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RESUMO

A presente tese propde um estudo de alvos especificos recorrentes a quimioterapia da Doenca de
Alzheimer. Estudos apontam que complexos de platina(Il) podem ser utilizados como compostos
anti-aglomeracdo de peptideos P-amiléide que se compactam entre as fendas sindpticas,
impedindo a efetivacdo do estimulo do potencial de acdo, e com isso, inativacdo da regido
cerebral. Estas espécies sdo portadoras de sitios com potencial probabilidade de coordenagdo
metalica, onde a ordem de reatividade de cada aminodcido foi investigada. Para tanto, foram
elaborados experimentos para validacao de resultados de barreira de energia livre de ativacdo
utilizando Teoria do Funcional de Densidade (DFT) para a hidrélise do complexo ptOl,
Pt(ofen)Cly (AG* gxp=26,94; AG*| 1:0=25,54 kcal mol ™) e também para substitui¢cdo nucleofilica
de segunda ordem de cloreto por histidinas (HIS) (AG*| gxp=20,73; AG*| 150=20,74 kcal mol™).
Apbs ajuste metodolégico, o mesmo protocolo foi utilizado para comparar a reatividade para
todos os aminodcidos (AA) que constituem a espécie f-amildide dada por MET > LYS > HIS >
GLU > ASP, e termodinamicamente € pronunciado com a comparagdo LYS > HIS > GLU > ASP
> MET. Para verificar o perfil estrutural para agregados peptidicos e consequentemente,
atribuicdo de um valor energético em cada evento recorrente entre os ligantes derivados de
fenantrolina, batofenantrolina, curcumina e pt01, a metodologia de Docking Molecular e célculos
de Dinamica Molecular (DM) seguidos de cdlculos MM-PBSA foram necessarios, dos quais
foram indicativos de desestruturacdo da agregacdo inicial. Apés andlise estrutural dada por
resultados de DM, foi possivel observar a alta flexibilidade dos residuos na regido central do
peptideo quando € inserido o ligante curcumina, na forma enoldto (CUR™'). O modelo de
simulacdo mais destacdvel foi 9PEP@pt01, onde é observado o completo colapso do agregado,
obtendo valor mais negativo de AGggror = -39£7 kcal mol!, valor este que porta 19 kcal mol!
mais negativo comparado aos outros ligantes, e portanto, evidenciando o papel da platina como
potencial fator utilizado em estdgios de aglomeracao inicial, mesmo sem a coordenacao metdlica

com os sitios de MET, LYS ou HIS.

Palavras-chave: Platina, Alzheimer, Doencas Neurodegenerativas.



ABSTRACT

The present thesis proposes a study of specific targets recurrent to Alzheimer's disease
chemotherapy. Studies show that platinum (II) complexes can be used as anti-agglomeration
compounds of B-amyloid peptides that are compacted between the synaptic clefts, preventing the
activation of the action potential stimulus, and thus, inactivation of the brain region. These species
are carriers of sites with potential probability of metallic coordination, where the order of
reactivity of each amino acid was investigated. For this, experiments were developed to validate
the results of activation free energy barrier using Density Functional Theory (DFT) for the
hydrolysis of the pt01 complex, Pt(ofen)Cl (AG*; gxp=26,94; AG* 1£0=25,54 kcal mol ™) and also
for second order nucleophilic substitution of histidines (HYS) (AG*; gxp=20,73; AG*| tneo=20,74
kcal mol ™). After methodological adjustment, the protocol was used to compare the reactivity for
all aminoacids (AA) which constitute the B-amyloid species given by MET > LYS > HIS > GLU
> ASP, and is thermodynamically pronounced with the comparison LYS > HIS > GLU > ASP >
MET. To verify the structural profile for peptide aggregates and, consequently, assign an
energetic value in each recurrent event among the ligands derived from phenanthroline,
batofenanthroline, curcumin and ptO1, the Molecular Docking methodology and Molecular
Dynamics (DM) calculations followed by MM-PBSA approximation with indicative of the
destructuring of the initial aggregation. After structural analysis given by DM results, it was
possible to observe the high flexibility of the residues in the central region of the peptide when
the ligand curcumin is inserted, in the enolate form (CUR™). The most detachable simulation
model was 9PEP @ ptO1, where the complete collapse of the aggregate is observed, obtaining a
more negative value of AGggror=-39%7 kcal mol™'. This value carries 19 kcal mol™! plus negative
compared to other ligands, and therefore, evidencing the role of platinum as a potential factor
used in initial agglomeration stages, even without metallic coordination with the MET, LYS and

HYS sites.

Keywords: Platinum, Alzheimer, Neurodegenerative Diseases.
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Capitulo 1 — Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1. O SISTEMA NERVOSO

O sistema nervoso (SN) € responsdvel pela coordenacdo voluntéria e involuntaria
de um organismo vivo, sendo responsavel pela movimentacao de todos os 6rgaos de um
corpo, pois gragas as intercomunicacdes de todas unidades deste sistema, € possivel
enviar um sinal quimico entre cada extremidade de 6rgdo desejado. Para ser melhor
detalhado, tal sistema pode ser dividido em Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema
Nervoso Periférico (SNP) dos quais para efeito de aprofundamento, somente serd
considerado como foco de definicdo o SNC (MOURAO JUNIOR, 2010, RADANOVIC,
2016).

A unidade bésica celular que compde o SNC é denominada de neurdnio (Figura
1.1.1). Esta célula é responsavel pela interconexao de cada 6érgao, mantendo todos unidos
em rede quimica de comunicacdo chamada de sinapse (RADANOVIC, 2016; MOURAO
JUNIOR, 2010).

Figura 1.1.1. Ilustracdo de dois neurdnios comunicantes por uma fenda sindptica,
evidenciando o sentido da corrente de transmissdo de sinal, e nomenclatura de suas

respectivas partes.

Sentido da transmissdo de sinal 3 2
Corpo (citosol e niicleo)

/ Dendritos
3 4 A \
\ / .

N .18 o ! ¢
\ \\". “
Q \ AxoOnio \

Terminais

Fenda
Sinaptica

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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A sinapse € um mecanismo de transporte de corrente elétrica através da liberacao
dos neurotransmissores, sendo estes nada mais que ligantes especificos transportados
entre sitios especificos com destinos distintos em cada neurdnio, e desta forma, o
mecanismo sindptico pode ser descrito entre cada fenda neural através do potencial de

acao.

Entre cada célula, ap6s o disparo deste potencial, acontecerd a liberacdo de
vesiculas pelo processo de exocitose, as quais conterdo 0s neurotransmissores que se
ligam aos receptores de membrana vinculados na célula pds-sindptica, e assim,
ocasionando diferenca de potencial local. Com isso haverd abertura momentanea de
canais 10nicos, formando o fluxo transmembranico de fons para o exterior celular (STOR,
2009, MOURAO JUNIOR, 2010). Ou seja, o processo descrito funciona de forma
andloga a um capacitor, onde um estimulo quimico € interpretado sob a forma de sinal
elétrico entre cada neurdnio, gerando o fluxo deste sinal dos dendritos para os axdnios e
chegando até o terminal, onde serd transmitido para o proximo neur6nio ou inser¢do de

outro tecido conforme € ilustrado na Figura 1.1.1.

O SNC € composto por duas porgdes bdsicas: a medula espinhal € o encéfalo. A
medula se inicia na inser¢do cranial localizada entre a primeira vértebra cervical e
terminando em aproximadamente 45 cm de comprimento posterior, onde abriga os
neurdnios motores responsaveis pelas origens das enervacdes de musculos, dos nervos
responsdveis pela motricidade visceral-glandular, e da sensibilidade corpérea (MOURAO

JUNIOR, 2010).

O encéfalo é composto de cérebro, cerebelo e tronco encefilico, tronco este
constituido de ponte, bulbo e mesencéfalo. Esta estrutura possui aproximadamente 85
bilhdes de neurdnios, onde cada neurdnio consegue se comunicar com mais de 10.000
fendas sindpticas através de disparos de potenciais de agio (MOURAO JUNIOR, 2010;
STOR, 2009).

Tamanha € a complexidade deste sistema que basta se retirar apenas uma ligacao
de qualquer neurdnio que acarreta em um erro na transmissao de sinal entre cada ponto
destinado, pois a corrente elétrica ndo encontra o caminho especifico predestinado,

culminando em falha da maquina cerebral.
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Se esta falha ocorrer em regides responsaveis pela memoria, teremos entao o
efeito de déficit de cogni¢dao (deméncia), onde se destacam em nimeros alarmantes as

doencas neurodegenerativas (ONU, 2016; HEBERT, 2013; MOURAO JUNIOR, 2010).

1.2.  DOENCAS NEURODEGENERATVAS

As doencas neurodegenerativas sdo de carater progressivo visando ataque direto
no SNC, e desta forma interrompendo a intercomunicagao da rede neural. Ainda ndo ha
cura para estas enfermidades, sendo adotadas apenas medidas de profilaxia e amenizagdo

de sintomas.

Estima-se que hdbitos relacionados ao bem-estar promovem uma relagdo direta
com qualidade de vida, e com isso uma redu¢do acentuada do estresse que € um dos
fatores proeminentes para estes tipos de enfermidades (MOURAO JUNIOR, 2010;
MATTSON, 2004, O’BRIEN, 2011).

Estas doencgas além de acarretarem estados de deméncia no individuo, ou seja, mal
funcionamento do cérebro, também podem ocasionar ataxias, perdas de movimentos

corpdreos, ou seja, em estados mais avangados ha perda da qualidade de vida do portador.

Todos os seres vivos de capacidade cognitiva nascem com uma quantidade
elevada de neurdnios que irdo ao longo do tempo se colapsar e perder sua fungdo de
comunicac¢do quimica. Estima-se que humanos possuam cerca de 10'? destas células, e a
capacidade de perda destas unidades estd relacionada com a temporalidade do individuo,
ou seja, € natural o processo de envelhecimento ser proporcional a perda de células

nervosas (MOURAO JUNIOR, 2010; RADANOVIC, 2016; STOR, 2009; IAB, 2016).

O grande problema com as doencgas neurodegenerativas € seu surgimento em
qualquer idade, e com tal aparecimento, as células neurais inativam-se mais rapidamente
comparadas com o processo de envelhecimento normal, e com isso, dependendo do local
ou regiao do SNC no qual hd este declinio, teremos doencas neurodegenerativas

diferentes (MATTSON, 2008; MOURAO JUNIOR, 2010, IAB, 2016).

Hé um grande destaque para duas regides de degeneracao: o encéfalo frontal, haja

vista sua especificidade direta com acdes de planejamento, emoc¢do e julgamento, e a
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regido hipocampal, por ser a regido responsavel pela memoria. Nestas regides € atribuido
a plasticidade cerebral, termo utilizado para definir a capacidade do cérebro de relacionar
e conectar cada componente neural com a respectiva experiéncia de vida. Logo, a esta
regido, atribuimos a noc¢do de adaptagdo temporal, e sua respectiva modifica¢io

circunstancial, e com isso, € implementado a temporalidade do individuo.

Qualquer tipo de mudanca entre os mecanismos de sinapses nestas regides podem
acarretar problemas de reconhecimento espacial, emocional, temporalidade e definicao
existencial. Quando esta perda é caracterizada nestas regides especificas, decorrentes de
depositos intersinapticos, dados por placas neurofibrilares insoluveis de 40 residuos de
aminodcidos (AA) em média, definimos o estidgio fisiopatolégico da Doenca de

Alzheimer (DA) a qual serd o foco da proposta da tese.

1.3. A DOENCA DE ALZHEIMER (DA)

O médico Alois Alzheimer apontou pela primeira vez esta anomalia em 1906, no
37° Congresso de Psiquiatria do Sudoeste da Alemanha, onde reportou a patologia como
uma doencga inédita que corroborava para o estado de deméncia, e mais tarde relata
aspectos fisiopatoldgicos destacando as caracteristicas do actimulo de placas senis, perda
de neurdnios e emaranhamento fibrilar (O’BRIEN, 2011; IAB, 2016; MATTSON, 2008;
DE FALCO, 2016; MOURAO JUNIOR, 2010) e na 8* edicio do Hand Book of

Psychiatry, é deferido em sua homenagem a titulagdo da sindrome com seu nome.

Em termos de diminui¢do de escala, considerando a doencga sob visualizacdo
nanométrica, teremos entdo a interface entre cada regido dos neurdnios conforme é
demonstrado a fenda sinéptica, na Figura 1.1.1. Desta forma, é possivel argumentar e
modelar o conjunto de processos quimicos que ocorrem entre cada etapa de eventos

neurais.

Falar de DA em linguagem de mecanismos bioquimicos se torna
consideravelmente complicado, pois exige do leitor um bom letramento em diversas areas
de conhecimento, logo a presente tese busca esclarecer alguns pontos de modo a propor

um entendimento mais especifico, com as devidas concep¢des quimicas de cada evento.
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O inicio do processo de declinio neuroldgico estd na segmentacdo da Proteina
Precursora de Amiléide (APP — Amyloid Protein Precursor) que pode se manifestar em
virtude de um gene localizado no cromossomo 21. Esta proteina € encontrada em formato
transmembranico, e pode ser clivada em diferentes regides por “tesouras proteicas”
definidas como endoproteases ou secretases que se encontram nas membranas
glicoproteicas (MATTSON, 2008; LEE, 2011; O’BRIEN, 2011; SCOOT, 2016;
HOEFGEN, 2015).

As secretases podem ser divididas em basicamente trés tipos: a, 3, € ¥-secretase.
Estas enzimas sdo responsaveis pela protedlise da APP visualizada na Figura 1.3.1, em
ambos dominios, de onde as espécies sdo chamadas genericamente de peptideos [-
amiloides. Quando estes peptideos possuem até 16 residuos de AA sdo denotados por
sAPPa e possuem cardcter predominantemente solivel, e sua origem no espago extra
celular advém da clivagens provenientes das o-secretases. As espécies sAPPa possuem
resposta antigénica e despertardo a procedéncia dos microglidcitos, caracterizados como

agentes fagocitarios (absorventes) de qualquer patégeno decorrente da regido cerebral.

Figura 1.3.1. Dominios da APP, dominio E1 (cédigo pdb 4PWQ) e dominio E2 (cédigo
3NYJ) (LEE, 2011, HOEFGEN, 2015).

Dominio E1l Dominio E2

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Por outro lado, quando a protedlise da APP é dada por 3 ou ¥-secretases, teremos
a ruptura peptidica entre os residuos 597 e 637, implicando na formacgdo da espécies
parcialmente soltveis de 40 residuos de amino 4cidos (AA), definidas como AB(1-40).
Quando a quebra ocorre entre os AA 597 e 639, o peptideo possui caracteristicas
extremamente insoliveis e sua notacdo € dada por AB(1-42) . Por estas estruturas serem
geralmente formadas pela B-secretase (Figura 1.3.2), chama-se de forma geral estas

espécies de peptideos B-amiléide (HAMLEY, 2012; O’BRIEN, 2011).

Figura 1.3.2. Estrutura da B-secretase obtida a partir do cédigo pdb SHTZ (SCOTT,
2016).

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Embora a formacao da espécie AB(1-42) seja minoritdria, ela é encontrada em
maior percentual nas placas de emaranhados fibrilares, ou seja, estd muito ligada ao
estagio de desenvolvimento da DA com sua respectiva manifestacio de deméncia, uma
vez que estas serdo as espécies com alto indice de precipitagcdo através de mecanismos de
aglomeracdo. Com estes precipitados entre as fendas sindpticas, haverd um bloqueio
plastico de comunicacdo entre os neurdnios afetados, e devido a caracteristica do
precipitado portar considerdvel massa molar, estes precipitados ndo expressam o ataque
dos microglidcitos, e portanto serdo consideradas muito neurotéxicas (O’BRIEN, 2011;

MOURAO JUNIOR, 2010; WANG, 2012, DE FALCO, 2016; MATTSON, 2008).
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Destes fatos apontados, € notério que sAPPa, também definida como AB(1-16),
exerce fungdo reguladora da quebra de APP, pois a-secretase, a mais atuante no processo
de protedlise, impede que as enzimas e ¥y-secretase atuem em suas rotas metabodlicas

alternativas.

Quando isso ndo ocorre, hd um excesso de liberagdo das espécies AP(1-40) e
APB(1-42) para o exterior celular, e como consequéncia ocorre precipitacdo, conforme ja
descrito. A sequéncia de AA para a estrutura monomérica de amiloide com 42 residuos é
demonstrada na Figura 1.3.3, onde se destacam varios residuos com potencial alvo de
coordenacdo metdlica. Esta estrutura foi obtida de medi¢cdes médias de resolucdo em
solucdo aquosa, via técnicas de ressonincia magnética nuclear, obtida dos trabalhos de

Tomaselli e colaboradores (TOMASELLI, 2008), em cédigo pdb 1Z0Q.

Embora existam outras propostas de modelos de amiléide na literatura
(PERCZEL, 2007; MILLER, 2010, LUHRS, 2005), podemos observar na proposta de
Tomaselli a ndo agregacdo entre estruturas, uma vez que a autora desvenda as transicoes
de conversao entre folhas beta e alfa hélice dos conformeros. Predominantemente existe
a preferéncia pela conformacgdo no formato de folhas beta se o meio for muito polar (teor
acima de 80% v/v H»0), em contrapartida, este equilibrio pode ser deslocado com
alteracdo da concentracd@o de certos solutos, tais como o hexafluoroisopropanol (HFIP),
convertendo a conformagdo novamente para alfa hélice, ou seja, diminuindo a polaridade

do meio.

O fato ¢ que independentemente do formato do modelo, a toxicidade da espécie
estd ligada diretamente na sua capacidade ndo s aglomerativa, mas também na sua
potencialidade de coordenacdo com espécies neurometdlicas que se dispde solvatadas no

meio cerebral MATTSON, 2008).
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Figura 1.3.3. Estrutura do peptideo B-amiléide com 42 residuos de amino acidos, AP(1-

42), com suas coordenadas dispostas no cédigo pdb 1Z0Q.

ASP7 y

ASP1

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

A literatura também aponta modelos agrupados em regime de compactacao de até
40 AA (LU, 2013), Figura 1.3.4. Neste modelo, predomina-se a parcialidade de
solubilizacdo em meio aquoso, sendo estruturas que poderiam servir como mediadoras
entre as espécies totalmente insoliveis de 42 residuos e totalmente soluveis e
imunossupressoras, com 16 residuos. Neste modelo, existe uma questio muito
interessante no que tange a proximidade com a realidade de portadores da doenca de
Alzheimer, pois os autores conseguem projetar 9 estruturas de fitas peptidicas contendo
40 residuos de amino acidos, onde a disposi¢do central consegue se dispor de um sitio de
aproximadamente 15 A, legitimando comportamento puramente hidrofébico nesta

localidade.

Logo, ligantes de caracteristicas hidrofébicas tendem a se direcionar para esta
regido, ao passo que a outra por¢ao, partindo do residuo 16 até o primeiro AA, agrupam-
se os residuos que podem servir de alvos substancias hidrofilicas com potencial propensao
para coordenacdo metélica de espécies neurometalicas catidnicas, tais como Cu(Il) e
Fe(111), (ALf—TORRES, 2011; CAVALCANTI, 2012), que irdo se reduzir para estados

de oxidac¢do menores, ativando um processo de oxidacdo radicalar.

ConcentracOes consideraveis destes cdtions sdo encontradas em portadores de

DA, o que indica que as espécies AP atuam na produc¢ao de Espécies Reativas Oxigenadas
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(ROS — Reative Oxygen Species), ou quaisquer outras formas de radicais livres que
atacam a membrana dos neurOnios. Deste ataque sdo liberadas neurotoxinas como
produtos de oxidacdo de membrana, tais como o aldeido 4-hidroxi-nonenal (4HNE),
atuante como potente inibidor da proteina TAU, uma das mais fundamentais na
estabilizacio dos microtibulos, organelas responsaveis pela estabilizacio celular (ALI-

TORRES, 2011; LOVELL, 1998; MARKESBERY, 1998).

Logo, as quimioterapias empregadas na DA estdo relacionadas a cada um destes
processos descritos. Seja na parte inicial, onde o foco é dado na protedlise da APP, seja
pela inativacdo de B-secretases devido a formacgado de espécies toxicas do tipo AP, ou até
mesmo pelo estimulo da funcdo de a-secretases que através de deslocamento de
equilibrio, teremos uma fun¢do mediadora no processo de veto de [ e ¥-secretases.
Também se mostra muito promissor intervir na patologia com a mediagdo de compostos
antioxidantes para o combate de ROS, de maneira a ser uma alternativa para amenizar os
sintomas. Um caminho aparentemente promissor, em termos de terapia imediatista, € o
ataque das espécies insoluveis de peptideos B-amildides. Como estas espécies sao as
responsaveis por impedir o fluxo de cargas entre as sinapses, impedir que estas espécies

atuem como isolantes nestas fendas seria um forte aporte no combate a DA.

Figura 1.3.4. Estrutura do modelo AB(1-40) de 9 fitas de peptideos com o destaque das
regides hidrofilicas e hidrofébicas e os AA relevantes no presente trabalho, bem como a

regido de interface entre as fitas.

Interfaces
das estruturas

Porgdo Hidrofilica

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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1.4. IMPACTOS ESTATISTICOS

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) (IAB, 2016; HEBERT, 2013; ONU,
2016, FDA, 2016) aponta que houve um aumento considerdvel na expectativa de vida
mundial, entretanto as desigualdades ainda sdo consideradas discrepantes. H4 relacdo da
expectativa de vida com as condi¢cdes desumanas que algumas dreas do globo terrestre
possuem. Paises do continente africano demonstram uma discrepancia neste indice
quando comparados a qualquer outro continente. A figura a seguir demonstra as relacoes

quantitativas dadas pela Organizacdo das Nagdes Unidas no Brasil (ONUBR).

Figura 1.4.1. a) Algumas expectativas de vida para paises expressivos em continentes
distintos. b) Relacdo de ndmero de casos com pessoas portadoras de casos com deméncia,
incluindo Alzheimer. ¢) Nimero de pessoas que possuem Alzheimer, projetando o

numero de enfermos até o ano de 2050.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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No continente africano, conforme aponta a Figura 1.4.1a, € possivel propor um
indice de expectativa de vida em aproximadamente 52,6 anos em média, quando
consideramos os respectivos paises: Serra Leoa (SL), Angola (ANG), Costa do Marfim

(CIV) e Nigéria (NG).

O valor de 52,6 anos destoa em relacdo aos paises latino americanos, que possuem
média de 74,2 anos, considerando: Bolivia (BOL), Paraguai (PAR), Brasil (BR) e Uruguai
(URY). O Brasil possui um interessante saldo etdrio (75,0 anos), o qual desloca a

expectativa dos paises latinos para valores maiores.

Nos Estados Unidos da América (EUA) existe um valor médio de 79,3 anos, sendo
este muito proximo do valor de 82,7 anos encontrado nos paises de origem européia, se
considerarmos para os calculos, os paises: Franca (FR), Itdlia (IT), Espanha (ES) e Suica

(SUD).

Como a expectativa de vida nos paises em desenvolvimento e desenvolvidos
tendem a cada vez mais aumentar, segundo os dados apurados pela OMS, um fator
preocupante torna-se a qualidade de vida dos individuos que irdo atingir, ou até mesmo,

passar os indices de expectativa de vida.

Logo, da maioria de enfermos que sdo declarados como portadores de algum caso
de deméncia, e que estdo com idade acima de 60 anos, tornam-se as evidéncias das
doencas neurodegenerativas, destacdveis nos continentes. E, como a expectativa de vida
supera os 65 anos somente em algums continentes, estes tipos de enfermidades serdo mais
recorrentes nos paises europeus, da américa do norte e no Brasil, conforme € demonstrado

na Figura 1.4.1b.

Em relacdo ao nimero de casos de deméncia, temos na América do Sul 7,1% de
casos declarados, onde a OMS relata que em 2016, o Brasil possui 1,2 milhdes de pessoas
com DA, o equivalente a 3,4% da populacdo mundial (35,5 milhdes) diagnosticada com

DA s6 em 2016.

A expectativa de vida tende a aumentar nos ultimos 35 anos. Até 2050, havera um
total de aproximadamente 115 milhdes de pessoas no mundo diagnosticadas com
Alzheimer (ver Figura 1.4.1c), e fazendo uma projecdo proporcional, s6 no Brasil serd
possivel ter aproximadamente 10,9% deste total estimado, isso se, nenhuma medida

profilética for tomada. Ou seja, politicas publicas devem se mobilizar para a criagdo de
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um protocolo de controle destes indices. Caso nenhuma medida for de fato efetivada, em

2050, o Brasil possuird 12,6 milhdes de brasileiros afetados pela DA, aproximadamente.

1.5. NEUROQUIMICA

1.5.1. Descri¢do de inibidores de colinesterases

A inibicdo de enzimas do tipo acetilcolinesterase (AChE) ¢ a medida de maior
prevaléncia, e inevitdvel para combater os efeitos dos danos da DA, portanto praticamente
todos medicamentos regulados pela ANVISA e FDA sdo voltados para este alvo
farmacolégico (DE FALCO, 2012; FORLENZA, 2012; SUGIMOTO, 2002;
PETRONILHO, 2002; ANVISA, 2016; FDA, 2016), portanto € necessario a descri¢do de

forma detalhada para este tipo de processo.

Durante a transmissao de corrente entre oS neurOnios, O neurotransmissor
acetilcolina (ACh) estd muito ligado ao estimulo de controle motor, de cogni¢do e a
alocagdo de memdria. Para que haja transmissdo de sinal em um neurdnio colinérgico
pré-sindptico para um p0ds-sindptico, € necessdrio que seja efetivada a sintese de
moléculas denominadas de acetilcolina (ACh). Para tal, este processo € efetivado a partir
da molécula de colina (Ch) e um precursor intitulado de acetil-CoA, onde o radical acetil
serd transmitido para Ch através da mediacdo enzimadtica da acetilcolinatransferase (aTr),

(PETRONILHO, 2011; MOURAO JUNIOR, 2010; PETRONILHO, 2011).

Estas moléculas irdo se agrupar em grandes quantidades, na ordem de 10* até 10*
compostos por vesicula dentro de cada neur6nio, e serdo resguardadas para disparo no
espaco extracelular com a ocorréncia do potencial de acdo, de maneira que sejam
liberados pacotes fixos de aproximadamente 100 vesiculas. Na Figura 1.5.1 €

esquematizado todo processo de transmissao de sinal.

Em virtude da chegada do potencial de a¢do no terminal do neurdnio, canais de
calcio serdo abertos, ocorrendo entdo entrada de cédtions Ca®* para dentro do citosol,
alterando a condutancia da membrana, e assim, contribuindo para o estimulo da exocitose

das vesiculas de ACh acumuladas.

30



Capitulo 1 — Introducdo

Estes neurotransmissores irdo se ligar aos receptores muscarinicos (M) e
nicotinicos (N) os quais irdo modular a entrada de Na* e saida de K*, localizados nos
neuronios pos-sindpticos. Com isso, hd indu¢do de um novo potencial de acdo no neurénio
subsequente, acarretando na despolarizacdo do mesmo, facilitando novamente a entrada
de Ca** em sua membrana, reiniciando todo processo (FORLENZA, 2005;
PETRONILHO, 2011; MOURAO JUNIOR, 2010; RADANOVIC, 2016).

Ap6s o disparo, a ACh necessita ser rapidamente hidrolisada em acetato e Ch,
para que haja recapitacdo de Ch e repolarizagdao do neuronio pré-sindptico, de modo a
reinciar o ciclo neuroquimico de transmissdo de sinal. Assim, a enzima acetil-
Colinesterase (AChE) cumprira o papel fundamental de hidrolisar a ACh e modular o

fluxo de carga nos neurdnios.

Figura 1.5.1. Esquematizacdo da passagem de corrente entre um neurénio pré e pos
sindptico através da modulagdo de vesiculas de ACh e de sua respectiva hidrélise via

AChE.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Ou seja, inibindo AChE € uma forma de forcar a passagem do potencial de acao
em sentido Unico, de um neurdnio pré-sindptico para algum outro pds-sindptico, sem
despolarizacdo do mesmo, e com isso, teremos um ciclo de ativacdo indo nas regides
debilitadas pelo excesso de espécies AP acumuladas entre as fendas de transmissao.
Todavia, esta inibicdo deve ser de forma reversivel ou pseudo-reversivel para que nao
haja letalidade no individuo que necessite utilizar desta classe de farmacos. Na Figura
1.5.2, sdo demonstradas férmulas estruturais e 0s respectivos nomes comerciais para os
compostos utilizados contra a DA que atuam na inibicdo da AChE (DE FALCO, 2016;
FORLENZA, 2005; PETRONILHO, 2011; SUGIMOTO, 2002).

Figura 1.5.2. Compostos inibidores de AChE aceitos no tratamento da DA.

TACRINA (COGNEX®) 1993 RIVASTIGMINA (EXELON®) 2000

NH, .HCI

0
N )J\

/\N 0

S |
N OH ©

HO

O OH

DONEPEZIL (ARICEPT®) 1996
MEMANTINA (NEMADA®) 2003

NH, .HCI

HCI .
H3CO

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Embora se tenha considerdvel apelo na inativacdo de AChE, vale ressaltar que
estes medicamentos possuem a¢ao muito restritiva, como exemplo disso, temos a Tacrina.
Seu uso foi deliberado em 1993, entretanto possui baixissima biodisponibilidade e alta
toxicidade hepatica, comprometendo o figado do usudrio. Atualmente é recomendada
apenas em ultimo caso, quando o portador da sindrome ndo responde as outras classes de
medicamentos DE FALCO, 2016; FORLENZA, 2005; PETRONILHO, 2011;
SUGIMOTO, 2002.

O Donepezil, embora descoberto em meados da década de 80, foi liberado
posteriormente a Tacrina, somente em 1996. Este ganha profundo apelo no tratamento,
sendo considerado a primeira op¢ao de escolha, uma vez que possui alta seletividade no
reconhecimento da AChE e desta forma, proporciona maior taxa na concentracao de ACh
nas sinapses. Este composto ndo possui intera¢do alimenticia com sua absor¢ao, sendo
completamente absorvido em aproximadamente 4 horas de ingestdo. Exibe elevada
capacidade para passar através da barreira hematoencefdlica, e, portanto, agindo no cerne
da sindrome. Entretanto, a cautela deve ser tomada em relacdo a fun¢do renal do usudrio
ap6s administracdo, pois possui excrecdo nos rins, apds metabolizacdo hepatica

(SUGIMOTO, 2002, DE FALCO, 2016).

Outra enzima que merece destaque no processo de hidrdlise de ACh € a
butirilcolinesterase (BuChE). Esta, atuard também para recapitacao de Ch, no entanto, s6
€ recorrida quando os niveis de ACh sdo consideravelmente altos, mas elevando-se a
concentragcdo deste Ch, € mais provavel a inibi¢do de AChE e ndo de BuChE. Neste
sentido, tanto a Tacrina quanto a Rivastigmina mostram-se com potencial inibi¢do, pois
ambas inibem simultaneamente ambas enzimas, sendo a BuChE uma segunda alternativa
no combate a DA (DE FALCO, 2016; FORLENZA, 2005; PETRONILHO, 2011;
SUGIMOTO, 2002).

A Memantina possui um apelo em particular, e por enquanto, € o tnico farmaco
relevante para reparar danos em niveis moderados ou severos. Ela possui acdo direta no
bloqueio de receptores de NDMA (N-metil-D-Aspartato). Enfermos de distirbios
cerebrais liberam glutamato em quantidade excessiva, e quando o glutamato é acometido
de forma desregulada, e alcanca os receptores, desencadeia o influxo livre e excessivo de
Ca%t para dentro da célula que levara a morte celular (PETRONILHO, 2011, MOURAO
JUNIOR, 2010).
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Com este perfil de compostos, fica claro que intervir no sistema de recep¢ao neural
€ muito complicado, pois se tornam muito expressivos os efeitos colaterais adquiridos
tais como a cefaleia, constipacdo, diarreia, tontura, sonoléncia, confusio mental e

também, o mais indesejado de todos os sintomas: resisténcia medicamentosa.

Desta forma, o paciente necessitard de novas terapias que incluem-se na definicao
de “alternativas”, tais como em inibi¢do de radicais livres e as terapias de quelacdo para
eliminar o excesso de Fe(Ill), Cu(Il) e Zn(II) predominantes em excessiva expressao em
portadores de Alzheimer, entre as fendas sindpticas (MATTSON, 2008), as quais serdo
descritas a seguir. Para auxiliar novas terapias, a presente tese visa investigar processos

de ruptura de estdgios aglomerativos de agregados de peptideos amiloides.

1.5.2. Emprego de compostos antioxidantes

Embora haja em primeiro momento a preferéncia pela inibi¢do entre a
comunica¢do quimica das vesiculas de ACh e os receptores ionotropicos (M e N), é
necessario destacar também a possibilidade de alvejar radicais hidroxil (OH) e peroxil
(HOO), que sdo produtos de reacdes redox entre espécies AP, Cu(Il) e Fe(Ill) e HO.
Como j4 pronunciado, estas espécies sao classificadas como espécies reativas oxigenadas
(ROS) e irdo desencadear o estresse oxidativo da membrana plasmdtica do neurdnio.
(CARAGOUNIS, 2007; BORA, 2010; VALENSIN, 2012; VIEGAS; 2011; ALI-
TORRES, 2011).

Portanto, compostos que sejam empregados como moduladores de radicais livres
sdo bem-vindos. Em termos de estratégia de transporte através da barreira
hematoencefdlica, estas moléculas devem portar estrutura predominantemente
hidrofébica, e portar grupos que irdo se auto-estabilizar no periodo pds-reacional via
efeito mesomérico, logo apds quando sofrem ataque de radicais livres, e com isso, hd
estagnacao do processo de propagacao radicalar que, em tese, seria muito mais viavel sem

o pronunciamento de tal efeito.

E possivel se destacar compostos muito simples com tais propriedades do ponto
de vista estrutural, como o Tocoferol (vitamina E), o Retinol (vitamina A)

(GUIMARAES, 2010), e a Curcumina (SHEN, 2016), conforme ilustra na Figura 1.5.2.1.
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Nestas vitaminas, apesar de possuirem especificidade de acdo no organismo, atuantes
como coenzimas, é possivel destacar o efeito anti-oxidativo eminente intrinseco do

composto, assim como a Curcumina (SHEN, 2016; NAMRATHA, 2013; AGNIHOTRI,
2011).

Observando a estrutura destes compostos podemos destacar no grupo fendlico do
Tocoferol, como o grupo mais proeminente de ataque oxidativo pelas ROS. Ja na estrutura
do Retinol, as instaura¢des da cadeia hidrofébica sdao potenciais alvos. No entanto, para
derivados de curcumina, a literatura aponta que o rompimento da ligacdo entre as
carbonilas € muito mais favordvel do que qualquer outro tipo de alvejamento

(AGNIHOTRI, 2011).

Figura 1.5.2.1. Estruturas de compostos naturais utilizados no combate de radicais livres.

Retinol (VITAMINA A)

Curcumina (CUR)

Tocoferol (VITAMINA E)

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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1.5.3. Emprego de compostos quelantes

Como jé relatado, durante a sindrome da DA, é importante marcar varias formas
de tratamentos possiveis devido a sua alta complexidade. A DA consegue debilitar o
portador com vérias formas de mecanismos bioquimicos distintos. Acertar como primeira
escolha de tratamento algum tipo de inibidor de AChE € desejavel, no entanto, ndo é
definitivo. Desta forma, surgem as metodologias “alternativas”, com emprego de agentes
atenuantes de classes de ROS. Merecido destaque ganha nos compostos envolvidos na
teoria de quelacdo, empregados como sequestrantes de neurocdtions encontrados em
excesso nas placas fibrilares, tais como Cu(Il), Fe(IIl), Zn(II) e Al(III), uma vez que estes
cations conjuntamente com os agregados supramoleculares de B-amildides formam
excessivas quantidades de radicais livres (CARAGOUNIS, 2007; COLLIN, 2013;
VIEGAS, 2011; ALf—TORRES, 2011, DE FALCO, 2016). Neste sentido, estes cations
estdo intimamente ligados ao estresse oxidativo de membrana plasmatica, e ao captura-

los teremos a possibilidade de prolongar a sobrevida do enfermo.

Estudos decorrentes de terapias alternativas a causa, apontam o emprego de
Desferroxiamina (DFO), antes utilizada na terapia da hemocromatose, como vidvel
agente quelante destes cations. Sabendo da sua seletividade na captura de Fe(Ill), a DFO
mostrou-se capaz de atuar na mediacdo de quantidades excessivas de cations férricos do

cérebro.

Observando as estruturas destas classes de compostos na Figura 1.5.3.1, € notério
observar que as geometria de adequagcdes podem ajustar um formato que nao anula o
momento dipolar da DFO sob a condicdo de quelato. Desta forma, seu efeito terd
eficiéncia se a aplicac@o for de modo subcutaneo por longos periodos de uso, o que causa
grandes incOmodos para 0s usudrios, uma vez que compostos muito polares possuem
dificuldade de passagem na barreira hematoencefalica (DE FALCO, 2016; MATTSON,
2008; CARAGOUNIS,2007 ).

Outra escolha para o emprego da terapia de quelagcdo € o emprego do Clioquinol,
molécula relativamente pequena, simples e passivel de transporte hematoencefélico,
exibindo seletividade notdria para Cu(Il) e Zn(II). Em detrimento a estas propriedades,
este agente complexante apresentou complicagdes ao colaborar com o surgimento de

neuropatia mielo-6ptica subaguda (DE FALCO, 2016).
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Utilizando a estratégia de hibridizacdo e bioisosterismo molecular, pesquisadores
brasileiros sintetizaram um composto (PBT2), que se encontra atualmente em testes da
fase 2 de aprovagdo comercial do farmaco (CARAGOUNIS, 2007; DE FALCO, 2016).
Esta nova molécula é atuante na redistribuicio de fons metdlicos, inativacdao de
oligdbmeros de amildide, e também na desagregacdo de espécies maiores, ou seja, pode

ser classificada como um composto multifuncional, e com potencial emprego anti-DA.

Figura 1.5.3.1. Estruturas de ligantes organicos com potencial terapéutico na quelagdo de

neurocations.

Clioquinol (CQ) Desferroxiamina (DFO) Fenantrolina (FEN)
cl

Cl

OH

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

E também relatado na literatura o similar potencial terapéutico ndo s6 da quelacio,
mas também da desaglomeragdo de derivados da o-fenantrolina (ofen). Esta classe de
compostos merece demasiado destaque desde os trabalhos de Caragounis e colaboradores
(CARAGOUNIS, 2007) no qual é apontado uma série de agentes andlogos da ofen, e da

Quinolina (CQ) aplicados com esta finalidade.

Os resultados da autora apontam que estes ligantes podem tanto sequestrar os
cations ja relatados, quanto mediar o transporte de cdtions através da membrana,

favorecendo a entrada de Cu(l) para o citosol, pois devido a coordenacdo de forma
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tetraédrica com Cu(Il) ser muito seletiva, estes ligantes atacam preferencialmente

espécies com carga dois.

Todos os compostos citados merecem atengdo em relagdo ao potencial
terapéutico, onde cada situacdo € deferida a melhor forma de terapia do individuo
portador da DA. E, com isso, a escolha podera ser feita desde inibidores de AChE, agentes

anti-ROS e compostos quelantes.

Aproveitando-se do efeito neuroacumulativo de espécies derivadas de platina(1l)
em regides cerebrais, Barnham e colaboradores (BARNHAM, 2008) resolvem justapor
esta propriedade com os resultados obtidos por Caragounis e colaboradores
(CARAGOUNIS, 2007). Desta forma, uma nova proposta para potenciais ativos com
potencial atividade in vitro antiagregacdo € sugerida visando derivados de complexos

metélicos do tipo [Pt(ofen)Cl2].

1.5.4. Utilizagdo de platina(II) como potencial apelo no Mal de Alzheimer

Como ja referido, a DA € uma doenca que ataca predominantemente a regiao que
€ responsavel pela memdria recente do individuo, e nestas regides especificas ocorrerdo
acumulos de peptideos neurotoxicos que impedem as comunicagdes interneurais, 0 que

procede na inativagdo da cadeia de transmissdo elétrica neural.

O grupo de estudos de Barnham, observando o perfil do ciclo bioquimico da
doenga, no que tange as caracteristicas neurotOxicas para a platina, propuseram 3
complexos metdlicos derivados de platina(Il) e ligantes fenantrolinicos (ofen) (Figura
1.5.4.1), complexos estes que demonstraram ser ativos no modelo in vitro (BARNHAM,
2008; KENCHE, 2013; STRELTSOV, 2013). O efeito foi praticamente imediato, com
resultados de coordenacdo metdlica preferencial nos residuos de histidina (HIS)

(BARNHAM, 2008).

Todavia, o peptideo porta um residuo de metionina localizado na posi¢do 35
(METS35), e conforme se expressa no principio de Person, a metionina deveria ser o
principal alvo destes compostos, fato este que ndo pode ser constatado nos experimentos
de Barnham. Portanto, responder esta questao de preferéncia de sitio € muito vélida, pois

teremos que entender como o0 composto interage com o receptor molecular, tornando-o
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fundamental para a elucidagao do mecanismo de ag¢do na resposta bioldgica, o que implica

entender possiveis efeitos alostéricos, cinéticos ou termodinamicos.

Na Figura 1.5.4.1 sdo mostradas estas estruturas de compostos platinados
utilizados no estudo de Barnham, onde o autor visou investigar a mudanga da
hidrofobicidade do ligante pelas substitui¢des do anel fenantrolinico, nas posicoes 4 e 7,
obtendo como destaque o complexo Pt(ofen)Cl> como potencial efeito anti-agregacao,

aqui definido de ptO1.

Figura 1.5.4.1. Estruturas dos principais compostos derivados da ofen, destacando sua

notacao utilizada.

pi01 Pt(fen)Cl,

Pt(batofen)Cly

Pt(p-sulfonato-batofen)Cl,

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Sao inimeros os compostos que utilizam a estratégia do uso de um ntcleo
metalico para aumentar a agdo farmacoldgica. Para o &tomo de platina munido de ligante
cloretos, em particular com o estado de oxidacdo 2, é possivel perceber um
comportamento semelhante a cis-diaminodicloroplatina(Il) (cis-DDP). Ou seja, o perfil
da cinética e da termodinamica de intera¢ao destes compostos, com os aminoacidos (AA)
alvo se torna de relevancia, para propor o mecanismo reacional com substitui¢do
nucleofilica, em tese de segunda ordem (Snz2) (CHVAL, 2000). A seguir, na Figura 1.5.4.2
sdao demonstradas as estruturas dos AA que possuem relevancia para estudo mecanistico

da cinética de interacdo, pois em conjunto, constituem em maioria de peptideos amiloide.

Figura 1.5.4.2. Estruturas dos AA contidos na estrutura¢do de AP que sdo mais relevantes

para estudo de coordenacdo metélica em seu estado zwitterion.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Na Figura 1.5.4.2, se observa que todos AA estdo em suas formas propicias para
coordenacdo metdlica, ou seja, forma zwitterionica. Considerando pH fisioldgico
(aproximadamente 7,2-7,4), os residuos ASP (pka=3,86) e GLU (pka=4,07) estardo

desprotonados no grupo carboxilado terminal da cadeia alquil. O residuo de HIS
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(pka=6,10) encontra-se desprotonado em Ng, e o residuo de LYS (pka=10,53), portard o
grupo amino na cadeia R terminal NH3" do AA, no entanto, experimentos na literatura
apontam a possibilidade de coordenag@o no sitio de LYS de forma consideravel (MA,
2011), e desta forma, o modelo desprotonado torna-se mais veridico comparado com o

experimento.

Nos trabalhos de Ma e Collin (MA, 2011, 2013; COLLIN, 2013) sao investigados
os complexos derivados de ptOl, antes estudados por Barnham, como potenciais
inibidores de AB(1-16) e AP(1-28). Ambas as propostas ndo consideraram modelos
contendo o residuo de MET35, que sé aparece com expressao em modelos AB(1-40) e
APB(1-42), espécies mais insoliveis e mais complexas de serem manipuladas. Nestes
trabalhos, os complexos [AB:Pt(ofen)]** foram separados através da utiliza¢do da técnica
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) acoplada com detec¢do no
Espectrometro de Massas (ESI-MS). Foram detectadas grande populacdes de complexos
quelatos nos sitios GLU7:HIS14, GLUI1:HIS13, HIS6:HIS14 e HIS13:LYSI6,

possuindo cargas varidveis entre +1 até +4.

Figura 1.5.4.3. Esquema de suposta atuacdo das espécies derivadas de ptO1 em estigios

de aglomeracdo de espécies Ap.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

A partir destes experimentos, os autores propdem o mecanismo de atuacdo destes
compostos conforme a Figura 1.5.4.3, onde inicialmente existe considerdvel contato entre

cada fita peptidica, iniciando a nucleacdo por contato puramente supramolecular, e com
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a formacao de agregados maiores, os autores comentam a possibilidade de inser¢ao dos
derivados ptO1 na regido interior dos agregados, nas mesmas condigdoes. Com isso, seria
formado quelatos monoméricos de cargas até +4, conforme elucidado nos experimentos.
Porém, a grande questdo seria o estdgio inicial da inser¢do de complexos do tipo ptO1,
pois seu ligante de origem (ofen) pode ser utilizada como agente anti-aglomerativo

(CARAGOUNIS, 2007).
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2. OBJETIVO GERAL DO TRABALHO

A presente proposta visa esclarecer eventos quimicos relacionados com doencgas
neurodegenerativas, atendendo como foco principal da Doenga de Alzheimer (DA). Desta
forma, investigar como acontecem os estdgios de desaglomeragdo se torna primordial
como proposta geral do trabalho, assim como analisar, como certas classes de compostos
derivados da fenantrolina e da curcumina atuam como mediadoras de interagdes entre as

fitas peptidicas de amiloide.

2.1.  OBJETIVO ESPECIFICO

Para facilitar o entendimento da tese, os objetivos especificos serdo expostos na

forma de tépicos:

o Investigar qual é o melhor nivel de teoria quantica, utilizando a Teoria do
Funcional de Densidade (DFT) em conjunto com a melhor funcdo de base, para reportar

a reatividade e estabilidade com AA especificos que constituem o peptideo B-amildide;

° Propor a ordem de reatividade e estabilidade entre ASP, ASN, GLN, GLU,
LYS, HYS e MET com os complexos derivados de ptO1;

° Montar um protocolo experimental, para obten¢do da constante de

hidrdlise e substituicao nucleofilica entre os derivados de ptO1 e os AA supracitados;

° Parametrizar a esfera de coordenac@o do complexo ptO1 para realizacao de

Dinamica Molecular (DM);
° Utilizando DM, propor qual o serd o efeito, na flexibilidade dos AA

centrais de agregados de amildide, quando inserimos ligantes derivados de curcuminas,

fenantrolina e ptO1.
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3. METODOLOGIA PROPOSTA

O trabalho foi dividido em trés partes metodoldgicas especificas. Desta forma,
primeiramente uma abordagem experimental foi elaborada para verificagdao do controle
reacional entre os processos de hidrélises de complexos metélicos e ataque competitivo
com um AA modelo. Para isso, o complexo [Pt(ofen)Cl2] (ptO1) foi sintetizado,
caracterizado e investigado utilizando a Espectroscopia na regido do Ultra Violeta —

Visivel (UV-vis) bem como a Espectroscopia Raman, e Anélise Elementar.

Na segunda parte, a proposta foi investigar todos os potenciais AA que constituem
potenciais sitios de coordenagdo metdlica por parte do peptideo e complexos de Pt(I),
com o mesmo protocolo anteriormente utilizado. Tal procedimento foi executado com
uso da Mecanica Quantica (MQ), empregando a Teoria do Funcional de Densidade

(DFT).

E, em um terceiro momento, com o intuito de verificagdo das formas de interacao
entre os derivados de fenantrolina e curcuminas com os modelos de agregados
encontrados na literatura, utilizou-se a metodologia de Ancoragem Molecular (Docking)
para triar qual a melhor pose obtida frente a funcdo de Score escolhida. Com esta
estrutura, foi inicializado o processo de evolu¢do temporal com protocolo de simulagdo
de Dinamica Molecular (DM) (DE SOUSA, 2012) em longo tempo de simulacdo, no

impeto de aproximar com possiveis resultados experimentais.

Para detalhamento de cada por¢do metodoldgica, subsecdes serdo vistas a seguir,

focando em cada ponto que deve ser destacado.

3.1.  METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1.1. Materiais e métodos

O espectrometro utilizado para investigacao da regido UV-vis de 200 - 400 nm foi
o modelo Shimadzu PC 1601, com cubetas de quatzo de caminho 6ptico de 1cm de feixe
duplo. Para investigacdo de efetiva coordenacao metdlica, foi selecionada a faixa de 200

—400 cm™ com a técnica de espectroscopia Raman, utilizando o aparelho Bruker RFS100
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FT-Raman, equipado por refrigeracdo de nitrogénio liquido, laser Nd:YAG, possuindo
resolugio espectral de 4 cm™, com o protocolo de 256 scans e 40mW de poténcia. Para
reportar a propor¢cdo e concretizagdo da estrutura molecular, foi utilizado a andlise
elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) através do analisador Perkin-Elmer

2400.

3.1.2. Sintese do complexo modelo [Pt(ofen)Clz] — pt01

A metodologia de sintese foi adaptada analisando o trabalho de Price e
colaboradores (PRICE, 1972), e desta foi realizada com propor¢do de 0,1 mmol de
[Pt(DMSO),Clz] para 0,1 mmol de ofen, em meio de 20,0 mL de metanol (MeOH).

Esta mistura reacional foi mantida por agitacdo durante 24 horas, sendo obtido um
solido de intenso aspecto amarelado, que posteriormente foi lavado com MetOH e
obtendo 76% de rendimento. Na Figura 3.1.2.1, € demonstrado o esquema reacional para
obtencdo de ptOl. Todos os reagentes e solventes foram utilizados sem purificagcdo

adicional.

Figura 3.1.2.1. Esquema de montagem reacional para obtencdo do complexo modelo

ptO1.

MetOH
N N/ + Pt(DMSO0),Cl, —————»
) r.t.24h
Solido branco
N N——Pt——Cl
ofen Cl" ptO1

Soélido branco Solido amarelo

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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3.1.3. Procedimentos de analises da cinética

Para propor a metodoldgica de andlise do perfil cinético reacional, constatagdes
de montagens de aparatos e tempos reacionais foram embasados no trabalho de Djekovi¢
e colaboradores (DJEKOVIC, 2012). Os complexos definidos como ptOl, aqui serdo
explicitamente tratados por [Pt(ofen)Cl>], onde foram alvejados por AA nitrogenados ou

pela molécula de 4gua (Nu = HIS ou H>0).

No entanto, para realizacio de um experimento mais proximo das condi¢des
fisiolégicas, o pH foi mantido em aproximadamente 7,2, o uso do etanol (EtOH) foi
empregado na solubilizacdo de ptO1, e d4gua foi escolhida para solubiliza¢ao de HIS. Desta
forma, tanto o processo de solvélise, e que envolve a troca de cloreto por H>O (C17H20),
quanto a troca de cloreto envolvendo HIS (CI/HIS), poderdo ser investigados nas

equagdes 3.1.3.1-2, tratando o sistema como processos paralelos.

[Pt(ofen)Cl,] + H,0 8 [Pt(ofen)(H,0)Cl]* + CI~ (3.1.3.1)

[Pt(ofen)Cl,] + HIS <3 [Pt(ofen)(HIS)CI]* + CI- 3.1.3.2)

Desta forma, € possivel resolver as leis cinéticas reacionais, com a velocidade

reacional global dada pela equagdo 3.1.3.3.

v = k,[Pt(ofen)Cl,] + k,[Pt(ofen)Cl,][HIS] (3.1.3.3)

Se o processo for considerado em condi¢do de pseudo-primeira ordem, ou seja,
adotando [HIS] >> [Pt(ofen)Cl,], poderemos considerar constante a concentragio inicial
de nucledfilo frente a concentragdo do complexo, e assim agrupar em apenas um termo

cinético observado experimentalmente (kobs), conforme € detalhado na equacdo 3.1.3.4.

46



Capitulo 3 — Metodologia Proposta

v = (k; + k,[HIS])[Pt(ofen)Cl,] = kps[Pt(ofen)Cl,] (3.1.3.4)

Para resolucdo da equacdo 3.1.3.4 se faz necessario monitoramento da
concentracdo de pt0l ao longo do tempo. E, para isso, dois experimentos foram
planejados de forma isolada de modo a obter os valores experimentais de ki e k2, onde

primeiramente, somente a solvolise foi analisada, dada pela equacao 3.1.3.1.

Para isso, 2,4 mL de solu¢@o 0.5 mmol L' de ptO1 foi adicionada a 57,6 mL de
EtOH, e adicionado 20 mL de dgua deionizada. Ou seja, desta forma [HIS] = 0, sendo

possivel considerar a equagdo 3.1.3.5 para medicao experimental.

Kops = K1 + ky[HIS] = ky + k,[0] =k, (3.1.3.5)

Para obtencao do valor de k; é necessario impedir que o processo solvolitico
ocorra, e desta forma, ndo s6 a concentracao de nucleéfilo deve ser muito maior que ptO1,
mas também € necessario adicionar NaCl, em propor¢des de aproximadamente 2 mmol

L conforme é relatado na literatura (DJEKOVIC, 2012).

Logo, a proporcao [HIS]/[pt01]=8 foi atendida, e a concentracdo de NaCl 5,0
mmol L' foi mantida na mistura reacional de 80,0 mL, com as concentragdes finais de
[pt01]=0,018 mmol L' e [HIS]=0,14 mmol L'!. A solvélise foi inspecionada por 30 min,
e a substituicdo nucleofilica por 1 hora, mantendo ambos experimentos com temperatura

constante em 345 K sob agitacdo.

As aliquotas foram coletadas a cada 5 min de agitacdo, e a absorbancia foi aferida
no comprimento de onda fixado em 252 nm com a cubeta de quartzo de 1 cm. Todos os
experimentos foram realizados em duplicatas independentes, e a esquematizacdo ¢é

demonstrada na Figura 3.1.3.1.
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Figura 3.1.3.1. Processo de obten¢do dos valores de ki e ko, utilizando monitoramento de

absorcao na regido de 252 nm.

Experimento 1

Experimento 2

[ [pt01] = 0,018 mmol L [ [pt01]  =0,018 mmol L
[HIS] = 0,0 mmol L g [HIS] =0,14 mmol L
k, 4 [NaCl] = 0,0 mmol L k, -4 [NaCl] =5,0 mmol L'

V(H,0) =20,0 mL
V(EtOH) = 60,0 mL

V(H,0) =20,0 mL
V(EtOH) = 60,0 mL

— AL —

Glicerina

Agitacao Magnética I

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

3.2.  METODOLOGIA QUANTICA

3.2.1. Téopicos de Mecanica Quantica — Equagdo de Schrodinger

Durante a década de 20, € destacdvel o profundo interesse em tentar descrever o
perfil mecénico de sistemas atdmicos e moleculares. Como consequéncia deste advento,

cria-se uma nova teoria para interpretacdo de coordenadas espaciais em nivel atdmico,

denominada de Mecanica Quéantica (MQ).

Erwin Schrodinger (ALBERTY, 1987; MORGON, 2007; LEVINE, 2009;
LEACH, 2001) consegue provar de forma analitica, como se ddo os movimentos
eletronicos para o a&tomo de hidrogénio, abrindo caminho para uma série de interpretacoes

possiveis, de regides mais provaveis para se encontrar um elétron no espaco ao redor do
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ndcleo atomico, regides estas intituladas de orbitais atomicos. Para isso, podemos

representar o sistema eletronico de maneira quantitativa atribuindo aspectos ondulatorios,
onde a func¢do de onda do sistema € representada com dependéncia espacial (R) e

temporal (t), ou seja, ¥ = f(ﬁ,t). Desta forma, representamos a equagao de Schrodinger

em 3.2.1.1.

HY(Rt) =E¥Y[R Y (3.2.1.1)

YR, t) = ¥(R). ¥(t) (3.2.1.2)
ow(t)  2mi

~— =~ E¥(® (3.2.1.3)

Em que H representa o operador de energia total do sistema definido como

Hamiltoniano, o qual aplicado sobre esta funcdo de onda quantitativa ‘P(ﬁ, t), regenera o

formato inicial da fun¢do de onda, extraindo a energia total do sistema E.

Como os operadores posi¢ao € momento nao comutam, podemos separar a fungao
de onda total ‘P(ﬁ, t) em um produto de duas fun¢des, uma temporal W (t) e outra espacial
‘P(ﬁ), conforme é demonstrado na equacdo 3.2.1.2, e desta forma, quando avaliarmos
fendmenos temporais, teremos que satisfazer a equagao 3.2.1.3. Para satisfazer o operador

Hamiltoniano aplicado na funcdo espacial, € necessdrio considerar alguns requisitos,

conforme é expressado na equacdo 3.2.1.4.

2 N 2 N 2 N n n-1 n
_ h , hI VR AZp A
O BN
2m, i=1 2 = A A 1=1]=1+1r”
Nl N (3.2.1.4)
ZAZAZB
s, Ras
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02 0? 02
= 52 52 + Pye] (3.2.1.5)

eZ

— 3.2.1.6
4me, ( )

Na equacdo anterior, n e N serdo respectivamente os numeros de elétrons e nucleos
do sistema, respectivamente. Para a notacdo de h € dada pela divisao da constante de
Planck por 2, os operadores Vi* e Va? sdo os operadores laplacianos, definidos na equagdo
3.2.1.5 a seguir, que representa as diferenciais infinitesimais de segunda ordem para as
distancias em todas dire¢des. O simbolo A, dado pela equagdo 6, foi adotado como
notacdo de agrupamento da carga elementar eletrdnica ao quadrado (e?) dividida pelo
produto de 4w por g9 que é a constante dielétrica do meio. Os valores de rjj serdo as
distancias entre elétrons, Rap serdo as distancias internucleares, me € a massa do elétron

e M a massa do nucleo.

A partir da montagem do operador na equagdo 3.2.1.5, é elaborada a aproximacao
de Born-Oppenheimer que considera o fato da massa do nicleo muito maior que a massa
do elétron, e desta forma, o termo cinético do operador associado a movimentacao dos
nucleos (segundo termo) poderd ser desprezado, e o termo de potencial associado aos

ntcleos (dltimo termo) serd mantido como constante.

Existe resolucdo da equagdo 3.2.1.1 de forma analitica para o atomo de
hidrogénio, conforme j4 supracitado, contudo para problemas que envolvem mais de um
nucleo atdmico, onde o termo de interacdo potencial elétron-nicleo (terceiro termo) torna

a solucdo possivel de forma numérica (ver equacao 3.2.1.4).

Assim sendo, varios métodos foram criados para tentar extrair a energia de um
dado sistema quéntico, em caracter molecular com o méximo de robustez possivel dentro
de cada formalismo considerado. Para exemplificar alguns destes métodos, nas secoes a
seguir serdao explicados os métodos de Hartree-Fock (HF) e da Teoria do Funcional de

Densidade (DFT).
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3.2.2. O método de Hartree-Fock — HF

Como mencionado, o método HF (ALBERTY, 1987; MORGON, 2007; LEVINE,
2009; LEACH, 2001) se torna necessario quando o hamiltoniano descrito anteriormente
considera apenas quatro termos. Desta forma, podemos separar a energia total do sistema

com as consideragdes a seguir, demonstradas nas equacdes 3.2.2.1-4.

. h?
T=-— ZV% (3.2.2.1)
2mg
i=1
N n 7
U=-— Z —A (3.2.2.2)
A=1i=1 Tia
n-1 n A
U, = — (3.2.2.3)
— = Tjj
i=1 j=1+1
N-1 N A7
Oy = Z RA = (3.2.2.4)
A=1B>A AB

Com isso, temos que a equagdo 3.2.2.1 representa o operador de energia cinética
do sistema (T), na equacdo 3.2.2.2 temos o potencial externo que considera interagdes do
tipo nucleo-elétron, na equacdo 3.2.2.3 temos o operador de repulsdo eletronica, e na
equagdo 3.2.2.4 é considerada a definicdo do potencial associado apenas aos nucleos.
Portanto, destas consideracdes poderemos reescrever estes termos com duas partes: uma
que considera apenas a parte eletrOnica, e o outra considerando a parte nuclear, conforme

¢ demonstrado na equacao 3.2.2.5.
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H=T+0+0,+ 0y = Hg+Hy (3.2.2.5)

ﬁeleqlele(}_é) = Eeletpele(ﬁ) (3.2.2.6)

Para entdo conhecer qual serd a energia associada aos termos eletronicos, aplica-
se o operador Heje na funcio de onda do tipo ¥,;, (ﬁ), e desta forma a energia é fornecida
como autovalor da func@o de onda, conforme é demonstrado na equagdo 3.2.2.6. No
entanto, se torna impossivel de resolver esta equacdo de forma analitica, uma vez que a
maioria dos sistemas moleculares de forte interesse cientifico consideram muito mais que

dois ndcleos atdmicos.

Desta forma, formula-se a base das teorias de computagdes numéricas para
resolucdo de problemas quanticos, intitulado de método HF, e inicia-se a forma de
notacdo por Bracket, para efeito de simplificacdo na observacdo das conclusdes. Portanto,
novamente aplicando o operador de energia total H.. na fungio de onda com
dependéncia espacial, teremos a equacdo 3.2.2.7 com a reformulagao simplificada dada

pela equagdo 3.2.2.8, com a condicdo de normalizacdo em valor absoluto de 1.

(qjele(ﬁ) | ﬁele|‘lJele (ﬁ)) = (qjele(ﬁ) | E|¢ele (ﬁ))

R R (3.2.2.7)
(qjele(R)quele(R)) =1

(q—’ele(ﬁ)lﬁelelqjele(ﬁ)) =E (3.2.2.8)

Ou seja, pela normalizacdo garantida do teorema variacional, dado pela equacao
3.2.2.9, teremos que a energia exata do sistema (Eexata) S€rd sempre maior ou exatamente

igual, se o resultado for aplicado incessantemente sobre a funcdo de onda normalizada.
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o TV O ® (e A (R) G.
- exata

= —— = = = =
JUae(RPee®) (U, R)|Weie (R)) 2.2.9)

Para construir Y. € necessario utilizar a aproximacdo de construg¢ao tnica, via

determinante de Slater, dado pela equacdo 3.2.2.10.

G W) (D)
1 [u® w@ - w@
Voo == (3.2.2.10)
LM WM . u)

1 , . ~ ~ ..
Onde 7 serdo fator de normalizacdo da funcdo de onda, de modo a permitir que

o teorema variacional seja validado. A descricdo horizontal serd representada pelos
elétrons, e na vertical a representacdo dos acoplamentos spin-orbitais. Entre os parénteses,
os possiveis elétrons de 1 até n, e finalmente u, serd a funcao spin-orbital para cada elétron

do sistema.

Considerando, a fungdo de onda descrita pela equagdo 3.2.2.10, e a aproximagao
de Born-Oppenheimer para resolugdo deste tipo de sistema, por consequéncia da obten¢ao
do autovalor dado pelo Hamiltoniano (E), encontramos o as regras de Condon-Slater,
onde a energia poderd ser dada pela equagdo 3.2.2.11, e para efeito de simplificacdo de

notacdo foi considerado apenas uma direc¢io de integracao.

N 1 N-1

E= Z hi + 5 (i — Ky)) (3.2.2.11)
i=1 i=1 j>i

h; = f Ut () [—%vz + v(x)] Wy () dx (32.2.12)
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1
Iy = f f P GO (k) — W] (k) () s (322.13)
ISP

1
K = f f U GOy (k) — W e, () s
T2 (3.2.2.14)

Na equacdo 3.2.2.10, a energia total do sistema € dada pelo somatério de h;, que
representa toda energia cinética dada pelos elétrons considerados, bem como a energia
potencial de atracdo elétron-ntcleo, € apresentado na equacao 3.2.2.11. O segundo termo
da equacdo explicita a defini¢do das integrais de Coulomb J;; e de troca Kjj, onde a
constante ¥2 € levada em consideracdo para que ndo ocorra dupla contagem de repulsado
eletrOnica, ambas integrais sdo descritas nas equagdes 3.2.2.12-13. Com estas
consideracdes poderemos construir o chamando operador de Fock ( F) da seguinte

maneira, conforme a equagdo 3.2.2.14.
- 1 A
F= —EVZ +v(x) +j+k (3.2.2.14)

Para se chegar na energia obtida pelo operador, teremos que supor aplicacdo
unitdria conforme € tratado na equacao 3.2.2.15, e posteriormente teremos que considerar
todas energias obtidas dos orbitais do sistema g;, conforme a equacdo 3.2.2.16. Assim,

rearranjando a equagdo 3.2.2.16, obteremos a 3.2.2.17 de modo a evidenciar o somatorio

de h;j.

Na sequéncia de manipula¢des matemadticas, substituindo a equagdo 3.2.2.17 na
equacgdo 3.2.2.11, teremos a equacgdo 3.2.2.18 que considera a energia eletronica de Fock,
e finalmente na equagdo 3.2.2.19, € dado a energia total do sistema na aproximagao

Hartree-Fock, com a consideracdo de potencial nuclear explicito.
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N
& = & = (\i|F[Yix) = h; + ZIij — Kj; (3.2.2.15)
=1
N N N-1
zsi = Zhi + (i — Kij) (3.2.2.16)
i=1 i i=1 j>i
N N N-1
i i=1 i=1 j>i
N N-1
1
Eere = Z & — Ez Z(]ij - Ki;) (3.2.2.18)
i=1 i=1 j>i
N 1N—1 N-1 N AZ.7
Algp
Eyp = Zei ) Z( ij—Kij) + Z Z o (3.2.2.19)
i=1 i=1 j>i =1B>A AB

Um dos principais pontos que podemos destacar neste método € o que chamamos
de autoconsisténcia, pois é necessdrio conhecer os orbitais eletronicos, para que sejam
calculadas as interacOes entre elétrons. Ou seja, para termos a minimizagdo de energia do
sistema, inicialmente a estrutura deve ser suposta, € com isso, a energia se propaga de
maneira a minimizar as multi-repulsdes. A isso, definimos como otimizacdo de
geometria, logicamente, adotando um critério de convergéncia energética estrutural

arbitrario.

Todavia, este método por ser numérico, € ineficaz para aplicacdo de grandes
sistemas moleculares, devido ao alto custo computacional. Para isso, Roothaan viabilisa
uma grande contribuicdo matemadtica para descricdo do sistema. Ele propde que os
elementos da matriz de Slater, dada na equacdo 3.2.2.10, deveriam ser escritos como
combinacdes lineares de funcdes atdmicas ja previamente conhecidas (CLOA), e desta
forma, € proposta a equagdo 3.2.2.20 que definird a equacao 3.2.2.21, equacdo esta que é

definida como conjunto de funcdes de bases.
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U = gy (3.2.2.20)
b
g = Z Csi Xs (3.2.2.21)
s=1

Conforme € escrito nas equacdes 3.2.2.20 e 3.2.2.21, a fun¢do g; € a fungdo
espacial eletrOnica responsdvel pela descricdo de cada orbital a; refere-se ao tipo de spin
que possui o elétron i do sistema, podendo assumir a ou . Para descrever o ndmero s de
funcdes atdmicas necessdrias, utilizamos o coeficiente de expansao csi, multiplicado pelo
numero total de 1 até b funcdes consideradas de ys, desta forma, € possivel afirmar que
caso o numero de funcdes de base seja demasiadamente grande (infinito), teriamos a
representacao exata dos orbitais, € consequentemente, a energia seria nao s assintotica,
mas também exata. Mas, em termos praticos, computacionalmente, isso seria inviavel.
Portanto, com a aproximag¢ao de Roothaan, acoplando a técnica de Hartree-Fock denotada
por RHF (método Hartree-Fock-Roothaan), vem a reescreve o operador de Fock que
agora serd aplicado na fun¢do de onda reescrita como combinacdo linear de orbitais

atomicos (CLOA), que € demonstrado matematicamente a seguir.

b b
2 csifxs = g z CsiXs (3.2.2.22)
s=1 s=1
b b
Z CsiX:FXs =& Z CsiX:Xs (32223)
s=1 s=1
b
Z csi (Frs — &Sys), talquer=1,2,..,b (3.2.2.24)
s=1
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Frs = (x«|F|xs), tal que Sys = (xrlxs) (3.2.2.25)

det(Fps — &S;5) = 0 (3.2.2.26)

Ou seja, da aplicacdo do operador de Fock na funcdo de onda expandida teremos
aequacgdo 3.2.2.22, que serd multiplicada por x, e rearranjada entre as equagdes 3.2.2.23-
25 de modo que para resolucdo numérica da equagdo 3.2.2.24, teremos que adotar a

condi¢do da equagdo 3.2.2.26.

Novamente, este método também é chamado de autoconsistente, pois apenas
necessita do conjunto inicial de funcdes de base que serdo necessdrias para inclusiao do
operador de Fock, com isso teremos os cdlculos das matrizes F.¢ e S,g, € por fim, os
valores de &i. Se os valores encontrados para & s30 menores que oS iniciais, aceita-se
estes valores para comparacdo com o critério de convergéncia estrutural adotado, do
contrério, rejeitam-se os valores de &;. Este ciclo € reincidido, aproveitando os valores de
Csi na equagdo 3.2.2.24, até que haja convergéncia para um valor energético aceitavel, o

qual geralmente encontra-se na faixa de ordem de 10® hartree.

3.2.3. A teoria do funcional de densidade — DFT

No método RHF a correlagdo eletronica, dada pelo termo r;; do Hamiltoniano
inicialmente considerado, ndo € recuperada de forma significativa. Desta forma, teremos
duas possiveis alternativas para representar o sistema de forma mais vidveis para
contornar tal situacdo. Um destas formas serd efetuada quando tratamos os estados
eletronicos com multiplas configuracdes, método este conhecido como Teoria Pertubativa
de Mgller-Plesset, denotado simbolicamente de métodos do tipo MPn na qual o novo
Hamiltoniano serd reescrito com termos que consideram estados excitados, tendo o MP2
o método mais difundido e utilizado. No entanto, estas metodologias nao foram
consideradas na resolucdo de modelos da presente tese, portanto apenas serdo citados,
fato este que ndo serd simplista ao abordar a outra forma metodoldgica, foco do presente

trabalho.
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Outra maneira, também popular para obter a energia do sistema, € aborda-la com
formatos de funcionais dados pela densidade eletrobnica em funcdo do espaco p(r),
definida por Eo= Eo[po(r)]. Ou seja, ndo ha aplicacdo direta da funcido de onda contendo
todas informagdes iniciais do sistema como € proposto nos métodos ab initio. Neste tipo
de abordagem, conhecida como a Teoria do Funcional de Densidade (DFT) (ALBERTY,
1987; MORGON, 2007; LEVINE, 2009; LEACH, 2001), teremos o custo de tempo

computacional reduzido de forma consideravel.

A origem da técnica se dd por Hohenberg e Kohn quando demonstraram dois
teoremas para sistemas moleculares em estado fundamental ndo degenerado, onde
apontam a resolucdo da energia do sistema obedecendo o principio variacional. Desta
forma, o Hamiltoniano para um sistema de M nucleos e N elétrons pode ser escrito

conforme a equagao 3.2.3.1.

N 1 M N 7 N N 1 M M 7.7
ﬁ=_zzv§_zz—m 4 .|+ZZ—+ZZ—|R — ;623
i Tt e |7 = 7] Beaa 4 7B

A e B serdo os nucleos atdmicos, a simbologia para i e j € dada para os elétrons,
os valores de r; e Ra representam, as posi¢des dos elétrons i e do nicleo atdmico A,
respectivamente, € 0s termos Z4 € Zg sao os numeros atdmicos dos dtomos A e B.

Logo, conforme ja foi possivel definir nas secOes anteriores, cada termo do
Hamiltoniano ¢ interpretado com significado fisico tnico, desta forma, o primeiro termo
é o operador energia cinética dos elétrons (T'), o segundo termo é o operador potencial
externo (), o terceiro termo é o operador repulsdo entre elétrons (173), e no ultimo termo
do Hamiltoniano € definido o operador de repulsdo internuclear (Erep).

Assim, o operador potencial externo € comumente reescrito, conforme € tratado
na equacdo 3.2.3.2 e 3.2.3.3, que para efeito de simplificacdo, tal notagdo serd

considerada.

) = — —_— 3232
v(r) - IRy — 7l ( )
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N
U= Z v(r) = (P| XV v(n) |P) = fp(r)v(ri) dr (3.2.3.3)

Portanto, v(r;) é definido como o funcional de energia potencial de atracdo
nuclear para um elétron na posi¢do r, e ¥ é a funcdo dada como solucdo do estado

fundamental. Desta forma, a densidade eletronica p(r) serd conforme a equacdo 3.2.3.4.

p(r) = [ .. [W(ry,..tn)"P(ry,...Tp)dr, ...dy, sendo [p(r) =N (3.2.3.4)

Se a funcdo de onda W € solucdo do estado fundamental do Hamiltoniano,

podemos escrever a energia do sistema Eo conforme € demonstrado na equacao 3.2.3.5.

Eo = (P|A|Y) = (P|T + V.|¥) + f p(r)v(r)dr (3.2.3.5)

Logo, conhecendo os teoremas de Hohenberg e Kohn, do valor de p(r) do estado
fundamental serd vidvel calcular todas as propriedades do sistema, sem a funcdo de onda
do mesmo. No entanto, para calcular os valores de Eo e po, Kohn e Sham elaboraram um
formalismo no qual um sistema ficticio como referencial (subscrito por s) com n elétrons
ndo interagentes, sdo submetidos na mesma fun¢do da energia potencial externo vg(r),
de modo que a densidade do sistema seja igual a densidade eletronica do estado
fundamental (marco zero) do sistema de interesse. Desta forma, poderemos reescrever o

novo Hamiltoniano conforme consta na equacao 3.2.3.6.

n n
— 1 ~
Hg = Z [— Evi2 + v (ri)] = Z hKs (3.2.3.6)
i=1 i=1
O operador hXS é o Hamiltoniano monoeletronico, e o sistema referencial

(modelo) pode ser vinculado com o modelo real através da equagdo 3.2.3.7.
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Hy=T+ Z va (i) + AVee (3.2.3.7)
1

Os valores de 4 podem variar de O sistemas ndo interagentes, até 1 (modelo real)
e, desta forma, v;(r;) serd o funcional que ird gerar a densidade eletronica do estado
fundamental exata do sistema real.

Desta forma, as funcdes de onda de Kohn e Sham WKS  serdo obtidas por um
produto antissimétrico de N func¢des de onda de um elétron, y;(r;), conforme € andlogo
a estratégia adotada no determinante de Slater via método HF, e a partir disso, poderemos

aplicar a equagdo 3.2.3.8.

RKSyKS = gKSyKS (3.2.3.8)

Desta forma, no impeto de tornar a aplicacdo da DFT plausivel, € definido o termo
AT [p] como a diferenga de energia cinética eletronica do estado fundamental tomando a
referéncia entre o sistema adotado T[p] e o modelo ficticio Tg[p], conforme serd dado na

equacgdo 3.2.3.9.

AT[p] = T[p] — Ts[p] (3.2.3.9)

Novamente, por analogia a repulsio intereletrdnica, o funcional V,[p] também

serd escrito na forma de variacdo AV, [p] a ser demonstrado na equagio 3.2.3.10.

AV.[p] =V, —lf fwdrldrz (3.2.3.10)
2 1y

O valor de V, é referente ao potencial de interacdo elétron-elétron do sistema real,
e o termo que é tomado como uma integral € a forma cldssica para atribuir a energia de
repulsdo intereletronica, supondo que os elétrons sejam distribuidos de forma continua, e
desta forma as proporcdes de cargas tornam-se homogéneas dada a densidade eletronica

p. E, por fim, r;, serd a distancia entre dois pontos em coordenadas cartesianas, sendo
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necessario, conforme ja pronunciado, a inclusdo da constante %2 antes da integracdo para
que ndo tenhamos dupla contagem de repulsdo eletronica. Portanto, substituindo as
consideracdes de Kohn e Sham, teremos a nova equacdo 3.2.3.11 com suas

particularidades a serem discutidas a seguir.

E, = f p(r)v(r)dr + Ts[p] +%f '[%drldrz + AT[p] + AV,[p] (3.2.3.11)

Para tanto, conforme jd era esperado, os funcionais AT[p] e AV.[p] serdo
desconhecidos, sendo definidos como o funcional da energia de troca e correlacao Ey.[p]

conforme a equacao 3.2.3.12.

Exc[p] = AT[p] + AV,[p] (3.2.3.12)

Dessa forma o funcional da energia de troca e correlagio E4.[p], inclui o termo de
interagdo elétron-elétron de correlagio, devido ao termo AT[p] que representa a energia
correlagdo cinética dos elétrons, AV, [p] representa a energia de correlacdo Coulombica

devido a energia de troca obtida devido a funcao de onda ser antissimétrica, e por ultimo

1 (ryp(r - . - N
no termo > f f plr—p(Z)drldrz teremos a corre¢do da auto-interacdo. Em sequéncia,
12

poderemos rearranjar a energia total do sistema no estado fundamental dado pela equagao

3.2.3.13.

E, = ] o()v()dr + T,[p] +% J J %drldrz FELp]  (323.13)

Se a densidade eletrOnica para os sistemas real e utdpico sdo iguais, poderemos
escrever que a funcdo de onda obtida com um determinante de Slater, serd dada pela
equacgdo 3.2.3.14, e a definicdo de cada termo associado a equacdo 3.2.3.13 serd dada
pelas equagdes 3.2.3.15-16, e tornaremos a reescrever a energia do sistema real no estado

fundamental Eo conforme a equagdo 3.2.3.17.
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N
p= ZILIJFSIZ (3.2.3.14)
i=1
Loz
fp&W&Mr=—§hEﬁaqu@mr (3.2.3.15)
A 1

Ts[p] =

-

1
< §<s|_7viz|¢{<s> (3.2.3.16)

M N
SN B ks|_ Lyz| ks EJJW
2|RA_ri|JP(r)dr+ Z( K| 2 0KS) + 2 LU grdr, + Euelp] - (3:23.17)

Agora, o objetivo serd propor a otimizacdo dos orbitais de KS, uma vez que o
funcional de energia total do sistema estd montando, conforme a equacao 3.2.3.17. Logo,
pelos teoremas de Hohenberg e Kohn é garantido que vigora o principio variacional, de
modo a permitir a energia seja maior ou igual do sistema real, e uma vez a energia é
determinada, todas as outras propriedades dos sistemas sao obtidas como consequéncia.

Finalmente, se faz necessario a montagem de um ciclo auto-consistente para
resolugdo dos orbitais de KS, de modo a manter semelhante a forma esquemadtica do
método HF. Para estes critérios serem satisfeitos, serdo montadas as equacdes 3.2.3.18-

20.

(WS WiS) = 8 (3.2.3.18)

p(r2)
v(r) = Z |RA _— | + V(1) (3.2.3.19)

[ry — 15|
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M

1 2 : AN p(rz)

__VZ _ + +v r KS — SKS KS (32320)
21 - IRp — 1] [ry — 1y xe(D) | i P

Na equacdo 3.2.3.18 sdo considerados os critérios de funcdo de onda KS
monoeletronica, que deverd atender o formato de ortonormalidade, e para que isso ocorra,
o delta de Kronecker 8;; deverd aparecer do critério das funcdes de onda. Em seguida, a
equacdo de Schrodinger (equagdo 3.2.3.8) serd resolvida com as adaptacOes do
Hamiltoniano de KS da equacao 3.2.3.7, e o potencial efetivo v(r) podera ser expressado
conforme a equacdo 3.2.3.21, resultando na forma de reescrever a aplicacdo do
Hamiltoniano no sistema visto na equagdo 3.2.3.22, extraindo as energias dos orbitais de

KS.

M
Z
V(r)=—z A +J p(r) + Vi (D) (3.2.3.21)
- IRp — 1y [ry — 1y
1 57 (r,)
p(r;
——VZ—Z s + Ve (D) [ WS = eSS (3.2.3.22)
2" T LRyl ) ey e )]
8Exc[p(1)]
=———= 3.2.3.23

Conforme j4 afirmado, v4.(r) é o potencial de troca e correlacio, definido como
a derivada do funcional da energia de troca e correlacdo, como denotado na equagdo
3.2.3.23.

Finalizando o esquema representado pela proposta Kohn-Sham autoconsistente —
KS-SCF (Kohn Scham — Self Consistent Field), nas equacdes escrita 3.2.3.7, 3.2.3.14 e
3.2.3.19 esta desenvolvido todo ciclo de convergéncia energética pelo método DFT, pois
o potencial efetivo v(r), dependendera da densidade eletronica p(r). Este processo pode

ser ilustrado na Figura 3.2.3.1.
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Figura 3.2.3.1. Algoritmo de resolu¢do numérica em cdlculos DFT.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Existem vastos tipos de funcionais encontrados na literatura, nos quais sao
denominados de LSDA (Local Spin-Density Approximation), GGA (Generalized
Gradient Approximation) e ainda os meta-GGA. No entanto, cada funcional demonstra-
se especifico para cada tipo de propriedade que se deseja extrair do sistema. O foco do
presente trabalho foi utilizar os funcionais hibridos que fardo conexdo adiabdtica para
descricdo da densidade eletronica com elétrons ndo interagentes, conforme serd descrito

nas equagoes 3.2.3.24-26.

1 9F
Exclp] = f da A[p]—l[p] (3.2.3.24)
0
Falp]l = (P2|T + AV, |¥}) (3.2.3.25)
j j p(r)p(r) (3.2.3.26)
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A incognita A é referente ao tipo de sistema utilizado, de modo a manter A=0 se
no sistema, os N elétrons ndo interagem, e para A=1, todos se interagem, atendendo a
restri¢do de sempre permanecer constante o valor da densidade eletronica para qualquer
A. Com isso teremos conexao adiabdtica direta com o funcional de troca e correlacdo, via

funcdo da média do buraco de troca-correlagdo p,..(r,r'):

1 1
Belpl =5 | [ = p0Pactindrar (32327)

Ou seja, poderemos ter a energia de troca-correlagdo como uma interacao classica
de Coulomb, perfeitamente descritiva na equagdo anterior, garantindo que nunca havera
presenca simultanea de dois ou mais elétrons na mesma regido espacial. Para abordar esta
metodologia, o funcional escolhido foi o funcional hibrido de 3 termos de Becke,
conhecido como B3LYP (BECKE, 1993) para reportar as geometrias moleculares,
seguido de correcdo energética de longo alcance com os funcionais CAM-B3LYP

(YANALI 2004) e LC-oPBE (VYDROV, 2006).

3.2.4. Funcoes de bases atOmicas

Conforme ja descrito, de forma ndo exploratdria nas se¢des anteriores, as funcdes
de onda que representam sistemas moleculares podem ser dadas pela CLOA
(Combinacdo Linear de Orbitais Atdmicos) (LEACH, 2001). Portanto, é necessario
aprofundar um pouco no formalismo que aborda a notacdo e defini¢ao de funcdes de base
que foram utilizadas no presente trabalho, ja que todas as propriedades do sistema estao
intimamente ligadas pelo perfil destas funcdes matematicas.

As fungdes de base serdo denotadas conforme € mostrado nas equagdes 3.2.4.1-2,
sendo definidas de funcdes de Slater (STO, Slater Type Orbitals), e Gaussianas (GTO,

Gaussian Type Orbitals), respectivamente.

Xor 1,1, m(r, 8, @) = NY; 1 (6, @)r" e~ (3.2.4.1)
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Xpm, 1, m(r,6, @) = NY 1 (6, @)r?n-271e~t (324.2)

Estas funcdes sdo possiveis de se expressar se as consideracdes matematicas
forem dadas em coordenadas esféricas. Para ambas equacdes anteriores, N € a constante
de normalizacdo, n, [ e m serdo os numeros quanticos principal, angular e magnético,
respectivamente, Y; ,,, € uma fungdo esférica harmonica, e ¢ serd o expoente que impde a
largura da base da funcdo radial, portanto, € o limitante do alcance da centralizacdo da
funcdo. Para realizacdo de consideragdes de sistemas maiores, os cdlculos envolvendo
funcdes do tipo Slater se tornam mais custozos para sistemas metdlicos envolvendo
ligantes muito volumosos, por apresentarem multiplos centros, e desta forma, a
preferéncia € adotar funcdes de base Gaussianas (LEACH, 2001).

Independentemente do tipo de metodologia utilizada, seja de primeiros principios
ou DFT, o emprego de um conjunto de fungdes de bases muito grande fard com que o
resultado demore consideravelmente. Com isso, para reducdo do tempo computacional, é

utilizado funcdes do tipo Gaussianas contraidas ¢;, escritas conforme a equagdo 3.2.4.3.
0.4
1= ) Cox (3.2.4.3)
B=1

Sendo a o nimero de funcdes utilizadas, Cp os coeficientes de expansdo da fun¢ao
contraida, e y representa o tipo de fun¢do utilizada com a denominacdo de funcdes
primitivas.

Classes de fungdes de base de Pople (SZABO, 1996) sdo muito usadas no meio
cientifico, € possuem o formato de notagao seguindo a maneira K-nlmG, sendo K as
primitivas usadas para representacdo dos elétrons de carogo (fora do nivel de valéncia), a
letra G designa a utilizacao de funcdes @; GTO, e as letras nlm serdo para representacao
das funcdes do nivel de valéncia. Em exemplo, a fun¢do 6-31G representa uma funcgao de

base de camada de valéncia estendida de contragc@o, conforme ilustrado na Figura 3.2.4.1.

66



Capitulo 3 — Metodologia Proposta

Figura 3.2.4.1. Esquema de contracdo para a fun¢do de base de Pople 6-31G.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Sabendo desta notagdo, descreveremos como base minima (single- {) para as
bases que representam o sistema de forma mais simples possivel, de modo a conter apenas
uma primitiva para descricdo de um orbital. Como exemplo disso, tomemos o dtomo de
fldor para descrevé-lo apenas com 1s, 2s, 2px, 2py € 2p,, Ou seja, serdo necessdrias o total
de 5 fungdes no minimo. Contudo, para descricio de eventos flexiveis na nuvem
eletronica, tais como problemas envolvendo cinética reacional, estas fungdes niao sao
satisfatorias para obtencdo de resultados concordantes com dados experimentais. Para
isso, a alternativa valida para estes tipos de casos € incrementar mais de uma fun¢do na
descricdo de um dado orbital atdmico, ou seja, sdo as chamadas fun¢des double- { (duplo
zeta). No caso das funcdes de Pople, teremos as conhecidas split-valence (duplo zetas de
valéncia), onde existe a descri¢do explicita para a valéncia do sistema simbolizada por
dois nimeros informados apds a notagdo da quantidade de primitivas. A exemplo disso,
observando a Figura 3.2.4.1 na qual é abordada a funcdo duplo zeta de valéncia 6-31G, é
evidente a combinacdo de 6 primitivas semelhantes @; para o core (elétrons internos) onde
a diferenciagdo serd apenas no valor do expoente (, e para os elétrons de valéncia, teremos
mais duas combinacdes de fungdes distintas, a primeira com trés fungdes e a segunda com
uma, explicitamente demonstrado nos somatérios (SZABO, 1996).

As fungdes de polarizacdo serdo fungdes adicionadas para incrementar o orbital
mais externo, de modo a proporcionar maior momento angular (maior nimero quantico
azimutal), e consequentemente oferecer maior descri¢ao na ligagdo quimica. Logo, para
elementos que terminem com a distribuicao 2p, como C, O e N, a funcdo acrescentada

seria referente ao orbital d de modo a alongar os orbitais ligantes p de valéncia. Para impor
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esta consideragdo, adota-se o simbolo entre parénteses da fung¢do que se deseja utilizar,
6-31G(d), por exemplo.

Outras funcdes também desejadas na realizacdo de cdlculos com maior
confiabilidade, serdo as fun¢des difusas, que nada mais sdo que fungdes com pequeno
valor para o expoente ¢, simbolizadas com o incremento do simbolo de adi¢do (+) antes
da letra G, ou seja, 6-31+G.

Quando o expoente da fun¢do é muito pequeno, o decaimento das gaussianas
demonstram-se com menor declinio frente sua centralizacdo, ou seja, terdo maior
amplitude na descri¢do da ligacao, ou seja, regido de equilibrio, pois s@o mais dispersas
frente ao nicleo, desta forma, sao ideiais na descri¢ao de interacdes fracas e fons. Desta
forma, nos calculos quanticos de ponto unico (single point) foi adotado a fungdo 6-
31+G(2df), buscando coeréncias com a literatura (PASCHOAL, 2012) na descri¢dao

energética, e a funcao 6-31G(d) foi adotada para otimizacgdo estrutural.

3.2.5. Potencial efetivo de caroco — ECP

Quando existe algum elemento no sistema abordado que porta uma grande
quantidade de elétrons, estes podem ser considerados ndo tdo expressivos para o perfil de
algumas propriedades desejadas. A esta camada portadora de elétrons mais interna €
definida como caroco (core), onde facilmente podemos destacar os metais de transi¢ao
como caracteristica marcante na descricdo de um caroco demasiadamente grande. Uma
forma que visa abordar esta regido atdmica mais interna, e com reducdo de custo
computacional sdo os chamados pseudo-potenciais de caroco, ou ECPs (Effective Core
Potentials). Neles, sdo considerados apenas os elétrons de valéncia de forma explicita, e
para os orbitais do carogo, o potencial ajustado possue um formato de expansdo em

gaussianas com dependéncia da distincia r, conforme € demonstrado na equacdo 3.2.5.1.

Ugep() = Z dyr™k e =% (3.2.5.1)
k
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O valores de dx, ng, e (; serdo determinados pelo método de minimos quadrados,
e serdo dependentes do momento angular. E, para usar a equacdo anterior, geralmente
consideramos como regido de valéncia a penultima e a dltima camada, e os demais com
o potencial efetivo. No caso, para a presente tese, foram realizados célculos abordando o
dtomo de platina, que possuird sua distribui¢do eletronica geométrica terminando em 5s°
5p°® 5d° 6s!, ou seja, considerando 18 elétrons explicitos no nivel reativo. Logo, como o
ECP LAN2DZ (ANDREA, 1990) visa descricdo da camada de valéncia tratando os
elétrons como uma funcado duplo-{, esta foi a escolha dada para o d&tomo de Pt que das
estruturas dos complexos metélicos (HAY, 1985). E, para correcdo energética de ponto
unico, foi utilizado o ECP SDD (¢ s=0,0075; ¢ »=0,0130; ¢ ¢=0,0250; ¢ =0,9804), pois a
literatura aponta bons resultados em cdlculos de muita sensibilidade para descri¢do de leis

de velocidades (BURDA, 2000; BERGNER, 1993).

3.2.6. Modelo de continuo de polarizacio — PCM

Geralmente, em célculos de mecanica quantica que visam descrever propriedades
cinéticas e termodindmicas de forma mais exata, € necessario considerar na resolucdo do
Hamiltoniano algo que permita relatar a presenga do solvente de forma implicita. Serd
descrito agora, portanto, como abordar este tipo de considera¢do, de maneira que o
solvente seja dado por um meio continuo, e representado por uma constante dielétrica €
informada. Para tal, imaginemos a elabora¢dao de uma superficie polarizada ditada pela
constante dielétrica do meio, e em seguida a imersdo do soluto dentro desta superficie

(MIERTUS, 1981).

E construido uma cavidade no dielétrico, e o soluto serd inserido dentro deste
buraco, e posteriormente fixado por em distanciamento limitado, e, portanto, criando uma
interacdo entre meio dielétrico e soluto de modo a perturbar a distribuicdo de cargas
atdmicas, e reorientando o momento dipolar p. Com esta reorientacdo, teremos um
decréscimo da energia total do sistema que advém da interacdo entre soluto e solvente,
interacdo esta que é conhecida como Campo de Reacdo Auto-Consistente (SCRF — Self
Consistent Reaction Field), que dard origem ao Modelo Continuo Polarizdvel (PCM —

Polarizable Continnum Model).
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A descricdo da desenvoltura do PCM ¢ dada pelas esferas Onsager centralizada
em cada dtomo da molécula-modelo, admitindo que o raio desta esfera seja 20% maior

que o raio de van der Waals de cada dtomo.

Assim, o objetivo final deste método serd encontrar o valor do potencial Vin,
conforme é demonstrado nas sequéncias de equacdo 3.2.6.1-3, de maneira a adicionar ao
Hamiltoniano molecular da equagdo de Schrondinger, e posteriormente fornecer uma

nova densidade eletronica mais condizente com a realidade.

(er - 1)
Qr = e AV (1), (3.2.6.1)
_ Qx
®s(1) P (3.2.6.2)
Vine = — Z @ (rp) + Z Zo g (o) (3.2.6.3)

Qx , Ax, erkserdo as representacdes de cada carga do sistema, as dreas formadas
por estas e com isso, teremos o ponto onde estdo localizadas as cargas, respectivamente.
A simbologia Vg;, serd o gradiente do potencial elétrico dentro de cada cavidade e nk
serd a orientacdo do gradiente, ditado por um vetor unitdrio, perpendicular a superficie da
cavidade, sendo entdo resolvido os valores de cargas em cada ciclo de interacdo.

A partir de Qk, teremos os termos dos valores de potencial elétrico ¢, (r) devido
a polarizacao do meio continuo sobre o sistema. Para cada carga em torno desta superficie
teremos novos valores de ¢, (), sendo necessario um somatoério para cada elétron e cada
nucleo, relacionados pelas letras i e a, respectivamente. Com cada somatdrio, teremos 0s
valores de interagdo soluto-solvente Vi que serd adicionado ao Hamiltoniano,
contabilizando assim a nova densidade eletronica polarizada para a resoluc¢ao dos orbitais

moleculares.
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Desta forma, varios modelos de solvatacdo continua destacam-se na literatura por
justamente considerar um dielétrico para polarizacdo do solvente, sem a necessidade
casual de inser¢do de moléculas de solventes explicitamente no modelo abordado, sendo
fundamentais para o estudo de espécies carregadas. A tese utiliza o modelo PCM
(MENNUCCI, 2007) com o formalismo IEFPCM (SCALMANI, 2010). A constante
dielétrica da dgua foi considerada para todos os cédlculos de mecénica quantica no valor
de € = 78,3553. A escala das esferas atbmicas para construcdo da cavidade de fora foi
adotada com o valor de 1,10 (valor padrao do software GAUSSIAN 09® (FRISCH, 2009)

utilizado em todas etapas envolvidas com mecanica quantica.

3.2.7. Topicos para abordagem do estado de transi¢ao — TS

Para falarmos de cinética reacional, o imediato destaque do assunto converge para
os trabalhos de Arrhenius, no qual pela primeira vez vincula a temperatura em que se
encontra o sistema com o que foi definido de Energia de Ativacdo. O principal foco desta
aproximacao estd em existir uma quantidade de energia minima que o sistema necessite

utilizar para iniciar a reacdo desejada.

Apenas no século XX, precisamente em 1935, Eyring (EYRING, 1935;
ALBERTY, 1987) consegue elaborar todo formalismo matematico para o que foi
intitulado de Teoria do Estado de Transicdo, ou Teoria do Complexo Ativado, que
considera a espécie impossivel de ser detectada com protocolos experimentais, de
maneira que sempre esteja localizada no 4pice da hipersuperficie de energia potencial,
com fungdo sobre a coordenada reacional, ou seja, encontraremos o Estado de Transi¢cao

(TS) quando a equacao 3.2.7.1 for satisfeita.

9= _ gt (3.2.7.1)

Como sabemos que este ponto serd ponto de maximo, o valor do ponto ® sera
negativo. A seguir, descreveremos a sequéncia para encontrar a equagdo primordial do

trabalho, em relacdo aos calculos de mecanica quantica.
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Dado um sistema reacional qualquer com espécies A e B dadas como reagentes,
passando por um estado de transicdo TS, de maneira que cheguem no produto P,

poderemos escrever as equagdes 3.2.7.2-3.

A+B+C->TS— P (3.2.71.2)
V= % = k[A][B] (3.2.71.3)

Para o processo de conversdo de reagentes para o produto, dado na equacao
3.2.7.2, teremos a formulag@o da Lei de Velocidade (Lei cinética), conforme a equacao
03 ilustra, de tal forma que poderemos chegar na constante de equilibrio que vincula o
processo de transformacdo dos reagentes A e B no estado de transi¢dao TS, através das

funcdes de parti¢cdes q de cada espécie da reagdo, conforme a equagado 3.2.7.4.

(3.2.7.4)

Podemos definir Co de concentragdo padrio (1 mol L"), K#sserd a constante de
. . . . # ~ ~
equilibrio do processo descrito anteriormente, e os valores de qa, gs €q" serdo as funcoes

de parti¢do para A, B e TS, respectivamente.

Conforme é demonstrado na equacdo 01, existird dependéncia na conversao dos
reagentes para o produto P, de maneira que podemos também escrever outra lei cinética

envolvendo o estado de transi¢do.

d[P
% = g [TS¥] (3.2.7.5)
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Ou seja, a equagao 3.2.7.5 demonstra que a taxa de formacdo para o produto P
poderd ser dada pelo produto da frequéncia com que passa o estado de transi¢dao TS pelo
apice da curva de hiperpotencial com sua concentragdo, e como ja foi possivel de
perceber, ao agrupar as equagdes 3.2.7.3, 3.2.7.4 e 3.2.7.5, teremos a nova consideracao
dada pela equacdo 3.2.7.6, para encontrar a constante de velocidade k, e
consequentemente, a partir de uma série de consideracdes abordadas no formalismo de
termodindmica estatistica via funcdes de parti¢do translacionais, € possivel de chegar na

equacdo 3.2.7.7, conhecida como equacgio de Eyring.

K#
k= VTSC—TS (3.2.7.6)
0
kgT _AG*
o= 2L oy (3.2.7.7)
0

Na equacdo 3.2.7.7, é demonstrado o formalismo de Eyring para conectar a
temperatura T, a energia livre de Gibbs de ativagdo do sistema AG*, a partir da constante
de velocidade reacional k encontrada, e dos valores de kg, h e R que serdo as respectivas
constantes de Boltzman, Planck e dos gases ideais, com o valor da concentracdo padrao

Co ja definida.

A equacdo de Eyring foi necessaria tanto para os cdlculos de energia livre de
barreiras reacionais estudadas tanto do ponto de vista teérico, quanto experimental, sendo
importante ressaltar que qualquer erro na barreira da ordem 1 kcal mol! repercutird em
um erro de + 10! na constante de velocidade k, pois a relacdo de Eyring é exponencial em

relacdo as varidveis medidas.

Tecnicamente, conforme foi relatado no inicio desta sec¢dao na equagdo 3.2.7.1,
saberemos que estamos diante de um estado de transicdo quando o valor de o for
imagindrio. Pois, conforme sabemos, para a frequéncia de um oscilador, teremos a

equacgdo 3.2.7.8.
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[ty

V= — (3.2.7.8)
2| M

Onde v € a frequéncia do oscilador, kgq serd a constante intrinseca de oscilagdo

harmonica e p serd a massa reduzida. Desta forma, quando a derivada segunda da energia
potencial, em relacao a coordenada de reacdo for negativa, conforme € demonstrada na
equacdo 3.2.7.1, estaremos no ponto de maximo, ou seja, no estado de transicdo em
questdo, e consequentemente, ao inserirmos o valor de ® na equagdo 3.2.7.8, teremos um
valor de frequéncia imagindria v, e portanto, caracterizando o estado de transicdo de

forma especifica.

3.3. METODOLOGIA CLASSICA

3.3.1. Ancoragem molecular — Docking Molecular

Para descricdo do modo de reconhecimento molecular entre receptor e um
substrato alvo, o uso das técnicas de ancoramento molecular (docking) se fazem de grande
valia, onde podemos destacar o primeiro software especifico o pacote DOCK,

desenvolvido por Kuntz e colaboradores (KUNTZ, 1982).

Sabendo do perfil das interacdes intermoleculares que o sitio receptor langa sobre
o composto alvo, provavelmente, havera relac@o direta com a resposta bioldgica exercida
deste ancoramento molecular. Esta visdo de recep¢do pode ser modelada pela
metodologia de Docking Molecular, e devido a sua facil execugdo procedimental, com
amparo computacional muito proveitoso em termos de predicdo estrutural, com a
respectiva correspondéncia energética da pose gerada no sitio proteico, esta técnica se
torna muito visada para realizacdo da predicdo estrutural entre receptor e ligante

(LEACH, 2001; CRAMER, 2006; MORGON, 2007).

Nao s6 na drea académica € utilizado este tipo método, também na industria
biotecnoldgica e farmacéutica fazem proveito, pois os modelos gerados podem ser

comparados com coletianeas de dados ja dispostos na literatura, e assim, realizar o que se
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chama de QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship), sendo uma comparagao
de recepcdo molecular através da triagem energética obtida entre o receptor proteico
escolhido e os ligantes escolhidos através de diversas propostas disponiveis na literatura,
encontrados em um banco de dados, ou seja, € uma alternativa versatil para o desenho

racional de novos potenciais farmacos baseando-se no sitio do receptor.

Para realiza¢do da triagem molecular, também conhecida por ranqueamento, o
critério de aceitacdo ou negacdo para uma pose estrutural do ligante, no sitio receptor, €
utilizada uma funcdo avalia¢do (funcdo scoring) (LEACH, 2001), que para o presente
trabalho foi adotada a fungado CHEMSCORE (ELDRIDGE, 1997), que se classifica como
funcdo puramente empirica. Esta denomina¢do advém da valida¢io empirica frente a uma
proteina modelo, e um banco de dados com energias de ligacdo conhecidas. Desta forma,
os pesos para cada considerac@o na energia de ligacio AGgemp serdo obtidos de ajustes
puramente matematicos (LEACH, 2001). A seguir, na equacao 3.3.1.1, sdo demonstradas

estas consideragoes.
AGeip = AGo + ) SiGy (G3.11)
i

A equacdo anterior € o formato obtido para a CHEMSCORE, onde AG, serd o
minimo obtido da linearizacdo inicial da parametrizacdo do modelo de montagem desta
funcdo, os valores para cada Gi serdo pesos para a recep¢dao do substrato no sitio
escolhido, ou seja, € um nimero que pondera a possibilidade das contribuicdes de ligacdes
hidrogénio, intera¢do entre metal-ligante, contribui¢des lipofilicas, idnicas, rotacionais, e
demais outras. E, por fim, S; designa as fun¢des de blocos, representadas na equagdo

3.3.1.2.
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( 1: se Xencontrado < Xideal

Xmax - Xencontrado
1- ,s€ Xigear < X <X
S(x) = Xmax _ Xideal Se Ajdeal encontrado max (3.3'1.2)

\ 01 se Xencontrado > Xmax

A Fungao Si € uma funcdo de blocos dependente da posicao X, ou seja, pode ser
dada como S(X), cuja a restricdo deve-se aos valores limites de distancia parametrizados
(Xmax). Em cima desta funcdo, langa-se o que seria ideal para os valores predispostos
(Xideal), € 0s valores de Xencontrado S€rdo depurados pelo algoritmo de busca estrutural
adotado, no caso, foi utilizado o algoritmo Lamarckiano. Desta forma, o critério de
aceitacdo imediato da pose estrutural obtida se dard quando a distancia encontrada for
menor que a ideal previamente disposta no software. Caso esta pose nao atenda esta
exigéncia, teremos uma normalizacdo de resultado, onde o valor limite serd
automaticamente arremetido, zerando ou ndo a fun¢do. E, de forma alguma, serdo aceitas
as poses que as distancias se destoam devido ao valor encontrado ser maior que o valor
maximo. De forma mais clara, na Figura 3.3.1.1 € possivel tracar o perfil grafico de

comportamento de Si, em fun¢do dos valores de intervalos.

Figura 3.3.1.1. Comportamento da fun¢@o Si para os valores maximo e de idealidade no

ranqueamento do algoritmo escolhido.

s(x) 4

X)

ideal max

X

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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3.3.2. O algoritmo lamarckinano

Como ja foi possivel de perceber, as estruturas geradas pela funcdo de scoring Si
sao conhecidas pelo nome de pose, e destas poses sdo calculados os valores de energia
AGsmp e, posteriormente, toma-se a comparagdo energética para ranqueamento conforme
€ solicitado pelo operador. No entanto, para gerar estas poses e obter os valores de
Kencontrado, O algoritmo genético Lamarckiano (LA) se faz necessario (MORGON, 2007),

e sua desenvoltura estd na arte das suas operagdes de busca de novas possiveis posi¢des.

As poses geradas serdo obtidas basicamente por trés tipos de operacdes
matemadticas denominadas de operacdes genéticas, que necessitam das informagdes
estruturais do ligante em um alocamento vetorial momentaneo, conforme se demonstra

na Figura 3.3.2.1.

Figura 3.3.2.1. Esquematizacdo da definicdo de um cromossomo para calculo de poses.

\

A

J
J

| Translagdo

— Docking Rigido

Cromossomo — __Rotagdo _Docking Flexivel

J
\

—Conformagao

(
&

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Ou seja, conforme é descrito na figura anterior, cada informagao de um referencial
¢ alocada em um locus cromossomial, de modo a operar com o deslocamento do ligante,
com sua rotacdo, bem como sua orientagdo conformacional. Guardando estas
informacdes, poderemos tratar o docking de forma rigida, na qual somente consideramos
a translacdo e rota¢do do substrato dentro da margem do sitio selecionado, ou de forma

flexivel, quando a andlise conformacional do ligante também é considerada.

Com estas informagdes definidas, € possivel aplicar as operagdes genéticas:
acasalamento, recombinacdo e mutacdo. O acasalamento € a operacdo que limita o
tamanho populacional previamente escolhido no inicio do célculo, basicamente escolhe
duas poses para se replicarem, gerando apenas dois filhos, ndo havendo a necessidade,
portanto, de se ilustrar tal operacdo devido sua simplicidade, fato que ndo pode ser
afirmado para as outras demais operagdes a serem definidas a seguir, ilustradas na Figura

3.3.2.2.

A recombinacdo, também conhecida como crossing over, serd a mistura entre dois
cromossomos iniciais denominados de pai e mae, para formagdo de dois cromossomos
novos, ditos de cromossomos filhos. Esta estratégia tem a finalidade de miscigenar o
maximo de informacdes possiveis entre cada individuo da populacdo para célculos de

energia posterior.

Figura 3.3.2.2. Tlustracdo das operacdes genéticas denominadas como recombinagdo e

mutacao.

Cromossomos
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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A mutacdo possui o propdsito de aleatoriamente, frente as condicdes iniciais
escolhidas, trocar em um unico elemento de vetor pela sua defasagem, conforme ¢é

ilustrado na figura anterior, onde no locus de rotagdo troca a coordenada central.

Para padronizacdo do valor de energia com a pose inicial, ha a necessidade de
avaliar uma varidvel de corte de dispersio que permita considerar o valor da pose
encontrada, caso haja muita divergéncia com o valor inicial da estrutura de partida. A esta
varidvel chamamos de RMS (Root Mean Square), ou raiz do valor quadrético médio, que

pode ser defina conforme a equacgdo 3.3.2.1.

§V=1(P - Pi)z
N-1

RMS = (3.3.2.1)

Onde, P ¢ a posicdo cartesiana média de cada dtomo que foi obtida, P; € cada
posicdo e N € o total de dtomos do sistema. Desta forma, € muito convincente se um
resultado de RMS (DE SOUSA, 2012) for menor que 2,5 A, para validag@o do protocolo
de docking molecular. Opgao esta que pode ser selecionada diretamente no software, de

modo que toda estrutura obtida tenha valor menor que 2,5 A.

Figura 3.3.2.3. Escolha de Grid para a estrutura AB(1-40) estudada.

-

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Com todas as operacdes definidas, o restante serd a defini¢do da grade do sitio de
recep¢ao molecular (Grid) (MORGON, 2007). Para isso, teremos um dtomo, ou ponto de
referéncia que deve ser dado em torno do sitio de interesse, de modo a manter a percep¢ao
da func¢do de scoring por cada dtomo do ligante que seja semelhante. Para o trabalho, foi
adotado como referéncia, o centroide de coordenadas cartesianas (-8,64; -6,08; 107,83)
da estrutura AB(1-40) cédigo pdb 2M4J, conforme esquematizada na Figura 3.3.2.3, a
qual foi atribuida raio de busca de Grid esférico de 15,0 A, e das poses geradas com
valores de AGpmnp mais negativos foram submetidas para o processo de estudo de
interacdes com a metodologia de Dinamica Molecular (MD), frente ao Campo de Forca

AMBER escolhido.

3.3.3. O campo de forca AMBER

Da tentativa de abordar sistemas que portam grandes quantidades de dtomos, nos
quais ndo existe a possibilidades de abordagem puramente quéntica, surge os campos de
forca moleculares. Este termo vem o propdsito de montar uma biblioteca na qual contenha
informacdes de parametros previamente definidos de modelos de distincias e angulos
minimos, constantes harmonicas de oscilagdes e interacdes coulombicas para cada tipo

de 4tomo que sdo considerados idénticos para sistemas maiores.

Portanto, para cada tipo de dtomo (atom type) é resguardado um arquivo que em
conjunto para uma classe de biomoléculas especificas, formardo o que € chamado de
Campo de For¢a. No presente estudo, foi utilizado o Campo de Forca AMBER (Assisted
Model Building with Energy Refinement) (AMBERI12, 2008; PEARLMAN, 1995;
WEINER, 1984) que possui sua descricao para o cdlculo da energia potencial E conforme

¢ dado na equagdo 3.3.3.1 a seguir, e que serd melhor ilustrado com a Figura 3.3.3.1.

E =Eest + Eang + Edied_prop + Edied_imp + Evaw + Ecoul + Elig_H (333 1)

Para todos os termos de oscilagdes (os quatro primeiros), também conhecidos
como termos de interagdo intramolecular, teremos as consideragdes de oscilacdo

harmonica, sendo o termo Ees referente as oscilacdes de estiramentos de ligacdes, Eang
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serd a representacdo das deformacdes angulares, Edied prop € Edied_imp S€rdo para as
deformacdes de angulos diedros proprios e imprdprios respectivamente. Para os termos
intermoleculares, Evaw representa as interacdes de van der Waals, Ecou reporta as
interacdes carregadas e Ejig_n para as interacdes de hidrogénio, conforme se esclarece a

seguir, com a descri¢do quantitativa de cada termo independente da equagdo 3.3.3.1.

Figura 3.3.3.1. Esquema da obtencdo da energia potencial total E obtida através das

consideragdes implementadas no campo de forca AMBER.

E

intermolecular

Eest Eaﬂg Edied | prop Edied_imp
ne
> Kelr—roy? > Ko(® — 80 D Vel - (CDcostnp+3] Y Ke(E — £0)?

J

I

intramolecular

E

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Para a consideracdo intramolecular, todos os subscritos de zero representam os
valores para distancias e angulos em estado de equilibrio oscilatério, onde as constantes
de forga K, Ko, Vn e K¢ serdo as constantes de equilibrio para estiramento, deformagéao
angular, deformacdo de diedros de forma prépria e impropria, respectivamente. E, para
os termos que descrevem o cardcter energético intermolecular, as letras 1 e j representam
atomos distintos, onde teremos dependéncia com q que € referente as cargas atdomicas
atrativas ou repulsivas, € e o sendo respectivas larguras e profundidades de pocos de

potencial, e r, que serd a distancia interatdmica.
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Com o formato de energia elucidado, para vincular a energia com dependéncia
temporal, basta considerar a equacdo 2 que vincula a forca total do sistema como
dependente da variacdo da energia potencial total no espago. Portanto, para consideragdao
de evolucdo estrutural temporal, deveremos integrar as equacdes de Newton de forma

numérica.

—dE = F(t)dS (3.3.3.2)

Onde F(t) serd a forca submetida a uma particula em um determinado espaco S
qualquer, de forma que a Mecanica Newtoniana que apresenta a caracteristica primordial
de ndo vincular todos as particulas simultaneamente, atenda a segunda lei de Newton
expressa a seguir na equagao 3.3.3.3, que ird sobre a particula de massa m certa aceleracao

resultante.

d®x _ F(Oxi (3.33.3)
= 33

3.3.4. Dinamica Molecular - DM

Como ja observado na secc¢do anterior, se sabemos o perfil do campo de forca, por
hora ja parametrizado, serdo previsiveis as posicoes e velocidades de cada particula
através da integracdo das equacdes de Newton, de modo que a velocidade seja a peca

chave para o calculo da energia cinética k, através da equagao 3.3.4.1.

v,
K= Ez m;V; (3.34.1)
i=1
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Onde, N serd o total de d&tomos considerados com suas respectivas individuais
massas m; € velocidades vi. Desta forma, conhecidas as posicoes e velocidades em cada
instante teremos o que chamamos de trajetéria deterministica, nome caracterizado pelo

método de simulag¢do via Dinamica Molecular (DM).

No entanto, para solucionar cada valor de posicao e velocidade se faz necessario
considerar um esquema de integracdo numérico, no qual em cada passo de integracao ot
(time step) ja previamente informado como contador de looping, e desta forma teremos a
resolucao da posicao r e da velocidade v. Se realizarmos a expansao de Taylor em torno
da coordenada referencial de cada particula de modo que seja considerado r(t+dt),
poderemos obter a equagdo 3.3.4.1, e como consequéncia, a velocidade serd computada
pela variacdo ocorrida no deslocamento entre r(8t) e r(t+ 8t) para o intervalo de tempo t
= n Ot considerado, onde n serd a quantidade de looping no célculo de cada r(t+ &t). Este
método descrito € chamado de Verlet-velocidade (Velocity-Verlet) (VERLET, 1967), no
qual poderemos expressar cada posicdo atdmica conforme a equagdo 3.3.4.1 ja

mencionada.

r(t+ 8t) = 2r(t) — r(t — &t) + %t)ﬁtz (3.34.2)

No entanto, para o software utilizado no trabalho, a implementagdo de integracao
numérica como fun¢do do time step ot no cédlculo de deslocamento serd conforme o
algoritmo do Pulo do Sapo (Leap-Frog), equacgdes 3.3.4.3-4, que surge da modificacdao

do Algoritmo de Verlet, por conseguir melhor precisdo que o anterior, que serd comentado

a seguir.
ot ot
\% (t + ?> =V (t - ?) + a(t) &t (3.3.4.3)
F(t+ 86) = r(0) + v <t + %) 5t (3.3.4.4)
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No método de Leap-Frog, conforme € facilmente perceptivel, para cada valor de
distancia obtida, a velocidade serd dada no meio do deslocamento, uma vez que para t =
0 ps, teremos primeiramente o cdlculo de v(8t/2) que serd varidvel para o cdlculo de
r(dt). Ou seja, a velocidade € dada no meio entre r(6t) e r(t + 6t), e € calculada acima

dos deslocamentos, fato que pode ser facilmente arremetido para o nome do método.

7

No caso de sistemas portando alta frequéncia oscilatéria como € o caso de
oscilacdes do tipo C-H, teremos valores da ordem de 10 fs, a idealidade da apuracdo
numérica das equacdes de integracdo serd com valores de §t muito pequenos, pelo menos
dez vezes menor, ou seja, 1 fs o valor perfeito escolhido, 0 que restringe o seu emprego

pelo alto custo computacional (MORGON, 2007).

Uma saida para se tratar sistemas de biomoléculas de grande porte seria fixar estes
tipos de vibracdes preservando os valores de equilibrios considerados com relacdo as
posicdes, angulos e ligacdes. Esta € a descri¢do do algoritmo de SHAKE (MORGON,
2007), que fard exatamente o que foi pronunciado de maneira computacional dentro de
um somatorio ao inserir uma forga f;; externa para cada tipo de ligagdo considerada como

vibracdo intensa, com periodo de oscilacdo acima de 10 fs através da equagdo 3.3.4.5.

d?x =
S m = F(Oy + Z fi @ (3.3.4.5)
i#j

Com a equagdo 3.3.4.5, € possivel aplicar para grandes sistemas que necessitem
destas consideracdes, tais como proteinas e carboidratos, o que fard no ganho demasiado
de tempo computacional, pois este truque permite aplicar 2 fs para os valores de dt, e com

isso, reduzir pela metade o tempo de simulagdo.

3.3.5. Condicdes periddicas de contorno

Para inclusdo de solventes de forma explicita, onde na presente tese foram
consideradas moléculas de dgua, foi necessario incluir nas consideracdes de célculos as

condig¢des periddicas de contorno.
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Com estas consideracdes, teremos a inclusdao do modelo TIP3P, de modo que no
decorrer da simulacdo, caso um dtomo saia da caixa, sua imagem na face oposta, a qual
esteja com a mesma velocidade de saida, possa retornar para o interior da mesma. Desta
forma, fica muito evidente o porqué de serem consideradas caixas de formatos cubicos,

pois é muito mais claro e evidente observar estes fendmenos de espelhamento.

z

Para inclusao destas condicdes, € necessario considerar uma distancia limite,
chamado de raio de corte (cutoff) para truncar a extensao do potencial, até este valor limite
fornecido. Tecnicamente, o que € feito é considerar uma largura R de célula unitéria, na

qual na sua metade R/2 (8 — 10 A) seja o limite de atuacdo de um potencial esférico.

Para sistemas maiores, o emprego de caixas cubicas € muitas vezes invidvel, pois
seu tamanho teria que ser muito expressivo para que ndo ocorra percep¢dao de um soluto
por outro, com isso, deve-se por obrigacdo considerar o tamanho da caixa cubica
demasiadamente grande e desta medida muito mais moléculas de solventes sdo incluidas
para resolucdo das equagdes de Newton, e consequentemente, tornando o cdlculo muito
oneroso. A alternativa nestes tipos de situacdes € adotar condi¢des periddicas no formato
de um octaedro truncado, Figura 3.3.5.1, que se assemelha muito com o uma esfera, e
com isso, as moléculas que estariam muito longe do soluto deixardo de existir, o que

implica na redugdo expressiva no tempo de computacao.

Figura 3.3.5.1. Octaedro truncado em célula unitiria para expansdo de condicdes

periddicas de contorno.

MOLDE CELULA UNITARIA CONDICAO PERIODICA

Y S

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Mas, o que pode passar despercebido nestas consideracdes € o valor de cutoff ser
inapropriado no tratamento de longo alcance em interagdes couldmbicas, por exemplo

que decai no quadrado da distancia, o que resultaria num efeito de borda acentuado.

Para isso, destacam-se varios métodos que consistem em somar as interagdes de
longo alcance sobre diferentes configuracdes dentro da periodicidade do sistema
incluindo as imagens obtidas na simulac¢do. Dentre eles, as somas de Ewald com o
formato PME (Particule Mesh Ewald) (MORGON, 2007) é um dos mais viabilizados
em programas de Dindmica Molecular (DM), tais como o software AMBER utilizado

para resolucd@o dos sistemas dinamicos na presente proposta.

3.3.6. A descricao da técnica MM-PBSA

Para se calcular as energias de energia livre de ligacdo AGy;, a partir de um nimero
finito de estruturas representativas obtidas da simulacdo de DM, é preciso utilizar as
equagdes de Poisson-Boltzman, conforme sera descrito a seguir, sendo representado pelas

sequéncias de equagdes 3.3.6.1-5.

AGyig = E + AGgg)y — TAS (3.3.6.1)
AGgoly = AGpg + AGy_por (3.3.6.2)
AGpp = %Z(cpi”‘ —¢i") (3.3.63)
Ve(r)Vo(r) — k'o(r) = —4mp(r) (3.3.6.4)
AGp_por = B+ Y(A) (3.3.6.5)

86



Capitulo 3 — Metodologia Proposta

Conforme € descrito na equagéo 3.3.6.1, para se determinar AG;g teremos que

considerar primeiramente o cdlculo da energia total do sistema (E) em formalismo
classico, dado pelo campo de forca escolhido (no caso, o campo de forca AMBER ja

supracitado) (AMBER12, 2008; KOLLMAN, 2000).

As contribui¢des entrépicas devido as movimentacdes moleculares podem ser
aproximadas de forma bem convincente por andlise de modos normais de vibragdo, o que
¢ extremamente custoso em tempo computacional, sendo, portanto, desprezado nos

céalculos de MM - PBSA (KOLLMAN, 2000).

J4, para o termo da contribuicio de solvatagdo AGsoly teremos que primeiramente
supor raio de corte infinito, € com isso serd considerado todos os tipos de interacdes
intermoleculares. Todas as moléculas de solvente e os contra fons utilizados serdo
retiradas, e as estruturas dos solutos serdo inseridas em um meio dielétrico dado pela
constante dielétrica . Com isso, € possivel perceber na equagdo 3.3.6.2 que a contribui¢do
de solvatag@o necessitard de um termo via formalismo de Poisson-Boltzman AGes, que
precisard de uma referéncia de potencial eletrostitico ¢ em dois meios de referéncia,
sendo @' no vécuo, e ¢’® em dgua. Mas, para calcular este termo necessitaremos da
equacdo 4, que faz o uso das constantes dielétricas do meio continuo adotado, informado
pelos valores de €. Os usos dos valores invertidos de comprimentos da aproximagao
Debye-Hiickel serdo dados por k’, e o valor das densidades de cargas atOomicas serd
informado por p. E, com isso, percebemos que todas estas varidveis possuem dependéncia
de referencial de distancias r frente ao centro atdbmico considerado. J4, para o termo de
energia nao-polar AGnpol, 0s valores de B e y(A), serdo obtidos de forma experimental,
com os valores de A dados pela drea de penetragdo acessivel do solvente considerado, no

nosso caso agua.

Com estas descri¢gdes, finalmente € possivel de ser calculado o valor da energia

E

livre de ligacdo do complexo resultante AGﬁgs, dado pela equacdo 3.3.6.6, onde todas as

consideragdes de calculos s@o as mesmas descritas nas equacdes 3.3.6.1-5.

AGiig® = AGlig" — AGyg™ — AGjig (3.3.6.6)
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Onde AGlcigM, AGﬁg’t e AGlLing serdo os calculos das energias livres do complexo
proteina-substrato, da proteina isolada e do ligante isolado, respectivamente, sendo

necessdrio destacar que para o trabalho, apenas uma trajetéria de producdo foi

RES

considerada para ser retirado no minimo 15 estruturas para os cdlculos de AG;;”.

3.4.  ESQUEMA METODOLOGICO

Dada a complexidade do sistema, foi necessdrio conhecer de forma detalhada
como € a estrutura do agregado amiloide, de modo que fosse escolhido um modelo ja
relatado na literatura. No caso, o cddigo pdb 2M4J foi considerado, o qual possui 9
estruturas de amiloide via ressonancia nuclear, com 40 residuos de aminoacidos (AA), e
um total de 5391 4dtomos. Este sistema, quando simulado, foi imerso em moléculas de
H>0 (6000 aproximadamente), tratadas de maneira explicita em conjunto com os ligantes,
ou seja, cada simulag@o atomistica “ndo admite erros”, pois sa0 muito custosas em tempo

computacional.

Saber ao exato que tipo de modelo é necessario para representar quantitativamente
os resultados experimentais obtidos da literatura, tanto em termos de simulagdo de
complexos metalicos, quanto em termos de estruturas de agregados maiores, foi uma das
questdes muito dificeis de responder. A dificuldade inicial foi grande, pois ndo havia
nenhum trabalho em que se abordasse qual é a estabilidade e a reatividade de cada
aminodcido do peptideo B-amiloide frente a coordena¢ao metdlica. O tnico indicativo de
ocorréncia reacional era dado por Ma e Brahmam, fornecendo que sitios de HIS, LYS e
GLU eram alvejados. Entretanto, estudar computacionalmente processos envolvendo a
cinética reacional ndo é de grande confiabilidade, se ndo existem resultados experimentais

para comparagdo e validagdo de barreiras de ativagao.

Assim sendo, foi sintetizado um complexo modelo denominado de ptO1, para que
em um segundo momento fosse alvejado com moléculas de H,O e HIS, utilizando
consideragdes fisioloeeiscas para obtencdo da cinética reacional e comparacao com 0s

modelos tedricos.

Com este resultado, foi elaborado a descricdo quantica que reproduzisse o

resultado experimental encontrado. E, em seguida, na terceira etapa, teve-se o ideal de
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tracar a reatividade e estabilidade de cada aminodcido que fosse potencial alvo de

complexos metdlicos, considerando estado zwitteridonico. Todos os calculos nesta etapa

foram obtidos com o software GAUSSIAN 09®.

Em contrapartida, para simular o mais proximo possivel das consideragdes in
vitro, fol mapeado o perfil das interagdes ocorridas entre agregados de amildide e os
ligantes derivados da fenantrolina (ofen) e curcumina (cur), de maneira que os resultados

fossem apurados com um grau de aproximagao mais realistica com 0s experimentos.

Foi adotado um protocolo sequencial de triagem, no qual foi escolhido apenas
uma estrutura de receptor-ligante utilizando o software GOLD® para a realizacdo de
docking molecular obtendo as poses de AGpnp mais negativo, e com isso, dar inicio aos

calculos de DM.

Com as estruturas ranqueadas, foi proposto na quinta etapa, um protocolo de
simulagdo de DM, o qual constou de curta minimiza¢do de geometria com mecanica
molecular no campo de forca AMBER, seguida de aquecimento onde as temperaturas
iniciais partiram de 5 K para 50 K e estabilizadas por 1ns, em regime NPV. Em seguida,
houve elevacdo direta de temperatura para 300 K mantendo-se constante em regime NPT,
com etapa de produgdo totalizada por 100,0 ns. Ao final do processo, a energia de
interacdo dada pela metodologia MM-PBSA (AGggror) foi calculada com 10 poses do

regime de producdo.

O fator de integracdo ot adotado foi 2,0 fs, devido a utilizacdo do algoritmo de
SHAKE. E, por ultimo, o complexo pt01 foi parametrizado considerando cargas MK e
aproximacoes harmonicas, via calculos de scan de ligacdes e angulos, com as mesmas
propostas metodolégicas quanticas ja supracitadas, com o objetivo de simular
conjuntamente com os agregados, onde estes valores foram inclusos em uma biblioteca
(UNIT) para leitura do software AMBERI12. No intuito de deixar o mais claro possivel
sobre as propostas metodoldgicas adotadas, cada etapa na proposta € exemplificada na

Figura 3.4.1.
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Figura 3.4.1. Esquema metodolégico abordado para execucao do trabalho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. EXPERIMENTO

Como ja relatado, ndo existem dados na literatura que fornecessem indicios de
cinética reacional para o sistema de complexos estudados. Portanto, a presente tese aborda
a sintese e caracterizacdo do complexo ptOl, no intuito de se obter as constantes de
velocidades experimentais, através dos sinais de absor¢do molecular (ABS), para

validacdo de protocolo de simula¢do computacional, utilizando cdlculos de DFT.

Primeiramente, foram necessarios comparar as estruturas DFT tedricas com as
estruturas em estado sélido, obitidas por difracio de raio-X (GRZESIAK, 2007;
GABALLA, 2003), conforme a Tabela 4.1.1, de maneira a prever até que ponto o desvio
pode ser considerado significativo com o nivel de teoria estudado. Para grande satisfacdo,
os dados estruturais se desviaram aproximadamente 5% com o valor das estruturas
cristalograficas, ou seja, em relagdo aos dados estruturais obtidos, todos poderdo ser
considerados como descritores exatos. A motivacao para a a utilizacdo do nivel de teoria
descrito na tabela a seguir, se deve aos resultados obtidos, de forma muito interessante na
literatura, sobre complexos de platina com ligantes similares aos aqui apresentados. Tanto
na literatura, quanto no presente trabalho, utilizando a mesma fun¢do de base com o
mesmo tipo de pseudo-potencial apresentaram desvios de aproximadamente 5% na esfera

de coordenacdo (Paschoal, 2012) .
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Tabela 4.1.1. Valores experimentais (em parénteses) e tedricos para ptO1 e pt02. Os dados
experimentais sdo reportados em estruturas cristalinas e os valores tedéricos foram obtidos ao
nivel B3LYP/Lanl.2DZ/6-31G(d), em meio aquoso utilizando aproximacio IEFPCM
(e=78,4).

Ligacdes / A Angulos / graus
Pt-N Pt-Cl N-Pt-N N-Pt-ClI CI-Pt-Cl1 Error / %
ptO1 2,025 2,391 80,70 94,51 90,26
(2,005) (2,292) (81,46) (93,43) (90,72) >
pt02 2,048 2,393 80,25 94,91 89,90
(2,028) (2,295) (81,32) (94,37) (90,49) 4.4

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

4.1.1. Caracterizagdao do complexo [Pt(ofen)Clz]— prO1

Para caracterizacdo de ptO1, fo1 utilizado a espectroscopia Raman com a intengao
de comprovar estiramentos e deformagdes especificas de cada modo normal de vibragdo.
Cada tipo de movimentagdo, conforme € demonstrada na Figura 4.1.1.1, foi tomada como
um marco de evidéncia de coordenagdo metalica, visto concordancia com a apuragdo dos

calculos ao nivel de teoria ja descrito.

E possivel ver claramente nos espectros que hd surgimento de uma nova banda na
regido de 445 cm’, possuindo valor exato de v(Pt-N)as = 443 cm’! (teo: 465 cm™), sendo
o sinal conclusivo para relacionar a coordenagdo metélica ocorrida entre nitrogénio e
platina. De maneira semelhante, os modos de deformacao presentes no anel, permanecem
na estrutura do complexo formado, logicamente com certo valor de deslocamento do
nimero de onda, o que também evidencia mudanca no periodo de oscilagdo ditado pelo

aumento de massas molares pelo vinculo com a esfera de coordenacao.

E, por fim, os modos normais que evidenciam a permanéncia da platina
coordenada com cloreto serdo os estiramentos v(Pt-Cl) na regido de 320 — 340 cm’! em
conjunto com o modo tesoura dado pela deformacdo angular no plano d(CI-Pt-Cl), na

regido de 200 cm™'. No intuito de verificacdo da pureza da amostra sintetizada de pt01, a
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andlise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) para determinacdo da
féormula minima estrutural foi calculada para Ci2HsCl2N2Pt, recebendo os valores de C:
32,30%; H: 1,81%; N: 6,28%, cujo os valores experimentais encontrados foram

comparaveis, dados por C: 31,6%; H: 1,76%; N: 6,04%.

Figura 4.1.1.1. Espectros de espalhamento Raman utilizados como evidéncias de

coordenacdo metdlica para apuracao da sintese de ptO1.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Para executar as andlises de decaimento de ligante pt01 em fun¢do do tempo, foi
necessdrio a escolha de uma regido de absor¢do, que se mostrasse bem caracteristica para
cada tipo de circunstancia de estudo, seja para estudo de hidrdlises, seja para estudo de
substitui¢do por HIS. Desta forma, um experimento inicial foi dado como marco para as

apuragoes, conforme € demonstrado na Figura 4.1.1.2 a seguir.
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Figura 4.1.1.2. Expectro de absor¢do no UV-vis para o experimento de mistrura reacional
entre HIS/H>O/pt01/NaCl (ja descrito na seccdo metodoldgica), para determinacdo da

banda de maior sensibilidade.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Ou seja, através do espectro acima observado, na regidao de 252 nm é demonstrado
maior sensibilidade para a reacdo lancada, pois existe maior inclinagdo de absorcdo em
tal comprimento de onda, quando se trata de um processo de troca do tipo C17HIS, haja
vista que a quantidade de NaCl ird suprimir a hidrélise do processo. Pode-se notar
facilmente, que o perfil do espectro demonstra a maior absor¢iao do produto formado, de

modo que o novo sinal de absorcao se sobressaia frente ao sinal anterior.
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Figura 4.1.1.3. a) Espectro experimental de absor¢ao na regiao UV-vis para investigacao
da banda de evidéncia dos processos de solvolise. b) Espectro experimental de absor¢ao

UV-vis para a confirmagado da supressdo da solvolise com adicao de NaCl.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Adotando a mesma estratégia de inspecionar a regido para verificar a cinética
reacional, foi realizado um segundo experimento modelo, novamente para verificagao de
sinal espectroscopico padrdao. Como resultado, € possivel perceber na Figura 4.1.1.3a, que
as bandas para andlise sdo coincidentes em mesmo comprimento de onda, no entanto,
para o processo de trocas pela substituicao de cloreto por dgua, do tipo C1/H20, teremos
o decaimento da onda em 252 nm. E, para confirmar que de fato ha supressao de ataque
de moléculas de 4gua quando € adicionado NaCl, em um terceiro experimento, foram
adicionadas as mesmas quantidades de ptO1, H2O e NaCl. Como resultado, surge a Figura
4.1.1.3b, que demonstra claramente que o processo foi possivel de ser suprimido com esta
quantidade de sal adicionado, pois as absor¢des permanecem inalteradas durante o tempo

de experimento.

Fica evidente que nos processos de solvdlise, a banda em 252 nm que desaparece
com o tempo de reacdo, é destinada a perda de CI" pelo ataque de dgua, contudo, para
atribuicdo das absor¢des do processo de troca de cloreto por HIS isso ndo € tao evidente,
por estar na mesma regido de escolha. Logo, o espectro de absor¢do para a espécie ptO1
e para o composto monossubstituido com HIS foram gerados, acrescentado tdo bom

acordo com o experimento que ao depararmos com a Figura 4.1.1.4, obtida por calculos
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DFT, € possivel se confundir com a Figura 4.1.1.2, pois ambas se demonstram

praticamente idénticas. Com isso, a escolha da banda utilizada como sonda, na regido de

252 nm, fica evidente.

Figura 4.1.1.4. Espectro teérico de absorcao, utilizado para caracterizar as transi¢des do

experimento.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

4.1.2. Andlises cinéticas com validacdo de protocolo de simulacio

Com o experimento otimizado, conforme descrito na sec¢do metodoldgica, foi

possivel de se extrair em duplicata os espectros de absor¢do para o ataque solvolitico

(Figura 4.1.2.1), onde os valores obtidos para o comprimento de onda méximo escolhido

(Amax = 252 nm) puderam ser monitorados por meia hora (1800 segundos), a partir da

leitura da primeira aliquota, e devidamente agrupados e tratados na Tabela 4.1.2.1.
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Figura 4.1.2.1. Experimento para obtencdo de ki,exp. Espectros experimentais de

absorc¢do para solvolise.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Tabela 4.1.2.1. Dados experimentais das absor¢des maximas para os espectros da mistura

reacional de solvélise, para obtencao do valor de ki gxp, com referéncia no comprimento

de onda em 252 nm.

Tempo /s A/u.a. A /Ao In (A/Ao)
300 0,44037  0,35896 0,982606 0,961611322 0,01755 -0,03914
600 0,43271  0,34518 0,959875 0,936956764  0,04095 -0,06512
900 0,42270  0,33633  0,944274 0,914057277 0,05734  -0,08986
1200 0,41583 0,32811 0,923701 0,900880321  0,07937 -0,10438
1500 0,40677  0,32338 0,916071 0,889319144 0,08766 -0,11730

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Para encontrar o valor de kogxp, foi realizado o monitoramento por

aproximadamente 1 hora (3000 s), da banda também com valor maximo em 252 nm, e a

mistura reacional foi adicionado NaCl para evitar a hidrélise, que poderia ser competitiva

com o a substitui¢ao por HIS. Os espectros da Figura 4.1.2.2 ilustram o processo descrito,

e a partir do recolhimento dos valores de absor¢ao, foi possivel também agrupar os dados

na Tabela 4.1.2.2.

Figura 4.1.2.2. Dados experimentais das absor¢des méximas para os espectros da mistura

reacional envolvendo ptO1, H>O, HIS e NaCl, para obtengdo do valor de kzgxp, com

referéncia no comprimento de onda em 252 nm.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Tabela 4.1.2.2. Dados experimentais obtidos do monitoramento da absorcao maxima para

a reagdo de troca do tipo CI/HIS para obtencdo do valor de kzexp, adotanto como

referéncia em 252 nm.

Tempo /s A A/Ao In(A/Ao)

300 0,40536 0,405363 1,218878 1,218877 0,197931 0,19793

600 0,41994 0,419941 1,257568 1,257568 0,229180 0,229179
900 0,43327 0,433271 1,307753 1,307752 0,268310 0,268309
1200 0,45056 0,450561 1,344121 1,344126 0,295740 0,295744
1500 0,46309 0,463093 1,379996 1,379995 0,322081 0,32208

1800 0,47545 0,475451 1,39953  1,399529 0,336136 0,336135
2100 0,48218 0,482181 1,423388 1,423471 0,353040 0,353098
2400 0,49040 0,490430 1,442661 1,442660 0,366489 0,366488
2700 0,49704 0,497041 1,462456 1,462458 0,380117 0,380118
3000 0,50386 0,503862 1,478217 1,478215 0,390836 0,390835

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Com os dados de In (A/Ao) em funcdo do tempo de reacdo demonstrados nas

Tabelas 4.1.2.1-2, e sabendo que a lei de Lambert-Beer (equacdo 4.1.2.1), pode ser

atendida quando os valores de absor¢@o sdo menores que 1, € possivel obter a linearizagao

dos dados experimentais, de modo que a inclina¢do da reta seja o valor da constante

cinética observada para o processo descrito.

A =¢bC

Kobs = ki1,gxp + ko,exp [HIS]

(4.1.2.1)

(4.1.2.2)
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kZ,EXP =

kOBS

[HIS]

(4.1.2.3)

Na equacdo 4.1.2.1, temos que a absorcdo A € dependente de €, b e C, onde € é

absorvitividade molar do composto, b € o caminho 6ptico percorrido pelo feixe de luz

incidido sobre a amostra contida no espectrometro, e C é a concentracdo molar da

amostra. Observando a equagdo 4.1.2.2, j4 demonstrada na sec¢do metodoldgica, serad

possivel de se obter ki gxp quando [HIS]=0, pois assim teremos kons=K1,exp. Para obtengcao

de ko gxp, serd dada quando [NaCl]=5,0 mmol L', e com isso, kobs=k2.exp [HIS], ou seja,

koexp poderda ser dada através da equacdo 4.1.2.3 descrita. Na Tabela 4.1.2.3, sdo

demonstrados todos os resultados obtidos dos espectros linearizados, com evolugao

temporal, demonstrando todos os valores de kobs encontrados, e consequentemente, 0s

valores de energia livre de ativacao tanto do processo de hidrélise quanto para o processo

de substituicdo de Cl" por HIS. A Figura 4.1.2.3 traz os resultados de In(A/Ao) versus

tempo usada para montar a Tabela 4.1.2.3.

Figura 4.1.2.3. Ajuste linear para os logaritimos das absor¢des monitoradas no tempo,

para cada mistura reacional demonstrada em cada grafico.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Tabela 4.1.2.3. Resultados experimentais e calculados para o perfil cinético (T=345 K) da rea¢do entre pt01 com

H-O (k1) e HIS (k»).

Hidrélise Ensaio  Ajuste linear kix105/ st (k1 )x10/ s AGH (kcal mol™")

1 In(A/A0)=-2,98%x1073-5,9x107 t 5o
(N=5, R=0,99, 5=0,000005) ’

(6,210,4) 26,94
) In(A/A0)=-2,45%102-6,5x107 t 65
(N=5, R=0,99, 5=0,000006) ’

B3LYP/Lanl.2DZ/6-31G(d) 23,25

L1: CAM-B3LYP/SDD(spdf)/6-31+G(2df)// 24,59

L2: LC-wPBE/SDD(spdf)/6-31+G(2df)// 25,54
(kp)X10°H/ M-

CI/HIS Ensaio  Ajuste linear Kobs 2x107/ 57! AG% (kcal mol™)

1 S—l

1 In (A/A¢)=1,87x10"+7,6 x 107t e
(N=12, R=0,98, 5=0,000005) ’

52,8 20,73
) In(A/A0)=1,66x10"+7,2 x 107t 72
(N=12, R=0,98, 5=0,000005)
(7,410,3)
B3LYP/LanL.2DZ/6-31G(d) €: 20,30 [6: 20,45]
L1: CAM-B3LYP/SDD(spdf)/6-31+G(2df)// €: 20,71 [6: 20,86]
L2: LC-oPBE/SDD(spdf)/6-31+G(2df)// €: 20,74 [6: 20,23]

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Como ¢ possivel de se observar, na Tabela 4.1.2.3, sdo apontados os valores para
as constantes de velocidade, que de posse do formalismo de Eyring, foi possivel de se
obter as energias de barreira nos valores de 26,94 e 20,73 kcal mol !, para hidrélise e

ataque de HIS, respectivamente.

Estes resultados que foram os padroes de comparagdo tedrica para correcao
energética com outros funcionais adotados, utilizando incrementos de func¢des difusas e

polarizadas. Quando adotados as corre¢des energéticas, o valor da barreira consegue
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passar de 23,25 para 25,54 kcal mol! para a hidrélise, estando em comum acordo com os

resultados experimentais errando apenas 1,4 kcal mol™!, correspondente a 5,0 % de erro.

Ja para o valor da constante k2 tro, 0s valores calculados em ambas as bases
escolhidas, e utilizando tanto o funcional hibrido B31YP, quanto os funcionais de CAM-
B3LYP e LC-wPBE, os resultados serdo HIS(g) : 20,30, 20,71 e 20,74 kcal mol”,
respectivamente, e para HIS(3): 20,45, 20,86 e 20,23 kcal mol! Jrespectivamente. Ou seja,
conforme era previsto, como as formas zwitteridnicas foram consideradas nos cédlculos e
no experimento (HIS, pka = 6,10), teremos predominancia da espécie HIS(¢), haja vista
tamanha concordancia de exatidao nos resultados obtidos, onde o erro foi de apenas 0,1

kcal mol™, correspondendo a 0,5 % na barreira calculada.

Com o protocolo de simulagdo validado, o qual demonstrou que o efeito da base
€ muito mais pronuncidvel quando comparado com o funcional de longo alcance, a
mesma foi mantida para os demais cdlculos de barreiras juntamente com o funcional LC-
oPBE, onde o objetivo foi tracar o perfil de estabilidade e reatividade para todos os

potenciais AA que constituem a estrutura das espécies Ap.

42.  ANALISE DA REATIVIDADE E DA ESTABILIDADE DOS AA

Com os valores tedricos para as barreiras de troca de cloreto por H2O e HIS
devidamente validadas com experimento, o mesmo protocolo de simulacao foi utilizado
para obter todas as reacdes, ilustradas conforme a Figura 4.2.1. E necessério ressaltar

novamente que todos os AA estudados foram baseados na estrutura das espécies AP.
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Figura 4.2.1. Esquema de reagdes estudadas para verificacdo de reatividade e

estabilidade.

+ Nu=H,0
HIS(e) R
HIS®)
MET

—_—
LYS

N2—Pt
ASP" = /
Cl2 GLU" Cl2
ASN
_ H =Pt(ophen)Cl, =pt01 GLN
Cg¢H; = Pt(batophen)Cl, = pt02

N1

_N2—Pt—Cl1 Nu + [Cl1]

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Em todas as reacdes, foram propostas etapas de troca do tipo CI//Nu passando por
um estado de transi¢do TS, conforme € ilustrado nas Figuras 4.2.2-4, para serem
posteriormente caracterizadas as estruturas geradas, com a confirmacio de apenas uma
frequéncia imaginaria. Como resultado ja relatado na literatura, para o angulo formado
da orientacdo de entrada £Nu-Pt-Cl teremos valores muito varidveis, que irao se fixar de
acordo com o tamanho do grupo adjacente caracterizando-se como volumoso, ou ndo. De
forma clara, isso é possivel de destacar na Figura 4.2.2, onde teremos as trocas de cloreto
por Nu oxigenados. Para os residuos de ASP e GLU teremos angulos entre 77-78°,
enquanto para a entrada de agua, teremos a reducdo de 10 unidades desta medida,
variando entre 67-68°. Estas consideracdes sao as mesmas independente se o complexo

possui menor (ptO1) ou maior volume (pt02).
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Figura 4.2.2. Estado de transi¢ao para Nu oxigenados.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Observando o perfil dos TS, percebemos que os maiores valores de £Nu-Pt-ClI
serdo dados pela entrada de MET (aprox. 81°), em seguida, teremos valores semelhantes
e intermedidrios entre HIS, LYS, ASP e GLU (aprox. 78°), e por fim teremos os menores
valores dados pela entrada de H>O, ASN e GLN (aprox. 69°), (ver Figuras 4.2.2-4).
Observando o perfil das distancias encontradas para cada TS, € possivel notar que todas
as distancias Pt-Nu estdo em aproximadamente 2,5 A, exceto para o estado de transicao
formado com a MET que possui um valor de 2,7 A, destoante dos demais. E, por fim,
todas as distancias Pt-Cl para todas estruturas agrupam-se em aproximadamente 2,A,

em contrapartida, para os residuos ASN, GLN e H>O teremos em média o valor 2,9 A.
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Esta pequena variacdo na distdncia pode a primeira impressdo aparentar

irrelevante, mas o alto valor do angulo £Nu-Pt-Cl e da distancia Pt-Nu implicardao

diferentes conclusdes nas barreiras reacionais. Para verificacdo destas consideragdes, €

necessario observar a Tabela 4.2.1. Todos resultados de distancias encontrados para as

espécies intermedidrias e estados de transicdo, encontram-se nas Figuras 4.2.5a para os

complexos envolvendo ptO1, e em 4.2.5b, para pt02.

Figura 4.2.3. Estados de transicdo para HIS, em ambas formas tautoméricas e para LYS.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Figura 4.2.4. Estados de transicao para ataques de ASN, GLN e MET.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Figura 4.2.5. Distancias mapeadas na esfera de coordenacdo para todas as estruturas

obtidas.
so ‘ 1] L] so | 1§ L
a 8- HO .
454 . ® ASN - 454 o
k. 4 GLN *
£ v GLU £ i
-.olo- < & Asp - ¢ 404 -
z 3 < HISE) 2 -
® LYS v / 2
g 354 . o MET ~ g 354 / ® ASN B
c 4 GLN
3 3 v GLU
© 304 - O 304 : ¢ ASP 1
z ) < HIS(E)
& . . 4 LYs
- | : 1 o= o MET 7
—
20 . — 20 T T ’
M TS 12 H S -2
50 3 T Y 50 T T T
b) " HO
454 ® ASN ] 454 5 J
A GLN :
4 v GLU
?E 404 < ¢ ASP - ?E 404 * -
e . <4 HIS(E) e
> LYS = » HO
g 35+ . o MET . §35' o ASN
% 3 A GLN
% 304 \ - B 30+ v GLU
z 3 $ ¢ ASP
& » . 8 < HIS(E)
254 Ve y 25+ . LYS
- \\~ . . ¢ MET
20 y ' —3 20 ' . .
e ) 12 1 ) 12

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Tabela 4.2.1. Célculos de propriedades cinéticas e termodinamicas a 298,15 K das reacdes
entre complexos com cada AA utilizando o nivel LC-0wPBE/SDD(spdf)/6-31+G(2df)//, em

meio aquoso utilizando aproximacio IEFPCM (e=78,4).

AH” AG” AHg AGr
Complexos  AA k/s!
kcal mol!'  kcal mol’! kcal mol!  kcal mol™!
MET 17,115 17,986 4,1x10! -2,150 2774
LYS 15,367 18,110 3,3x107! -10,965 -8,915
HIS(8) 16,941 18,683 1,3x10! -9,694 -8,511
HIS(e) 17,001 20,153 1,1x107 -9,952 -7,706
ptO1 GLU 16,967 20,176 1,0x107 -7,532 -7,274
ASP 20,124 20,438 6,5x107° -1,374 -3,157
H>O 23,330 25,290 1,8x10® 4,089 4,855
ASN 28,637 30,107 5,3x101° 12,828 15,022
GLN 26,403 31,445 5,5x10"" 8,839 12,263
MET 17,251 18,122 3,2x107! -2,129 -2,753
LYS 15,408 18,152 3,1x10"  -11,1384 -9,089
HIS(®) 17,210 18,952 7,9x1072 -10,637 -9.454
HIS(e) 16,961 20,113 1,1x102 -9,886 -7,640
pt02 GLU 16,920 20,129 1,1x107 -7,500 -7,242
ASP 20,137 20,451 6,3x107 -1,461 -3,245
H>O 25,070 25,573 2,6x10° 3,807 4,073
ASN 28,581 30,050 5,8x1071° 12,599 14,793
GLN 26,407 31,449 5,5x10"" 9,954 13,378

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Conforme foi relatado, para cada grupo de angulos e distancias que puderam ser
agrupados, e foram obtidas consideragdes nos cdlculos de barreira de forma muito
interessante. Estes resultados estdo dispostos na Tabela 4.2.1, onde vale ressaltar os

valores obtidos para as barreiras encontradas para MET.

Para ambos complexos em que MET € o nucleéfilo, notamos que a barreira é
menor comparada as demais espécies (ptO1: 17,9; pt02: 18,1 kcal mol™!), enquanto nos
residuos LYS, HIS, GLU e ASP, os valores se encontram entre 18,1 — 20,4 kcal mol™!,
intervalo este que ndo € repetido quando as reacdes envolvem H>O, ASN e GLN, pois ha
um reajuste minimo de 5 kcal mol ! em relagdo a barreira do residuo de ASP (25,5 — 31,2
kcal mol ™), e com isso, estes valores se tornaram expressivamente maiores de modo a
diminuir consideravelmente a constante de velocidade. Logo, para a apuracdo da
reatividade € possivel propor a ordem MET>LYS>HIS>GLU>ASP>H>O>ASN>GLN,
ou seja, da mesma sequéncia em que se encontram as colunas da Tabela 4.2.3, observando

de cima para baixo.

Em termos de estabilidade, existe a preferéncia por estabilidade nos residuos de
LYS (ptO1: -8,915; pt02: -9,089 kcal mol™!) e HIS [ptO1: (0 -8,511), (¢ -7,706); pt02: (5
-9,454), (g -7,640) kcal mol''] em comparacao ao residuo de MET (ptO1: -2,774; pt02: -
2,753 kcal mol!). Com isso, ji4 é possivel assumir que o sitio de MET35 ndo &

preferencialmente alvejado, conforme € especulado na literatura (BARNHAM, 2008).

Reagrupando as constantes de velocidade, em unidades de 107" s™!, teremos os
valores por ordem decrescente com MET (3,2 — 4,1), LYS (3,1 — 3,3), HIS(5: 0,8 — 1,3)
e HIS(e: 0,1 —0,1) podemos destacar conforme esperado pelo principio de Person, a MET

demonstrou ser mais cineticamente favordvel, em seguida LY, e posteriormente HIS.

Os ataques mais exoérgicos sdo para os residuos de LYS, HIS e GLU sio tao
negativos que os demais residuos, que se fosse possivel idealizar um “alvo molecular” o
qual seria o préprio AB(1-42), e se pudéssemos lancgar “dardos de platina”, com certo grau
de precisdo e exatiddo, acertariamos no meio do peptideo, entre os sitios HIS13 — HIS14
— GLUI15 - LYS16, conforme € possivel esquematizar no diagrama apontado na Figura

4.2.6.

Também poderiamos perceber que quase nunca os residuos de MET seriam
alvejados, pois estariam nas bordas do alvo, seguido dos residuos de ASP. E, como era

de se esperar, para ASN e GLN nunca serdo acertados, em contraste, H>O s0 ird conseguir
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acertar o alvo devido a quantidade excessiva possivel de ser encontrada em sistemas
bioldgicos. Ou seja, por mero ganho em prevaléncia de quantidade, a molécula de dgua

fard seu ataque nos complexos.

Figura 4.2.6. Montagem de um alvo para andlise de preferéncia de AA- Ap.

ASN GLN  AsN [ MET
LYS
HIS
GLU

ASP
HIS vs LYS

-85 ~ -95

ASN  GLN H

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

43. MODELAGEM MOLECULAR DE AGREGADOS COM
SUBSTRATOS

Nesta fase, os resultados foram obtidos utilizando modificagdes em ligantes
organicos, derivados de fenantrolina (OFEN), batofenantrolina (BAT), curcumina (CUR)
com isOmeros tautoméricos, e ptO1 (ver Figura 1), seguindo de docagem no centroide do
sistema de 9 peptideos (9PEP) com a fun¢do de scoring CHEMSCORE, para posterior
andlise de trajetdria por 100,0 ns, utilizando aproximadamente 6000 moléculas de H,O
como solvente explicito. No entanto, como o campo de forca AMBER ndo possui
parametros para as ligacdes Pt-Cl e Pt-N, e tdo pouco os parametros para angulos £N-Pt-
Cl, £N-Pt-N e £Cl-Pt-Cl, foi necessario parametrizar e validar o sistema ptO1, para depois
simular com os modelos de agregados maiores. O objetivo desta etapa foi descrever como

ocorrem as interagdes do receptor pelo ligante quando os mesmos forem submetidos as
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por¢des hidrofébicas do peptideo, ou seja, quando os compostos atacarem o meio do

modelo.

Figura 4.3.1. Compostos que foram utilizados na etapa de docking molecular, e

posteriormente simulados por 100,0 ns.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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4.3.1. Detalhes dos modelos de curcumina (CUR)

Nos sistemas de estruturas ceto-endlico de CUR (pka,1=7,8), ambas em caracter
neutro sdo possivelmente encontradas em pH fisioldgico. Para verificagdo da influéncia
da estabilidade frente ao arranjo inicial considerado, foi proposto um estado de transi¢ao
que conecta a modificacdo entre as formas ceto e endlicas de CUR, utilizando a mesma
metodologia quantica j4 mencionada, sendo encontrado valor de 31,86 kcal mol! para a
barreira de desprotonacdo da forma cetdnica para a forma endlica, repercutindo em
constante de velocidade calculada 2,74 x 107" s”!, e analisando a termodindmica do
processo, a estrutura ceto é mais estavel 10 kcal mol”! em comparagdo com a estrutura
endlica (ver Figura 4.3.1.1). Para efeito de andlise exploratdria, ambas moléculas foram
adotadas para docagem e submetidas a DM, e também incluido a primeira estrutura

desprotonada de CUR, definida por cur .

Figura 4.3.1.1. Comparagdo energética na preferéncia de estado entre as estruturas de
CUR com tautomerismo ceto-endlico, destacando as distancias obtidas entre a passagem

do préton do carbono beta para a carbonila adjacente.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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4.3.2. Detalhes na parametrizacdo de ptO1

Conforme descrito, o objetivo de obter os parametros para ptO1 € poder simular o
comportamento deste complexo quanto se depara com um agregado do tipo AP. Para isso,
utilizando a mesma metodologia quéntica descrita, foi realizado um célculo de scan para

as distancias Pt-N, Pt-Cl, e para os angulos £N-Pt-Cl e £C1-Pt-Cl.

As curvas de energia potencial foram obtidas por leves variagdes positivas e
negativas em torno da regido de equilibrio apontada pelos cdlculos de otimizacdo de
geometria. As pardbolas foram centralizadas no marco zero do eixo das abcissas para que
a curvatura possa ser definida como a constante de equilibrio de um oscilador harmonico.
Os célculos foram considerados de forma rigida, onde os célculos de distancias
contiveram 6 pontos com fator de escala 0,01 A para cada direcdo, e para os Angulos
totalizam 9 pontos com fator de 0,05°. Estes resultados podem ser visualizados na Figura
4.3.2.1, e as constantes de equilibrio calculadas se encontram na Tabela 4.3.2.1. Este
ajuste metodolégico foi semelhante a parametrizacdo adotada por Marcial e
colaboradores (MARCIAL, 2012), onde foi parametrizado a esfera de coordenacdo em

torno de um atomo de zinco metalico.

Figura 4.3.2.1. Parametrizagdes da esfera de coordenagdo de ptO1.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Tabela 4.3.2.1. Constantes de equilibrio obtidas dos célculos de scan a serem utilizadas

na simulacdo de ptO1, em meio aquoso utilizando aproximacdo IEFPCM (e=78,4).

% / keal mol”!

Parametro deg/ A R
A-Z
Pt-Cl 2,391 73,20 0,998
Pt-N 2,025 104,09 0,998

% / keal mol”

Parametro deq/ graus R
rad?

£CIl-Pt-Cl 90,26 80,46 0,998

£N-Pt—Cl 94,51 80,18 0,999

£N-Pt-N 80,70 4440,35 0,972

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

O que pode ser notado de imediato € o tamanho da constante para deformagao do
angulo £N-Pt-N, o valor da constante é demonstrado tdo alto, que alterar este angulo se
faz necessdrio desestabilizar a otimizacdo de um quelato, fato este que também pode ser
notado para a constante de estiramento Pt-N com valor 30% mais expressivo que a

constante para Pt-Cl.

Com os parametros calculados, um teste inicial de validacado do modelo ptO1 foi
dado com 50,0 ns em temperatura de 300 K, em meio de 500 moléculas de H>O, salvando
1 estrutura para cada 1 ns. Os termos de Lennard — Jones para o dtomo de platina foram
3,6590 e 1,0550 para ¢ e €, respectivamente, conforme a literatura recomenda (LOPES,

2010).

Durante toda a DM, as distancias Pt-N sao mantidas constantes em torno de 2,15

Ae para Pt-Cl em aproximadamente 2,49 A, 0 acorda com os dados de difragdo de raio-
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X (ver Tabela 4.1.1), tanto com os resultados cristalograficos (Pt-N: 2,01; Pt-Cl: 2,29),

quanto nos resultados encontrados na otimizacdo de geometria em meio dielétrico (Pt-N:

2,02; Pt-Cl: 2,39).

Para os angulos, as consideragdes ndo sdo semelhantes, pois foi evidenciado o
efeito do solvente explicito durante toda a trajetdria, haja vista mudanca de 25% nos
valores antes otimizados, onde ptO1 permanece durante toda simulacdo com valores de
£C1-Pt-Cl obtusos em aproximadamente 124,72°, e os valores de £N-Pt-Cl tendem a
valores agudos (73,11°), ou seja, as moléculas de dgua interagem com os ligantes cloretos
ampliando a movimentacdo tesoura £Cl-Pt-Cl, e como ndo foi intencionado fixar as
distancias CI-Cl da esfera de coordenacdo, as movimentacdes tiveram o maximo de graus

de liberdade possiveis. Todas estas consideracdes podem ser resumidas observando a

Figura 4.3.2.2.

Figura 4.3.2.2. Validacdo das distancias obtidas do modelo ptO1 em solvente explicito.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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44. MODELO AGREGADO 9PEP ISOLADO

No ato da simulacdo de sistemas grandes, tais como macro proteinas em formato
dimérico ou em trimeros, as interagdes de hidrogénio e dipolares devem ser muito bem
representadas desde o inicio da escolha da proposta estrutural, pois qualquer mudanca
brusca de geometria pode desencadear uma série de interpretacdes equivocadas, se o

sistema nao estiver totalmente relaxado durante um extenso tempo de producao.

Em contrapartida, € necessdrio adotar um protocolo de simula¢do padrao para ser
empregado para todas as estruturas, e neste deve conter ndo sé o tempo minimo de
simulacdo de modo que haja convergéncia para os valores de RMS, mas também deve ser
representativo em termos de possiveis estruturas encontradas ao longo da simulacdo.
Portanto, as consideragdes para simulagdo de DM foram baseadas em trabalhos ja
propostos pelo grupo, onde o fator de integracdo de 2,0 fs escolhido de forma proposital
para se utilizar o algoritmo de SHAKE, onde novas consideracdes propuseram uma nova

forma de simular estes tipos de sistemas (DE SOUSA, 2012).

O cdbdigo pdb adotado para avaliagdao da estabilidade destes possiveis inibidores
de agregacdo foi 2M4J, modelo constituido de 9 fitas peptidicas, denominado de 9PEP
conforme j4 pronunciado, no qual suas posi¢Oes sdo semelhantes ao formato de um
tridngulo, onde cada trés fitas estdo paralelas por trés vezes, conforme é demonstrado

apo6s 1,0 ns de aquecimento de 5 K até 300 K, conforme ilustra a Figura 4.4.1.
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Figura 4.4.1. Estrutura obtida apds etapa de aquecimento por 1,0 ns, partindo de 5 K para

300 K, sob a proposta de simulacdo empregada na tese.

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Para validar o protocolo empregado na DM, foram realizados dois ensaios
modelos para estdgios de producdo, onde um deles foi empregado com longa rampa de
aquecimento conforme a literatura recomenda para este tipo de sistema, para somente

depois evoluir em 300 K, por 100,0 ns em regime de producao.

A outra proposta de protocolo, ilustrada nas Figuras 4.4.1-2, foi iniciada com
mesma estrutura inicial antes utilizada, entretanto o aquecimento inicia em 5 K até 300
K, por 1,0 ns, sem rampa de aquecimento, seguindo de estabilizacdo de temperatura por
100,0 ns em 300 K. Este protocolo que se mostrou proveitoso para as consideracoes de
tempo de computacdo e simplicidade metodoldgica, e portanto foi o adotado para andlise

de resultados.
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Figura 4.4.2. Imagens da simulacdo de 9PEP, em H>O explicitas por 160,0 ns, com

perspectiva de 90 graus de uma imagem em relagdo a outra.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

O monitoramento dos valores de RMS (ver Figura 4.4.3a) foram dados para ambas
consideragdes de modelos adotados, onde foi possivel concluir que ndo ha convergéncia
estrutural antes do tempo de simulacdo ser maior que 60,0 ns, pois antes desta escala

temporal, os agregados ndo convergem para uma geometria de equilibrio.
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Figura 4.4.3. a) Valores de RMS de todos os dtomos do sistema. b) Valores de RMF

relativos para cada fita peptidica. c) RMS da regido central dos peptideos [TYRI10-...-
ALA30].
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Observando o perfil de RMS com e sem o emprego de rampa de aquecimento, é
possivel perceber que o tempo de simulacdo minima ndo € alterado, todavia a ndo
utilizagdo da rampa mostrou-se com desvio menor de aproximadamente 3,0 A, em relagio
a simulacdo com a rampa. Em termos de tempo computacional, uma trajetéria dependente

de aquecimento lento serd mais custosa comparada a simulacio sem sua utilizacdo.

Observando o perfil relativo de RMF na Figura 4.4.3b, foi notado que a
movimenta¢cdo com maior grau de flexibilidade (60 — 100 %) € acometida pelas bordas
do peptideo, e ndo pela regido central, que em detrimento permanece invariante,
possuindo flexibilidade de aproximadamente 20%, onde é referenciado rigidez nas
mesmas regides constadas, e por isso, preferéncia em coordenacdo metalica (JONES,
2015). Lembrando que para cada 40 residuos (observados no eixo das abcissas) teremos

uma nova fita peptidica, pois o perfil de RMF ¢é facilmente descrito de modo a conter um
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pico muito acentuado, indicando que naquele ponto € a extremidade C ou N — terminal

do peptideo.

Para confirmar as hipéteses mencionadas, foi realizado uma simulagcdo com 200,0
ns (ver Figura 4.4.2c), nas mesmas condi¢Oes, onde apenas a parte central [TYRI10-...-
ALA30] foi utilizada para analisar os valores de RMS, onde as consideracdes procedem,
e desta forma, o esquema de simulacdo adotado foi idéntico para os demais sistemas

agregados.

4.5. MODELOS AGREGADOS DERIVADOS DE CURCUMINA (CUR)

Das poses de CUR, definidas de ceto (estrutura dicetonica), endlica (forma endlica
adjacente a uma cetona) e curc’! (forma endlica desprotonada na carbonila central)
pudemos realizar a triagem computacional via metodologia de docking molecular, onde
foram obtidos os valores muito semelhantes de AGpmp, -21,94 e -21,06 kcal mol!
respectivamente para as estruturas endlicas e curc™, e foi conferido o valor de -17,26 kcal

mol ! para a forma ceto.

A depuracdo da trajetoria através dos valores de RMS tornaram-se fundamentais
para nortear acontecimentos ocorrido durante todo percurso de DM. A Figura 4.5.1
evidencia a compactacdo estrutural por parte dos nove peptideos estudados. Caso a
molécula de curcumina esteja na sua forma 10 kcal mol! mais estdvel (forma ceto)
investigada via B3LYP/6-31G(d), os efeitos estruturais serdo praticamente irrelevantes,
resultados estes comparaveis ao modelo curc™!, pois ambos possuem valores de RMS mais

reduzidos andlogos aos valores de RMS da estrutura 9PEP isoladamente simulada.

7z

A constatacdo anterior ndo é repetida quando evoluimos a molécula no seu
formato endlico, em que os valores de RMS se reajustam com mais 3 A em média,
comparados com a compactacdo inicial do modelo 9PEP. Estes altos desvios foram
causados da ligacdo de hidrogénio de amplitude de 2,5 A localizada entre o residuo de
SER26 com o oxigénio carbonilico do residuo de GLU22, onde ambos residuos estdao
localizados na segunda fita peptidica do modelo. Este efeito comeca a tomar for¢a no
periodo de 75,0 ns (sinalizada pela seta verde, na Figura 4.5.2a), onde cada quintil de

simulag¢do foi ilustrado.
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Esta consequéncia alostérica foi possivel pela interacao hidrofébica C-H...r, com
alcance médio de 3,5 A localizada entre o residuo de MET35 da primeira fita peptidica
com um anel aromético da curcumina (enélica) (ver Figura 4.5.2b). Ou seja, apenas a
regido central, simbolizadas pelas fitas em vermelho originando a segunda, quinta e oitava
fitas peptidicas serdo fortemente afetadas estruturalmente, facilmente notado pela andlise

de RMF conforme a Figura 4.5.3.

Figura 4.5.1. Valores de RMS encontrados para os agregados derivados de CUR.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Figura 4.5.2. a) Quintil das estruturas geradas, evidenciando o efeito alostério pela seta
verde. b) Estrutura ampliada para a dltima pose de 100,0 ns demonstrando cada interagdao

envolvida.

AGggror=-25%5 keal mol!

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Figura 4.5.3. Alta motilidade da regido hidrofébica das fitas 2, 5 e 8, devido a inserc¢ao

da estrutura endlica da curcumina.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Com o diagrama anterior fica evidente que existe uma forte relacdo da recepgao
do ligante alocado no centroide da estrutura com a respectiva resposta de flexibilidade da
regido, pois esta regido antes estaria muito compactada, conforme ja visto nos desvios

apontados na Figura 4.4.3b.

Dos valores mais negativos de AGgaror, a conformacio endlica (-25+5 kcal mol
1) apresentou um notério destaque comparada ao formato cetonico (-13+1 kcal mol ') e

aniénico dado por curc™! (-12+1 kcal mol™), diferenciando-se por aproximadamente 10

kcal mol ™.

Portanto, a contribui¢do na perturbagio intrapeptidica € muito sensivel a qualquer
tipo de interacdo supramolecular com ligantes derivados da curcumina em que
preferencialmente o ligante de melhor escolha para eventos de desagregacdo serd na
forma endlica, bastando uma mudanca estrutural da ordem de 3,5 A em uma regiao
puramente hidrofébica da extremidade do peptideo para implicar em uma brusca
deformacao da estrutural inicial. Percebemos estas afirmacdes com as fitas 2, 5 e 8 com
seus maiores desvios nas regides centrais (45 — 65 %, ver Figura 4.5.3), regido esta que

antes nao passava de 30 — 40 %, quando o modelo 9PEP foi isoladamente simulado.
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4.6. MODELOS AGREGADOS DERIVADOS DE FENANTROLINA

Nestes sistemas, os resultados obtidos foram de fundamental importancia para
entender o mecanismo de interag@o de ligantes derivados de ofen e complexos metalicos
do tipo ptO1, quando interagem com o receptor 9PEP na regido central. Para tanto,
inicialmente os compostos foram triados com docking molecular conforme ja descrito na
seccao metodoldgica, e as estruturas com os menores AGpinp (ofen: -23,90; ptO1: -21,64;
bato: -26,12; SO3_bato: -24,85 kcal mol™!) foram escolhidas para dar inicio as simulagdes

de DM.

Submetendo os agregados com os ligantes, e apOs a realizacdo da etapa de
producdo, percebeu-se que cada estrutura teve um comportamento completamente
distinto, portanto, no intuito de apresentar melhor os resultados, o sistema 9PEP@bato e

9PEP @SO3_bato serdo apresentados separados dos sistemas 9PEP @ofen e 9PEP@ptO1.

4.6.1. Modelos O9PEP@bato e 9PEP@SO3_bato

No sistema envolvendo o ligante batofenantrolina (9PEP@bato), os valores de
RMS demonstraram-se muito semelhantes aos obtidos com a estrutura 9PEP isolada, de
modo a ndo ser possivel verificar rearranjo estrutural entre elas, conforme trata na Figura
4.6.1.1a, onde apenas um micro efeito alostérico de forma sutil ocorre no periodo de
aproximadamente 25,0 ns, implicando em leve desvios estruturais, mas nao o suficiente
para deflagrar um notdvel efeito de descompactacdo, que seria desejado (ver Figura

4.6.1.1b).

Cada efeito recorrente em um sistema macroestrutural € vdlido para implicar em
desvios de comportamento ideal. O que € facilmente percebido quando na Figura 4.6.1.1a
ha um declinio do RMS no intervalo de 5,0 ns até aproximadamente 30,0 ns, € como
consequéncia, o sistema tenta se reorganizar de modos que haja o melhor reconhecimento

molecular possivel apds insercao do ligante entre o intervalo de 30,0 ns até 60,0 ns.
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Figura 4.6.1.1. a) Monitoramento de RMS entre as estruturas 9PEP e 9PEP@bato. b)

Desvios percentuais comparados entre a estrutura 9PEP @bato e isolada.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Figura 4.6.1.2 a) Quartis das estruturas geradas para 9PEP @bato, evidenciando o efeito
alostério pela seta verde. b) Estrutura ampliada para a ultima pose de 100,0 ns

demonstrando cada interagdo envolvida.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Conforme ja mencionado, a forma de recep¢ao do ligante no sitio proporciona um
efeito sutil no novo padrdo de reconhecimento molecular. Novamente, a MET35 realiza
interacoes do tipo C-H...m com os anéis aromaticos, com distancias variantes entre 3,0 —

3,5 A. A medida que esta aproximacao ocorre, os sitios GLU22 tende a se aproximar do

126



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes

resido ASN27 (ver Figura 4.6.1.3), e assim uma ligacao de hidrogénio de caréter fraco

entre 2,5 — 3,0 A € formada como consequéncia da proximidade entre os residuos de

PHE19 e LEU34.

Ocorre todo um efeito cascata para agrupar a regido central da segunda fita, de
maneira que o residuo de LYS28 realize ligacdo de hidrogénio simultaneamente com
ASN27 e GLU22 para realizar uma espécie de “dobra molecular de ligacdo de
hidrogénio”, resultando em um valor de AGggror muito semelhante ao obtido no docking,

(DM: -23+1, docking: -26,12 kcal mol ™).

Embora as regides das fitas sejam simétricas, algo interessante de ilustrar é a
espontaneidade do ligante na regido hidrofébica do agregado, pois conforme as Figuras
4.6.1.2 € 4.6.1.3 apontam, o ligante se encontra 19,5 A mais perto do residuo de MET35

ao final da DM, novamente para realizacdo de interacoes C-H...r.

Figura 4.6.1.3. Monitoramento da distancia entre o ligante batofenantrolina e o residuo

MET35, mediando liga¢do de hidrogénio entre ASN27 e GLU22.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Para o modelo 9PEP@SO3_bato, as observacdes sdo completamente distintas,

pois o ligante se adere a uma distincia de aproximadamente 2,5 A com a amida do mesmo
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residuo de MET35 (ver Figura 4.6.1.4), pois os grupos sulfonatos realizam ligacdes de
hidrogénio neste residuo. Consequentemente, isso impede que o ligante tenha
flexibilidade, e assim, ndo dispara efeito alostérico, o que repercutird em reducdo dos

desvios ao longo da trajetéria dados por RMS e RMF (Figura 4.6.1.5).

Logo, a estrutura SO3_bato, ao contrario do que era desejado, tende a reduzir os
desvios de regides centrais, 0 que ndo caracteriza um potencial candidato para eventos
desaglomerativos do peptideo amiloide, implicando em um AGggrot consideravelmente
menos expressivo comparado ao valor obtido pelo ligante batofenantrolina (bato: -23+1;
SO3_bato: -5+3 kcal mol™!). Como este efeito contrario foi observado antes de 100,0 ns

finais, a etapa de produgao foi interrompida com 65,0 ns.
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Figura 4.6.1.4 a) Trajetéria monitorada para SO3_bato por 65,0 ns. b) Ligacdo de
hidrogénio formada pelo ligante com MET?35.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Figura 4.6.1.5. Valores de RMS e desvios ao longo da trajetoria de 65,0 ns.
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Aqui encontra-se o dpice do tipo de efeito alostérico que o sistema manifesta em

torno da interagdo dos ligantes com os residuos de MET35. Assim como no modelo

SO3_bato, do monitoramento da fenantrolina, apresentam uma forma estrutural mais

compacta, demonstrado na Figura 4.6.2.1, pelos valores reduzidos de RMS e RMF,

comparados a estrutura 9PEP isolada. O valor de AGggror foi semelhante as estruturas

obtidas por docking (DM: -20%3; docking: -23,90 kcal mol™!).

Figura 4.6.2.1. Monitoramento de RMS e RMF para as estruturas de ofen e ptO1.
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Em termos de respostas entre receptor e substrato, a flexibilidade alcangada por
este ligante € tamanha que permitiu o deslocamento de uma por¢do para outra do receptor,
de modo a interagir com os residuos hidrofébicos da segunda, quinta e oitava fita (em
vermelho), fato ilustrado na Figura 4.6.2.2, semelhantes a curcumina, em seu estado
endlico. Esta locomocao permite que o ligante ofen rotacione, gerando efeito contrario
no agregado, onde este tenta suprimir este efeito nas fitas 2, 5 e 8 que tendem a torcer em

sentido anti-horario de forma sutil, conforme visto na Figura 4.6.2.2.

Figura 4.6.2.2. Monitoramento estrutural do arranjo 9PEP @ofen
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

Antes ja visualizado na Figura 4.6.2.1, o valor de RMS para ptO1 € totalmente
diferente que qualquer outra estrutura proposta por esta tese, possuindo valores da ordem
de 80% maiores comparados a estrutura de equilibrio 9PEP isolada, o que indica que um

forte evento de reorganizagdo estrutural para relaxacdo do sistema ocorreu.

Esta movimentacdo acarreta em desvios de 25 — 62% na regido central do
peptideo, comparados ao sistema 9PEP@ofen, ou seja, a movimentagdo €

consideravelmente expressiva. Tamanha movimenta¢do pode ser melhor compreendida
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com a Figura 4.6.2.3, com o monitoramento das estruturas ao longo do tempo de

simulacao.

Figura 4.6.2.3. a) Estruturas obtidas pelo sistema 9PEP@pt01 ao longo de 100,0 ns. b)

Ampliagao das interagdes ocorridas no sitio de recepcao para ptO1.
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.
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Da movimentacdo gerada pelo angulo 2£CI-Pt-Cl, onde os cloretos realizam
interacdo dipolar da ordem de 3,0 A com a amida presente da ligacdo peptidica do
grupamento MET35, teremos o impulso necessario para rotacionar em 90 graus as fitas
paralelas 2, 5 e 8, onde se insere o complexo ptOl. Com isso, é notdrio que o arranjo
inicial ditado por este novo ancoramento molecular se desfaz completamente, acarretando
em um novo minimo local muito mais favoravel 19 kcal mol™, comparado ao modelo
9PEP@ofen (AGgpTor= -39+7 kcal mol!), e novamente o residuo de MET35 adjacente

interage C-H...m com o anel fenantrolinico.

A literatura (MATTSON, 2008; MA, 2011; TURNER, 2016) aponta que o ponto
crucial para iniciar a recep¢do dos complexos derivados da fenantrolina com platina(Il)
no estigio de desaglomeracdo seria 0 empacotamento tipo © entre anéis aromaticos de
residuos de fenilalanina (PHE4, PHE19 e PHE20) e complexo, no entanto percebemos
um efeito inédito. Intera¢des do tipo C-H...w entre MET35 e anel aromatico, e interagcdes
com os ligantes cloretos, também contribuem para a roptura da estrutura de partida do

modelo 9PEP, mesmo sem a coordenacdo metélica em estagio inicial.

Ou seja, o papel da platina para colapsar a estrutura inicial se mostra de suma
importancia, pois a estabilidade consegue ser mais pronunciada em mais 19 kcal mol™! no
arranjo final formado, comparada simulacdo do ligante sozinho (ofen). Com isso, €
proposto o inicio do estdgio de ataque do complexo ptOl quando este ancorar no
centroide, conforme serd explicado na Figura 4.6.2.4, onde o complexo se insere, apos
aproximadamente 70,0 ns ocorre uma evolucao estrutural da ordem de 90 graus entre as

fitas, iniciando a reestruturagcdo dos agregados.
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Figura 4.6.2.4. Esquema de proposta de desaglomeracao através do complexo ptO1.

Afastamento

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR.

As simulagdes de DM permitiram encontrar o inicio da desestruturacao dos
peptideos com suas nove fitas, envolvendo o processo inicial de docking e relaxacdo
estrutural por 100,0 ns. Todavia, saber ao certo qual tipo de arranjo os agregados irdo
compor, nao foi possivel de verificar no tempo de simulacdo adotado, pois existem duas
possibilidades para o final de uma nova simulagdo: um estagio de aproximacao entre as
fitas permitindo contato entre os residuos de HIS, ou o afastamento entre as fitas de modo

a eclodir o arranjo inicial.
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5. CONSIDERA COES FINAIS

Foram obtidas em cardter experimental as constantes de velocidades, e as
respectivas barreiras de energia livre, possuindo bons acordos com o nivel de teoria
descrito (solvdlise, experimento 26,94; teoria 25,54 kcal mol " substituicdo CI/HIS,
experimento 20,73; teoria 20,74 kcal mol ™), antes ndo pronunciados na literatura, todavia

comparaveis com dados experimentais para sistemas andlogos (MILLER, 1989).

Foi proposto com €xito um protocolo de simula¢do quantica entre os aminodcidos
alvos do peptideo amiloide com os complexos de platina ptO1 e pt02, onde a ordem de
reatividade entre os nucledfilos foi dada da seguinte forma: MET > LYS > HIS, sendo

que em termos de estabilidade, os residuos de LYS e HIS foram os mais significativos.

Os resultados de docking molecular em conjunto com o protocolo de DM se
mostraram eficazes no tratamento de triagem via menor AGpp frente as energias de

AGgsToT a um nivel de confiabilidade consideravel.

Das curcuminas, a estrutura com maior probabilidade de eficicia na
desestruturacdo do agregado foi a forma endlica, demonstrando valores mais negativos
para AGggror € repercutindo em novo arranjo estrutural com a evolugdo da DM. J4 as
estruturas de 9PEP com as fenantrolinas foram totalmente particulares para cada tipo de
ligante, levando destaque ofen e SO3_bato que praticamente nao alteram os valores de
RMS dos agregados, quando comparados com a estrutura isolada, pois o ligante ofen falta
volume para aumentar a possibilidade de interacio com os residuos do peptideo e
SO3_bato realiza uma ligacdo de hidrogénio que inativa a mobilidade do ligante frente

ao centroide de recepg¢do do agregado.

Para bato, ocorre as mesmas consideracdoes dadas para a estrutura endlica da
curcumina. Existe o mesmo tipo de ligacdo entre os anéis aromadticos e o residuo de
MET35, implicando em eventos sutis de rearranjo estrutural, repercutindo em alta
estabilidade para ambas estruturas, com os valores de -23 e -25 kcal mol ™, para a estrutura

endlica e batofenantrolinica, respectivamente.

E, por fim, o complexo de ptO]1 demonstrou muita eficiéncia para desempacotar o
arranjo das nove fitas, onde o final da simulacdo demonstra um valor muito negativo para

AGgatoT comparado a todas as outras estruturas obtidas, e os valores de RMS foram tao
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altos que mudaram completamente o arranjo inicial do modelo 9PEP. E proposto ptO1 ser
um eficaz agente contra aglomeragdo dos peptideos B-amiléide, mesmo sem requerer

coordenacdo metdlica nos residuos de HIS, LYS e GLU.

A proposta permitiu investigar a fundo o inicio da aglomeracido do peptideo, e
qual residuo é preferencial para coordenacdo metdlica. Para pesquisas futuras, seria
interessante aumentar o tempo de simulacdo da DM. Pois, se por consequéncia, na
trajetoria ocorrer aproximagdo de ptO1 nos residuos de LYS, HIS, GLU ou ASP, a
simulacdo com a parametrizacdo das ligacdes destes residuos, diretamente ligados na

platina, poderia ter um efeito de desagregacao muito maior nos agregados estudados.

E, como ja foi possivel perceber o comportamento e a influéncia do complexo
ptO1 para estes estagios de aglomeragdes iniciais, a sintese e a caracterizagdo de pt02
(complexo com o ligante batofenantrolina), juntamente com os célculos de DM, serdao

bem vindos para propor o efeito da hidrofobicidade do ligante no agregado receptor.
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Reaction between [Pt(ophen)Cl;] and HIS was monitored and the solvolysis (ki) and CI/HIS ligand
exchange (k,) rate constants obtained. The k; and k, were (6.2+0.4)x10°s! and
52.8 x 1072M s, respectively. The corresponding calculated values were 47.5 x 107°s~! and
52.2 x 1072 M~ ' s}, in agreement with the experiment. Calculations were used to establish the reactivity
order for a set of amino acids: MET ~ LYS ~ HIS(€) > GLU ~ ASP >> ASN ~ GLN. In spite of the similar reac-

Keywords: tivity among MET, LYS and HIS, the thermodynamics suggests the reactions with LYS and HIS more favor-
/l:tl(zlkll)e;icnizplexes able than with MET. Therefore, N-containing amino acids should be potential targets of Pt(Il)-complexes
Amyloid in B-amyloid.

DFT © 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The life expectancy increase in the world population raises the
demand for studies about diseases directly affecting the neural
capacity of people, depending on genetics and lifestyle [1,2]. Thus,
the Alzheimer Disease (AD), among other prominent diseases,
nowadays calls the interest of the scientific community. This syn-
drome is featured by different high-complexity manifestation
stages [2]. The Amyloid Protein Precursor (APP) segmentation by
the B and v-secretase enzymes is the starting point [2]. This prote-
olysis is more frequent in specific brain regions responsible for the
recent memory in AD patients such as the hippocampus and the
prefrontal cortex [2]. There is an excess of B-amyloid peptides
(AB), which are composed of 40-43 amino acid (AA) residues, after
the biocycle starts. Some of these residues are potential sites for
nucleophilic attack [3-6]. Fig. 1 shows an experimental model of
the AB(1-42) reported by Tomaselli and co-workers [7], the struc-
ture represents a mean arrangement observed in aqueous solution.

The AB is predominantly constituted of 40 and 42 AAs, with
considerable amounts of Zn(II), Fe(Ill) and Cu(Il) in the advanced
AD stage, which are coordinated to 1-16 residues in the hydrophi-
lic motif. Moreover, the bioaccumulation of AR in the synaptic
clefts triggers different neurotoxic events. According to some

* Corresponding author.
E-mail address: helio.santos@ufjf.edu.br (H.F. Dos Santos).

http://dx.doi.org/10.1016/j.cplett.2016.11.025
0009-2614/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

in vitro studies, the formation of AB:Cu and AB:Fe adducts in the
cerebral environment might lead to the excess of peroxyl and
hydroxyl free radicals [2-5]. These free radicals act on the oxida-
tive stress in the cell membrane and induce the formation of neu-
rotoxic species such as the 4-hydroxy-nonenal aldehyde (4HNE),
which is responsible for deactivating many cellular proteins [2,3].
On the other hand, the AB:Zn adduct leads to the formation of
insoluble peptide aggregates, which precipitate between the
synaptic clefts and lead to the excessive bioaccumulation of Ap.
This series of events is called “amyloid cascade” [2,5].

There is a series of residues such as HIS, LYS, ASP, GLU, ASN, GLN
and MET likely to be targeted by metal-based compounds in the AB
peptide. The inhibition of A sites by inert centers (such as Pt) has
been considered a possible therapeutic route in the search for new
compounds with potential anti-AD activity [6,8-12]. Barnham and
co-workers [6,13] conducted an intense research involving Pt(II)-
complexes and used aromatic ligands such as o-phenanthroline
(ophen) and bathophenanthroline (batophen), which provide
promising dispersive effect [6,13]. Their results suggest the Pt
binding to different residues, mainly HIS. Ma and Collin [9-11]
showed that HIS6:HIS14 and GLU11:HIS13 are the main Ap inter-
action sites for platinum complexes. Turner and co-workers [14]
proposed the coordination at HIS6-HIS13 and HIS6-HIS14 using
DFT calculations and molecular dynamics simulation. The HIS
was taken as the main coordination site for Pt complexes based



W.T.G. Novato et al./Chemical Physics Letters 667 (2017) 4-8 5

ASP1

LYS16

MET35

ASP23

Fig. 1. Experimental structure of AB(1-42) obtained from PDB code 1Z0Q [7]. The potential metal-binding sites are represented as ball-sticks.

on these previous studies; however, the need of representing the
process on quantitative basis remains.

The reactions between the [Pt(ophen)Cl,] (pt01) and [Pt(-
batophen)Cl,] (pt02) complexes and the AA found in the Ap struc-
ture were investigated in the present study, providing the
structures of the reactive species, as well as the thermodynamic
and kinetic parameters. An experimental kinetic analysis of the
ligand exchange process involving the pt01 complex and the HIS
was conducted in order to validate the used computational
protocol.

2. Experimental
2.1. Materials and methods

All reagents and solvents were used without further purifica-
tion. The UV-Vis spectra were recorded using a Shimadzu PC
1601 spectrometer, in the region 200-400 nm, in quartz cuvettes
of 1 cm. The Raman spectra were obtained in a Bruker RFS100
FT-Raman instrument equipped with a germanium detector refrig-
erated through liquid nitrogen, excitation at 1064 nm from a Nd:
YAG laser in the range 4000 to 50 cm~! and spectral resolution
4 cm™!, 256 scans, on average, and power 40 mW. The elemental
analyses (C, H and N) were performed in a Perkin-Elmer 2400 ele-
mental analyzer.

2.2. Synthesis of [Pt(ophen)Cl;] complex (pt01 - Scheme 1)

The complex pt0O1 was obtained from [Pt(DMSO),Cl;]
(0.1 mmol) and ophen (0.1 mmol) in 20 mL of methanol, according
to Price and co-workers [15]. The reaction mixture was stirred at
room temperature for 24 h. The product was filtered and washed
in methanol and it generated a yellow solid in 76% yield.

pto1: yellow solid. Raman (Vmayx in cm™1): 215 §(CIPtCl); 322
Vs(PtCl); 337 v,5(PtCl); 443 v(PtN). Anal. Calc. for [C1,HgCloN,Pt]:
C, 32.30%; H, 1.81%; N, 6.28%. Found: C, 31.6%; H, 1.76%; N, 6.04%.

2.3. Kinetic measurements

The reaction between [Pt(ophen)Cl,] (pt01) and HIS in aqueous
solution follows complex multistep reactions where H,O and
HIS act as nucleophiles. Consecutive processes, as represented in
Egs. (1) and (2), can compete with the parallel reaction shown in

Eq. (3).

[Pt(ophen)Cly] + H,0 % [Pt(ophen)(H,0)Cl]* + CI” (1)

[Pt(ophen)(H,0)Cll" + HIS % [Pt(ophen)(HIS)CI]* + H,0 )
[Pt(ophen)Cly) + HIS % [Pt(ophen)(HIS)CI] + CI” (3)

The kinetic scheme represented by Eqgs. (1)-(3) is example of
complicated rate equations, for which there is no general explicit
mathematical treatment. Therefore, in order to simplify the kinetic
analysis, processes (1) and (3) was investigated separately avoiding
the consecutive step (2). Firstly, only the solvolysis (1) was consid-
ered when 2.40 mL of the solution 0.5 mmol/L of pt01 was added
to 57.6 mL of ethanol and diluted to the total volume of 80 mL
using deionized water (note that [HIS] =0 and the reaction (2) is
avoided). The flask containing the reaction mixture was stirred
for 30 min. under reflux temperature 345 K. This temperature
was set up instead of normal body temperature (310 K) in order
to speed up the process allowing the analysis at affordable time.
The rate equation is given in Eq. (4) where the concentration of
pt01 complex was monitored by measuring the absorbance (A) at
constant wavelength 252 nm.

v = Kops.1[Pt(ophen)Cly].- Kops 1 = Ky (4)

The HIS was added in the ratio [HIS]:[ptO1] =8 in the second
experiment, which was supposed to set up the process at
pseudo-first-order condition. Moreover, NaCl (5.0 mmol/L) was
also added to the reaction mixture to avoid the solvolysis [16],
therefore, the consecutive processes (1) and (2) were avoided
and the rate law written as in Eq. (5).

¥ = Kops 2 [Pt(0phen)Cly]. Kops2 = ka[HIS] (5)

The reactant concentrations were [HIS]=0.14 mmol/L and
[pt01] =0.018 mmol/L. The flask containing the reaction mixture
was stirred for 1 h at constant temperature 345 K. As for the solvol-
ysis reaction, the concentration of pt01 complex was monitored
through the change in the absorbance at 252 nm. The experiments
were conducted in duplicate. The UV-Vis spectra and other details
were provided as Supplementary Material.

2.4. DFT calculations

The processes represented in Scheme 2 were theoretically
investigated for the ptO1 and pt02 complexes. The amino acids
(AA) were kept in their zwitterion form, and the aspartic (ASP -
pKa = 3.86), glutamic acids (GLU - pKa =4.07) and histidine (HIS
- pKa=6.10) were deprotonated at side chain. For LYS that is a
strongly basic residue (pKa = 10.53), which side chain would be
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+ Pt(DMSO)2C]2

Methanol
r.t. 24h

Scheme 1. Synthesis of the pt0O1 complex.

+ Nu=H,0
HIS(E)
HIS®)
MET
LYS
ASP
GLU
ASN
GLN

_ H =Pt(ophen)Cl,
CgHjs = Pt(batophen)Cl, = pt02

= pt01

—_—

R

_N2—Pi—Nu + [Cl1 1!

Cl2

Scheme 2. Processes calculated in the present study. The reaction of pt01 with water and HIS was experimentally investigated.

expected to be present mainly as R-NH3, the neutral R-NH, form
was considered in the ligand exchange reaction [10].

The geometries of all species, including the transition states
(TS), were optimized in aqueous solution through the IEFPCM
approach [17], using the dielectric constant € =78.3553 and the
UFF atomic radii scaled with constant factor 1.10. The B3LYP DFT
functional [18] was used in conjunction with the LanL2DZ basis
set [19-22] for Pt; and at 6-31G(d), for light atoms (herein after
abbreviated as B3LYP/LanL2DZ/6-31G(d)). The same level of theory
was used to characterize the stationary points and to predict the
thermodynamic properties. The reaction energy and barriers were
calculated assuming a supermolecular approach wherein the reac-
tants and the products are treated as molecular complex; there-
fore, the correction to the standard state 1 mol/L was not needed.

Single point calculations were conducted using long-range cor-
rected hybrid DFT functionals LC-wPBE [23] and CAM-B3LYP [24],
which yielded very good solvolysis energy barrier for cisplatin
[25]. Augmented basis sets (SDD(a,=0.0075; o,=0.0130;
o = 0.0250; o = 0.9804) [26,27] for Pt; and 6-31+G(2df) for ligand
atoms) were used aiming at improving the energy. Theses compu-
tational schemes were labeled as L1 (CAM-B3LYP/SDD(spdf)/6-31+
G(2df)/]) and L2 (LC-®wPBE/SDD(spdf)/6-31+G(2df)//). The double
slashes mean that the B3LYP/LanL2DZ/6-31G(d) geometries and
thermal corrections were used. The DFT calculations were carried
out in the Gaussian 09 software [28].

3. Results and discussion

The structural data calculated at the B3LYP/LanL2DZ/6-31G(d)
level for the compounds pt01 and pt02 are shown in Table 1 and
compared to the experimental X-ray data [29,30]. The predicted
bond lengths were slightly longer than those observed in the solid
state, and it may be attributed to the solvent effect, which tends to
enlarge the coordination bonds. The bond angles satisfactorily met
the experimental data at approximately 5% deviation.

The reaction between the pt01 complex, H,O (solvolysis) and
HIS (direct ligand exchange) was experimentally monitored. The
UV-Vis spectra through time and the data used to fit the linear
plots (logA x t) are shown in the Supplementary Material. The rate
constants k; (solvolysis) and k, (direct ligand exchange) were
obtained (Table 2) based on these data, assuming a pseudo-first-
order kinetics. The mean k; was (6.2 +0.4) x 107> s~ !, which is
within the corresponding rate-constant observed for cisplatin,
(2.52-8.51) x 107> s~ ! [25,31-33]. The Gibbs free energy barrier
(AGY) was obtained at 345K in the standard state co=1 mol/L
through the Eyring Eq. (6), and it led to 26.94 kcal/mol.

#
k= % exp < ARGT> (6)

The kinetic plot logA x t in the reaction using HIS led to
pseudo-first order observed rate constant, ko> (Eq. (5)), which
was used to estimate the second-order rate constant
ky = kops.2/[HIS]. The mean ko, was (7.4+0.3) x 107°>s~! and k;
was 52.8 x 1072 M ' s~ . From Eq. (6), AG¥ =20.73 kcal/mol.

The calculated values at 345 K were also included in Table 2.
There was better compliance with the experiment when dispersion
corrected functionals are used. At the LC-wPBE level; AG* showed
25.54 (solvolysis) and 20.74 kcalmol™' (reaction using HIS),
respectively. The activation barrier for the mechanism through
Ne was in slightly better compliance with the experimental data
than the corresponding process at the N§ site in the reaction using
HIS. The reactive species in the reaction of pt01 with H,O and HIS
are shown in Fig. 2.

Fig. 2 clearly shows the reaction pathway involving the forma-
tion of the Pt-Nu bond and the rupture of the Pt—Cl bond; the tran-
sition state was featured as distorted bipyramid trigonal. The bond
angle between the entering and leaving group (reactive angle) was
between 60 and 80°. The reactive angle was larger (80.94°) in the
CI/HIS exchange process, due to the orientation of the HIS side
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Table 1
Experimental (in parenthesis) and theoretical structural parameters of the Pt(Il)-complexes pt01 and pt02. Experimental values are from solid state experiments and the
calculated parameters were obtained in aqueous solution at B3LYP/LanL2DZ/6-31G(d).

Bond/A Angles/° Error/%
Pt—N Pt—Cl N—Pt—N N—Pt—Cl Cl—Pt—Cl
pto1 2.025 (2.005) 2.391 (2.292) 80.70 (81.46) 94.51 (93.43) 90.26 (90.72) 54
pto2 2.048 (2.028) 2.393 (2.295) 80.25 (81.32) 94.91 (94.37) 89.90 (90.49) 44

Experimental values from Refs. [29,30].

Table 2
Experimental and calculated kinetic data (T = 345 K) for the reaction of pt01 with H,O (k;) and HIS (k5).
Assay Linear fit ky x 1075[s~! (ki) x 1073571 AGY (keal mol™?)
1 In(A/Ag)=—2.98 x 103 -59 x 105t 5.9 (62+0.4) 26.94
(N=5,R=0.99, G = 0.000005)
2 In(A/Ag) = —2.45 x 1072 - 6.5 x 105t 6.5
(N=5,R=0.99, c=0.000006)
B3LYP/LanL2DZ/6-31G(d) 23.25
L1: CAM-B3LYP/SDD(spdf)/6-31+G(2df)// 24.59
L2: LC-wPBE/SDD(spdf)/6-31+G(2df)// 25.54
Assay Linear fit Kops2 x 1075[s~! (ky) x 1072/M~ 157! AGY (kcal mol )
1 In (A/Ag)=1.87 x 1071 +7.6 x 10~° ¢ 7.6 52.8 20.73
(N=12, R=0.98, ¢ = 0.000005)
2 In(A/Ao)=1.66 x 107" +7.2 x 105t 7.2
(N=12,R=0.98,  =0.000005)
(7.4+0.3)
B3LYP/LanL2DZ/6-31G(d) £:20.30 [8: 20.45]
L1: CAM-B3LYP/SDD(spdf)/6-31+G(2df)// £:20.71 [8: 20.86]
L2: LC-oPBE/SDD(spdf)/6-31+G(2df)// £:20.74 [5: 20.23]

Pt-Nu2.457 A - , | Pt-Nu2.102 A
Pt-Cl 2.837 A Pt-Cl 4.121 A

Pt-Nu3.501 A
Pt-Cl 2397 A

Pt-Nu3.942 A
! | Pt-Cl 2.394 A

Pt-Nu 2.477 A
Pt-Cl 2.669 A

I-1 TS I-2

Fig. 2. Optimized geometries for the reactive species involved in the reaction of pt01 with H,O and HIS, namely: I-1 (reagent), TS, I-2 (product). The structures were
calculated in aqueous solution at B3LYP/LanL2DZ/6-31G(d) level.

Pt-Nu2.045 A

9
Pt-Cl 4.281 A

chain, wherein the C—H bond was headed towards the chloride mainly the DFT at L2 level. The reactivity of complexes ptO1
leaving group. and pt02 against other AA residues was assessed in the last part

The previous analysis allowed the molecular view of the of the current study. The chosen AAs were the ones found in the
ligand exchange process, and the compliance between the theory AP structure, namely: MET, LYS, GLU, ASN, ASP, besides HIS and
and the experiment supports the herein applied level of theory, H,O0.
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Table 3

Calculated kinetic and thermodynamic properties at 298.15 K of the reaction between Pt(Il)-complexes and amino acids (LC-wPBE/SDD(spdf)/6-31+G(2df)//).

AH# keal mol~! AG* kecal mol~! k/s! AHg kcal mol ! AGg kcal mol™!
pt01 MET 17.115 17.986 41 % 107" —2.150 -2.774
LYS 15.367 18.110 33x10°! -10.965 -8915
HIS(3) 16.941 18.683 13x10°! -9.694 -8.511
HIS(g) 17.001 20.153 1.1x 1072 -9.952 —7.706
GLU 16.967 20.176 1.0 x 1072 —7.532 -7.274
ASP 20.124 20.438 6.5x 1073 -1.374 -3.157
H,0 23.330 25.290 1.8x10°¢ 4.089 4.855
ASN 28.637 30.107 53 x10°1° 12.828 15.022
GLN 26.403 31.445 55x 10711 8.839 12.263
pt02 MET 17.251 18.122 32x107! -2.129 —2.753
LYS 15.408 18.152 31x10°! —-11.1384 -9.089
HIS(5) 17.210 18.952 79102 ~10.637 ~9.454
HIS(g) 16.961 20.113 1.1 x 1072 -9.886 —7.640
GLU 16.920 20.129 1.1 x 1072 —7.500 —7.242
ASP 20.137 20.451 63 x103 —1.461 —3.245
H,0 25.070 25.573 26x10°C 3.807 4.073
ASN 28.581 30.050 58 x 1010 12.599 14.793
GLN 26.407 31.449 5.5x 107" 9.954 13.378

The results at level L2 are shown in Table 3, which included the
kinetic and thermodynamic parameters. The reaction using MET
was assumed to be the fastest one, based on the kinetic data;
regardless of the considered ptO1 or pt02. The MET reaction was
followed by the LYS and HIS ones, which presented more thermo-
dynamically favorable reactions. The reactivity order of the most
important residues, based on the rate constant, was MET > LY-
S > HIS; the reactions using LYS and HIS appeared to be the most
exergonic ones. Indeed, the activation barriers in these three AAs
were approximately 18 kcal mol~!, but the reaction free energy
differed by more than 5 kcal mol~! in favor of LYS and HIS. There-
fore, the thermodynamics should drive the binding process
between the Pt(Il)-complexes and the residues presented in the
ApB peptide, the LYS and HIS found as potential targets.

4. Conclusions

The previously described study accomplished the experimental
and theoretical analyses of the interaction between two Pt(Il) com-
plexes and the amino acids found in the AB peptide, which is a
potential target for Alzheimer disease chemotherapy. The aim of
the study was to identify the main binding sites in the peptide
according to the kinetic and thermodynamic grounds. The reac-
tions of ptO1 derivative with H,O and HIS were investigated at
first; the experimental activation free energy showed
26.94 kcal mol~! in the solvolysis step; and 20.73 kcal mol~!, in
the direct replacement of Cl by HIS. These data met the calculated
values at LC-wPBE/SDD(spdf)/6-31+G(2df)//: 25.54 and
20.74 kcal mol~', respectively. Furthermore, the very same level
of theory was used for reaction between the pt01 and pt02 com-
plexes and seven amino acids, which were considered potential
target of the Pt(Il) complexes, namely, MET, LYS, HIS, GLU, ASP,
ASN and GLN. The activation free energy ranged from ~17 to
~31 kcal mol~!, regardless of the complex, and it has increased
in the order of GLN > ASN > ASP > GLU > HIS > LYS > MET. On the
other hand, the reaction free energy suggested the binding to HIS
and LYS as the most favorable one. Considering very close rate con-
stants (in units of 107" s~!) for MET (3.2-4.1), LYS (3.1-3.3) and
HIS (0.1-1.3), we concluded that the Pt(II)-complex binding should
be driven by thermodynamics, with the LYS and HIS suggested as
potential targets.
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