(X"N*X)PR3]" da Figura 10. Os orbitais
NBO para o composto mais simples A0 (contendo a trimetilfosfina) sdo representados na Figura
22. Nessa figura ¢ representada a doacdo desde o ligante C"N"C (Figura 22a-c) e a fosfina
(Figura 22d) para o ouro, assim como a retrodoagdao desde a fosfina para o centro metélico
(Figura 22e).

As energias E® correspondentes a doagdo total entre ligante-metal (AE Lig—Au) € metal-
ligante (AE4y,-1ig) (Lig = PR3 e C"N"C) foram coletadas (Apéndice — C) € analisadas. De forma
geral, para a maioria dos compostos (A), a maior estabilizacio ¢ dada pela doacao
[CA"NAC]—>Au, entre os orbitais “lone pair” (n) dos atomos de N e C e o orbital 6p do ouro,
sendo assim uma doacdo do tipo n—6p, representada nas Figuras 22a e 22b respectivamente.
Algumas excecdes sao observadas para os compostos A0, A3 e A32, nos quais a doagdo desde
o orbital ¢ “2-center bond” (BD) da ligagdo C-C do grupo fenil para o orbital 6p (c—6p, Figura
22¢), ¢ maior do que a doagdo n—6p. Os ligantes C*N”*C sdo fortes doadores ¢ sendo usados
para a sintese de complexos metalicos aumentando significativamente sua estabilidade. Por
outro lado, ligantes auxiliares como as fosfinas terciarias tém sido usados para garantir a
estabilidade do ion Au'", evitando a reducdo a Au’ (SUN et al., 2013; ZOU et al., 2013, 2015).
De acordo com os dados de E® coletados, as doagdes PR3—>Au (c—6p, Figura 22d) sio
dominantes para a maioria dos compostos (A), com exce¢ao dos compostos Al, A2, A5, A30
e A33, para os quais a retrodoacdo Au—PR3 (5d—c*, Figura 22¢) domina. No caso especifico

do composto A0, a principal contribui¢ao para sua estabilizagdo ¢ dada pela doagao de PRz—>Au
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(c—6p), representada na Figura 22d, com uma valor de E® significativamente maior em

relacdo as demais interagdes de oribitais estudadas (Apéndice — C).

Figura 22 - Orbitais NBO para a interagdo Au'!---[C*N"C] e Au"!---P(CH3)3. Doagdo
do tipo: (a) LP(C)—LP*(Au) (LP=lone pair) (n—6p), (b) LP(N)—LP*(Au) (n—6p), (¢)
BD(C-C)—LP*(Au) (c—6p) (BD=2-center bond), (d) BD(P-C)—LP*(Au) (c—6p) ¢ (e)

retrodoagdo do tipo LP(Au)—BD*(P-C) (5d— c*). O orbital 6p ¢ ligeiramente polarizado em
5,4%s, 1,6% d e 0,5% fem (a) e (c) e, ao redor de 3,6% s, 2,6% d e 0,8% f em (b). Para (d),
6p ¢ ligeiramente polarizado em 0,2% d e 0,6% f.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

4.1.3 Reducdo Au*"'—»Au'* dos compostos (A) [Au/(CAN~C)(PR3)]".

Os valores calculados dos potenciais (E°) para a redu¢io Au**—>Au'" em relagdo ao
eletrodo padrdo de Hidrogénio SHE sdo apresentados na Tabela 4, em conjunto com as
contribuic¢des individuais para a energia livre de Gibbs em solugao aquosa. Na Tabela 4 também

sdo incluidos os valores de potencial de redugdo para os isdOmeros conformacionais dos
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compostos A3 e A26. Todos os valores de E° foram negativos e abrangeram uma ampla faixa
de 829 mV. Os compostos A0, A7, A13 e A29 apresentaram valores de E° menores que -1,0
V, sendo compardveis ao valor de potencial experimental do composto analogo (la)
[Au"(CAN"C)CI] (-1,11 V). Os maiores valores de E° foram encontrados para os compostos
contendo fosfinas com carater receptor de elétrons (A40, A16 e A21) e fosfinas volumosas,
como o composto A3-1. Dados experimentais para os compostos A31 e la também estdo
disponiveis na referéncia (LI et al., 2006). De forma geral, os valores absolutos de E° sdo
ligeiramente superestimados; no entanto, a concordancia entre os valores calculados e
experimentais € satisfatoria, com um erro menor que 50 mV. O par redox do composto
[Au"{(C*"N"C)CI] possui cargas ndo equivalentes (0 para o reagente e -2 para produtos), de
modo que o potencial de redugdo foi calculado utilizando a correcdo VT-HAA, a partir do ciclo
termodinamico da Figura 14. Desta forma, o valor de potencial de reducgao estimado (-1,07 V),

¢ proximo ao valor experimental de -1,11 V.

Tabela 4 - Contribui¢des para a energia livre de Gibbs e valores do potencial de
reducio em solugio aquosa para os compostos (A) [Au(C*NAC)(PR3)]", no nivel PBEO-
SMD/def2-TZVP/6-31 G(2d).

(continua)
ABayg AHY, TAS; 0AGgoy AGRuaq Eccalcvs SHE.
Composto /eV /eV /eV eV /eV %
A0 -5,44 -0,22 0,59 -0,10 -6,35 -1,11
Al -5,42 -0,21 0,65 -0,43 -6,70 -0,93
A2 -5,41 -0,20 0,65 -0,47 -6,73 -0,92
A3-1 -6,45 -0,25 0,78 -0,53 -8,01 -0,28
A3-2 -5,96 -0,23 0,67 -0,46 -7,32 -0,62
A4 -5,91 -0,23 0,67 -0,33 -7,14 -0,71
A5 -5,59 -0,20 0,65 -0,41 -6,86 -0,85
A6 -5,43 -0,20 0,65 -0,38 -6,66 -0,95
A7 535 2020 0,63 20,28 -6,50 21,05
A8 -5,67 -0,24 0,72 -0,38 -7,02 -0,77
A9 -5,38 -0,20 0,63 -0,40 -6,61 -0,98
Al10 -5,69 -0,24 0,66 -0,50 -7,09 -0,74
All -5,23 -0,20 0,65 -0,62 -6,71 -0,93
Al2 -5,68 -0,20 0,66 -0,36 -6,89 -0,84
Al3 -5,39 -0,21 0,62 -0,22 -6,43 -1,06
Al4 -5,68 -0,22 0,64 -0,36 -6,90 -0,83
Al5 -5,59 -0,20 0,66 -0,46 -6,91 -0,83
Al6 -5,59 -0,20 0,65 -0,41 -6,85 -0,86
Al17 -5,48 -0,20 0,66 -0,50 -6,85 -0,85
Al8 -5,94 -0,20 0,66 -0,23 -7,02 -0,77
Al19 -5,70 -0,20 0,63 -0,43 -6,95 -0,80

A20 -5,81 -0,21 0,71 -0,55 -7,28 -0,64
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Tabela 4 - Contribui¢des para a energia livre de Gibbs e valores do potencial de
reducio em solugio aquosa para os compostos (A) [Au(C*NAC)(PR3)]", no nivel PBEO-
SMD/def2-TZVP/6-31 G(2d).

(conclus@o)
AEpyg AH2, TAS; 0AGeon AGRuaq Ecalcvs SHE.
Composto eV /eV eV Y% eV 1A%
A21 -6,48 -0,22 0,63 -0,09 -7,42 -0,57
A22 -5,71 -0,20 0,65 -0,31 -6,86 -0,85
A23 -5,65 -0,20 0,66 -0,31 -6,82 -0,87
A24 -5,97 -0,23 0,58 -0,15 -6,92 -0,82
A25 -5,43 -0,22 0,65 -0,35 -6,65 -0,96
A26-1 -5,73 -0,23 0,71 -0,55 -7,23 -0,67
A26-2 -5,59 -0,22 0,69 -0,48 -6,98 -0,79
A27 -5,30 -0,15 0,78 -0,56 -6,80 -0,88
A28 -5,98 -0,20 0,63 -0,11 -6,70 -0,93
A29 -5,28 0,21 0,60 -0,34 -6,43 -1,07
A30 -5,49 -0,20 0,65 -0,42 -6,76 -0,90
A31 -5,46 -0,20 0,65 -0,47 -6,79 -0,89[-0,92]
A32 -5,59 -0,21 0,68 -0,14 -6,62 -0,97
A33 -5,30 -0,20 0,66 -0,56 -6,73 -0,91
A34 -6,14 -0,18 0,65 -0,14 -7,12 -0,72
A35 -5,50 -0,20 0,65 -0,36 -6,70 -0,93
A36 -5,55 -0,20 0,65 -0,32 -6,72 -0,92
A37 -5,42 -0,20 0,68 -0,51 -6,81 -0,87
A38 -5,17 -0,21 0,67 -0,64 -6,69 -0,94
A39 -5,56 -0,22 0,63 -0,17 -6,59 -0,99
A40 -6,53 -0,20 0,71 -0,20 -7,64 -0,46
la L7 [-1,11]

A energia eletronica AE, g inclui a corre¢do BSSE. Valores experimentais para os compostos A31 e
la, [Au(C*"N~C)Cl] sdo dados em colchetes, tomados da referéncia (LI et al., 2006).
Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

Para o conjunto de moléculas estudadas, a principal contribui¢ao provém da energia
eletrénica (AE,, g); no entanto, a energia de solvatagdo (8AGs,y,) se mostra bastante sensivel a
variacdo estrutural do ligante de fosfina, devido a inclusdo de grupos substituintes
eletronegativos que aumentam a polaridade dos compostos. Desta forma, a energia de
solvatacdo € decisiva para o céalculo da energia livre e, consequentemente, para o potencial de

reducao.
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4.1.4 Mudancas conformacionais e seu efeito na estabilidade do complexo

Mudangas conformacionais poderiam afetar os processos de redugdo dos compostos (A)
contendo fosfinas volumosas. Este efeito foi avaliado para os compostos A3, A26, A29, A32,
A35 e A36, os quais podem estabelecer distintas conformagdes. Os compostos A3 e A26 que
contém as fosfinas mais volumosas podem estabelecer duas conformagdes distintas, como
mostrado na Figura 23. O conférmero A3-1 apresenta o substituinte de maior tamanho 1,3,5-
trifenil-2-pirazolina (tpp) paralelo ao ligante C"N"C, sendo formadas duas interacdes
intramoleculares do tipo n-n (Figura 23a). A rotacdo de -113° em torno da ligagdo P-C(tpp) leva
a conformagdo A3-2, na qual o ligante tpp estd na posi¢do oposta ao grupo quelato C*"N”C.
Uma interagao fraca m-m ainda é observada entre os anéis aromaticos. O conformero A3-2 se
mostra mais estavel do que A3-1 em 2,9 kcal mol’!, principalmente devido a reducio do
impedimento estérico. No caso do composto A26, o impedimento estérico ¢ dominante na forma
A26-1, onde o substituinte mais volumoso 2-(fenil)-N,N-dimetilanilina (pda) estd na direcao
oposta aos substituintes de ciclohexil, porém, este ¢ ligeiramente mais estdvel do que A26-2
por 1,4 kcal mol™!. A mudanca conformacional afeta as propriedades estéricas dos compostos
A3 e A26. As formas A3-1 e A26-1 apresentam o maior volume buried com valores de 41,6%
e 39,2% respectivamente, enquanto as conformagdes A3-2 e A26-2 exibem valores de 33,9% e

32,5% respectivamente.

Figura 23 - Isomeros conformacionais dos compostos A3 (a) e A26 (b).

109,5°
e

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.
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Na Figura 24 sao representados os mapas de contorno para estes dois compostos. Ao
calcular o volume buried para cada quadrante ao redor do metal notamos que o quadrante SW
¢ significativamente impedido estericamente pelo ligante tpp, com um %Vpu= 68,5 (Figura
24a), causando a blindagem do centro metalico. J& para o conférmero A3-2, a blindagem
diminui significativamente, mostrando uma distribui¢do mais simétrica do impacto estérico,
com um Vpy no quadrante SW de 40,2%. Similarmente ocorre com os conformeros do
composto A26; no entanto, a blindagem do ouro causada pelo ligante pda no composto A26-1
¢ menos pronunciada do que a encontrada em A3-1, conforme mostrado no quadrante NW, com
%Vur = 57,5 (Figura 24b). Os valores de potencial de reducdo reportados na Tabela 4 mostram
que A3-1 (forma menos estavel) tem uma tendéncia maior a reduzir-se do que A3-2, com uma
diferenga no E° de 0,34 V. Para a estrutura A26, o potencial de redugdo ¢ semelhante em ambas

as conformagdes, diferindo em 0,12 V.

Figura 24 - Porcentagem de volume buried (% Vuur) € mapas de contorno para as
diferentes conformacdes dos compostos (a) A3 e (b) A26 (b). O calculo da %V foi
realizado usando uma esfera de raio de 3,5 A, um espagamento de malha de 0,1 A e excluindo
os atomos de hidrogénio das estruturas.
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As geometrias otimizadas dos conformeros dos compostos A29, A32, A35 e A36 sdo
mostradas nas Figuras 25 e 26. Neste caso notamos que apesar da diferenca de energia entre as
conformagdes propostas, o potencial de redug¢dao nao muda significativamente. A maior variacao
no E° foi de 40 mV para a estrutura A36 (Figura 26b). Neste caso o volume buried ndo varia
signifcativamente entre os conformeros estudados.

De forma geral, para moléculas isoladas, a mudanca conformacional pode ter algum
efeito na estabilidade redox, principalmente para os complexos contendo fosfinas volumosas.
Além disso, as interagdes intermoleculares entre esses tipos de fosfinas volumosas e diferentes
ambientes, como o sitio ativo de enzimas nas células, podem favorecer uma conformacgao

especifica e causar grandes variagdes no potencial de reducao.

Figura 25 - Isomeros conformacionais e seu correspondente potencial de redugao dos

compostos A29 (a) e A32 (b).

(a) A29

-
AHZ, = —1,8 kcal mol ™"

E°cale.=-1,07V E°cale.=-1,07V

(b) A32

AHS, = —3,4 kcal mol™*

E°calc.=-0,93 V _  E°cale= -0,94V

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.



75

Figura 26 - Isomeros conformacionais e seu correspondente potencial de reducao dos

compostos A35 (a) e A36 (b).

(a) (b)

AHZ, =

_28kealmor-t | E-cale=-0,90V |

E°calc.=-0,92V

Eecale=-0,93 V E°cale.=-0,93 V

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

4.1.5 Propriedades estéricas e eletronicas

Propriedades estéricas e eletronicas sdo relevantes para estudar a estabilidade de
complexos metalicos. A capacidade de doacdo de elétrons estd associada a energia do orbital
HOMO. Quanto maior a energia do HOMO do ligante de fosfina (menos negativa), mais forte
¢ sua capacidade de doagao de elétrons. Por outro lado, a capacidade de receber elétrons do
ligante, estd associada a energia do seu orbital LUMO. Quanto menor a energia do LUMO
(mais negativa), melhor sua capacidade para receber elétrons. Deste modo, as energias HOMO
e LUMO das fosfinas livres e 0 %Vpwr foram tomados inicialmente como descritores
moleculares (ver Tabela 5) e, posteriormente, correlacionadas com o potencial de reducao

calculado para os compostos (A).
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Tabela 5 - Parametros estéricos (% Vour) € eletronicos (energias HOMO e LUMO)

calculados para os ligantes PR3 dos compostos (A).

¢(HOMO) &(LUMO) ¢(HOMO) &(LUMO)
%Vbur %Vbur

eV /eV eV eV
Al 30,8 -6,26 -0,74 A21 36,1 -7,51 -2,36
A2 31,9 -6,26 -0,71 A22 29,3 -6,47 -1,23
A3-1 41,6 -5,93 -0,92 A23 293 -6,38 -1,03
A3-2 33,9 -5,79 -1,18 A24 29,2 -6,96 -1,74
A4 30,3 -5,92 0,10 A25 30,6 -5,94 0,08
AS 31,4 -6,15 -0,82 A26-1 39,2 -5,68 -0,58
A6 30,8 -6,27 -0,74 A26-2 32,5 -5,81 -0,76
A7 27,1 -6,20 -0,53 A27 293 -5,91 -0,59
A8 34,0 -6,17 -0,60 A28 28,9 -7,41 -1,32
A9 27,0 -6,04 -0,70 A29 25,7 -5,88 -0,42
Al10 32,8 -5,59 -0,15 A30 27,4 -6,66 -0,68
All 29,4 -5,51 -0,54 A3l 29,3 -6,14 -0,75
Al12 26,5 -6,50 -1,52 A32 27,2 -6,74 -0,18
Al13 25,7 -6,48 -0,61 A33 293 -5,79 -0,61
Al4 30,4 -6,27 -0,75 A34 29,1 -7,27 -2,23
Al5 32,8 -6,24 -1,56 A35 29,4 -6,47 -0,93
Al6 29,3 -6,36 -1,66 A36 29,5 -6,49 -0,88
Al17 28,9 -6,22 -1,06 A37 29,3 -6,07 -1,16
Al8 29,2 -6,92 -1,98 A38 29,3 -5,63 -0,48
Al19 27,2 -6,11 -0,47 A39 26,8 -6,24 0,27
A20 36,8 -5,88 -1,37 A40 35,6 -7,43 -2,01

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

Correlacdes lineares simples entre os descritores eletronicos e estéricos e o potencial de
redugdo foram inicialmente abordadas. Interessantemente, a correlacdo com %Vyur foi a mais
significativa, com coeficiente de correlagio, R?>= 0,72 (Figura 27a), o que sugere um aumento
do potencial de redugdo (compostos menos estaveis) com o aumento do volume buried. Alguns
pontos atipicos (outliers) foram encontrados, os quais foram excluidos da regressao linear e sdo
representados em vermelhos nos graficos de dispersao da Figura 27. A tendéncia encontrada na
correlacdo da Figura 27a, reflete o efeito estérico da fosfina no processo de transferéncia de
carga, que requer um contato proximo entre ligante e metal, para que os orbitais da fronteira
possam se sobrepor efetivamente. O efeito estérico € claramente visto nos compostos A3, A4,
A10, A20 e A26, os quais possuem um alto % Vpur € baixa estabilidade redox (ver valores de E°

na Tabela 4), apesar dos seus ligantes de fosfinas serem fortes doadores .
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Figura 27 - Correlacdo entre o potencial de redu¢ado calculado (E° vs SHE) para os
compostos [Au(C"NAC)(PR3)]* (A) com: (a) % Vbur, (b) energia do orbital HOMO -
e(HOMO), (¢) energia do orbital LUMO - ¢(LUMO), (d) doagado de carga PR3—>Au(C*N"C)
(8qpr3), (e) doagdo de carga P=Au(C*N”*C) (6qp), e (f) ocupagdo do orbital * envolvido
na retrodoagao 5d—c*.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

Na Figura 27b, ¢ observada uma pobre correlacdo linear quando ¢ usada a capacidade
de doacao de elétrons da fosfina (e(HOMO)) como descritor molecular. O grafico de dispersao
da Figura 27b mostra que o descritor eletrdnico puro nao ¢ suficiente para representar a
estabilidade redox de complexos de ouro(Ill). No entanto, de alguma forma a tendéncia
qualitativa mostra que os compostos mais estaveis, com E° mais negativo, contém fosfinas com
alta e(HOMO) (fortes doadores c). Na Figura 27b € notavel que a estabilidade dos compostos
contendo fosfinas volumosas (A3, A4, A10, A20 e A26) nao ¢ representada por (HOMO), que
¢ um parametro obtido para a fosfina isolada. Por outro lado, a Figura 27c¢ mostra uma
correlagio com g(LUMO) ligeiramente melhor em relagio a s(HOMO) (R?=0,58), e reflete uma
maior estabilizacdo do complexo de ouro(Ill) quando a capacidade de receber elétrons da
fosfina ¢ menor (alta e(LUMO)). Novamente, a estabilidade do complexo de ouro(I1I) contendo
fosfinas volumosas nao ¢é completamente representada por este descritor eletronico,
encontrando os mesmos outliers nos graficos de dispersdo das Figuras 27b e 27¢c. Como feito
para representar o efeito trans na Figura 21b, pardmetros doadores de carga, calculados a partir
da estrutura completa do complexo de ouro(IIl) foram usados nas correlacdes individuais

(Figuras 27d,e). Para o potencial de reducdo, o efeito da doagdo de carga da fosfina ¢ melhor
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representado pela variacio de carga local do atomo de fosforo (8qP) (R?=0,61; Figura 27¢) do
que pela carga total da fosfina (dqpg,) (R?=0,40; Figura 27d).

Sempre que o grupo R da fosfina se torna mais eletronegativo, o orbital o* da ligacdo
P—R se torna mais estavel. Ao mesmo tempo, a contribuicdo do fosforo para o orbital c*
aumenta e, portanto, o tamanho do 16bulo 6* que aponta para o metal também aumenta. Ambos
os fatores tornam o orbital 6* vazio mais acessivel para a retrodoacdo (ORPEN; CONNELLY,
1990). Desta forma, a ocupacao do orbital c* da fosfina, envolvido na retrodoacdo 5d—c*
(Figura 22¢) também foi correlacionada com o potencial de reducao (Figura 27f). O grafico de
dispersdo mostra que quanto mais ocupado o orbital 6* no complexo de ouro(II), maior o
potencial de redugao e, portanto, maior a tendéncia a redugao.

Recentemente, Casini e colaboradores realizaram um estudo sobre os mecanismos de
inibi¢do da aquaporina-3, um novo alvo para os complexos de ouro(Ill) [33]. Algumas
correlacdes entre a resposta bioldgica e os parametros eletronicos/estéricos calculados com
método DFT para os complexos do tipo [Au'(1,10-phen)Cl2] (Auphen) foram abordadas. As
correlacdes encontradas foram satisfatorias com a carga do ouro q(Au), e, principalmente, com
o volume molecular, destacando o papel do volume na atividade bioldgica dos complexos de

ouro(III).
4.1.6 Modelos QSPR para os compostos (A)

Conforme mostrado nas correlagdes da Figura 27, os descritores moleculares estéricos
e eletronicos contribuem com pesos diferentes para a estabilidade redox dos complexos de
ouro(Ill). A fim de incluir ambos os parametros em um modelo QSPR geral, a analise de
regressao multipla (MRA) foi usada para ajustar os dados das 43 estruturas, incluindo ambos
os conformeros dos compostos A3 e A26. Os modelos t€ém como variavel independente o

%Vbur, 8qp, 6qpR,, E(HOMO) e &(LUMO), e como variavel dependente, o E° vs SHE para os
complexos (A) [Au(C*N~C)(PR3)]" avaliados. Os modelos sdo apresentados na Tabela 6,

incluindo os coeficientes das varidveis independentes com seus respectivos erros padrao.
Estatisticas de regressdo também estdo incluidas para cada modelo, considerando um intervalo

de confianga de 95%.
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Tabela 6 - Modelos QSPR para a o potencial de redugdo padrdo (E°/V) dos complexos
[Au(C"N"C)(PR3)]* (A).

Modelos de regressado linear multipla R? *SD  Valor

(mV) bF

1 E°/V=-1,170(£0,301) +0,034(0,003) %V}, +0,018(+0,032) 0,84 69,3 49,9
g(HOMO)/eV -0,008(+0,027)e(LUMO)/eV -1,895(+0,415) 8qp/u.a. (2,63)

2 E°/V=-1,122(£0,271) +0,030(0,003)%Vjy, +0,000(+0,028) 087 634 61,5
e(HOMO)/eV -0,427(+0,023)e(LUMO)/eV-1,063(+0,187)8qpg, /u.a. (2,63)

3 E°/V=-1,310(+0,166) +0,035(20,003)%V}y, +0,000(+0,023) 0,84 687 67,7
g(LUMO)/eV -1,844(+0,402)8qp/u.a. (2,83)

4 E°/V=-1,123(%0,165) +0,030(+0,003)% Vi -0,043(£0,017) 0,87 63,0 842
e(LUMO)/eV -1,063(+0,184)8qpr,/u.a. (2,83)

5 E°/V=-1,310(+0,150)+0,035(x0,003) %V} r-1,843(£0,314) 8qp/u.a. 0,84 67,0 1080
(3,23)

6 E°/V=-1,073(+0,175)+0,032(£0,003) %Vpy,-1,164(+0,191) 8qpg,/u.a. 0,84 68,0 1042
(3,23)

7 E°/V=-2,404(+0,216) +0,039(0,004) %V, -0,061(+0,0276) 0,73 875 54,8
g(HOMO)/eV. (3,23)

8 E°/V=-2,050(+0,290) +0,035(£0,004) %V, -0,014(+0,038) 0,75 851 39,5
e(HOMO)/eV -0,055(+0,031) e(LUMO)/eV. (2,83)

9 E°/V=-1,950(+0,111) +0,035(0,004) %Vyy, -0,064(+0,022) 0,74 842 60,6
g(LUMO)/eV. (3,23)

3SD: Desvio padréo. ®Valores F calculados; os valores F criticos sdo fornecidos entre parénteses.

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

Considerando os erros padrao dos coeficientes de regressdo, ¢ notdvel que o descritor
estérico %Vpur possuli 0 maior peso entre as variaveis incluidas. Dentre os descritores
moleculares eletronicos, a doacdo de carga 8qp ¢ a mais relevante. Quando esses dois
importantes descritores sdo incluidos no mesmo modelo (Modelo 5; Tabela 6), o resultado ¢
satisfatorio, levando a um erro (Root-mean-square deviation, RMSD) inferior a 70 mV para os
valores de potencial de reducao estimados. No geral, todos os valores F calculados indicam que
as regressoes sdo significativas, uma vez que os valores criticos de F s3o consideralvemente
menores do que os valores F calculados (ver valores entre parénteses, Tabela 6). De forma geral,
um modelo de regressdao multipla € considerado como significativo para a estimativa da variavel
dependente, quando o valor de F calculado ¢ ao menos dez vezes maior do que o valor critico
de F (LOMAX, 2007). Além disso, o erro maximo entre os modelos propostos ¢ de 88 mV,

correspondendo a um erro global de 10,4%, o qual ¢ aceitavel para previsoes de potencial de
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reducdo (MARENICH et al., 2014; HO et al., 2016). Apesar do Modelo 5 se mostrar como o
melhor modelo, ¢ possivel realizar previsdes do potencial de redu¢do com erros menores aos
90 mV através dos Modelos 7-9, os quais usam parametros eletronicos e estéricos ((HOMO),
gLUMO) e %Vbwr) que podem ser calculados mais ripidamente para as fosfinas
correspondentes. Estes ultimos modelos poderiam ser mais uteis para experimentalistas,
poupando esfor¢os na sintese de complexos de ouro(III).

Na Figura 28 sdo representados os potenciais de reducdo calculados e os valores
previstos pelo Modelo 5, com seus respectivos intervalos de erro. Os compostos Al, A2, A3,
A4, A10, A12, A15 e A34 ficam por fora do intervalo de confianga sendo destacados na cor

verde.

Figura 28 - Tendéncia a redugio dos complexos [Au(C"N"C)(PR3)]" (A). O potencial de
redugdo calculado (PBEO) ¢ representado na linha vermelha e o estimado pelo Modelo 5 ¢
representado em azul. Os valores fora do intervalo de confianga sdo destacados em verde. O

valor experimental para o composto A31 e o andlogo de cloro sdo representados na cor

laranja.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

Nos casos em que os compostos contém fosfinas fortes doadoras de elétrons, mas
possuem um grande % Vyur €, contrariamente, aqueles que contém fosfinas fortes receptoras de
elétrons com pequeno % Vour, n0ssos modelos ndo sdo tdo precisos. As fosfinas correspondente
aos compostos que ficam por fora do intervalo de confianca apresentam algumas caracteristicas

intrinsecas: no caso dos composto Al, A2, A3, A4, e A10, as fosfinas correspondentes sao
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fortes doadores 6; no entanto, possuem um alto % Vyur, 0 que causa um aumento drastico do E°,
devido a prevaléncia dos efeitos estéricos. Os compostos A3, A4 e A10 contém substituintes #-
Bu e Cy, que além de aumentar o volume buried, causam o aumento da ligagdo Au-P e uma

maior tor¢ao do angulo /N-Au-P, favorecendo a liberagdo da fosfina (Figura 29).

Figura 29 - Geometrias otimizadas no nivel PBE0-SMD/def2-TZVP/6-31 G(2d) para
os compostos (A) selecionados (A3, A4, A10 e A25). Duas visualizagdes diferentes sao

mostradas. Os valores dados no quadro correspondem a distancia Au-P. Observe o desvio do

angulo /N-Au-P de 180° quando fosfinas volumosas estdo presentes.

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

Os compostos Al5 e A16 sdo isdmeros de posi¢do, com um substituinte de acido
benzoico na fosfina, onde o grupo carboxila encontra-se nas posi¢des orto € para em relagao
ao fosforo (Figura 30). A posicdo orto, aumenta 0 %Vpur do composto A15 comparado ao
composto A16 como mostra a Figura 30, o que acarreta uma diferenca de 150 mV no potencial
de reducao estimado com o Modelo 5.

Como j& mencionado, os efeitos estéricos desempenham um papel importante para o
potencial de redugdo, onde geralmente pequenos % Vpur favorecem a estabilidade do complexo
de ouro. No caso dos compostos A12 e A34, as fosfinas correspondentes sao fortes receptoras
de elétrons mas exibem um Vy,y relativamente pequeno, menor que 29%, o que tende a diminuir

o E° dos compostos nos nossos modelos QSPR.
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Figura 30 - Comparag¢do do % Veur € dos mapas de contorno para os isdmeros AlS e
A16. O célculo do %V foi realizado usando uma esfera de raio de 3,5 A, um espacamento

de malha de 0,1 A e excluindo os 4tomos de hidrogénio das estruturas.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

Na Figura 28 ¢ evidente que a maior inconsisténcia entre o potencial calculado e aquele
estimado desde o Modelo 5 é observada na faixa de valores acima dos -0,80 V. Nesta faixa, os
valores estimados apresentam um maior desvio e tendem a ficar fora do intervalo de confianca,
ou ao menos, muito proximo do seu limite. De forma geral, os complexos de ouro(IIl)
correspondentes a essa faixa de potencial contém fosfinas volumosas com % Vpur entre 32 e
42% aproximadamente. A andlise anterior sugere a aplicagdo do Modelo 5 para uma faixa de
%Vyuur entre 23 a 32%. Adicionalmente, a flexibilidade dos substituintes nos ligantes ¢ uma das
limitagdes do calculo do volume buried. De fato, a anélise ¢ mais precisa para ligantes mais
simétricos e com substitunte menos flexiveis (GOMEZ-SUAREZ; NELSON; NOLAN, 2017).
No caso especifico, algumas fosfinas contendo grupos flexiveis podem adotar conformagdes
que aumentam significativamente o % Vyur €, consequentemente, desestabilizam o complexo de
ouro(IIT). Como exemplo, temos o grupo substituinte propenil no composto Al e o grupo benzil
no composto A2, os quais sdo grupos flexives com maior liberdade rotacional sobre o eixo da
ligacdo Au-P (Figura 31a,b) quando combinados com substituintes fenil. A posi¢ao adotada por
estes grupos intensifica o efeito estérico, onde o Vyur do quadrante SW (correspondente a estes

substituintes), aumenta significativamente e, consequentemente, 0 Vpyr total também aumenta
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(Figura 31a,b). Por outro lado, em alguns casos a inclusdo de um grupo substituinte volumoso
proporciona maior liberdade aos anéis de fenil para rotacionar em torno do eixo Au-P. Como
consequencia do anterior, o anel de fenil pode ficar na posi¢ao contra o plano como mostrado
para o composto AS na Figura 31c, o qual contribui ao crescimento do volume buried total.
Fatores deste tipo, causam limitacdes aos nossos modelos QSPR para prever o potencial de
redugdo dos complexos de ouro(IIl), quando o descriptor Viur € usado para quantificar o efeito

estérico.

Figura 31 - %Vyur € representacdo dos mapas estéricos de alguns compostos (A)

contendo ligantes de fosfinas com substituintes flexiveis.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

42 ESTRUTURA E ESTABILIDADE REDOX DOS COMPOSTOS (B)
[ AuIII(N/\N/\N)(PR 3)]3+

Com o objetivo de avaliar o efeito do ligante multidentado na estabilidade redox dos
complexos de ouro(Ill) contendo fosfinas, os potenciais de redugdo foram calculados e
discutidos para os compostos (B) [Au(NANAN)(PR3)]*" (N N~N=terpiridina). Algumas
estruturas da Figura 10 foram selecionadas: BO, B3, B7, B9, B10-B14, B16, B19, B20-B21,
B24 -B26-2, B27, B29, B31, B32, B34, B38-B40. Os parametros estruturais para as formas
oxidada e reduzida de cada um dos compostos (B) selecionados, sao reportados no Apéndice —
D. Diferente dos compostos (A) onde apds reducao a fosfina abandona a esfera de coordenagao

do metal, para os compostos (B), duas ligagdes Au-N sdo quebradas, mantendo a fosfina ligada
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ao ouro. A piridina central e o ligante fosfina mantém-se coordenados ao ouro em um arranjo
linear, como mostrado na Figura 32a. Mudangas estruturais semelhantes foram evidenciadas
durante a reducdo intracelular Au**—Au'" dos complexos [Au(N*"N N)(R*NHC)][CF3S057]
(NAN”N = 2,6-bis(imidazol-2-il)piridina), os quais sdo sensiveis aos tidis celulares. Além disso,
uma rapida liberagdo do ligante N*"N”N foi observada apoés a reagdo de troca de ligante
NANAN/GSH levando a formacio da espécie [Au/(RNHC)(GS)]. A modulacio de substituintes
R no ligante NHC causou uma variagdo significativa na capacidade de inibir a TrxR e na

citotoxicidade contra células HeLa (ZOU et al., 2013).

Figura 32 - Estrutura otimizada do composto B25 nas formas oxidada e reduzida (a).

% Vour € representacdo do mapa estérico do composto B25 (b).

More bulky

%V,,=33,1

%Vbur= 29,8 Less bulky

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

O impacto estérico da fosfina foi medido pelo %Vuur, calculado para as fosfinas nas
formas oxidada e reduzida dos compostos (B). Uma vez que os ligantes C*"N*C e N*N”N sao
semelhantes em volume, os valores de %V das fosfinas nas estruturas de ouro(IIl) dos
compostos (B), ndo mudam significativamente em relacdo aos compostos (A). No entanto, o
volume buried varia para as estruturas de ouro(I). Os complexos dicoordinados de ouro(I)
permitem que o ligante PR3 adote uma conformag@o mais flexivel de menor impacto estérico.

Consequentemente, os valores de %Vyuuw tendem a aumentar apos a reducdo (Tabela 7),
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conforme representado para o composto B25 na Figura 32. De acordo com os dados da Tabela
7, o volume buried aumenta para todos os compostos (B) selecionados na forma reduzida,
especialmente para os compostos de fosfinas volumosas contendo substituintes de #-Bu e Cy

como B3, B10, B25 ¢ B26.

Tabela 7 - % Vpur calculado para os compostos (B) nas formas oxidada e reduzida (em

paréntese).

%Vbur %Vbur %Vbur

BO 22,2 (23,7) B14 29,4 (32,3) B27 29,1 (30,3)
B3-2 33,5(37,9) B16 29,2 (30,4) B29 24,1 (25,6)
B7 26,3 (28,3) B19 26,7 (27,8) B31 29,0 (30,4)
B9 26,4 (27,7) B20 37,3 (38,4) B32 31,3 (32,2)
B10 31,6 (36,5) B21 36,9 (37,2) B34 29,1 (30,6)
B11 28,6 (30,4) B24 29,1 (30,4) B38 28,9 (30,3)
B12 28,9 (30,3) B25 29,8 (33,1) B39 25,7 (29,1)
B13 24,2 (26,5)  B26-2 32,3 (35,9) B40 35,8 (37,2)
Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

Como esperado, os compostos (B) sao instaveis, com potenciais de reducao positivos
(Tabela 8) devido a labilidade do ligante N*N”N. A tendéncia a redugdo dos complexos (A) e
(B) sdo de alguma forma distintas. O potencial de reducdo abrange uma faixa de 507 mV para
os compostos (B), enquanto para os compostos (A) a faixa de potencial € significativamente
mais ampla de 829 mV. Entre a série avaliada de compostos (B), o menor valor de potencial de
redugio ¢ encontrado para o composto contendo cloreto (1b), [Au(N~N~N)CI]** (E° = +0,57
V). No entanto, entre os selecionados contendo fosfinas, o composto B29 se mostra como o
mais estavel, com potencial de redugdo de +0,65 V. A fosfina do complexo B29 contém dois
substituintes pentil (CsHi1). Estes grupos sdo fortes doadores de elétrons e ndo proporcionam
um impacto estérico pronunciado, ja que sdo suficientemente flexiveis para evitar o centro
metalico, exibindo um Vyy:r de 25,7% para o composto A29 e 24,1% para o composto B29. De
fato, nos compostos (A), A29 mostrou-se como o segundo mais estavel da série (E° =-1,07 V)

depois do composto AO.
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Tabela 8 - Potenciais de reducdo padrio para os complexos [Au{(NAN~N)(PR3)]** (B)

em solucdo aquosa.

Composto AGuaq  E°vs SHE Composto AGRyuaq E° vs SHE
(B) (eV) V) (B) (eV) V)
B40 -10,87 +1,16 B39 -10,16 +0,80
B21 -10,75 +1,09 B19 -10,15 +0,79
B24 -10,66 +1,05 B31 -10,11 +0,77

B26-2 -10,60 +1,02 B38 -10,10 +0,77
B3-2 -10,60 +1,02 B0 -10,04 +0,76
B34 -10,51 +0,98 B27 -10,06 +0,75
B32 -10,50 +0,97 B11 -10,02 +0,73
B12 -10,48 +0,96 B9 9,97 +0,71
B10 -10,45 +0,94 B7 9,97 +0,71
B20 -10,4 +0,92 B13 -9,96 +0,70
Bl14 -10,32 +0,88 B29 9,86 +0,65
B25 -10,21 +0,83 1b +0,57 4[+0,62]
B16 -10,19 +0,82

*Valores experimentais sdo dados entre colchetes para o composto 1b [Au™ (N N N)CI]**
(MESSORI et al., 2000).
Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

4.2.1 Analise NBO

A andlise de NBO mostra que os complexos de ouro(I) sdo altamente estabilizados por
doacdo o, através do orbital de par solitario de elétrons do fésforo (LP(P)) para o orbital 6s do
metal (Figura 33a). O orbital LP(P) do complexo reduzido B21 exibe a energia mais baixa (-
31,23 eV) em comparacao com os demais compostos onde foi encontrada esta doagdo, os quais
apresentam uma energia de aproximadamente -12,7 eV (Tabela 9). Este mesmo composto B21
apresentou o segundo maior valor de potencial de reducdo entre a série avaliada (E° = +1,09
V). A Tabela 9 também relata as energias de estabilizacdo para a doacao do orbital LP(P) para
o metal (n—6s). A energia E® estimada para esta interacio é significativamente maior para o
composto B21 (-47,8 eV), quando comparada as interagdes dos demais compostos que
apresentam uma E® entre -12 e -16 eV. Este tipo de interagiio entre o orbital de par solitario do
ligante para o orbital ns do metal, ja tem sido observada em complexos de ouro(I), sendo em
grande parte responsavel pela estabilizagio dos mesmos (PASTEKA; RAJSKY; URBAN,
2013).
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Figura 33 - Orbitais NBO representando a doacdo P(CHz3)s---Au. (a) Doagao
LP(P)—LP*(Au) (n—6s) no composto reduzido BO e (b) BD*(Au-P)—LP*(Au) (6*—6s) no

composto oxidado BO.

(b) .
Vista lateral
e 8
© \
L ——
- . G -

Doagdo PR;—>Au
(n—>6s) (c">6s)

Doacdo Au-P">Au

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

Tabela 9 - Andlise da teoria de perturbacdo de segunda ordem da matriz Fock em

NBO dos compostos [Au'(N*N"N)PR3]" (B).

Energia do orbital ~ Ocupagéo Doador(i)—aceitor(j)/ E®
LP(P) (eV) (€) tipo de interagdo (eV)
B0 -13,09 1,51 LP(P)—LP*(Au) / n—n* -12,90
B3-2 -12,32 1,50 LP(P)—LP*(Au) / n—n* -13,51
B14 -12,39 1,52 LP(P)—>LP*(Au) / n—n* -13,61
B19 -12,93 1,55 LP(P)—>LP*(Au) / n—n* -12,01
B20 -12,28 1,52 LP(P)—>LP*(Au) / n—n* -16,01
B21 -37,23 1,57 LP(P)—>LP*(Au) / n—n* -47,81
B24 -12,93 1,53 LP(P)—>LP*(Au) / n—n* -12,72
B39 -12,98 1,51 LP(P)—LP*(Au) / n—n* -13,13

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

Devido a baixa polarizabilidade do ion Au** (4cido duro) em comparagdo com o ion
Au'" (4cido mole), a ligagdo Au''P é mais fraca do que a ligagdo Au'-P. De fato, o orbital de
par solitario LP(P) estd ausente nos complexos de ouro(IIl), de acordo com a andlise NBO.
Outro aspecto importante que influencia a reducdo dos complexos (B) contendo o ligante
N”N”N, ¢ que a maioria destes apresentam interagdes mais fortes para a retrodoagdo Au—PR3

(5d—0*) do que para a doacdo PR3—>Au (6—6p), com algumas excegdes para os compostos
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B0, B3-2, B20, B21 e B38, onde a doagdo domina (Apéndice — E). Ao comparar os parametros
geométricos (Apéndices — B e D), notamos que o comprimento da ligagio Au-P ¢
consideravelmente menor para os compostos (A) do que para os compostos (B). Além disso, a
doagdo do orbital antiligante Au—P (BD*) para o orbital 6s do ouro (Figura 33b) corresponde a
uma das principais deslocalizagdes nos compostos (B). O anterior também ¢ observado para os
compostos (A), mas em menor extensao.

A partir da analise NBO, também observamos a doacdo desde o orbital LP do nitrogénio
no ligante N*N”N para o orbital antiligante Au—P (BD*). Esta doagdo mostra energias de
estabilizacdo consideravelmente maiores em relacao a doagao do orbital LP de carbono do
ligante C"N”C para o orbital Au—P nos compostos (A). No entanto, a doagao do LP do carbono
para o orbital antiligante Au—C (BD*), fornece uma alta estabilizacao aos compostos (A). No
caso dos compostos (B), o orbital andlogo Au—N (BD*) ndo ¢ formado. Todos estes aspectos
mencionados ajudam a explicar a maior estabildade dos compostos (A) em relagdo aos

compostos (B).

4.2.2 Modelos QSPR nos compostos (B)

Apesar do pequeno numero de compostos (B) avaliados (24), uma regressdao multipla
também foi aplicada para esta série de compostos, incluindo como varidveis independentes o
%Vpur para ambas as espécies oxidadas e reduzidas e, as energias e(HOMO) e ¢(LUMO)
correspondentes as fosfinas livres. Sete modelos foram propostos para a predicao do potencial
de reducdo dos compostos (B) reportados na Tabela 10. Os coeficientes de determinacio
mostram que o potencial de redu¢dao dos compostos (B) é estimado em mais de 70% com um
erro padrao maximo de apenas 81 mV. Os valores F calculados, indicam que os modelos sao
significativos, especialmente os Modelos 1 e 3. O %Vuur para as espécies reduzidas € o principal
parametro que influencia o potencial de redu¢do dos complexos (B). As propriedades estéricas
desempenham o papel principal na estabilidade redox dos compostos (A) e (B); no entanto, a
capacidade de doagdao das fosfinas também tem um papel importante, principalmente para a
estabilidade dos derivados de ouro(I) (B), sendo este parametro eletronico determinante para

sua estabilidade redox.
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Tabela 20 - Modelos QSPR para a previsao do potencial de redugao padrao (E°/V) dos
compostos [Au{(NAN~N)(PR3)]*" (B).

Modelos de regressao linear multipla R? iSD  °Valor
(mV) F
I E°/V=-0,790(+0,159)-0,022(0,010) %Vp a1ty +0,044(0,009) 086 56,0 41,5
96Vpur(auty0150(£0,024) e°(HOMO)/eV. (3.10)
2 E°/V=-0,714(x0,224)-0,024(£0,011) %V auity+0,044(0,009) 0,86 573 30,0
9%6Vpurcauty0:142(£0,030) e(HOMO)/eV-0,013(0,025) (2.89)
£(LUMO)/eV.
3 E°/V=-0,695(+0,163)+0,025(+0,003) %Vp s (ayty-0:123(0,023) 0,83 612 503
e¢(HOMO)/eV. (3.47)

4 E°/V=0,581(+0,235)-0,261(£0,166) 8Qpg, _,m/u.2-0,950(:0,475) 0,74 79,6 13,2
S0pp, - aut/1.2.-0,013(0,014) %Vy 511, +0,042(£0,013)

0 (2,89)
/Ovbur(AuI)'

5 E°/V=0,662(0,261)-1,319(+0,643) 8qp_, m/u.a.-0,157(+0,590) 0,73 809 12,6
anp_Aul/u.a.+o,ooz(io,015) %Vpur(autity H0,021(0,013) 2.89
A)Vbur(AuI)'

6 E°/V=0,459(£0,203)-1,099(+0,395) 8 pp, _p,1/u.a. 0,70 81,3 24,0
+0,027(0,004) %Vl yr(auly- (3.47)

7 E°/V=0,694(+0,238) -1,456 (+0,445) 8qp_, m/u.a+0,022(0,004) 0,72 773 27,6
% Vour(auly- (3,47)
Os modelos usaram 24 estruturas. *SD: Desvio padrio. *Valores F calculados; os valores F criticos

sdo fornecidos entre parénteses.

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

Os valores de E° calculados a partir do protocolo padrao e do Modelo 1 sao representados
na Figura 34. A tendéncia a reducdo observada para o Modelo 1 ¢ bastante similar a exibida
pelo protocolo padrdo PBEO (R*=0,86). Como encontrado nos modelos QSPR dos compostos
(A), observam-se algumas inconsisténcias entre os valores de E° na faixa de potencial mais
positiva, devidas principalmente as limitacdes descritas anteriormente para as fosfinas de alto

% Vbur € a0 uso descritores eletronicos das fosfinas isoladas.
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Figura 34 - Tendéncia a reducio dos complexos [Au'(N*"N*N)(PR3)]" (B). O
potencial de reducdo calculado (PBEO) ¢ representado na linha vermelha e o potencial de
redugdo estimado pelo Modelo 1 ¢ representado em azul. Os valores fora do intervalo de

confiang¢a sao destacados em verde.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2019.

Viarios estudos de complexos de ouro(IIl) tém procurado relagdes entre as propriedades
eletroquimicas e os efeitos bioloégicos (MESSORI et al., 2000; DE ALMEIDA et al., 2017;
ABBEHAUSEN et al., 2018; BEATON; FARRELL, 2019). Geralmente, correlagdes diretas
entre a citotoxicidade e os potenciais de redu¢do nem sempre sdo encontradas (MESSORI et
al., 2000; DE ALMEIDA et al., 2017). Entretanto, quando uma série de complexos de ouro(III)
sao avaliados contra alvos especificos, como por exemplo enzimas/proteinas contendo tiois, a
modulagdo da estabilidade redox é bastante relevante para esta interagdo (SANCHEZ
DELGADO; PASCHOAL; DOS SANTOS, 2018; BEATON; FARRELL, 2019; MORA,;
GIMENO; VISBAL, 2019). Esta foi uma das principais conclusdes do trabalho de Farrell e
colaboradores (BEATON; FARRELL, 2019). Os resultados mostraram que uma caracteristica
essencial dos complexos do tipo [Au"(N*N~N)L]*" (N*N~N= (dien= 2,2'-dietilenotriamina),
L= R-Cyt (andlogo da citosina), DMAP (4-dimetilaminopiridina) e 9-EtGua (9-etilguanina)),
para interagir com a proteina do nucleocapsideo do virus HIV (NCp7) € sua estabilidade redox
em relagio ao precursor [Au(dien)CI]**. A interagdo NCp7-RNA (4cido ribonucléico) no virus
¢ interrompida na presenca deste tipo de compostos de ouro; portanto, a proteina NCp7 € um
alvo importante para o tratamento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida, AIDS

(BEATON; FARRELL, 2019). Desta forma, o estudo realizado aqui e os modelos QSPR
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propostos podem ser uteis para ajustar a estabilidade redox de complexos de ouro(III), alterando
o ligante auxiliar. Apesar do foco nas fosfinas, as conclusdes sobre as caracteristicas estéricas

e eletronicas podem ser extrapoladas para outros ligantes, como os NHCs.

43  ESTABILIDADE REDOX DOS COMPOSTOS (C) CONTENDO DIFERENTES
LIGANTES MULTIDENTADOS.

4.3.1 Analise estrutural

Como ja mencionado na se¢ao de Métodos, as onze estruturas da Figura 11 foram
otimizadas em fase gasosa no nivel PBEQ. Distancias e angulos de ligagao para os compostos
Ca-k sao reportados no Apéndice — F. De forma geral, os comprimentos de ligacao da esfera
de coordenagio (Au-N, Au-C e Au-Cl) apresentam um desvio médio de 0,018 A, com um
desvio maximo de 0,053 A, em relacdo as estruturas de raios X disponiveis (CINELLU et al.,
1996; MESSORI et al., 2000; LI et al., 2006; GABBIANI et al., 2008; ALESSO et al., 2010;
AU etal., 2011; ZOU et al., 2013; KUMAR; LINDEN; NEVADO, 2015, 2016; AIKMAN et
al., 2018; CARBONI et al., 2018). Os angulos de ligagdo calculados, 2C-Au-C, £N-Au-C, £N-
Au-N, £N-Au-Cl e £C-Au-Cl, também s3o concordantes com os dados experimentais, com
desvio maximo de 1,72%. Desta maneira, o método computacional utilizado previu as
estruturas dos complexos de ouro com uma precisdao de ~97%. Isto ¢ satisfatdrio considerando
que os valores previstos foram calculados para as moléculas isoladas, estando dentro da margem

de erro para qualquer método DFT relativo aos dados experimentais no estado sélido.

Devido a ampla variedade estrutural dos compostos selecionados na Figura 11, as
estruturas reduzidas ndo seguem um padrdo determinado para esta série de compostos. De
forma geral, a reducdo causa a quebra das ligagdes contendo os atomos mais labeis, Au-Cl e
Au-N(py), as quais sao influenciadas pelo efeito trans diretor do grupo fenil (Ph) em alguns
compostos. A reducao do composto Ca levou a formagao do ion dicloroaurato(l) e a liberagao
do ligante bipy (N”N), como representado na Figura 35. Os complexos organometalicos como
0 Cb e Cc formaram uma estrutura linear C-Au-Cl, com um angulo proximo de 180° apos a
reducdo, como previsto no trabalho experimental de Casini em 2017 (DE ALMEIDA et al.,
2017). Similarmente ocorre com o composto Cd, formando uma estrutura linear Nbim)-Au-Cl

(Figura 35).
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No caso dos compostos contedo dois grupos py (Ce-h), as ligacdes Au-N sdo quebradas
e o anel de fenil lateral e o cloreto se mantém coordenados ao ouro em um arranjo linear. O
angulo formado £C-Au-Cl, fica mais proximo dos 180° quando o anel de Ph ¢ situado no centro
da estrutura. A excecdo ¢ para o composto Ce. Interessantemente, este composto nado mostrou
uma signifcativa mudanga estrutural apos reducao. A redugdo sé causou um leve aumento da
ligagdo Au-Cl de 0,29 A e, uma leve dimuicdo das ligagdes Au-N, especialmente da ligagio
central Au-Nz (~0,05 A). Enquanto nos compostos contendo duas ligagdes Au-C, sé quando o
anel de py ¢ situado no centro do ligante tridentado (C*"N”~C, composto Ci), a ligacdo Au-N ¢
quebrada ap6s reducdo. A inclusdo de dos dois anéis de Ph consecutivos (C*C), ndo permite a
quebra da ligagdo Au-N, sendo formada uma estrutura tricoordenada como ¢ caso dos

compostos Ck e Cj (ver Figura 35).

Figura 35 - Estruturas otimizadas no nivel PBE0-SMD/def2-TZVP/6-31+G(2d) na forma
reduzida. Os angulos na horizontal como por exemplo, £ZN-Au-C no composto Ce, sdo dados

em paréntese, enquanto que, os angulos na vertical, exemplo: ZN-Au-Cl, composto Ce, sao

dados em colchetes.

2,30A :2,30E

(180,0°)

(162,5°)
[180,0°]

[178,8°] [176,2°] [179,9°] [173,4°]

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).
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Finalmente, a inclusdo de ligantes tridentados do tipo N”N”N, dien, N(im)"N"Nm) €
Nbim)"N"Npim) levam a formacado de uma estrutura linear N-Au-Cl, mantendo o anel de py
central coordenado ao ouro, independentemente do grupo N-doador localizado nas laterais. O
angulo £N-Au-Cl exibe maior desvio (6,6°) quando o grupo benzilmidazol (bim) é coordenado
nas posicdes laterias. No caso particular do composto Ce, o ligante multidentado ndo permite
definir o estado de oxidagao do atomo central de ouro. O ligante bipy (N*N) se comporta como
um ligante redox ndo inocente e, portanto, grande parte do processo de redugdo ocorre nos
ligantes, e ndo no metal (KAIM; SCHWEDERSKI, 2010; BERBEN; BRUIN; HEYDUK,

2015). Mais sobre este caso particular serd discutido posteriormente.

4.3.2 Predi¢ao do potencial de reducio para os compostos (C)

Como mencionado na secdo de Métodos, os potenciais de reducdo para todos os
compostos (C) foram calculados usando as equagdes (5) e (6) (protocolo padrao). No entanto,
os compostos da série com cargas nao equivalentes no par redox também foram calculados
através da metodologia VT-HAA (Cb-d, Ci-k, Cn ¢ Co) ou VT-HXAA (Cl ¢ Cm), como uma
tentativa de melhorar a descricao do potencial de reducdo. Os potenciais de redugao calculados
sdo apresentados na Tabela 11 abaixo. A segunda coluna da tabela reporta os valores E°
calculados usando o protocolo padrao, enquanto que a terceira coluna reporta os valores obtidos
ao aplicar a metodologia VT-HAA ou VT-HXAA. O erro MUE da ultima coluna ¢ calculado

em relagdo ao potencial mais préximo do valor experimental.

Tabela 11 - Potenciais de reducdo calculados em solugdo aquosa (vs SHE) para os

compostos (C) com diferentes ligantes multidentados no nivel PBEO-SMD/def2-TZVP/6-

31+G(24d).
(continua)
Composto E°/V E2/V Expt/V MUE/V
VT-HAA/HXAA
Ca +0,75
Cb -0,01 -0,75 - -
Ce +0,08 -0,31 -0,37 0,06
Cd +0,48 +0,17 +0,32 0,15
Ce -1,20

Ct +0,03
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Tabela 11 - Potenciais de reducdo calculados em solug@o aquosa (vs SHE) para os

compostos (C) com diferentes ligantes multidentados no nivel PBE0-SMD/def2-TZVP/6-

31+G(24).
(conclusdo)
Composto E°/V E2/V Egxpt/V MUE/V
VT-HAA/HXAA

Cg -0,12
Ch -0,25

Ci -0,88 -1,07 -1,10 0,03
Cj -1,66 -1,85 - -
Ck -1,57 -1,65 - -

Cl +0,26 -0,21 +0,19 0,07
Cm +0,57 +0,60 +0,62 0,02
Cn -0,32 +0,59 - -
Co -0,10 +0,59 - -

Os compostos Cm e Cl foram calculados através do método VT-HXAA, X=F".
Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

No caso dos compostos neutros derivados do imidazol (Cn e Co), a metodologia VT-
HAA corrige o potencial tornando-o positivo. A reacao de neutralizacdo do derivado de ouro(),
dada pela adicdo de dois prétons nos atomos de N dos anéis de imidazol
([AU™(Nmy"N*Nim))Cl] +2H"— [Au!(NimyH*N*HNim))Cl]), exibe uma alta energia de
solvatacdo dAG,;,=-142,4 kcal mol!. Este derivado de ouro(I) esta envolvido tanto na reagio
diagonal, como na reagdo auxiliar do ciclo (Figura 15) e, portanto, a predigdo do potencial E3
¢ significativamente superestimada. Quando parte da densidade eletronica distribui-se pelo
ligante multidentado, a aplicagao da metodologia VT-HAA tende a gerar erros na predi¢ao do
potencial de redugdo, isto também foi observado por Bim et al (BIM; RULISEK; SRNEC,
2016), que propuseram esta metodologia. Neste caso os valores de potencias calculados através
do protocolo padrao (Tabela 11) estdo mais de acordo com a capacidade de doacao de elétrons
(e(HOMO)) dos ligantes de imidazol.

A predigao direta do potencial de redugado (protocolo padrao) dos compostos catidnicos
Cm e Cl foi satisifatoria, com erros menores que 100 mV (Tabela 11). De fato, a predi¢ao do
potencial de reducdo envolvendo espécies catidnicas parece levar a erros menores quando
comparado a espécies anidnicas (GUTTEN; RULISEK, 2013; BiM; RULISEK; SRNEC,

2016). No entanto, a metodologia VT-HXAA correspondente ao ciclo termodinamico da Figura
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16 foi aplicada para estes dois compostos. As estruturas otimizadas para os compostos
neutralizados [Au™(N~N"N)CI]2X usados no ciclo VT-HXAA, sio representadas na Figura
36. Algumas estruturas cristalograficas para estes compostos de coordenagdo
[AUT((NANAN)CI]--2X (X=CI" e F3CSOs e ClOs) encontram-se disponiveis na literatura
(HOLLIS; LIPPARD, 1983; ELDER; WATKINS II, 1986; PITTERI et al., 1999; ZOU et al.,
2013; CZERWINSKA et al., 2017), as quais foram tomadas como estruturas de partida para a
otimizagdo da geometria. No caso do composto catidénico Cl, contendo o ligante dien, a
metodologia VT-HXAA falha, independente do contra-ion utilizado (Tabela 11). Isto ocorre
devido as alteragdes estruturais causadas pelo contra-ion uma vez coordenado a estrutura
oxidada. Neste caso, a alteragdo estrutural ¢ maior quando comparada a estrutura plana do
composto de terpy Cm . Por exemplo, o CI interage fortemente com os hidrogénios dos grupos
amina da estrutura do composto contendo o dien (Cl), principalmente com a amina central,
como representado na Figura 36a. De acordo com o ciclo da Figuira 16, a estrututra
[Au"!(dien)Cl]---2Cl est4 envolvida na reagdo diagonal e na rea¢do auxiliar, e o erro na predigdo
das correspondentes energias livres causa a falha do método. No estudo de Bim et al. de 2016
(BIM; RULISEK; SRNEC, 2016), foi notado que a metodologia VT-HAA pode nio ser util
para sistemas nos quais a protonacdo/desprotonacdo altera significativamente as estruturas
geométricas e eletronicas dos centros redox-ativos. Isto foi observado principalmente em

compostos metalicos catidonicos, onde foram usados contra-ions de cloreto.

Figura 36 - Estruturas otimizadas dos compostos [Au"(dien)CI]*, Cl (a) e

[Au(NAN~N)CI1]**, Cm (b-f) neutralizados, através da coordenacdo de diferentes contra-ions.

CIO,; Y F4CS05° \‘k)

Fonte: Elaborada pelo préprio autor (2021).
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Como mencionado acima, a estrutura plana do composto catidnico Cm contendo o
ligante terpy ¢ menos afetada pela coordenagdo dos contra-ions (Figura 38b-f). Na Tabela 12
sdo reportados os potenciais da reagdo auxiliar (E?) do ciclo proposto (Figura 16), e o potencial
de redugdo de VT-HXAA (E9) em solugdo aquosa (vs SHE) e em DMF (vs Fc/Fc™). Neste caso,
a aplicacdo do método VT-HXAA ¢ mais eficaz através do uso de contra-ions de menor
tamanho. Os contra-ions de maior tamanho como F3CSO;™ e ClO4 interagem fortemente com
o centro metalico e o ligante multidentado (Figura 36e,f), causando um grande erro na predigao
do potencial E9. No caso dos contra-ions de halogénio, a interacdo ¢ mais afastada do centro
redox (Figura 36b-d) e os erros médios absolutos (MUE) sdo de menor magnitude. O método
VT-HXAA através do ion fluoreto consegue corrigir levemente o potencial calculado a partir
do protocolo padrao. O potencial de reducdo aumenta de +0,57 V para +0,60 V, ficando com
um erro médio absoluto de apenas 20 mV, inferior ao encontrado com o protocolo padrao (50

mV).

Tabela 12 - Potencial de redu¢do VT-HXAA (E?) calculado para o composto Cm
[Au(NAN~N)CI]*" no nivel PBE0-SMD/def2-TZVP/6-31+G(2d). Os potenciais sdo

calculados frente ao eletrodo SHE e em relagdo ao par redox ferroceno/ferrocénio (Fe/Fc®).

o o 0 o

Ci(c))?ltra vf 1S/I;]E vf 2S/I\{/E MUE/V Vs 5113::>;c+ vs];zc//\lg ¢ MUE /V
F +1,69 +0,60 *[+0,62] 0,02 +1,26 +0,15 0,42
Cl +1,43 +0,44 0,18 +1,01 +0,03 0,30
Br +1,13 +0,09 0,53 +0,70 -0,34 °[-0,27] 0,07
F3CSOs5° +0,29 -0,84 1,46 -0,09 -1,22 0,95
ClOs +0,27 -0,92 1,54 -0,03 -1,23 0,96

Os valores de Efe E2 sdo obtidos de acordo ao ciclo da Figura 16.

Os valores experimentais em “solugdo aquosa ¢ em °DMF sdo dados entre colchete, tomado de
MESSORI et al., 2000.

*Q valor de referéncia usado para o par redox Fc/Fc* foi de 4,97 V.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

A tendéncia a redugdo dos onze complexos de ouro(IlI) (C) ¢ representada na Figura 37,
onde sdo incluidos os potenciais de reducdo calculados em solugdo aquosa, tomando como
referéncia o eletrodo SHE (em azul), e em dimetilformamida (DMF) vs o eletrodo de ferroceno

(em verde). Os valores de E° calculados cobrem uma ampla faixa de potencial de 2,60 V. Uma
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variacao de potencial muito maior daquela encontrada a partir da variagdo do ligante auxiliar,
discutido nas segoes 4.1 e 4.2 Como esperado, os potenciais sdo deslocados para uma faixa
mais negativa com o crescente carater doador de elétrons. Os valores experimentais disponiveis
para alguns compostos da série sao representados na Figura 37 na cor laranja. O erro MUE para
os compostos Cd, Cm, Cl e Ci em solugdo aquosa ¢ menor que 90 mV, porém, a predi¢do em
DMF para os compostos Cc ¢ Ci exibe erros de 230 ¢ 190 mV, respectivamente.

O E° do é4cido clorodurico (AuCly’), também ¢ incluido na Figura 37 para termos
comparativos. Tomando como referéncia o valor de potencial do AuCly’, E°=+0,36 V vs SHE
€ -0.36 V vs Fc/Fc', a substituigdo do cloreto por ligantes N-doadores aumenta os potenciais de
reducgdo, levando a uma faixa de valores mais positivos. Isto acontence principalmente para os
ligantes bipy e terpy, onde a substituicdo de dois ligantes cloreto pelo ligante bipy (composto
Ca) levou a um deslocamento do potencial de redu¢do de aproximadamente +0,37 V. Esta
variacao do potencial ¢ similar a encontrada por de Almeida et al. (+0,33 V), apds substituigao
dos dois cloretos pelo ligante de fenantrolina (phen) para estudar a reducdo Au*"—Au'" por
voltametria ciclica (DE ALMEIDA et al, 2017). A inclusdo do ligante 2-(2-
piridil)benzimidazol (Npim)*N, composto Cd), também causa um aumento no potencial, porém,

a variacdo ¢ mais discreta (+0,10 V em DMF).

Figura 37 - Tendéncia a redugao dos compostos (C) contendo diferentes ligantes

multidentados.
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O valor de referéncia usado para o par redox Fc/Fc' foi de 4,97 V.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).
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No caso dos compostos com ligantes tridentados como terpy e dien (N*N”N), o aumento
no potencial ndo é proporcional ao nimero de nitrogénios na estrutura. Por exemplo, apos
substituicdo dos trés cloretos por trés ligantes de py (terpy) deveria se esperar um valor de E°=
~0,82 V, porém, o valor estimado para o composto Cm ([Au(N*N*N)CI1]**) é de +0,60 V. Apds
reducdo, o ligante multidentado dos compostos Cl-o0 mantém-se coordenado ao ouro(I) através
do ligante N central (Figuras 35). A entropia da reagdao (TAS®) para estes compostos ¢ ~0,20
eV, aproximadamente duas vezes menor da observada para os compostos Ca e Cd (TAS°=0,48
eV). Como denotado na metodologia, o potencial eletroquimico ¢ calculado a partir da energia
livre de Gibbs e, portanto, a entropia tem um papel importante para o calculo do potencial de
reducdo. Por outro lado, os compostos mais estaveis da série sdo aqueles contendo duas ligagdes
Au-C consecutivas na estrutura (Cj e Ck), exibindo valores de E° = -1,85 V e -1,65 V,

respectivamente.

4.3.3 Potencial de reducio e propriedades eletronicas

Varios trabalhos experimentais tém estudado a estabilidade dos complexos quadraticos
planos de ouro(III) contendo cloreto como ligante auxiliar e diferentes ligantes multidentados
(MESSORI et al., 2000; DE ALMEIDA et al., 2017; BEATON; FARRELL, 2019). Respostas
eletroquimicas tipicas envolvem a redugdo de Au**—Au'* com valores de potenciais que sio
fortemente influenciados pela intensidade do campo do ligante de coordenacdo. Como
esperado, os potenciais sao deslocados para valores mais negativos com o aumento do carater
doador de elétrons do ligante quelante (¢(HOMO)). Parametros eletronicos dos ligantes
multidentados usados nos compostos (C) sdo relatados na Tabela 13, incluindo as energias
HOMO e LUMO, a carga local do cloreto na estrutura oxidada, e a carga do centro metalico e

do ligante multidentado nas estruturas oxidadas e reduzidas.
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Tabela 13 - Parametros eletronicos dos ligantes e potencial de reducdo calculado para

os compostos (C).

* ] %k .
¢(HOMO) ¢gLUMO) qClI° qAu™ qAu! qlig. *qlig.

Composto /eV /eV /u.a /u.a /u.a. Au™ AW

/u.a. /u.a.

Ca. [AuN"N)CL]* -6,88 -1,53 -0,28 0,91 0,32 0,65 0,00
Cb. [Au(C"N)Cl] 0,00 2,72 -0,44 0,84 0,26 0,04 -0,59
Ce. [Au(CMN)Cly] -0,19 2,54 -0,44 0,80 0,24 0,08 -0,57
Cd. [Au(Npim)"N)Cl:] -1,91 2,28 -0,33 093 0,38 -0,60 -0,75
Ce. [AuN*N"C)CI]* 0,15 1,44 -0,36 0,93 0,92 0,02 -1,40
Cf. [Au(N"N~C)CI* -0,26 1,19 -0,35 0,90 0,24 0,45 -0,57
Cg. [AuN"C™N)CI]* -0,02 2,22 -0,52 0,95 0,24 0,54 -0,60
Ch. [Au(N*CMN)CI]* -0,49 0,09 -0,51 1,00 0,26 0,56 -0,58
Ci. [Au(C"N"O)CI] 2,79 4,99 -0,41 0,86 0,28 -0,79 -1,28
Cj. [Au(C "C™"N)C]] 3,68 4,46 -0,55 0,86 0,40 -0,26 -1,40
Ck. [Au(C"CVN)C1] 3,03 4,32 -0,54 0,82 0,58 -0,25 -1,58
CL [Au(dien)CI1]?* -6,04 0,37 -0,24 0,99 0,32 1,24 0,22
Cm. [AuN*N~N)CI** -6,82 -1,30 -0,30 1,07 0,39 1,24 0,17
Cn. [Au(Nm)"N"Nim))Cl] 1,63 5,51 -0,40 1,06 0,45 -0,66 -1,76
Co. [Au(Npim)"N"Nbim))Cl] 0,37 4,68 -0,39 1,05 0,43 -0,66 -1,78

*q lig. Au™ = carga do ligante multidentado na estrutura oxidada e reduzida.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

A correlagdo linear entre (HOMO) dos ligantes multidentados e os valores do potencial
de redugio mostra um coeficiente de determinagio (R?) de 0,74 (Figura 38a). Contrério ao
observado para os ligantes de fosfina (Figura 27d,e), a correlagcdo com a carga local do cloreto,
qCI’, no composto (C) (R?>=0,73; Figura 38b), mostra uma queda no potencial quando o cloreto
exibe carga mais negativa, indicando que o papel do cloreto na estabilizagdo dos compostos (C)
¢ cada vez menor com a inclusdo de ligantes quelantes fortes doadores de elétrons. Isto
acontece, principalmente, nos compostos tridentados quando o carbono do grupo fenil estd na
posicao trans ao cloreto (Ch, Cg, Cj e Ck). De fato, estes compostos apresentam os maiores

comprimentos de ligagio Au-Cl, com uma distancia maior que 3,35 A (ver Apéndice — F).
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Figura 38 - Correlagdes entre o potencial de reducdo (E° vs SHE) dos compostos (C)
com: (a) e(HOMO), (b) carga local do cloreto, qCI, (¢) variacdo da carga do ouro através da

redugio (8gAu) e (d) carga do ligante multidentado (lig) na estrutura reduzida (q lig Au).
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

Ao analisar a carga do ouro nas estruturas oxidada e reduzida (Tabela 13), observa-se
que a transferéncia de carga para o metal tende a diminuir com a estabilidade dos compostos
(C) (menor E°) durante a reducao. De fato, este efeito € mais pronunciado para os compostos
mais estaveis da série, o composto Ce contendo (NN, bipy) e os compostos Ck e Cj com dois
carbonos consecutivos (C*C). Embora, E° vs dqAu apresente uma pobre correlagdo linear
(R?=0,57), a tendéncia geral reflete este efeito (Figura 38c). Outra forma de ver este efeito é
analisando a variagdo de carga do ligante multidentado durante o processo de redugdo. A carga
do ligante multidentado aumenta na estrutura reduzida apos a transferéncia de elétrons,
principalmente para os compostos mais estaveis, com E° mais negativo. A correlagao entre a E°
e a carga local do ouro na estrutura reduzida (qAu') (Figura 38d) ¢ significativamente melhorada
(R?=0,83) em relacdo a correlagio com 8gAu. A tendéncia é similar a observada para E°vs qCI’
, sugerindo que quanto mais estavel o complexo de ouro(Ill) (menor E®), maior ¢ a carga dos
ligantes. Assim, pode-se observar que estes tipos de ligantes multidentados selecionados
tendem a ser mais ativos e participar do processo redox, com o aumento da sua capacidade
doadora de elétrons, ou, em outras palavras, tendem a se comportar como ligantes redox nao

inocentes.
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4.3.4 Efeito do grupo bipy na estabilidade dos compostos (C)

Nos graficos de dispersdo da Figura 38a-c, o compostos Ce, [AuN*N"C)CI]", ¢
encontrado como um ponto discrepante (em vermelho) e, portanto, ndo foi considerado na
correlacdo linear. O potencial de redugdo para Ce ¢ estimado mais negativo do que o esperado
(-1,20 V, vs SHE), de acordo com a capacidade doadora do ligante N*N~C. Na Tabela 13,
observa-se que a variacdo da carga local do ouro nao muda significativamente apos a reducao
(0.93 u.a., estrutura oxidada e 0.92 u.a., estrutura reduzida). Na Tabela 13 também se observa
a alta carga do ligante multidentado na estrutura reduzida (q lig. Au') em relacdo a oxidada (q
lig. Au'™). Este composto apresenta a maior variagdo de carga deste ligante apos a reducio,
confirmando a participagdo ativa do ligante multidentado na redugao.

A inclusdo de um grupo metileno entre os anéis de Ph e py (composto Cf,
[Au(N"N~’C)CI]") causa um leve aumento no comprimento das ligacdes Au-N> (0,065 A) e
Au-C; (0,016 A) em relagio ao composto Ce (Apéndice — F). E interessante observar que a
inclusdo deste grupo metileno favorece a redugdo, aumentando o potencial em
aproximadamente 1,23 V em solu¢do aquosa, sendo causada uma variagdo estrutural apds
reducdo, onde as ligacdes Au-Ni e Au-N; sdo quebradas (Figura 35). A distribui¢do da
densidade eletronica apos redugdo foi observada através das superficies de potencial
electrostatico molecular (MEP). Na Figura 39, s3o representadas as superficies MEP para as
estruturas analogas Ce e Cf. Apds reducao do composto Ce, os elétrons sao distribuidos sobre
o ligante multidentado (especialmente no ligante bipy) e no cloreto, onde observa-se o minimo
potencial eletrostatico (vermelho). No caso do composto Cf, a densidade eletronica ¢

concentrada principalmente sobre a ligacdo CIl-Au-C (Figura 39b).
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Figura 39 - Potencial eletrostatico molecular (MEP) calculado para os complexos (a)

Ce ¢ (b) Cf. A isodensidade foi definida como 0,0004 e/bohr.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor (2021).

A Figura 40a mostra a distribui¢@o de carga sobre o anel bipy do composto Ce. A Figura
40a destaca a deslocalizacdo de carga entre a ligacdo C-C que conecta os anéis de piridina. Os
trabalhos de 2011 de Wieghardt e colaboradores demonstraram que os ligantes bipy sdo ligantes
redox ativos e podem existir em trés distintos estados de oxidag¢do: o ligante neutro (bipy?), o
radical © monoanidnico (bipy*-) e o didnion diamagnético (bipy?) (SCARBOROUGH et al.,
2011; IRWIN et al., 2012; M. WANG et al., 2013a, 2013b). Desta forma, a reducao dos ligantes
bipy leva a uma diminuigao da ligacdo C-C (Figura 40a). A distancia C-C na estrutura reduzida
¢ de 1,38 A, concordante com aquela determinada em bipy™ através da difracdo de raios X em
diversos trabalhos (entre 1,36 A e 1,40 A) (CHISHOLM; HUFFMAN; ROTHWELL, 1981; H.
BOCK et al., 1999; E. GORE-RANDALL et al., 2009; ZELL et al., 2014). Adicionalmente, as
ligagdes N-C destacadas na Figura 40a também mostram mudangas significativas apos a
redugio. O comprimento de ligagdo N-C aumenta de 1,36 a 1,42 A (Figura 40a), evidenciando
a perda da aromaticidade do ligante bipy neutro e a formac¢do de uma estrutura com ligagdo
dupla localizada. De acordo com a distribui¢ao de elétrons observada com as superficies MEP

(Figura 39a) e com as mudangas estruturais para o ligante bipy no composto Ce, pode-se inferir
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a formacao do dianion bipy? na estrutura reduzida deste composto (Figura 40b). A reducdo do
ligante bipy em diferentes compostos metalicos também tem sido evidenciada em alguns
trabalhos experiementais (SCARBOROUGH et al., 2011; M. WANG et al., 2013a; ZELL et
al., 2014).

Figura 40 - (a) Distribuicao de carga NBO para a redugdo do composto Ce. (b) Ligante
bipy (N*N) na forma dianion.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

A posigao em trans das piridinas, N*"C"N e N*C"*’N, nos compostos Cg ¢ Ch, também
favorece a redugdo e o potencial cai para -0,12 V e -0,25 V vs SHE, respectivamente. Esta
posicao em trans leva a quebra das ligacdes Au-N apoés a reducdo (Figura 35). Esta forma de
coordenagdo ao ouro (N*C”N), realizada por Alesso em 2010 (ALESSO et al., 2010), ¢ outra
alternativa a inclusdo do metilenos entre anéis, para evitar que o processo de reducdo ocorra

ativamente nos ligantes quelantes e o potencial se desloque para uma faixa muito negativa.

De forma geral, os ligantes imidazol e benzimidazol sdo melhores doadores de elétrons
em relagdo a py, exibindo uma energia do orbital HOMO significativamente maior (Tabela 13).
De fato, os potenciais de reducao dos compostos Cn e Co sdo estimados na faixa negativa, sem
a presenca de ligagdes Au-C na sua estrutura. A analise NBO sobre a doagdo N(mwim—Au,
mostra que a interagdo (LP(N)—LP*(Au)/n—n*), correspondente aos N dos grupos imidazol,
causa maior estabilizagdo a estes compostos, em relacdo a interagdo analoga Ny —Au

(Apéndice — G).
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4.3.5 Efeito do grupo Ph na estabilidade dos compostos (C)

Como esperado, a presenga da ligacdo Au-C na estrutura do complexo de ouro, decresce
significativamente o valor do potencial para a faixa negativa (compostos Cb, Ce, Ce, Cf, Cg,
Ch, Ci, Cj e CKk). A incluisdo do ligante C*N (composto Cb), decresce o potencial em 0,67 V
em relacao a AuCls, o dobro do observado para o ligante bipy (N*N). No caso dos compostos
com ligantes tridentados, a inclusdo da ligagdo Au-C na posi¢ao central sem a presenga do
grupo metileno entre anéis, favorece a sobreposi¢ao de orbitais, incrementando a capacidade de
doagdo de elétrons do grupo fenil. O comprimento de ligagao central Au-C, nos compostos Cg
(1,950 A) e Cj (1,964 A) é o menor entre a série de compostos organometalicos da Figura 11
(Apéndice — F). A analise NBO mostra um favorecimento significativo para a doagdo central
Ph—Au (C-C2— Au/6p) nestes dois ultimos compostos (Tabela 14). O orbital de ligacao (BD)
C-C», mostra-se altamente estavel e de baixa ocupacao (~1,64 e¢°), nestes dois compostos Cg e
Cj, quando comparado aos demais da série (ver Tabela 14). Estas doagdes C-Co— Au/6p
causam uma alta estabiliza¢do do complexo de ouro(IIl), especialmente ao composto Cj, que
exibe o maior valor de energia E® (Tabela 14) e a0 mesmo tempo o potencial de redugiio mais
negativo (-1,85 V vs SHE) da série. De acordo com a analise NBO e os valores de potencial de
reducdo, a localizagdo da ligacdo Au-C na posi¢ao lateral ¢ menos eficiente para a estabilizacdo

do composto.

Tabela 14 - Andlise da teoria de perturbagao de segunda ordem da matriz Fock desde

NBO para a doagdo Ph—Au nos compostos (C).

Energia do Orbital Ocupagao Donor(i)—acceptor(j) E®

Composto g1y ¢ €) (eV) (@) (6—n*) (V)
Cb 220,09 (C-C) 1,966 BD(C-C) — LP*(Auep 0,26
Ce -19,97 (C-C) 1,975 BD(C-C) - LP¥(Auw)6p 0,22
Ce 222,73 (C-C3) 1,966 BD(C-C:) —> LP*(Au)6p  -0,34
Cf 223,02 (C-Cs) 1,969 BD(C-C3) - LP*(Au)6p 0,26
Cg 48,35 (C-C) 1,636 BD(C-Cs) — LP¥(Au)6p ~ -51,15
Ch 123,30 (C-C2) 1,964 BD(C-Cy) —> LP¥(Au)6p  -0,42
ci -6,88 (C-C) 1,600 BD(C-C1) - LP*(Auw6p  -0,30

-6,92 (C-C3) 1,600 BD(C-C3) — LP*(Au)6p -0,92

ci -156,72 (C-C)) 1,969 BD(C-C1) —> LP*(Au)6p  -1,05
L 357,95 (C-Cy) 1,638 BD(C-Cs) - LP*(Au)6p  -1250
- -11,92 (C-C1) 1,662 BD(C-C1) —> LP¥(Au)6p - 9,08
220,72 (C-C2) 1,971 BD(C-Ca) = LP*(Aw6p 1,77

O orbital BD(C-C) no anel de fenil, envolve a ligacdo entre o C-anidnico ligado diretamente
ao Au e ao C consecutivo do fenil que coneta os aneis aromaticos.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).
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Como ja discutido, a adicdo de ligacdes Au-C na estrutura tende a aumentar a
participag@o do ligante multidentado na redugdo. A exceg¢do do composto Ce, ja discutido, este
efeito € mais pronunciado para os compostos mais estaveis da série, Cj e Ck, com duas ligacdes
consecutivas Au-C (C*C”N). Estes dois compostos apresentam a menor variagdo de carga do
ouro (8q Au = 0,24 (CKk); 0,46 (Cj)) durante a reducao e, contrariamente, uma alta variacao de
carga do ligante multidentado (8q lig. = 1,33 (Ck); 1,13 (Cj)) dentre a série de compostos
estudados (Tabela 13). Estes compostos foram sintetizados em 2015 por Kumar e colaboradores
(KUMAR; LINDEN; NEVADO, 2015). Os autores esperavam que dois centros C-anidnicos
consecutivos no ligante poderiam doar suficiente densidade eletronica para estabilizar o centro
de Au’', altamente eletrofilico. Além disso, foi previsto que o anel Ph na posi¢do central
exerceria um forte efeito trans que facilitasse a troca do ligante auxiliar cloreto. Como ja
mencionado, estes dois compostos apresentam a maior distancia de ligagdo Au-Cl. De acordo
com a discussdo anterior ¢ com os achados sobre os mecanismos de agdo do composto
[Au(CAN~C)CI] (1a; Ci) do nosso trabalho de 2018 (SANCHEZ DELGADO; PASCHOAL;
DOS SANTOS, 2018), ¢ de se esperar que as reacgdes de troca de ligante com bionucleofilos
como agua e Cys sejam ainda mais favorecidas para os compostos Cj e Ck, porém, a
subsequente reducao a ouro(l) e a sequéncia de reacdes para a liberacdo do ligante (N*C"C)
poderiam ser menos favorecidas em relagdo ao composto Ci, alterando a atividade anticancer
deste tipo de complexos de ouro(III). Outra questdo interessante que surge ¢ como seria afetada
a atividade anticancer dos complexos de ouro(Ill) contendo ligantes multidentados que
participam ativamente dos processos redox e nao sofrem mudancas estruturais? como € o caso

do composto Ce.

4.4 O PAPEL DO AMBIENTE ENZIMATICO NA REATIVIDADE DOS COMPLEXOS
ANTICANCER DE OURO(III)

Nesta secdo serdo apresentados os resultados das etapas III e IV, relacionadas com a
modelagem da interagdo dos compostos de ouro com a enzima TrxR e a avaliacdo da

H_CANAC neste ambiente enzimatico.

estabilidade e reatividade dos complexos do tipo Au

Os processos de reducdo (1) e (2), para o complexo de ouro(Ill) ligado aos modelos
TrxR foram calculados no nivel de teoria DFT. Os resultados para os modelos maiores, Au-pep
e Au-trx sdo discutidos inicialmente e, a analise do modelo menor Au-tet é discutida no final

desta secdo, juntamente com o processo (3) de troca de ligantes.
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4.4.1 Modelos Au-pep

Apos a simulacao de DM de 50 ns de cada modelo Au-pep, foi realizada uma anélise de
desvio quadratico médio RMSD (root mean squared deviation) em fungao do tempo. A analise
do RMSD durante a trajetoria de simulagdo avalia a oscilagdo do sistema durante o tempo
decorrido de uma determinada dindmica em relagdo a uma estrutura de referéncia. Os gréficos
de RMSD obtidos para os modelos Au-pepl-3 sdo mostrados na Figura 41 com as respectivas

estruturas iniciais e finais da etapa de produgao.

Figura 41 - (a) RMSD para modelos Au-pep e (b) estruturas iniciais e finais dos
modelos Au-pep. A estrutura de referéncia ¢ aquela para os 10 ns da etapa de produgdo. Os
primeiros 10 ns de simula¢do foram desconsiderados da analise de RMSD, por

corresponderem a parte da sua etapa de estabilizagdo.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

A andlise do RMSD (Figura 41a) mostra que a estrutura Au-pep2 converge rapidamente,
com um RMSD médio de 4,0 A. A estrutura do modelo Au-pepl mostra grande oscilagio, mas

atinge um valor de RMSD em torno dos 4,2 A no final da simula¢do. Para o modelo Au-pep3,
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o RMSD aumenta significativamente em comparagdo com Au-pepl e Au-pep2 com um valor
médio de 7,8 A. Este aumento é devido principalmente a répida troca entre a estrutura do
peptideo em uma posigdo mais estendida ou alongada e o peptideo enovelado como
representado na Figura 41b. A restricdo dos residuos na regido C-terminal (Valsgs-Thrags-
Lysasge) dificulta a compactagdo e a flutuacdo perdura até que se atinja uma estrutura mais
estavel.

O raio de giro (Ry) e a area de superficie acessivel ao solvente (SASA) foram calculados
para determinar o grau enovelamento dos modelos Au-pep e a acessibilidade ao solvente do
fragmento [Au'(C"N~C)]". O R, é um indicador da mudanga na compactagio da estrutura da
proteina/enzima durante uma simulagdo. A Figura 42a ilustra o Ry dos modelos Au-pep ao
longo dos 50 ns de simulag@o. De acordo com os valores de Rg, a estrutura do modelo Au-pep2
apresenta a maior compactagio da cadeia peptidica, com um valor médio de 7,1 A enquanto
que, a estrutura Au-pep3 apresenta o menor grau de compactacio (8,5 A). Adicionalmente, a
analise SASA para o fragmento [Au(C*N"C)]* (Figura 42b), também indica que o modelo
Au-pep2 ¢ o mais compactado, ficando menos accesivel ao solvente com o menor valor SASA
entre os modelos. Os modelos Au-pepl e Au-pep3 mostraram alguma semelhanga na variagao
dos valores SASA (170 - 301 A% e 137 - 306 A?, respectivamente), enquanto que o modelo Au-

pep2 se estende por um intervalo maior, entre 92 e 301 A2,

Figura 42 - Radio de giro (Rg) (a) e area acessivel ao solvente (SASA) do fragmento
[Au"{(CAN~C)]" (b) nos modelos Au-pep.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

a) Estruturas
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Durante a trajetoria de simulagdo, foi observado que o complexo de ouro(Ill) realiza
uma ampla flutuagdo do angulo diedro Ceysa9s-Ceysaos-Scysaos-Au'", mudando significativamente
o contato do fragmento [Au(C N~C)]" com o peptideo. Uma vez que o objetivo é estudar a
influéncia do meio enzimdtico na reducao do complexo, tomamos modelos onde o complexo
encontrava-se em maior contato com os residuos do brago C-terminal. Para esta selecao,
calculamos o valor de SASA do composto de ouro durante a trajetdria em cada modelo. Desta
forma, foram selecionadas as estruturas correspondentes ao valor minimo de SASA para cada
modelo. Essas estruturas selecionadas sao mostradas na Figura 43a, as quais foram otimizadas
de acordo com o protocolo mencionado na secdo de Métodos (Figura 43b) e tiveram seu

potencial de redugdo padrao calculado.

Figura 43 - (a) Estruturas correspondentes ao SASA minimo para os trés modelos Au-
pep e estruturas PBEO-SMD/def2-TZVP(Au)/6-31G(d)(H, C, N, 0)/6-31+G(2d)(S)
otimizadas do modelo (b) Au-pepl, (c) Au-pep2 e (d) Au-pep3 na sua forma oxidada. Os

valores SASA sao relatados entre colchetes.

[137 A?]

Au-pep3

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.
Uma vez selecionadas as estruturas a partir das simulagdes e seus valores SASA, estas

foram otimizadas de acordo com o protocolo mencionado na metodologia. Distancias e angulos
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de ligagdo para o complexo de ouro(IIl) ligado ao brago C-terminal sdo resumidos na Tabela
15. Os pardmetros geométricos para o modelo mais simples [Au'(C*N"*C)(SHCH3)]",
chamado de modelo-0, também foram incluidos na Tabela 15. De forma geral, a esfera de
coordenacio do fragmento [Au(C*N~C)]" nio muda significativamente apos a interagdo com
o peptideo. O angulo ZC-Au-C aumentou em torno de 1,4° em comparacdo com o modelo-0,
devido as fracas interagdes intermoleculares entre o ligante multidentado C*"N”*C e o peptideo,
especialmente com grupos carboxila dos aminoacidos (Figura 43b-d). Para a estrutura do
modelo Au-pep-2, a geometria sofre uma leve distor¢do em direcdo ao angulo vertical /N-
Au'-S devido a duas interagdes tipo grampo entre os grupos carbonila dos residuos Ala495 e
Gly496 e o tiol da Cys498 ligado ao complexo de ouro(III) (O---HS) com respectivas distancias
de 2,74 e 2,02 A (Figura 43c). Nesta mesma estrutura também s3o observadas interagdes do
tipo CH---O (~2,40 A) entre os anéis laterais do C*N”C e os residuos de Gly496 e Ser488 como
destacado na Figura 43c. Como mencionado anteriormente, esta estrutura do modelo Au-pep2
apresenta o maior enovelamento do complexo por parte do peptideo. Para as estruturas Au-pepl
e Au-pep3, sdo observadas interacdes tipo n-6 entre o anel fenil do complexo de ouro e o grupo

(HC/N)H da GIn494 (Figura 43b,d).

Tabela 35 - Pardmetros geométricos calculados em solucdao aquosa no nivel PBEO-
SMD/def2-TZVP(Au)/6-31G(d)(H, C, N, 0)/6-31+G(2d)(S) para as estruturas dos modelos

Au-pep na forma oxidada.

Comprimento de ligagio/A Angulo de ligagdo/°
Au"-N Au'™-C(Ph)* Au'"-SH ZC-Au™-C  ZN-Au"-S ~ZC-Au'-S
modelo-0 1,995 2,083 2,313 161,12 177,22 179,39
Au-pepl 1,993 2,081 2,322 162,63 177,56 175,97
Au-pep2 1,998 2,084 2,319 162,27 175,47 178,72
Au-pep3 1,993 2,079 2,321 162,71 177,69 174,18

*Valor médio entre as duas ligagdes Au'-C(ph) da estrutura.

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

Apos redugdo pela abertura do anel quelato (processo 1), as ligacdes Au-N e Au-C sdo
quebradas e uma estrutura linear ¢ formada (Figura 44a-c), esta mudanga estrutural também foi
sugerida em trabalhos experimentais, para a redu¢ao de um composto ciclometalico semelhante
(DE ALMEIDA et al., 2017). Os angulos ZC-Au'-S entre Scysass, 0 centro de ouro e o anel fenil,

sdo estimados entre 174,2° e 179,4° (ver Tabela 16). Esses angulos de ligacao calculados sao
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proximos aos angulos ZC-Au'-N (177,5°) e ZP-Aul-S (178,6°) reportados para as estruturas
cristalinas dos adutos entre as proteinas taumatina e glutationa redutase humana (hGR) e
complexos de ouro(I), respectivamente. As distancias previstas Aul-S (2,34-2,35 A) e Au'-C
(2,05 A), também sdo bastante proximas com aquelas ligagdes correspondentes reveladas nas
estruturas cristalinas dos adutos hGR-ouro(I) (2,35 A) e thaumatina-ouro(I) (1,95 A) (URIG et
al., 2006; FERRARO; GABBIANI; MERLINO, 2016).

Figura 44 - Estruturas PBEQO otimizadas dos modelos Au-pep nas formas reduzidas. (a)
Au-pepl, (b) Au-pep2 e (c) Au-pep3 para a redugdo pela abertura do anel quelato (processo
1), e (d) Au-pepl, (e) Au-pep2 e (f) Au-pep3 para a redugdo por liberagao de ligante

(processo 2).

Processo 1

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

Interacdes do tipo (ph)H:--O=C-sdo observadas entre o anel central de piridina e Ser491

na estrutura Au-pepl e Ser488 em Au-pep3. Essas interagdes causam um pequeno desvio do
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angulo de ligagdo £C-Au'-S na estrutura do complexo de ouro (Figura 44a-c). Com relagdo a
estrutura Au-pep2, a configuragao mais estavel ¢ dada apds a rotagdo do angulo diedro entre os
aneis de piridina e fenil, Cph-Cpn-Cpy-Cpy ~160°. Essa rotacao causa um aumento do angulo £C-
Aul-S, ficando mais proximo dos 180° (178,7°, Tabela 16). Esta conformagiio aumenta a
interagdo entre o ligante C*N"C com o peptideo, especialmente com o residuo Gln494 (Figura

44b).

Tabela 46 - Parametros geométricos calculados em solug@o aquosa no nivel PBEO-
SMD/def2-TZVP(Au)/6-31G(d)(H,C,N,0)/6-31+G(2d)(S) para as estruturas reduzidas
através do processo 1 de abertura no anel quelato e o processo (2) de liberagao do ligante nos

modelos Au-pep.

Processo (1)

Comprimento de ligacio/A Angulo de ligagdo/°
Au'-N Au'-C(Ph)’ Au'-SH ZC-Au'-S
modelo-0 3,232 2,044 2,339 179,39
Au-pepl 3,157 2,046 2,347 175,97
Au-pep2 4,610 2,047 2,343 178,72
Au-pep3 3,228 2,047 2,352 174,18
Processo (2)
Comprimento de ligagio /A Angulo de ligagdo/°
Aul-N Au!-C(Ph)" Au-SH  ZAu-N-C(py) ZC-Au'-C
modelo-0 2,358 2,096 - 140,83 154,97
Au-pepl 2,340 2,096 4,216 142,06 155,37
Au-pep2 2,352 2,094 4,140 141,02 154,99
Au-pep3 2,345 2,097 4,027 144,12 154,97

*Valor médio entre as duas ligagdes Au'-C(ph) da estrutura.

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

b) Redugdo dos modelos Au-pep

Os potenciais de redugdo (E°) para o sistema eletroquimico Au"/Au' foram calculados
a partir da equagao (5) (protocolo padrao). Ambos os caminhos de redugao representados na
Figura 18 (processos 1 e 2) foram considerados nesta etapa. Os resultados para estas duas
reacdes sdao apresentados na Tabela 17, os quais incluem contribui¢des individuais para a
energia livre de Gibbs em solucao aquosa. De acordo com os dados da Tabela 17, o processo

(1) de reducao ¢ favoravel em relagao ao eletrodo SHE, com valores de potencial positivos para
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todos os modelos Au-pep. A reducdo para os modelos Au-pepl e Au-pep2 foi ligeiramente mais
favoravel que a redugdo para modelo-0 (o qual ndo possui influéncia enzimatica), com um
aumento no E° de 160 mV. Por outro lado, Au-pep3 mostrou a menor influéncia pelo ambiente

do peptideo, com um valor de E° = +0,22 V, bastante proximo ao do modelo-0.

Tabela 17 - Contribuicdes para a energia livre de Gibbs em solugdo aquosa e potenciais de
reduc¢do calculados para o complexo de ouro(IIl) nos modelos Au-pep no nivel PBEO-

SMD/def2-TZVP(Au)/6-31+G(2d)(H, C, N, O, S)//. Todos os termos de energia sao

expressosem eV eo E°em V.

Processo (1) [Au(C*"N*C)(SH-R)]*"" + 2e" — [Au(C"NACH)(S-R)]!"

AEpuaq AGtaq AHgq TASZq AGRyaq calc
modelo-0 -8,86 -0,200 -8,86 0,204 -9,06 +0,25
Au-pepl 9,19 -0,194 -9,20 0,183 -9,38 +0,41 (-0,42)
Au-pep2 -8,98 -0,398 -8,75 0,624 -9,38 +0,41
Au-pep3 -9,05 0,052 -9,00 -0,001 -9,00 +0,22

Processo (2) [Au(C"N"C)(HS-R)]*'™ +2¢” - {[Aul(C"N*C)]+HS-R}!*n

AEpyaq AGE 4q AHZq TAS3q AGRyaq Ealc
modelo-0 -6,79 -0,328 -6,93 0,191 -7,12 -0,72
Au-pepl -6,89 -0,506 -7,00 0,401 -7,40 -0,58 (-1,41)
Au-pep2 -6,68 -0,413 -6,54 0,560 -7,10 -0,73
Au-pep3 -6,62 -0,202 -6,79 0,028 -6,82 -0,87

R = CH3s, n = -2 para o modelo-0 e, R = pep, n = 0 para os modelos Au-pep. Os valores entre parénteses
representam E° para as reagdes com o tiol desprotonado em Cys498: [Au™(C N"C)(Scyssos-SHeysao7-
pep)]** + 2e” - [Au/(C"N*CH)(Scyss98-Scysao7-pep)] € [Au(CNAC)(Scysaos-SHeysaor-pep) ™ + 2™ —
{[AU(C"N"C)]+ Scysa9s-SHeysao7-pep} .

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

O menor grau de enovelamento da estrutura Au-pepl favorece a estabilizacdo da
estrutura reduzida em relagéo a oxidada (AEpy 5= -9,19 €V), € 0 valor do potencial de redugao
¢ positivo (E°=+0,41 V) para o processo (1) de reducdo. No entanto, as interacdes
intramoleculares entre o complexo de ouro(IIl) e os residuos do peptideo (Gly489, Alad95 e
Gly496) causam um efeito na entropia da estrutura Au-pep2 (Figura 44b), que ¢ a estrutura
mais compacta. Como resultado, a contribuicao vibracional para a entropia € significativamente
maior para a estrutura reduzida de Au-pep2, e a variacdo da entropia aumenta para este modelo
(Tabela 17). Assim, a reacao de redugdo ¢ favorecida e, o valor de E° previsto para Au-pep2

(+0,41 V) € o mesmo encontrado para o modelo Au-pepl. Por outro lado, os dados da Tabela
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17 mostram que a varia¢do da entropia (TAqu) para o modelo Au-pep3 € proxima de zero em
ambos os processos de reducao, causando uma diminui¢do do valor de E° em relacdo aos outros
modelos. Nesse caso, ndo ha variagdes ou mudangas estruturais importantes nas interacdes
intramoleculares nas estruturas oxidadas e reduzidas; consequentemente, ndo hd uma variagdo
significativa na contribui¢do vibracional da entropia.

O processo (2) de reducao foi mais sensivel ao ambiente do peptideo comparado com o
processo (1). As estruturas reduzidas sdo representadas na Figura 44d-f e os parametros
geométricos sao incluidos na Tabela 16. Conforme encontrado para o processo (1), os
parametros estruturais dos complexos reduzidos ndo mudam significativamente em comparagao
a estrutura reduzida do modelo-0. No entanto, um pequeno desvio para o angulo de ligacao
ZAu-N-C(py) é observado para as estruturas Au-pepl e Au-pep3, devido principalmente as
ligacdes de hidrogénio entre os anéis fenil e piridina do ligante C*"N"C com Ser488 e Ser491
(Figura 44d,e). Por ouro lado, a estrutura Au-pep2 exibe uma estrutura mais proxima do
modelo-0, devido ao menor numero de interagdes entre o complexo de ouro e os residuos de
peptideo (Figura 44e).

Para o processo (2), o menor grau de compactacdo do peptideo de Au-pepl, parece
favorecer a reducao em relagdo ao Au-pep2. A conformacdo adotada pelo peptideo em Au-pepl
(Figura 43b) favorece a liberagao do complexo, estabilizando a estrutura reduzida em relagdo a
oxidada. A reducao do modelo Au-pepl apresentou E°=-0,58 V, em comparagao com -0,73 V
para Au-pep2 (Tabela 17). Essa diferenca se deve principalmente a maior estabilidade
observada para a estrutura compactada na forma oxidada do modelo Au-pep2 em comparagao
a Au-pepl (10,4 kcal mol!); enquanto a estrutura reduzida do Au-pep2 é mais estavel do que

Au-pepl por apenas 2,2 kcal mol™.

Uma vez que o pKa para o grupo tiol na cisteina ¢ em torno de 7,4-8,4 (WESSJOHANN
et al., 2007; ZHANG et al., 2015), uma fragdo da forma desprotonada livre (RS") é encontrada
em equilibrio em pH 7,2. Os processos de redu¢ao na Tabela 17 foram abordados considerando
a Cys498 na forma desprotonada (RS") para o modelo Au-pepl, que apresentou o maior
potencial de reducdo. Os valores estdo incluidos entre parénteses na Tabela 17. Neste caso, a
neutralizacdo do carbanion apos a abertura do anel quelato (C*N"C) foi modelada pela
transferéncia do proton do grupo tiol da Cys497. A transferéncia de prétons requer a
aproximagio do 4tomo de enxofre desde a Cys497 a fracdo [Au(CN~C)]" (Figura 45a). A
estrutura oxidada ¢ mais estavel contendo a Cys498 na forma desprotonada, desfavorecendo o

processo de redugdo, portanto, o E° para os processos (1) e (2) foi negativo, com valores de -
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0,42 V e -1,41 V, respectivamente. Neste estado de protonacdo, a redu¢do dependeria da
aproximacao entre os dois residuos de cisteina ou da disponibilidade de prétons no meio para
neutralizar o carbanion. A neutraliza¢do do carbanion pode ser auxiliada por componentes do
meio, como moléculas de agua ou ions de fosfato. Em um estudo recente sobre o mecanismo
da reagdo de substitui¢do do ligante NHC por Cys/Sec, Tolbatov et al. concluiram que a reagdo
requer uma transferéncia explicita de protons para o carbeno liberado desde o componente acido
do tampao (H2PO4) (TOLBATOV et al., 2020). Um processo semelhante foi considerado aqui
para o processo (1), [AuM(CAN"C)(Scyssos-SHcysaor-pep)]*” + HPOs + 2 —
[Au(C "N*CH)(Scys49s-SHcysaor-pep)]” + HPO4* (Figura 45b). O potencial de reducio foi de -
0,38 V, apresentando um leve aumento de 40 mV em relagdo a reagdo com a transferéncia de

proton auxiliada por Cys497 (Figura 45a).

Figura 45 - Geometrias otimizadas das espécies reativas que participam do processo
(1) de reducado para o modelo Au-pepl. A transferéncia de protons € auxiliada pela (a) Cys497

ou (b) pelo ion dihidrogenofosfato H,POy4".

+2e-

0,42V

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.
Os resultados para os modelos Au-pep mostram que diferentes ambientes ao redor da

fracdo [Au(C"N~C)]") tém um efeito sutil na estabilidade redox do complexo de ouro(III). A
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reducdo pela abertura do anel do quelato (processo 1) € mais favoravel para o modelo Au-pepl
e Au-pep2, enquanto a redu¢do pela liberacao do ligante (processo 2) ¢ menos favoravel para o
modelo Au-pep3. Usando o Au-pepl como exemplo, o potencial de reducao aumenta de +0,25
V para +0,41 V (processo 1) e de -0,72 V para -0,58 V (processo 2). Como discutido acima, as
estruturas oxidadas mais compactas Au-pep2 e Au-pep3 sao mais estaveis do que a estrutura
estendida Au-pepl por 10,4 kcal mol! e 9,7 kcal mol™!, respectivamente. De forma geral, um
menor grau de compactaciao do peptideo favorece a redu¢ao do complexo de ouro(Ill). Nao
obstante, a redugdo nas estruturas mais compactadas (Au-pep2 e¢ Au-pep3) depende da
conformagdo adotada pela estrutura reduzida e das interagdes intramoleculares formadas com
o peptideo, que favorecem sua estabilidade e podem influenciar nas corre¢des térmicas. Em
relagdo as estruturas reduzidas, observa-se uma tendéncia semelhante; no entanto, a estrutura
reduzida de Au-pep3 ¢ ligeiramente mais estavel do que o Au-pep2 em 3,4 e 1,6 kcal mol™! para
os processos (1) e (2), respectivamente. De fato, a variagdo da energia eletronica (AE4y, q4) para
esses modelos ¢ semelhante (ver Tabela 17); entretanto, a conformacao adotada pela estrutura
reduzida Au-pep2 aumenta significativamente a contribuig¢do da entropia, favorecendo a

redugdo em relagao ao modelo Au-pep3.

4.4.2 Modelo Au-trx

Inicialmente, foi realizada uma analise de RMSD das trajétorias obtidas de DM para os
modelos Au-trx e a enzima TrxR livre. O RMSD para o brago C-terminal dos dois modelos Au-
trx e da enzima TrxR ¢ mostrado na Figura 46a, onde pode-se observar que uma vez que o
complexo de ouro(III) se liga ao brago C-terminal, seu movimento diminui significativamente,
independentemente da posic¢ao inicial do brago C-terminal. Os valores de RMSD convergem
para 4,0 € 2,0 A para os modelos Au-trx1 (brago C-terminal dirigido para o centro redox) e Au-
trx2 (brago C-terminal deslocado em direcao a superficie da enzima), respectivamente. A queda
da flutuagcdo ¢ mais pronunciada para o modelo Au-trx1 (a partir dos ~70 ns), devido as
interagdes observadas entre o complexo de ouro e os residuos enzimaticos na cavidade do centro
redox. Por outro lado, a estrutura final para a enzima livre mostra o deslocamento do brago C-
terminal em direcdo ao dominio de interface, conforme representado na Figura 46b. Esse
movimento comega aproximadamente em 34 ns e continua até se compactar em 78,4 ns. A
partir desse ponto, o peptideo C-terminal se compacta, permanecendo préximo ao dominio da
interface até o final da simulagdo. A distancia entre os centros redox N-terminal (Cys59/Cys64)

e C-terminal (Cys497/Cys498) varia entre 11 e 30 A ao longo da trajetoria para TrxR livre. Um
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comportamento semelhante foi evidenciado em estudos anteriores de DM para o mesmo estado
redox e de protonacdo dos sitios ativos no dimero da TrxR (TEIXEIRA; CAPACHO;
MACHUQUEIRO, 2016).

Figura 46 - (a) RMSD para o brago C-terminal na enzima TrxR livre e nos modelos
Au-trx. Estruturas finais das simula¢des de DM para os modelos: (b) TrxR, (c) Au-trx1 e (d)
Au-trx2.

1(a)
74— TR
1| —— Au-trx1
64| — Au-trx2
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&Au-trxl

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

Au-trx2

Em relag¢do ao modelo Au-trx1, a distancia maxima entre os centros redox N-terminal e
C-terminal foi de ~15 A. Durante a simulacio, o complexo de ouro(IIl) se aproxima do N-
terminal atingindo uma distancia minima de ~11 A em 53 ns. A partir deste ponto, a estrutura
atinge a estabilidade até o final da simula¢do (Figura 46¢). O mapeamento de contato para o
complexo [Au(CAN~C)]" a uma distincia maxima de 4,0 A, mostra contatos frequentes com
os residuos do brago C-terminal, GIn494 e Gly499. Os contatos esperados com os residuos do

C-terminal diminuem e estdo associados a variagio do angulo diedro C-Ceysaos-Seysaos-Au'll, A
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partir de ~20 ns, o dngulo diedro comega a aumentar como pode ser observado na Figura 47a,
e a fracio [Au(C*N”C)]" do modelo Au-trx] movimenta-se em direcio ao centro redox,
conforme mostrado na Figura 46¢. A partir desse ponto (~20 ns), os contatos com residuos do
centro redox aumentam, assim como o numero de contato totais (Figura 47b), principalmente

com His472, Leu22, Leu25 e Tyr116 (Figuras 46¢ e 47c¢).

Figura 47 - (a) Varia¢do do angulo diedro C-Ceys49s-Seysa0s-Au'™l, (b) nimero total de
contatos entre [Au(C "N~C)]" e TrxR e (c) Histograma dos contatos nativos entre

[Au"(C"N"C)]* e TrxR, com uma distancia maxima de 4 A no modelo Au-trx1.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

Durante a trajetoria de DM, a distdncia média entre [Au(C*N~C)]™--His472 e
[Au(CA"NAC)]"Tyr116 € de 3,15 e 3,95 A, respectivamente. Apesar disso, 0 mapeamento
entre esses dois residuos com o complexo de ouro(Ill) mostra um maior nimero de contatos
entre [Au(CAN~C)]"Tyr116 do que para [Au(C NAC)]"--His472 (ver Figuras 48 e 49). Os
contatos [Au(CANAC)]"---Tyr116 aumentam em ~8 ns e, a partir deste ponto, estabilizam-se
até o final da simulacdo. As estruturas de maior contato exibem interag¢des do tipo m-stacking e
CH:--m, principalmente com o anel central da piridina ¢ Tyr116 (Figura 48). Com relagao a
interagdo [Au'(C*N~C)]*---His472, observa-se uma maior variagdo do numero de contatos

durante a trajetéria (Figura 49). As estruturas de maior nimero de contatos exibem interagdes
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n-stacking, N-H---m e C-H---1t. Essas estruturas evidenciam a alta movimentacao da His472, que
estd em frequente contato com os dois anéis de fenil laterais e com o anel de piridina central do
complexo de ouro(Ill) (Figura 49). Essas interacdes destacadas na Figura 49, causam um
pequeno desvio da planaridade do ligante C*"N"*C. Ambos residuos de Tyrl16 e His472
desempenham um papel importante na atividade da enzima, enfraquecendo a ligacdo S-S

formada no brago C-terminal e facilitando a redugao (CHENG et al., 2009).

Figura 48 - Ntimero de contato entre [Au(C"N”C)]* e Tyr116 no modelo Au-trx1.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

Figura 49 - Ntiimero de contato entre [Au"(C"N~C)]* e His472 no modelo Au-trx1.
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Em relagdo ao modelo Au-trx2, o brago C-terminal permaneceu deslocado em dire¢ao
ao solvente e compactado durante a trajetoria (Figura 46d). As distdncias minimas e maximas
entre os centros redox N-terminal e C-terminal foram de 19 e 32 A, respectivamente. Durante
a simulagdo, contatos frequentes foram observados entre [Au(C*"N"C)]" e o residuo préximo
de Gly499 e os residuos Gly489, Lys486, Arg487 e Ser491. Estes ultimos contatos sdo devidos
a curva formada no brago C-terminal a partir do residuo GIn494 (Figura 46d). De fato, o ponto
de maior contato (179 contatos, Figura 50a) coincide com a estrutura de menor SASA (Figura
50b). Por outro lado, no ponto de menor contato (21 contatos), o complexo de ouro(Ill) ¢é
direcionado para o solvente, conforme representado na Figura 50a. Esta diminui¢do do
movimento do bragco C-terminal observada para os modelos Au-trx1 e Au-trx2 pode afetar a
fun¢do catalitica da enzima uma vez que o dominio C-terminal deve-se mover em direg¢do ao

dominio N-terminal durante o processo redox.

Figura 50 - (a) Numero de contatos entre [Au(C*N"C)]" e TrxR com uma distancia
maxima de 4 A Au-trx2. O niimero de contatos é dado entre colchetes para as estruturas de
maior € menor contato. (b) SASA do complexo de ouro(Ill) no modelo Au-trx2. O valor

SASA mais baixo ¢ dado entre parénteses.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

a) Estruturas Au-trx

As interagdes entre os aminoacidos da TrxR e o complexo de ouro podem afetar o

potencial de redugio do processo Au**—Au'*. No entanto, essas interagdes ndo sdo inteiramente
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consideradas no modelo Au-pep. Tal efeito foi avaliado para o modelo Au-trx1, que contém o
complexo de ouro(Ill) ligado ao brago C-terminal orientado para o centro redox N-terminal
(parte interna da proteina). Duas estruturas com diferentes SASA foram selecionadas da
trajetoria de DM para Au-trx1. Na sequéncia, os residuos dentro de uma esfera de 10 A do
Scysaos foram selecionados para obter as estruturas Au-trx1-1 de menor valor SASA (18,2 A?),
e Au-trx1-2 de maior valor SASA (96,0 A?). Essas duas estruturas foram otimizadas no nivel
mencionado na se¢do de Metodologia e o potencial de reducdo para os processos (1) e (2) foi
calculado. As estruturas otimizadas para o processo de reducdo (1) sdo apresentadas na Figura

51.

Figura 51 - Estruturas otimizadas de (a) Au-trx1-1 e (b) Au-trx1-2 para o processo (1)

de redugao.
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Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

Os parametros geométricos das estruturas Au-trx para ambos os processos de redugao

sdo resumidos na Tabela 18. De forma geral, a estrutura do complexo de ouro(IIl) nos modelos
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Au-trx1-1 e Au-trx1-2 ndo sofre alteragdes significativas em relagdo ao modelo-0. No entanto, a
estrutura Au-trx1-1 apresenta um ligeiro aumento no angulo ZN-Au'’-S (~1,4°), em relagdo a
estrutura Au-trx1-2 e ao modelo mais simples (ver Tabela 18). Para a estrutura Au-trx1-2
observam-se interagdes fracas entre o anel aromatico do ligante C*"N*C com o residuo de
His472 (Figura 51b), causando uma leve diminui¢do do angulo ZN-Au'"!-S (177,68°). Por outro
lado, as estruturas reduzidas para o processo (1) apresentam um maior desvio do arranjo linear
para o angulo ZC-Au'-S, em particular, para a estrutura Au-trx1-2 de maior SASA (7,4°). O
grupo fenol da Tyr116 interage com o anel aromatico do complexo de ouro através de interagdes

n-stacking (Figura 51b).

Tabela 18 - Parametros geométricos calculados em solu¢ao aquosa no nive PBEO-

SMD/def2-TZVP/6-31G(H,C,N,0)/6-31+G(d)(S) para [Au(C*N~C)]" nos modelos Au-trx.

Comprimento de ligagdo /A Angulo de ligagdo/°
Aulll_N Aulll_C(Ph)* Aulll_SH ZC-AHHI-C ZN-AUHI-S
Modelo-0 1,994 2,085 2,315 162,60 177,45
Au-trx1-1 1,994 2,089 2,316 162,40 178,92
Au-trx1-2 1,993 2,086 2,315 162,64 177,68
Processo (1)
Au'-N Au'-C(ph) Au'-SH ZC-Aul-S
Modelo-0 3,232 2,044 2,339 179,39
Au-trx1-1 3,203 2,051 2,351 174,46
Au-trx1-2 3,187 2,050 2,353 171,98

Processo (2)
Au'-N  Au-C(Ph) Au'-SH /Au'-N-C(py) Z/C-Au'-C

Modelo-0 2,329 2,100 - 144,82 155,39
Au-trx1-1 2,173 2,092 3,475 159,26 158,33
Au-trx1-2 2,347 2,096 4,137 139,40 155,67

*Valor médio entre as duas ligagdes Au'"-C(ph) das estruturas.

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

Os parametros geométricos para as estruturas reduzidas no processo (2) também estao
incluidos na Tabela 18. Em particular, a estrutura Au-trx1-1 exibe maiores angulos de ligagao
ZAU-N-C(py) (159,3°) e £C-Au-C (158,3°), devido a interacio Au'-H-Scys que deixa a
estrutura mais proxima da geometria quadratica-plana em relagdo ao modelo-0 e Au-trx1-2
como representado na Figura 52a. Assim, a distAncia Au'-SH é maior para o modelo Au-trx1-2

(4,14 A), sendo proxima da distAncia prevista para os modelos Au-pep. O contato entre o
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complexo de ouro com os residuos His472 e Tyrl16 ¢ favorecido quando a interacdo

Au"-H--Scys ndo é formada, como é o caso da estrutura Au-trx1-2 (Figura 52b).

Figura 52 - Estruturas otimizadas de (a) Au- trx1-1 e (b) Au-trx1-2 (b) na forma

reduzida através do processo (2) de liberagdo de ligante.

Au-trx1-1 Au-trx1-2

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.
b) Redugdo dos modelos Au-trx

Os potenciais para ambos os processos de redugdo sdo reportados na Tabela 19. De
acordo com o potencial de reducdo calculado para o complexo de ouro no modelo Au-trx1-1, o
processo de abertura do anel quelato (1) foi ligeiramente afetado (30 mV) quando comparado
ao modelo-0. J& para o modelo Au-trx1-2, o potencial de reducao para o processo (1) foi 90 mV
maior do que para o modelo-0. Usando os dados para o modelo-0, ¢ interessante notar a pequena
diferenga de 30 mV obtida entre os distintos conjuntos de funcdes de base usados para os
modelos Au-pep e Au-trx. Basicamente, eles diferem por um conjunto de fungdes de
polarizacao d incluidas para os 4tomos nao metalicos no modelo menor Au-pep. Conforme
observado no modelo Au-pep para o processo (2), o modelo Au-trx1-1, de SASA inferior,
apresentou um potencial de reducdo de -0,65 V, préximo ao do modelo-0 de referéncia (-0,68
V), enquanto o modelo de maior SASA, Au-trx1-2, apresentou a maior tendéncia a redugao,
com aumento de E° de 150 e 180 mV em relagdo a Au-trx1-1 e ao modelo-0, respectivamente.

Ap6s a reducdo pela abertura do anel quelato (processo 1), a area de vdW do complexo
de ouro aumenta em ambos os modelos, de 242,0 para 257,5 A2 no modelo Au-trx1-1 e, mais

amplamente, de 245,4 para 280,7 A? para o modelo Au-trx1-2. Este aumento da area de vdW
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favorece a interacdo [Au(C"N~C)]*---His472 na estrutura reduzida principalmente para o
modelo Au-trx1-2 (Figura 51b). A aproximacao da His472 ao complexo de ouro tem influéncia
na reducdo. Essa interacdo [Au(CAN~C)]---His472 confere estabilidade extra a estrutura
reduzida, principalmente a estrutura Au-trx1-2, desfavorecendo a reducdo em relagdo ao
modelo Au-trx1-1 (Tabela 19). Adicionalmente, o movimento da Cys497, His472 e Tyrl16
apo6s areducao (Figura 51a) e a variagao no contato entre estes residuos e o derivado de ouro(I),
causam uma diminui¢do na contribui¢do vibracional da entropia na estrutura reduzida Au-trx1-
1 em relagdo a oxidada, o que também desfavorece ligeiramente sua reducdo em relagdo ao

modelo Au-trx1-2.

Tabela 19 - Contribuicdes para a energia livre de Gibbs em solucdo aquosa e
potenciais de redu¢do calculados para o modelo Au-trx1 no nivel PBEO-SMD/def2-
TZVP(Au)/6-31+G(d)(H,C,N,O,S)//. Todos os termos de energia sdo expressos em eV e o

potencial de redu¢do em V.

Processo (1) [Au™(CANAC)(SH-R)]*'" +2e" — [Au/(C"N"CH)(S-R)]'*

AEpu,aq AGt g AHgq TAS3q AGRy,aq Ecalc
Modelo-0 -8,86 -0,20 -8,86 0,20 -9,06 +0,22
Au-trx1-1 -8,76 -0,29 -9,40 -0,34 -9,06 +0,25
Au-trx1-2 -8,94 -0,24 -8,74 0,45 -9,19 +0,31

Processo (2) [Au"(C*"NAC)(HS-R)]*"" +2¢" — {[Au/(C*N"C)]+HS-R}'*"

AEpyaq AGP g AHgq TAS3q AGRyaq calc
Modelo-0 -6,88 -0,32 -7,09 0,11 -7,20 -0,68
Au-trx1-1 -7,02 -0,25 -7,16 0,11 -7,27 -0,65
Au-trx1-2 -6,90 -0,65 -6,78 0,77 -7,55 -0,50

R=CH3s, n=-2 para o modelo-0 e R=TrxR, n= -2 para os modelos Au-trx1.
Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

A fonte de elétrons para a reducdo de selenenil/sulfeto-sulfeto do brago C-terminal da
enzima TrxR ¢ a coenzima FADH; por meio da transferéncia de dois elétrons. No entanto, o
mecanismo desse processo ainda ndo esta totalmente compreendido. Cheng et al. propuseram
que a Tyr116 esta envolvida no transporte de elétrons para a catélise da TrxR, interagindo com
o selenenil/sulfeto-sulfeto oxidado do bragco C-terminal. Também foi proposto que a His472
estd envolvida na transferéncia de protons para os residuos de Cys59 e Cys497 (SANDALOVA
etal.,2001; CHENG et al., 2009). Desta forma, os grupos imidazol e tirosil de His472 e Tyr116,
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respectivamente, também poderiam participar da transferéncia de protons/transporte de elétrons

para a reducao do complexo de ouro(IIl) apds ligado ao brago C-terminal.

4.4.3 Modelo Au-tet

O tetramero G496C497C498G499 foi tomado como modelo para estudar todos os processos
de reducao, incluindo o processo de troca de ligante (3), que representa a etapa final para a
transferéncia completa do Au para a enzima.

Além do modelo Au-tet e do modelo-0, ambos os caminhos de redu¢do representados
na Figura 18 também foram considerados para os compostos do tipo [Au(CAN~C)L]**™ (L =
CI', H20) para termos de comparacao. As estruturas otimizadas para esses ultimos compostos
sao representadas na Figura 53 com seus parametros geométricos correspondentes. Os
parametros estruturais da estrutura cristalografica do composto [Au(CANAC)CI] estdo
disponiveis (LI et al., 2006). De forma geral, os parametros geométricos previstos no nivel
PBE(O-SMD/def2-TZVP(Au)/6-31G(d)(H,C,N,0)/6-31+G(2d)(S ou Cl) em solucao aquosa,
sdo concordantes com os reportados para a estrutura no estado solido. Os comprimentos de
ligagdo e angulos da esfera de coordenacio sdo superestimados em apenas 0,042 A e 0,12°em

média, respectivamente.

Figura 53 - Estruturas PBEO-SMD/def2-TZVP(Au)/6-31G(d)(H,C,N,0)/6-31+G(2d)(S
ou Cl) dos compostos [Au(C"N~C)L]**" (L = CI, H20, SHCH3) em suas respectivas formas
oxidada e reduzida. (a) Os parametros geométricos calculados e experimentais (entre
parénteses) sdo dados para o complexo com L=cloreto (b) estrutura reduzida otimizada

formada pela liberagdo de ligante para a reducao do processo 2.

Estruturas oxidadas

(a)
Aucl (A) 2,303 [2,282)
Au-N (A) 1,984 [1,984]
Au-C(ph) (A) 2,075 [2,094]
Au-Clph) (A) 2,075 [2,094)
162,93
C-Au-Cfe [163,32]
179,99
N-Au-Cl/>  [180,00]

[«
178,8

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.
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Os potenciais de reducdo calculados s@o resumidos na Tabela 20. O processo de reducgao
(1) para o modelo Au-tet € favoravel em relacdo ao SHE com um valor de potencial de reducgdo
de +0,31 V. O potencial foi ligeiramente positivo em relacio ao modelo-0 e derivado
hidrolisado por 60 e 110 mV, respectivamente. Quando a Cys498 estd na forma desprotonada
e a transferéncia de protons provém da Cys497, o potencial calculado para Au-tet (-0,44 V) foi
proximo do previsto para o modelo Au-pep (-0,42 V, Figura 45), sugerindo novamente que este

processo ¢ desfavoravel.

Tabela 50 - Potenciais de redugdo calculados no nivel PBEO-SMD/def2-TZVP(Au)/6-
31+G(2d)(H,C,N,0,S)// para os processos (1) e (2) de redugao.

E°/V E°/V

Processo (1) Processo (2)
[Au(CN~C)CI] -1,20 (-0,12)° 1,12 [-1,07]
[Au(C NAC)(H,0)]* +0,20 0,33
[Aul(CAN~C)(SHCH3)]* +0,25 0,72
Au-tet +0,31 -0,84

-0,44° (-0,34)° -1,65°

*Transferéncia de proton desde H,POy".

"Redugio com Cys498 na forma desprotonada e transferéncia de proton desde Cys497.

‘Redugdo com Cys498 na forma desprotonada e transferéncia de proton desde HoPOy'.

O dado experimental em colchetes de &2, ¢ tomado da ref (LI et al., 2006) e, convertido para a
referéncia SHE usando a constante de conversdao de 624 mV (PAVLISHCHUK; ADDISON, 2000)
Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

Em relagdio ao complexo [Au'(C*N"C)CI] (1a), a transferéncia de prétons ndo ocorre
através do seu ligante auxiliar cloreto e o potencial de reducao ¢ negativo (-1,20 V). Como
considerado para o modelo Au-pep com a Cys498 desprotonada, o potencial de reducdo foi
calculado assumindo que a neutralizagdo do carbanion provém do ion H,PO4 (estruturas
otimizadas no Apéndice — H). Nesse caso, o potencial aumenta significativamente para -0,12
V, sendo este potencial maior que o estimado para a redu¢do andloga nos modelos Au-pep (-
0,38 V) e Au-tet (-0,34 V).

Ao comparar os dados da Tabela 20 com os das Tabelas 17 e 19, observa-se que a

ML_(CAN"C) ¢ influenciada principalmente pelo ligante

estabilidade redox dos complexos Au
auxiliar (L). Para o composto [Au''(C*N"C)CI] a redugdo pela abertura do anel de quelato

(processo 1) e liberagdo de ligante (processo 2) nao foi favoravel, sendo E° =-1,20 Ve -1,12
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V, respectivamente. No entanto, o potencial aumenta para +0,25 V no processo (1) e -0,72 V
no processo (2) para o modelo-0 [Au(C"N~C)(SHCH3)]", mostrando a importancia do ligante
auxiliar na estabilidade redox para este tipo de complexos de ouro(IIl). Curiosamente, quando
o maior modelo € considerado para a estrutura da enzima, Au-trx, o processo (1) mostra um
valor de potencial de +0,25 V, o mesmo encontrado para o modelo-0. Similarmente para o
processo (2), o potencial de redugdo aumenta de -1,12 a -0,72 V, quando o CI" ¢ trocado por
CH3SH, sendo -0,65 V para o modelo Au-trx1-1, o que sugere que a estrutura da enzima tem
um efeito sutil na estabilidade redox destes complexos de ouro(Ill). Apos a substitui¢ao do
ligante L pela Cys498 da TrxR, sua reducao ¢ levemente afetada pelo ambiente enzimatico.
Tomando o modelo-0 como referéncia, a diferenca maxima de potencial para o processo (1) foi
160 mV (Au-pep) e 90 mV (Au-trx), enquanto para o processo (2), 150 mV (Au-pep) e 180 mV
(Au-trx). Apesar disso, conforme discutido anteriormente, a participacao de residuos como

His472 e Tyr116 poderia afetar a reducdo de uma forma mais significativa.

4.4.4 Reacao de troca do ligante C*N"C por Cys497 (processo 3)

A fragdo Ga96C497C498Ga99 da estrutura Au-pepl foi tomada como modelo para estudar
o processo (3), que representa a etapa final na transferéncia do ouro para a enzima. Calculos
DFT foram realizados para a reagdo final de troca de ligante envolvendo a liberagao de C*"N"C
com e sem transferéncia de proton para neutralizacdo de carbanion. Em primeiro lugar, foi
abordada a substituicao do ligante C*"N”C pelo tiol (SHcys497), envolvendo a transferéncia de
préton durante o curso da reacdo (i) e, posteriormente, a substituicdo do ligante C*"N”*C pelo
grupo anidnico tiolato (S cys497) (i1). As energias livres de reacdo e ativagdo calculadas, assim

como as constantes de velocidade correspondentes, sdo relatadas na Tabela 21.

Tabela 6 - Propriedades cinéticas e termodinamicas calculadas para o processo de

troca de ligante (3) em solugdo aquosa a 298,15 K.

[AuI(CAN/\CH)(R-Scy54ngHcys497-R)]' - [R-Scys493-AuI-Scys497-R]' +HC"N"CH

AG:;q ki AGgyg
kcal mol! M5! kcal mol”
38,9 1,76x10°1 -28.3
[Au/(C"NACH)(R-Scys498Scys497)]2 = {[R-Scysaos-Au'-Scysagr-R]+HCANAC"}
AG;CI ki AGgyg
kcal mol! M's! kcal mol!
19,7 2,32x107? 17,5

20,2 #8,98x107 -
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A energia livre de ativagdo dependente do pH e a constante de velocidade sdo calculadas a
298,15 K em pH=7,2, através da equacao <k>=(k’[H"]+k”K.)/([H']+K.) onde, k’ e k” sdo as
constantes de velocidade para as reagdes de troca de ligante com os nucleofilos SHeysa97-R € S
eys497-R, respectivamente. O valor de pKa para Cys foi de 8,4, tomado do trabalho de Wessjohann
et al. de 2007 (WESSJOHANN et al., 2007).

Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

Com respeito a reagdo (i) que envolve a transferéncia de prétons, esta mostra uma alta
energia de ativacio de 38,9 kcal mol! (ki = 1,76x107'® M! s™!) e foi prevista como exergdnica,
com uma energia livre reacdo de -28,3 kcal mol! (Tabela 21). A estrutura do estado de transigio
(TS) para esta reagdo (i) apresenta uma geometria trigonal plana distorcida, com um angulo
reativo estreito (C"N"C-Au'-SH) de 60,1° como mostrado na Figura 54a, formado pelo ligante
de saida C"N"C e o ligante de entrada SHcys497. No estado de transi¢do a Cys497 se aproxima
do centro metalico com uma distancia Au-SH de 2,34 A, enquanto o ligante C"N"C se afasta
com uma distancia Au-C (C"N~C) de 3,87 A (Tabela 22). Estas varia¢des estruturais podem
ser utilizadas para atribuir o mecanismo global de acordo com a importancia da quebra e
formacao da ligacao na troca de ligantes (ROTZINGER, 2005). Usando a expressdao AX={d(Au-
O)1s-d(Au-C)r'}-{d(Au-S)rs-d(Au-S)p}, 0 mecanismo ¢ classificado como "concertado" se
AX=0, de "intercambio associativo" para AX<0, onde a formagao de ligagdo ¢ mais pronunciada
do que a quebra de ligagdo e, de "intercAmbio dissociativo" para AX>0, onde a quebra de
ligagdo domina. O processo correspondente a reagdo de troca (i) com tranferéncia de proton,
foi designado como de "intercaAmbio dissociativo" (Tabela 22), no qual a ligacao que sofre a

quebra, Au-Cc~n~c), desempenha o papel principal neste processo (3) de troca de ligante.

Tabela 22 - Parametros estruturais calculados em solugdo aquosa no nivel PBEO-
SMD/def2-TZVP(Au)/6-31G(d)(H,C,N,0)/6-31+G(2d)(S) para as espécies reativas que
participam do processo de ativacao da reagao de substituicao do ligante C*"N"C por Cys497.

[Au'(C"NACH)(R-Scys498SHcysa97-R)|" = [R-Scysaos-Aul-Scyssor-R]” HHCANACH

Stepl R TS P
Au-S/ A 2,34 2,34 2,33
Au-C/ A 2,05 3,87 4,09

£S—Au—C/° - 60,1 %(1,8) -
[AuI(CANACH)(R-Scys4ggs'cys497)]'2 - {[R-Scys498—AuI-SCys497—R]'+HCANAC'}
R TS P
Au-S/ A 2,35 2,36 2,33
Au-C/ A 2,05 2,99 3,57

£S—Au—CP° - 92,8 %0,91) -
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*Variacdo da ligagdo metal-ligante durante o processo de ativacdo. AX = {d(Au—C)rs —
d(Au—C)r'} — {d(Au—S)rs — d(Au—S)p}.
Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.

Ao abordar a reacdo de substitui¢do (ii) com a Cys497 desprotonada, o correspondente
TS também exibe uma geometria trigonal plana distorcida com um angulo reativo maior (S-
Au'-C) de 92,8° (Figura 54b e Tabela 22). Como esperado, a reatividade do anion tiolato afeta
a energia livre de ativacdo, a qual diminui aproximadamente pela metade (19,7 kcal mol™),
conforme representado nos perfis de energia da Figura 54. Neste caso, a reagdo ndo ¢
espontinea, exibindo uma energia livre de 17,5 kcal mol™!, devido a instabilidade do carbanion
C"N”C formado (P, Figura 54b). Algumas estruturas cristalinas revelam uma coordenagao Scys-
Au'-S¢ys quase linear no sitio ativo da enzima (URIG et al., 2006; WEIDAUER et al., 2007;
ANGELUCCI et al., 2009). As distancias de ligacio Au'-S previstas (2,33 A) nos produtos
finais P (i e ii), estdo dentro do intervalo relatado nessas estruturas cristalograficas de adutos
proteina-ouro(I) (2,28-2,34 A). Os angulos de ligagio calculados ZS-Au’-S exibiram valores
de 169,8° (i) e 166,7° (ii), os quais também encontram-se dentro da faixa relatada para este
angulo nos adutos (161,0-173,1°) (URIG et al., 2006; WEIDAUER et al., 2007; ANGELUCCI
et al., 2009).

A longa distancia de ligacio Au-Cicnec) (3,87 A) encontrada no TS da reacdo de
substituicdo (i) com transferéncia de protons, em comparagao com a observada para a reagao
com a Cys497 desprotonada (2,99 A) (ii), sugere que a substituicio C"N~C/Cys497 com
transferéncia de prdoton simultanea induz a um estado de transi¢do tardio. Um resultado
semelhante foi encontrado por Tolbatov et al., para a substituicao do ligante NHC por Cys com
transferéncia de proton em complexos de ouro(I) do tipo (bis-NHC)-Au' (TOLBATOV et al.,
2020).
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Figura 54 - Curvas de energia potencial para a redugao (processo 1, R—R’) e reacao
de substituicao do ligante C*"N"C por Cys497 (processo 3, R’—P) do modelo Au-tet. Reacdes
abordadas com a Cys498 na forma (a) protonada e (b) desprotonada. A reducdo (¢) e a reacdo

de substituicao assistida por HPO4™ (d) sdo representadas em vermelho e laranja,

respectivamente.

Energia livre (kcal mol?)

Energia livre (kcal mol?)

R—R’ representam os valores de AGS,;; vs de AGSyp =412,42 kJ mol™ tomado de (ISSE;
GENNARO, 2010).
Fonte: Adaptada de SANCHEZ DELGADO et al., 2021.
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A transferéncia de proton de qualquer espécie em solug¢do, como o ion HoPO4', favorece
ligeiramente a redug¢do de Au-tet na forma —SHcys497-Scysa9s—, diminuindo a energia livre de
redugio de 20,0 para 15,5 kcal mol! (R—R”), como representado na Figura 54c. Conforme
estudado para esta reducao (1) pela abertura do anel quelato nos modelos Au-pep e Au-tet, a
transferéncia de protons para o carbanion de C*N”C formado pode ser auxiliada por
componentes do meio reacional, como moléculas de agua ou ions de fosfato no curso da reagao
de substituicdo (processo 3). Esta neutraliza¢do pode ocorrer simultaneamente com a troca de
ligante. Apesar de varias tentativas, ndo foi possivel localizar nenhum estado de transi¢do para
este processo de substituicdo envolvendo uma transferéncia combinada de prétons de tais
espécies do meio. No entanto, a reacdo R’—P da Figura 54d, assistida pelo ion H2PO4” mostrou-
se favoravel com um valor de energia livre de -28,5 kcal mol!, praticamente 0 mesmo valor
encontrado para a reag@o de substitui¢ao (i) na forma —SHcys497-Scysa98, com transferéncia de
proton simultanea (-28,3 kcal mol™!, Figura 54a). Tal resultado evidéncia que esta assisténcia
de espécies do meio tem um efeito mais significativo nesta reacdo final (processo 3) do que na
reacdo de reducdo por abertura do anel quelato (processo 1). No entanto, esta reacdo final
(processo 3) depende da redugdo anterior (processo 1). A forma de protonagao da Cys497 apds
a reducdo pode alterar o caminho desta reacdo final, conforme representado pelos perfis de
energia na Figura 54.

A disponibilidade do préton na Cys498 favorece a redugdo do complexo de ouro,
enquanto o proton disponivel na Cys497 na espécie de Au' formada (R’) pode auxiliar a
neutralizacao do ligante de saida C*"N”C. Porém, a reacdo de substituicdo (i) exibe uma alta
barreira de energia (Figura 54a). Por outro lado, sem a disponibilidade de proton na Cys498, a
reducdo do complexo de ouro ¢ desfavoravel, mesmo quando a Cys497 auxilia na neutraliza¢ao
do carbanion (R—R’, Figura 54b). No obstante, a reacao de substituicdo do ligante C*"N*C com
Cys na forma totalmente desprotonada, —S cys497-S cysa98— (11) (Figura 54b), exibe uma energia
de ativacdo inferior em relagdo a forma —SHcys497-S cysa9s— (1) (Figura 54a).

Conforme discutido anteriormente, uma pequena parte de —SHcysa97 (~6%) € encontrada
na forma desprotonada em pH 7,2 e seu efeito na energia de ativacdo do processo (3) ¢
significativo. A constante de velocidade e a barreira de energia geral foram calculadas em pH
7,2 através da equacio (31) onde k5 e k5~ sdo as constantes de velocidade da reagio com os
nucleofilos SHeysa97-R € S'cysa97-R, respectivamente (pKa=8,4) (WESSJOHANN et al., 2007).
Os valores finais foram k=8,98x107 M's™! and 4G*=20,2 kcal mol! (ver Tabela 21).
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Kk = kSH[HY]+kS™K,
[H*]+Kq

(1)

Infelizmente, os dados experimentais para esta reacdo de substituicdo especifica ndo
estdo disponiveis para comparagdo. No entanto, a segunda reacdo de substituicdo do ligante
NHC por Cys nos complexos (bis-*NHC)-Au', exibe valores de AG* experimentais entre 21 e
22 kcal mol™! (HICKEY et al., 2008), proximos aos valores obtidos aqui para a barreira geral
de energia (20,2 kcal mol™).

Com base em evidéncias experimentais para complexos de ouro(I) apés a interagdo com
TrxR e, nos resultados anteriores, complexos estaveis de ouro(Ill) também poderiam causar
inibicdo enzimatica total, gerando o produto RS-Au'-SR no sitio ativo (URIG et al., 2006;
ANGELUCCI et al., 2009; ILARI et al., 2012). Desse modo, complexos estaveis de ouro(III)

podem gerar inibi¢do enzimatica atuando como pro-farmacos por meio de reagdes redox.
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Este artigo foi publicado recentemente e faz parte da sequéncia de resultados obtidos das etapas

III e IV do doutorado.

Influence of the multidentate ligand variation on their redox stability and activity of
anticancer gold(III) complexes.
Este trabalho também faz parte dos resultados obtidos nas etapas I e II do projeto de

doutorado e atualmente se encontra em preparagao.
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6 CONCLUSOES

A presente tese relatou os resultados obtidos para as quatro etapas propostas no projeto
de doutorado, as quais tinham como objetivo estudar a estabilidade e reatividade de complexos
de ouro(IIl) em diferentes ambientes, usando métodos da quimica computacional.

Primeiramente foi relatada uma ampla discussao sobre a estabilidade redox de complexos
de ouro(IIl) em relacdo a variagdo de ligantes auxiliares de fosfina e ligantes quelantes
multidentados, o qual faz parte das etapas I e II propostas. Posteriormente foram relatados os
resultados das etapas III e IV, tendo como foco o estudo da reatividade de complexos
ciclometalicos de ouro(IIl) apos interagdo com a enzima TrxR e a influéncia do ambiente

enzimatico nos processos abordados.

A estabilidade redox dos compostos [Au"(C'N"C)(PR3)]" (A) e
[AUT(NAN~N)(PR3)]*" (B) foi investigada para um conjunto de 41 fosfinas, utilizando como
referéncia o potencial de reducio calculado (Au**—>Au'"). Para os compostos (A), os valores
de potencial de reducao compreenderam uma faixa de 829 mV com todos os valores negativos,
enquanto para os compostos (B) os potencias de redugdo exibiram valores positivos e cobriram
uma faixa mais estreita de 507 mV. As fosfinas com alto % Vpur (>32%) diminuem a estabilidade
redox do composto apesar de serem fortes doadoras o. Adicionalmente, os ligantes PR3
contendo substituintes de #-butil e ciclohexil, além de aumentarem o Vyyr, causam o aumento
da ligagdo Au-P e um maior desvio do angulo /N-Au-P, que também contribui para facilitar a
reducdo dos complexos de ouro(III).

Propriedades estéricas e eletronicas foram usadas como descritores moleculares e
também para a construcao de modelos QSPR. Nos modelos QSPR, o potencial de redugdo foi
usado como varidvel dependente e descritores estéricos e eletronicos dos ligantes PR3 como
variaveis independentes. Para os complexos (A) a maior parte do potencial de redugdo €
representada pelo parametro estérico (% Veur) com menor contribuicdo da carga doadora de
fosfina. Entre os modelos QSPR estudados, o Modelo 5 foi selecionado como o mais adequado
para a predicdo da estabilidade dos compostos (A), com %Vuwur na faixa de 23-32%,
representando a maioria das fosfinas comumente usadas como ligantes auxiliares. Ao usar o
Modelo 5 para prever o potencial de redugio dos complexos [Au(C"N~C)(PR3)]*, espera-se
um erro menor que 70 mV. No caso dos compostos (B) [Au(NAN~N)(PR3)]**, a variacio da
PR3 afetou a estabilidade destes compostos de uma maneira diferente, conforme observado para

os complexos (A). Para esta série de compostos (B) a fosfina afeta as formas oxidada e reduzida,
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o impacto estérico é mais pronunciado nas espécies reduzidas de Au' e, a capacidade de doagio
de elétrons de PR3 tem um maior peso para a estabilidade do que a encontrada para os
compostos (A). Neste caso, 0 Modelo 1 que envolve os descritores de Vyur na espécie oxidada
e reduzida e a energia HOMO das fosfinas, foi estatisticamente mais relevante, com um erro de
apenas 56 mV no potencial de redugao previsto. Entre a série de fosfinas avaliadas, a fosfina
PPh(CsHi1)2 (A29 e B29) exibiu uma excelente capacidade para estabilizar aos compostos (A)
e (B), semelhante a encontrada para o ligante Cl", que frequentemente ¢ considerado como
ligante auxiliar de referéncia para este tipo de complexos de ouro(Ill). Estes substituintes de
cadeia alquila longa conferem um baixo impedimento estérico € a0 mesmo tempo sao fortes
doadores ¢ de elétrons, ambas caracteristicas contribuem para estabilizar o complexo de
ouro(IIT). Além disso, a longa cadeia alquila também confere ao composto um carater mais
lipofilico, sendo importante para sua atividade no meio celular. Este estudo mostrou que através
da selegdo de ligantes auxiliares, € possivel desenvolver complexos de ouro(IIl) com potencial
atividade biologica onde as interacdes com alvos como a TrxR podem ser significativamente

melhoradas através do ajuste da estabilidade redox.

Como esperado, os potenciais de reducao dos compostos (C) contendo diferentes ligantes
multidentados s3o deslocados para uma faixa mais negativa com o crescente carater doador de
elétrons do ligante. Os valores de potencial de redugdo calculados abrangeram uma ampla faixa
de potencial de 2,60 V. Uma variacdo de potencial muito maior da observada a partir da
variacao do ligante auxiliar de fosfina. Os compostos mais estaveis da série foram aqueles
contendo duas ligagdes Au-C na estrutura, os compostos do tipo [Au(C*C*N)CI] (Ck e Cj)
com potenciais de reducdo de ~ -1,60 V em solugdo aquosa. Os resultados sugerem que o papel
do cloreto (ligante auxiliar) na estabilizacdo dos compostos (C) € cada vez menor com a
inclusdo de ligantes quelantes fortes doadores de elétrons. De acordo com a analise NBO e os
valores de potencial de reducdo, o arranjo da ligacdo Au-C na posicdo lateral ¢ menos eficiente
do que na posicao central para a estabilizacdo do composto. O anel de Ph na posi¢do central
exerce um forte efeito frans que facilita a troca do ligante auxiliar cloreto. Desta forma ¢ de se
esperar que as reagdes de troca de ligante com bionucleofilos como agua e Cys sejam ainda
mais favorecidas para os compostos altamente estaveis contendo ligantes C*C"N em relagdo a
aqueles contendo C*"N”C. No entanto, a subsequente reduc¢ao a ouro(I) e a sequéncia de reacdes
para a liberagdo dos ligantes do tipo N*C*C poderiam ser menos favorecidas em relagdo a

ligantes C"N”C, alterando a atividade anticancer deste tipo de complexos de ouro(III).
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Outro aspecto importante observado para os compostos (C) € a coordenacdo do ligante
bipy (N”N), a qual desfavorece a reducdo dos complexos de ouro(Ill). O composto
[Au{(C*"N~N)CI] (Ce) exibiu um valor de potencial de reducio de -1,20 V em solugiio aquosa.
Neste caso, o ligante bipy se comporta como um ligante redox ndo inocente e portanto, o
processo de reducdo ocorre nos ligantes, e ndo no metal. O composto Ce ndo mostrou uma
significativa mudanga estrutural apos redugdo, observando-se a formagdo do didnion bipy2. A
forma como a atividade anticancer dos complexos de ouro(IIl) seria afetada ao usar este tipo de
ligantes redox ativos, ¢ uma questao interessante para ser abordada em estudos futuros.

No caso dos compostos (C) com cargas nao equivalente no seu corrrespondente par redox,
a metodologia VT-HAA ndo ¢ ideal para compostos que contém ligantes que participam
ativamente dos processos de reducdo (ligantes redox ndo inocentes), mostrando grandes erros
na predi¢do do potencial de redugdo. Esta metodologia foi aplicada a compostos catidnicos
como o composto [Au(N*N*N)CI]** (Cm), tomando contra-ions de diferentes tamanhos,
usados comumente na sintese de compostos de coordenagao (chamada de metodologia VT-
HXAA.) As interagdes formadas entre os contra-ions de maior tamanho com a esfera de
coordenacdo do complexo de ouro, causou grandes erros na predicdo das correspondentes
energias livres e, portanto, a metodologia VT-HXAA falha quando s3o usados ions de maior
tamanho como F3CSOs3; e ClO4. Nao obstante, a predi¢do do potencial apartir desta
metodologia ¢ mais eficaz através do uso de contra-ions de menor tamanho como F e CI', os
quais nao interagem fortemente com o centro redox ativo do complexo de ouro(III).

A influéncia da estrutura da enzima no potencial de redugio dos complexos de Au'll-
C"N”C foi investigada através de métodos quanticos e dindmica molecular (etapas III e V).
Trés modelos distintos foram usados para simular a estrutura da enzima considerando os
residuos finais do brago C-terminal (quatro residuos - Au-tet), o brago C-terminal completo (16
residuos - Au-pep) e um cluster derivado da estrutura da enzima TrxR (205 residuos - Au-trx).
Para os maiores modelos Au-pep e Au-trx, simulacdes de DM foram realizadas a fim de
equilibrar o sistema e identificar os pontos onde o complexo de ouro se encontrava em maior
contato com a enzima.

Os resultados mostraram que a tendéncia a reducdio do complexo [Au(CN"C)CI]
aumenta apos a reacdo de troca do ligante auxiliar cloreto pelo grupo tiol da Cys498 de TrxR.
A redugdo pela abertura do anel quelato (processo 1) e através da liberagao do ligante (processo
2) ndo foi favoravel para o complexo [Au(CNAC)CI] (E° = -1,20 V e -1,12 V,

respectivamente). Nao obstante, o potencial aumenta para ~ +0,30 V (processo 1) e ~ -0,71 V
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(processo 2) para todos os modelos estudados, mostrando o papel primario do ligante auxiliar
na estabilidade redox deste tipo de complexos de ouro(Ill). Curiosamente, quando o maior
modelo foi considerado para a estrutura da enzima (Au-trx1-1), o processo (1) exibiu um
potencial de +0,25 V, o mesmo observado para o modelo mais simples
[Au"(C"N"C)(SHCH3)]", o que sugere um efeito sutil da estrutura da enzima na estabilidade
redox para este tipo de complexos de ouro(III). De fato, os valores de potenciais de redugao
calculados para as estruturas Au-pep ¢ Au-trx mostraram uma diferenga maxima de potencial
de 180 mV em relagdo ao modelo mais simples (modelo-0). Este pequeno efeito da
macroestrutura da enzima ¢ interessante e apdia o uso de modelos quimicos para prever a
estabilidade redox de complexos de ouro(III).

Em relagdo ao processo (1), onde ¢ formado o carbanion, a forma como este ultimo ¢
neutralizado define a espontaneidade do processo de reducao. Se ambos os residuos de Cys497
e Cys498 estdo protonadas, o carbanion pode ser neutralizado pelo proton transferido do residuo
Cys498 e o potencial de redugdo ¢ positivo, +0,41 V (Au-pep). No entanto, considerando a
Cys498 desprotonada para o modelo Au-pep, o potencial diminui para -0,42 V, mesmo quando
a neutralizacdo do carbanion ¢ dada pelo proton da Cys497 e, para -0,38 V quando esta ¢
assistida por espécies do meio como o ion HoPO4. A andlise da trajetéria de DM para o aduto
Au-TrxR mostrou contatos frequentes entre o complexo de ouro e a His472, que também pode
ser considerada uma fonte de protons para neutralizar o carbanion C N~C formado. E
importante notar que este ultimo processo ¢ limitado a cavidade do centro redox. Este processo
de transferéncia de protons ¢ de grande importancia quando o residuo Sec498 esta presente no
lugar da Cys498, o qual possui pKa ~5 e, portanto, estd totalmente desprotonado no pH
fisiologico.

Finalmente, os resultados para a reagcdo de substituicao do ligante C*"N”C (processo 3),
abordada para o modelo Au-tet, sugerem que esta reagdo final que leva a formacgao da espécie
RS-Au'-SR, depende da protonacgdo da Cys497 ap6s redugio com a abertura do anel quelato. A
substituicio com transferéncia de protons simultanea (i) é exergonica (-28,3 kcal mol™!) e induz
a um estado de transi¢do tardio, com uma alta barreira de energia (38,9 kcal mol™!). No entanto,
quando a reacdo ¢ abordada com o grupo tiol da Cys497 desprotonado, esta se mostra mais
rapida com uma energia de ativacdo de 19,7 kcal mol™!. Por outro lado, quando a transferéncia
de protons ¢ assistida pelo ion HoPOs, a reacdo € tdo espontdnea quanto a reacdo com
transferéncia de prétons simultanea (i). Isto mostra que esta assisténcia de espécies do meio tem
um papel mais relevante para a reacdo de troca de ligante final (processo 3) do que na redugdo

por abertura de anel quelato (processo 1). A transferéncia completa do fon Au'" para o sitio
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ativo da enzima levaria a perda total de suas atividades, gerando dano oxidativo e,
consequentemente, desencadeando a morte das células cancerigenas.

Estes ultimos resultados (etapas III e IV) relatam informagdes relevantes sobre o
mecanismo redox de complexos ciclometalados de ouro(Ill) estdveis como pro-drogas
anticncer. Estratégias computacionais semelhantes, acompanhadas de testes experimentais,
poderiam ser adotadas para estudar possiveis caminhos de reducdo por tiois celulares, para
aquela fracdo do composto de ouro(Ill) que ndo atinge o sitio ativo da TrxR. As espécies
formadas de Au'tém alta tendéncia a interagir com tiol-proteinas/enzimas, causando efeitos
1

inibitorios. A competicdo pelo sitio ativo das tiol-enzimas entre os derivados Au' e Au' é um

tema interessante para ser abordado futuramente.
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APENDICE

APENDICE A - Contribuicdes para a energia livre de Gibbs e potencial de redugio
calculado para o complexo [Au"'(CAN*C)(PPhs)].

AH%g TAS 6AGsolv AGgu,aq E?:alc.

Corregdo AEAug & (aquoso)
Sem correcao -5,359 -0,203 0,654 -0,470 -6,686 -0,95
RTInRT -5,278 -0,203 0,654 -0,470 -6,605 -0,98
BSSE -5,458 -0,203 0,654 -0,470 -6,785 -0,89
TAS(w) -5,359 -0,203 0,233 -0,470 -6,265 -1,15
Expt. - - - - - -0,92

O nivel de teoria usado foi PBE0-SMD/Def2-TZVP/6-31+G(2d).

Todos os termos de energia sdo expressos em eV e o potencial de reducdo em V.

O potencial de redugdo padrdo (E2,. ) ¢ calculado em relagdo ao eletrodo SHE.

O valor experimental é tomado de LI et al., 2006.

As corregdes BSSE e RTInRT(1,89 kcal mol™!) sdo incluidas na energia eletronica (AE Aug)-

Na correcdo de Wertz (TAS ), as contribui¢des de entropia translacional e rotacional sdo
dimensionadas a fim de corrigir a mudanga de entropia quando o soluto ¢é transferido da fase gas para
solug@o aquosa. A expressdo TS,y = TSwiv) + T [(Srans) + Seropy — 14,3) * 0,54 + 8,0] foi aplicado a
cada espécie reativa.

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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APENDICE B — Parametros estruturais para os complexos [Au(CANAC)(PR3)]* (A).

Composto Comprimento da ligagio /A Angulos de ligagdo /°
Au-P Au-N Au-C P-R; Z/N-Au-P Z/C-Au-C Z/Au-P-Rj
A0 2,309 2,027 2,101 1,816 175,9 160,7 113,8
Al 2,314 2,028 2,092 1,821 170,8 159,6 112,3
A2 2,316 2,029 2,094 1,822 171,3 159,5 112,3
A3 2,395 2,042 2,114 1,906 171,7 158,2 108,8
A4 2,380 2,046 2,107 1,891 162,7 154,4 113,9
A5 2,341 2,035 2,100 1,847 167,2 157,8 111,5
A6 2,329 2,032 2,106 1,826 178,2 160,1 112,6
A7 2,315 2,030 2,097 1,824 173,2 159,8 112,3
A8 2,352 2,038 2,108 1,857 176,2 159,6 114,8
A9 2,316 2,030 2,094 1,818 171,0 159,8 111,4
A10 2,388 2,052 2,134 1,868 168,8 157,7 110,6
All 2,328 2,034 2,100 1,810 174,2 159,9 112,2
Al12 2,324 2,030 2,100 1,815 174,5 160,1 112,6
Al3 2,311 2,026 2,098 1,814 172,7 160,7 112,4
Al4 2,341 2,034 2,110 1,831 172,7 159,8 113,1
Al5 2,328 2,028 2,100 1,824 175,2 159,8 113,2
Al6 2,326 2,030 2,101 1,816 175,5 169,2 112,5
Al17 2,319 2,028 2,098 1,819 174,3 160,0 112,7
Al18 2,323 2,028 2,101 1,817 174,8 160,1 112,8
A19 2,303 2,024 2,094 1,784 173,3 160,4 113,9
A20 2,345 2,034 2,106 1,831 176,5 159,9 113,5
A21 2,323 2,023 2,103 1,831 171,4 159,9 113,9
A22 2,326 2,030 2,101 1,813 174,6 160,1 112,6
A23 2,324 2,031 2,101 1,812 174,4 160,0 112,5
A24 2,322 2,027 2,101 1,817 174,5 160,1 112,8
A25 2,354 2,042 2,104 1,861 167,0 157,8 112,4
A26 2,379 2,043 2,108 1,858 165,3 158,1 110,4
A27 2,326 2,034 2,101 1,811 174,9 160,0 112,3
A28 2,316 2,026 2,104 1,825 175,4 160,5 113,7
A29 2,326 2,032 2,101 1,827 175,6 160,1 111,1
A30 2,307 2,023 2,095 1,831 171,2 160,7 113,8
A31 2,326[2,297] 2,031[2,040] 2,101[2,096] 1,815 174,7[176,33] 160,1[161,2] 112,5
A32 2,318 2,029 2,100 1,828 172,2 159,8 113,2
A33 2,327 2,034 2,101 1,811 173,9 159,8 112,3
A34 2,320 2,026 2,100 1,818 173,7 160,0 112,1
A35 2,319 2,029 2,093 1,817 170,3 159,7 112,0
A36 2,314 2,028 2,092 1,819 171,1 159,8 112,7
A37 2,326 2,033 2,101 1,813 174,4 160,0 112,4
A38 2,329 2,036 2,100 1,806 174,7 160,0 112,2
A39 2,331 2,035 2,103 1,834 168,1 158,3 114,5
A40 2,320 2,017 2,101 1,820 175,6 160,3 112,7

Parametros calculados em fase gasosa no nivel PBE0/def2-TZVP/6-31+G(2d).

Os dados de raios X (LI et al., 2006) sdo dados entre colchetes.

O valor reportado para a ligagdo Au-C ¢ o valor médio entre as duas ligagdes Au-C presentes na estrutra

do complexo de ouro(IIl). O dngulo LAu-P-R; também ¢ um valor médio para os trés substituintes da

fosfina.

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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APENDICE C - Resultados da analise da teoria de perturbacio de segunda ordem da
Matriz Fock em NBO para os compostos (A) [Au/(CAN~C)(PR3)]".

Energia total de estabilizagdo E® (kcal mol™)

Doacgao Retrodoagio Doagdo Doagdo Retrodoagio
Composto C"N*"C—>Au Au—>C*"N"C C"N*"C—Au PR;—>Au Au—PR3

c—6p S5d—o* n—6p c—6p S5d—o*
A0 -265,8 -144,86 -116,05 -959,63 -106,42
Al -98.,5 -20,01 -116,32 -39,82 -433,09
A2 -83,68 -103,21 -118,11 -38,10 -122,92
A3 -778,15 -2139,43 -307,8 -1435,4 -1481,1
Ad -80,09 -14,87 -112,53 -27,53 -29,06
A5 -104,35 -25,12 -121,19 -31,33 -140,19
A6 -81,67 -15,18 -112,5 -32,75 -53,30
A7 -77,83 -18,57 -113,12 -20,65 -6,83
A8 -90,1 -24,77 -119,03 -45,32 -10,22
A9 -78,84 -22,38 -116,72 -20,83 -71,49
A10 -84,21 -13,56 -112,90 -35,75 -17,76
All -79,93 -10,18 -114,83 -25,00 -4,50
Al12 -80,24 -15,10 -116,15 -24.76 -6,27
Al3 -104,35 -25,12 -119,34 -19,03 -10,69
Al4 -82,01 -8,70 -111,52 -59,93 -6,76
Al5 -104,35 -25,12 -115,42 -51,29 -16,84
Al6 -50,78 -26,41 -116,11 -24.89 -3,27
Al7 -83,31 -12,23 -115,03 -40,76 -17,26
Al8 -79,23 -14,41 -116,35 -23,78 -6,06
A19 -56,34 -38,65 -124,39 -21,39 -42,58
A20 -92,33 -12,72 -123,99 -44.77 -5,81
A21 -93,11 -12,61 -116,01 -34,33 -4,33
A22 -80,89 -15,24 -116,54 -24.87 -6,34
A23 -80,69 -14,79 -116,21 24,98 -6,33
A24 -78,45 -11,69 -119,59 25,04 -6,12
A25 -80,17 -15,61 -111,59 34,93 -44.,47
A26 -88,71 -12,16 -122,77 -64,68 -83,95
A27 -53,78 -15,68 -115,3 -25,34 -6,71
A28 -45,22 -12,76 -115,68 -22,60 -19,78
A29 -67,26 -20,44 -109,59 -19,40 -42,57
A30 -77,71 -68,62 -118,57 -36,67 -169,52
A31 -78,19 -19,03 -116,18 -24,88 -12,49
A32 -174,0 -14,01 -113,97 -20,62 -6,70
A33 -72,24 -93,93 -114,66 -25,03 -148,15
A34 -80,81 -27,93 -116,28 -23,27 -9,59
A35 -81,24 -6,76 -118,72 -37,23 -4,56
A36 -79,58 -17,80 -119,60 -27,04 -8,13
A37 -80,44 -23,08 -115,24 -24,87 -6,29
A38 -77,11 -14,64 -117,09 -25,53 -13,28
A39 -72,57 -15,31 -113,54 -17,74 -24,01
A40 -53,44 -7,94 -118,54 -32,64 -7,26

Na doag@o PR3—Au, PR3 inclui deslocalizagdes desde os orbitais BD (P-C, C-R, onde R=C, H, CI, F,
O, S ou N). Em C"N*C—Au, C*"N”C inclui deslocalizagdes desde os orbitais BD (C-C, C-H e C-N) ¢
desde os orbitais LP(C) e LP(N).

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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APENDICE D — Parametros estruturais dos complexos [Au(NAN~N)(PR3)]** (B).

Composto Comprimento de liga¢ao /A Angulo de ligacao /°
Au-P Au-N (central) Au-N Au-N P-R; ZN-Au-N  ZN-Au-P
2,406 2,021 2,075 2,081 1,812 158,71 176,65
B0 (2,253) (2,172) (2,741) (2,780) (1,820) (170,94)
2,465 2,095 2,166 2,139 1,898 153,24 174,09
B3-2 (2,303) (2,165) (2,783) (2,982) (1,879) (170,10)
2,411 2,041 2,081 2,082 1,815 157.30 171,69
B7 (2,262) (2,177 (2,711) (2,798) (1,829) ’ (172,92)
2,405 2,049 2,082 2,087 1,804 157.04 170,54
B9 (2,259) (2,186) (2,702) (2,747) (1,825) ’ (169,55)
2,475 2,120 2,181 2,177 1,863 151,32 167,36
B10 (2,292) (2,169) (2,824) (2,955) (1,863) (170,19)
2,413 2,097 2,135 2,135 1,787 154,06 173,38
B11 (2,263) (2,189) (2,686) (2,757) (1,814) (172,039)
2,422 2,060 2,095 2,099 1,793 156,97 171,86
B12 (2,259) (2,191) (2,632) (2,767) (1,819) (170,88)
2,405 2,033 2,078 2,076 1,802 157,92 170,00
B13 (2,258) (2,172) (2,741) (2,760) (1,820) (171,48)
2,414 2,048 2,089 2,090 1,796 157,68 176,94
B16 (2,260) (2,187) (2,723) (2,686) (1,818) (171,91)
2,395 2,051 2,090 2,088 1,760 156,47 170,22
B19 (2,241) (2,212) (2,572) (2,710) (1,792) (166,33)
2,426 2,067 2,104 2,109 2,710 156,42 175,84
B20 (2,276) (2,176) (2,764) (2,768) (1,827) (172,90)
2,416 2,030 2,083 2,081 1,813 157,77 171,28
B21 (2,250) (2,208) (2,758) (2,526) (1,832) (162,85)
2,412 2,042 2,086 2,087 1,798 157,89 176,70
B24 (2,256) (2,186) (2,651) (2,725) (1,820) (170,97)
2,437 2,047 2,085 2,062 1,858 155,69 166,31
B25 (2,273) (2,173) (2,811) (2,829) (1,858) (172,70)
2,444 2,109 2,173 2,175 1,853 150,07 165,66
B26 (2,284) (2,167) (2,815) (2,896) (1,853) (170,54)
2,412 2,063 2,099 2,099 1,789 156,82 176,06
B27 (2,262) (2,189) (2,682) (2,753) (1,815) (171,56)
2,414 2,052 2,088 2,093 1,813 157,02 173,13
B29 (2,262) (2,182) (2,683) (2,825) (1,830) (172,70)
2,413 2,050 2,089 2,091 1,795 157,49 176,23
B31 (2,265) (2,180) (2,271) (2,804) (1,818) (168,807)
2,395 2,019 2,074 2,081 1,835 157,03 171,61
B32 (2,254) (2,178) (2,670) (2,781) (1,836) (174,92)
2,415 2,042 2,087 2,087 1,799 157,88 176,48
B34 (2,256) (2,185) (2,641) (2,733) (1,821) (171,26)
2,415 2,088 2,118 2,120 1,780 155,20 175,51
B38 (2,264) (2,188) (2,684) (2,761) (1,812) (172,92)
2,422 2,030 2,072 2,070 1,830 156,54 166,67
B39 (2,262) (2,173) (2,777) (2,785) (1,832) (171,40)
2,409 2,026 2,084 2,082 1,799 157,70 175,56
B40 (2,242) (2,258) (2,891) (2,384) (1,827) (158,67)

Parametros calculados em fase gasosa no nivel de teoria PBEQ/def2-TZVP/6-31+G(2d).

As distancias P-R; sdo dadas como valores médios. Os valores entre parénteses correspondem aos

pardmetros estruturais dos compostos (B) na forma reduzida reduzidos ([Au!(N*N~N)PR;]").FONTE:

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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APENDICE E - Resultados da anilise da teoria de perturbacio de segunda ordem da
Matriz Fock em NBO para os compostos (B) [Au'(N*NAN)PR;]**.

Energia total de estabilizagio E® (kcal mol")

Doagao Retrodoagio Doagao Retrodoagio Doacgao

PR;—>Au Au—PR3 NNN—Au Au—>NNN NNN —Au

(0—6p)  (5d—o*) (6—6p) (5d—0*) (n—6p)
B0 -12,6 -3,9 -60,0 -8,8 -362,3
B3-2 -7256,6 -36,3 -7198,6 -29,6 -620,1
B7 -24,1 -269,6 -249,9 -12,0 -3543
B9 -25,9 -404,5 -258,4 -10,9 -332,1
B10 -190,4 -1788,1 -54,1 -10,3 -266,8
B11 -30,8 -541,2 -109,9 -12,0 -386,4
B12 -312,7 -4838,2 -476,4 -11,5 -303,3
B13 -18,5 -586,6 -222.7 -12,7 -352,1
B14 -29,8 -423.0 -2433 -12,4 -211,0
B16 -68,0 -3495.9 -227,5 -7,3 -342.9
B19 -24,4 -927,8 -196,9 -11,8 -299,6
B20 -129055.5 -37625,2 -332228,3 -283,6 -2113,2
B21 -203898,7 -147834,8 -433117,3 -43645,2 -134,4
B24 -56,6 -1137,8 -288,6 -11,2 -348,5
B25 -60,3 -598,5 -259,8 -11,3 -373,7
B26-2 -42,6 -702,7 -125,7 -9,9 -340,7
B27 -54,6 -121,4 -204,7 -11,0 -331,6
B29 -60,8 -372,1 -263,2 -11,5 -326,1
B31 -173,9 -229,4 -376,2 -10,7 -377,2
B32 -52,9 -342,3 -304,8 -8,5 -376,0
B34 -77,4 -122,1 -296,6 -11,5 -70,7
B38 -254,6 -83,8 -297,0 -21,9 -276,8
B39 -49,7 -395,7 -399,3 -11,4 -360,5
B40 -72,5 -1373,2 -240,2 -11,0 -346,4

Na doagdo PR3—Au, PR; inclui doag¢des desde or orbitais “2-center bond” BD: P-C, C-R onde R=
C,H, CL F, O, S ou N. Para a doacdo N*"N*"N—Au, N*N”N inclui doagdes desde os orbitais BD: C-
C, C-H e C-N e desde o orbital de par solitario do Nitrogéneo LP(N).
Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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APENDICE F — Parametros geométricos dos complexos (C) contendo diferentes ligantes

multidentados.
(continua)
Composto Comprimento de ligagio/A Angulos de ligagdo/° Ref.
23:?‘ igzg Egii} Ni-Au-Cly 175,57 (GABBIA
Ca A (3123 T s N2-Au-Cls 175,57 Nletal.,
AuCL 2ss Ni-Au-N, 80,04 [80,8] 2008)
*(AU et
al., 2011
Au-Cy 2,022 42,0201 C1-Au-N, 81,09 *[81,2] :
Cb :1111-_10\112 2,05 g 2[629’078] N,-Au-Cl 175,14 (KUMAR;
o cﬁ 3360 Ci-Au-Cl 175,10 LINDEN;
’ NEVADO,
2016)
iﬁ:;‘ 22’338 Cl-Au-N; 87,94
Cc g ’ N2-Au-Cl 177,981
Au-Cly 2,267 Cl-Au-Cl 177,121
Au-Cly 2,373 ’
Au-N; 2,010 [2,006]
cd Au-N, 2,070 [2,033] Ni-Au-Cly 174,26 [174,70] (AIeIfEfAN
Au-Cls 2,265 [2,253] Na-Au-Cls 177,16 [177,64] 201 83
Au-Cly 2,287 [2,252]
Au-N; 2,152
Ce Au-N, 1,986 Ni-Au-Cs 161,446
Au-C; 2,007 N,-Au-Cl 178,837
Au-Cl 2,262
(CINELL
Au-N; 2,154 [2,121] Uetal,
Ct Au-N, 2,051 [2,049] Ni-Au-Cs 166,63 [165.7] 1996)
Au-C; 2,023 [2,032] N>-Au-Cl 172,42 #[174,9]  *(CARBO
Au-Cl 2,263 *[2,263] NI et al.,
2018)
Au-N, 2,044 [2,019]
Ce Au-C, 1,950 [1,950] Ni-Au-N; 161,27 [161,2] (A;iiso
Au-N; 2,045 [2,032] Cy-Au-Cl 179,99 [179,7] 201 03
Au-Cl 2,345 [2,360]
Au-N; 2,041
Ch Au-C, 2,000 [2,014] Ni-Au-Nj 168,34 (A;ifso
Au-N; 2,060 [2,029] C>-Au-Cl 173,93 >0l 03
Au-Cl 2,362
Au-C 2,067 [2,094]
Ci Au-N, 1,986 [1,984] Ci-Au-C; 162,91 [163,32] (Lletal.,
Au-C; 2,067 [2,094] Na-Au-Cl 180,00 [180,00] 2006)
Au-Cl 2,279 [2,282]
Au-C 2,019 [2,024] (KUMAR;
Cj Au-C, 1,964 [1,978] Ci-Au-N; 160,44 [160,60]  LINDEN;
Au-N; 2,162 [2,136] Cy-Au-Cl 176,63 [178,51]  NEVADO,
Au-Cl 2,360 [2,365] 2015)
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APENDICE F - Parametros geométricos dos complexos (C) contendo diferentes

ligantes multidentados.

(conclusdo)
Composto Comprimento de ligagio/A Angulos de ligagdo/° Ref.

Au-C; 2,019

Ck Au-Cs 2,010 Ci-Au-N; 167,37
Au-N3 2,188 Cy-Au-Cl 176,83
Au-Cl 2,374
Au-N, 2,049 [2,048]

1 Au-N, 2,063 [2,010] Ni-Au-N3 169,14 [166,72]  (MESSORI
Au-N; 2,049 [2,052] N2-Au-Cl 178,23 [177,74] et al., 2000)
Au-Cl 2,249 [2,279]
Au-N, 2,031 [2,029]

Cm Au-N, 1,965 [1,932] Ni-Au-N; 162,69 [162,73]  (MESSORI
Au-Nj3 2,031 [2,018] N»>-Au-Cl 179,99 [176,95] et al., 2000)
Au-Cl 2,257 [2,268]
Au-N; 1,998 [1,983]

Cn Au-N, 1,989 [2,042] Ni-Au-N3 161,05 [160,64] (ZOU et
Au-N3 1,999 [2,006] N»z-Au-Cl 179,98 al., 2013)
Au-Cl 2,276
Au-N; 2,009

Co Au-N, 1,990 Ni-Au-Nj3 160,895
Au-Nj3; 2,009 N»z-Au-Cl 180,00
Au-Cl 2,277

Parametros calculados no nivel PBEO/Def2-TZVPP/6-31+G(2d) em fase gasosa.
Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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APENDICE G — Andlise da teoria de perturbacio de segunda ordem da matriz Fock

desde NBO para a doacio N—Au.

Composto Energia do orbital Ocup_agéo Donor(i)—acceptor(j) E®
LP(N) (eV) () (n—n*) (eV)

Ca -16,45 1,625 LP(N;)—LP*(Au) -1,87
-16,45 1,625 LP(N2)—LP*(Au) -1,87

Cb -12,47 1,626 LP(N2)—LP*(Au) -1,59
Ce -12,48 1,638 LP(N2)—LP*(Au) -1,62
od -13,00 1,551 LP(N1)—LP*(Au) 3,03
-12,94 1,613 LP(N,)—LP*(Au) -1,69

Ce 19,91 1,728 LP(N1)—LP*(Au) -1,24
-13,38 1,587 LP(N2)—LP*(Au) 3,27

ot 15,43 1,734 LP(N)—LP*(Au) 20,87
-15,79 1,631 LP(N,)—LP*(Au) -1,94

ce 30,33 1,591 LP(N1)—LP*(Au) 4475
-19,03 1,591 LP(N3)—>LP*(Au) -50,28

Ch -15,88 1,580 LP(N)—LP*(Au) -6,18
-15,91 1,580 LP(N:)—LP*(Au) -6,00

Ci -8,98 1,572 LP(N2)—LP*(Au) -3,35
Cj 44,97 1,728 LP(N)—LP*(Au) 92,17
Ck -60,73 1,736 LP(N)—LP*(Au) 6,21
al 20,11 1,571 LP(N|)—LP*(Au) 1,10
-19,67 1,595 LP(N3)—LP*(Au) -1,55

-19,94 1,566 LP(N;)—LP*(Au) -8,36

Cm -19,63 1,559 LP(N2)—LP*(Au) -3,58
-19,91 1,566 LP(N3)—LP*(Au) -8,45

13,21 1,556 LP(N))—>LP*(Au) 7,79

Cn -12,49 1,537 LP(N,)—LP*(Au) -3,82
-13,21 1,556 LP(N3)—LP*(Au) -7,94

-13,16 1,552 LP(N1)—LP*(Au) 5,82

Co -12,79 1,549 LP(N,)—LP*(Au) 22725
-13,35 1,552 LP(N;)—LP*(Au) 22,73

Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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APENDICE H - Estruturas PBEO para a reduciio do composto [Au'(CAN~C)CI] pela

abertura do anel quelato. A neutralizaciio do carbanion ¢ assistida pelo ion H2POx«".

Oxidada Reduzida

Fonte: Elaborado pela autora (2021).



