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RESUMO

A cisplatina (cis-[Pt(NH3)2(Cl)z2]) € conhecida por ser um importante composto agente
no combate a diversos tipos de cancer, atuando no DNA e resultando em distor¢des
na estrutura macromolecular que induz a célula a morte programada. Com o uso
frequente de cisplatina, a resposta das células é a inducdo de mecanismos de
resisténcia ao farmaco, dificultando o tratamento. Diversos estudos apontam que as
células podem absorver e transportar cisplatina por meio de proteinas transportadoras
ATP7A e ATP7B, responsaveis pela regulacdo de Cu(l). As mesmas também estdo
relacionadas aos mecanismos de resisténcia celular ao farmaco devido a
intensificagao do fluxo de cisplatina para o meio extracelular. Neste trabalho, calculos
de DFT com funcional M06-2X e de NCI para investigagcdo de interagbes néo
covalentes foram utilizadas ao longo de propostas mecanisticas para reagdes de cis-
[Pt(NH3)2(Cl)2] e cis-[Pt(NH3)2(OHz)2] com o sitio ativo do 6° dominio de ligagéo a
metais (Mnk6) da proteina ATP7A, com e sem presenca de Cu(l) na estrutura proteica
e tanto na fase gas quanto em solvatagdo implicita. Os resultados indicaram a
existéncia de diferentes etapas com caracteristicas associativas. Em fase gas, as
coordenadas das reagdes apontam para maior favorecimento termodindmico e
cinético para o reagente diaquo em comparagcdo com dicloro; e para a forma
holoproteica em comparacdo com a apoproteica. Em meio solvatado, no entanto, as
reacdes entre as formas diaquo e dicloro com o sitio holoproteico apresentaram tanto
as energias de barreira quanto as variagoes de energia livre da reagdo muito proximas
na primeira etapa (por volta de 12,3 kcal.mol'' e 12,0 kcal.mol!, respectivamente).
Nas formas holoproteicas, foram observadas interacdes fortemente atrativas de Cu(l)
com Pt(ll) que podem impactar na velocidade da reagéo e estabilizagdo de complexos
reagentes. Por analises topologicas e demais observagodes, a hipbtese é que se tratam
de interacdes ndo covalentes, apresentando em varios casos densidades eletronicas
maiores que as observadas para tipicas ligagdes de hidrogénio. Calculos de NBO
ainda apontaram para possiveis transferéncias de carga de S e Cu(l) para Pt(ll),
concomitantemente com mudangas de geometrias em relagdo aos centros metalicos.
Entretanto, o recorte estrutural da proteina (isto &, o sitio ativo) e a ndo obtencéo de
resultados de IRC sob certos estados de transicdo pode ser considerados fatores

limitantes.



ABSTRACT

Cisplatin (cis-[Pt(NH3)2(Cl)2]) is known to be an important agent in the fight against
various types of cancer, acting on DNA and resulting in distortions in the
macromolecular structure that induce the cell to programmed death. With the frequent
use of cisplatin, the response of cells is the induction of drug resistance mechanisms,
complicating treatment. Numerous studies indicate that cells can absorb and transport
cisplatin through the ATP7A and ATP7B transport proteins, which are responsible for
the regulation of Cu(l). These proteins are also related to the mechanisms of cellular
resistance to the drug due to the intensified flow of cisplatin to the extracellular medium.
In this work, DFT calculations with the M06-2X functional and NCI for investigating
non-covalent interactions were used throughout mechanistic proposals for the
reactions of cis-[Pt(NHz3)2(Cl)z2] and cis-[Pt(NH3)2(OHz2)2]?* with the active site of the 6th
metal-binding domain (Mnk6) of the ATP7A protein, both in the presence and absence
of Cu(l) in the protein structure, and in both gas phase and implicit solvation. The
results indicated the existence of distinct stages with associative characteristics. In the
gas phase, the reaction coordinates suggest greater thermodynamic and kinetic
favorability for the diaquo reagent compared to the dichloro; and for the holoprotein
form compared to the apoprotein. In the solvated medium, however, the reactions
between the diaquo and dichloro forms with the holoprotein site showed barrier
energies and free energy changes for the reaction that were remarkably close in the
first stage (around 12.3 kcal-mol" and 12.0 kcal-mol', respectively). In the holoprotein
forms, strongly attractive interactions of Cu(l) with Pt(ll) were observed, which may
impact the reaction rate and stabilization of reagent complexes. Through topological
analyses and other observations, the hypothesis is that these are non-covalent
interactions, exhibiting in several cases electronic densities greater than those
observed for typical hydrogen bonds. NBO calculations also indicated possible charge
transfers from S and Cu(l) to Pt(ll), concurrently with changes in geometries
concerning the metal centers. However, the structural cut of the protein (i.e., the active
site) and the failure to obtain IRC results under certain transition states may be

considered limiting factors.
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1. INTRODUGAO
1.1 Histéria, quimica e agao da cisplatina

Dentre os farmacos utilizados em quimioterapia na atualidade, a cisplatina
(Figura 1) se desponta como um dos agentes atualmente empregados no tratamento
de diversos tipos de canceres(DASARI; NJIKI; MBEMI; YEDJOU et al., 2022;
TCHOUNWOU; DASARI; NOUBISSI; RAY et al., 2021) e, ainda, em estudos recentes
para seu uso combinado com outros farmacos para alguns tipos de cancer em estagio
avangado(TCHOUNWOU; DASARI; NOUBISSI; RAY et al., 2021).

CI\Pt/NH3
CI/ \NH3

Fonte: elaborado pelo autor em software ChemDraw Ultra 12.0

Figura 1: Representagao estrutural da cisplatina (cis-diaminodicloroplatina (ll))

Trata-se de um complexo metalico simples, de geometria quadratico-
plana(HOUSECROFT; SHARPE, 2018), sintetizado pela primeira vez pelo quimico
italiano Michele Peyrone em 1844(ARNESANO; NATILE, 2021; ROTTENBERG;
DISLER; PEREGO, 2021), mas que somente em 1965 teve sua atividade bioldgica
reportada pela primeira vez pelo quimico Barnett Rosenberg e
colaboradores(ROSENBERG; VANCAMP; KRIGAS, 1965; ROSENBERG;
VANCAMP; TROSKO; MANSOUR, 1969). Um fato curioso € que a descoberta de tal
atividade biologica ocorreu de forma acidental. O grupo estudava os efeitos da
eletrolise e de suas variaveis na divisao celular de bactérias Escherichia Coli utilizando
eletrodos de platina, quando observou a redugdo da quantidade destes seres
unicelulares ou a inibigdo do processo de divisdo celular(ROSENBERG; VANCAMP;
KRIGAS, 1965). Com esta importante observagdo, experimentos posteriores
mostraram que o processo de divisao celular ndo estava diretamente relacionado com
a corrente elétrica em si, mas sim com as interagdes de alguns dos produtos formados

advindos de reagdes quimicas que ocorreram na superficie do eletrodo em contato



com a solugdo contendo a bactéria. Alguns destes produtos eram complexos
baseados em Pt?*(ROSENBERG; VANCAMP; KRIGAS, 1965).

Embora a cisplatina — um destes produtos — seja considerada um farmaco, os
complexos que apresentam atividade farmacologica mais expressivas em células
tumorais sdo as espécies monoaquo [Pt(NH3)2(H20)CI]* e diaquo cis-
[Pt(NH3)2(OH2)2]?*(BERNERS-PRICE; FRENKIEL; FREY; RANFORD et al., 1992;
CARLONI; ANDREONI; HUTTER; CURIONI et al., 1995), formadas por meio de
reacdes de substituicdo de ligantes CI'(MAKOVEC, 2019) (Figura 2).

AHy =34+ 1,2 keal mol™ AH%, =10 £2 kcal mor™’
+ 2+
H3N cl H3N OH O HsN OH,
\ / H,O _ / 2 N \ /
Pt =~ F't\ — /Pt\
- Ccr
HaN/ \c| ¢l HsN cl H3N OH,
Keq1 =363 £0,22x 10'3, a 25°C Keqz = 1,11 £ 0,14 x 10, a 25°C
Keq1 =437 +0,13x 107, a 35°C Keqz =1,88+0,08x 1073 a35°C

Fonte: elaborado pelo autor em softwares ChemDraw Ultra 12.0

Figura 2: Esquema representativo do equilibrio quimico de reag¢ées de substituicao de ligantes
CI'/H20 em cis-[Pt(NH3)2(Cl)2]

As reagbes de substituicdo de ligantes CI- por H20 sao endotérmicas, e os
valores de Keqi sdo maiores que de Keq2(LEE; MARTIN, 1976). Cineticamente, a
conversao para a forma aquo apresenta um tempo de meia-vida de 1,05 horas em
solugdo aquosa a 35,5°C(MAKOVEC, 2019). Entretanto, a concentragao de CI no
interior da célula é regularmente menor que no exterior (4 mmol.L"" e 103 mmol.L,
respectivamente)(BASU; KRISHNAMURTHY, 2010; MAKOVEC, 2019), de modo que
o equilibrio desta reagcdo no citoplasma é caracterizado pela maior formagao de
produtos aquo se comparado a uma solugdo aquosa fora do meio
biologico(MAKOVEC, 2019).

Uma vez no nucleo celular, os aquo-complexos podem ligar-se diretamente ao

DNA formando adutos mono e bifuncionais, como exemplificado pela Figura 3.
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Fonte: elaborado pelo autor em softwares Paint 3D e ChemDraw Ultra 12.0

Figura 3: Exemplo de aduto bifuncional formado pela reagio entre cisplatina e o DNA

O centro metalico Pt(Il) pode estabelecer ligagdes quimicas, preferencialmente,
com os atomos de nitrogénio das posi¢cdes 7 (denominados N7) em guaninas e
adeninas de uma mesma fita do DNA ou das duas fitas, dentre outras formas possiveis
de formacdo de complexos(BAIK; FRIESNER; LIPPARD, 2003; REEDIJK, 2003).
Além disso, os ligantes da platina participam de intera¢gdes ndao covalentes com as
bases nitrogenadas que impactam na estabilizacdo dos complexos ao DNA(BAIK;
FRIESNER; LIPPARD, 2003). Estudos tedrico-computacionais com espécies cis-
[Pt(NH3)2(OH2)CI]* e cis-[Pt(NH3)2(H20)2]?*, que mostraram concordancia com
resultados experimentais, apontam para predominancia da ligacdo Pt-N7 de
guaninas(BAIK; FRIESNER; LIPPARD, 2003; BANCROFT; LEPRE; LIPPARD, 2002).
Os calculos computacionais mostram também que ligacbes de hidrogénio entre
grupos NHs da cisplatina e O6 em guaninas contribuem significativamente na
diminui¢cao da barreira de energia da reagao, que passa por uma estrutura de Estado
de Transicdo (ET) de geometria bipiramide trigonal com centro Pt(ll)(BAIK;
FRIESNER; LIPPARD, 2003; DA SILVA; COSTA; DOS SANTOS, 2007) e que resulta
em adutos bifuncionais de menor energia(TODD; LIPPARD, 2009).

As novas ligagdes Pt—N7 formadas resultam em deformagdes do DNA e

perturbam a rede de interacdes intermoleculares que a estabiliza, o que induz a célula



a mecanismos de reparagao do DNA (TODD; LIPPARD, 2009; WOZNIAK; BLASIAK,
2002). Em muitos casos, no entanto, a reparagao estrutural do DNA nao é efetiva e
0s processos celulares essenciais sdo comprometidos, resultando na apoptose celular
(isto é, a morte programada da célula-alvo)(PETRUZZELLI; POLISHCHUK, 2019;
TODD; LIPPARD, 2009). E baseado nestes eventos que a cisplatina se caracteriza
por sua atividade farmacoldgica, sendo largamente utilizada em tratamentos de
quimioterapia de varios tipos de cancer em estagio avancado. A cisplatina foi
aprovada pelo orgado estadunidense Food and Drug Administration, FDA em
1978(ROTTENBERG; DISLER; PEREGO, 2021; TODD; LIPPARD, 2009) e, desde
entdo, utiliza-se da cisplatina para tratamento de canceres de testiculos e ovarios,
cabegca e pescogo, bexiga, esbfago, pulméo, seios, cervical, estbmago e
prostata(SEDLETSKA; GIRAUD-PANIS; MALINGE, 2005), e também em alguns tipos
de linfomas, neuroblastoma, sarcomas, mielomas multiplas, melanoma e
mesotelioma(ARNESANO; NATILE, 2021).

A aplicagao de cisplatina nos pacientes é via intravenosa(EASTMAN, 1999) e,
embora a cisplatina seja um farmaco potente, os pacientes com cancer ainda
precisam lidar com a resisténcia celular(LOUIE; BEHRENS; KINSELLA; HAMILTON
et al., 1985). As células cancerosas podem resistir aos farmacos de platina de duas
formas: intrinsicamente ou adquirindo esta capacidade. A resisténcia adquirida é
considerada mais critica, uma vez que exige a utilizagdo de elevadas concentragdes
do farmaco e torna o tratamento progressivamente ineficaz(PETRUZZELLI;
POLISHCHUK, 2019). Isto soma-se a toxicidade da cisplatina ao paciente: com o
aumento da dosagem, os efeitos colaterais severos sao intensificados, dentre os quais
podem ser citados a insuficiéncia renal, perda da capacidade auditiva e danos aos
neurénios do sistema nervoso periférico(HARRACH; CIARIMBOLI, 2015; RABIK;
DOLAN, 2007).

1.2 Transporte de complexos de platina: atividade de metaloproteinas de

Cu(l) e o problema da resisténcia celular

A resisténcia contra cisplatina que as células podem desenvolver € um fator
limitante no tratamento quimioterapico. A sensibilidade da célula ao farmaco pode ser
reduzida por varios tipos de mecanismos celulares complexos que comprometem a
eficacia do tratamento(SEDLETSKA; GIRAUD-PANIS; MALINGE, 2005). Um deles é



a reducao da concentragao do ativo no meio intracelular, o que diminui as chances de
sucesso na formagdo de complexos platina—DNA(SEDLETSKA; GIRAUD-PANIS;
MALINGE, 2005). Dentre as formas de como isto pode ocorrer incluem a diminui¢ao
da absor¢cdo de cisplatina, intensificacdo do efluxo celular, estimulo de rotas
alternativas da cisplatina pela célula e reparacao do DNA(SEDLETSKA; GIRAUD-
PANIS; MALINGE, 2005; TCHOUNWOU; DASARI; NOUBISSI; RAY et al., 2021).

O efluxo celular de cisplatina, por exemplo, consiste no transporte do farmaco
por compartimentos vesiculares para fora da célula e na captura de complexos de
platina por alguns grupos de metaloproteinas que, a principio, sdo responsaveis pela
manutengdo da concentragdo de ions Cu(l) no interior da célula(CALANDRINI;
ARNESANO; GALLIANI; NGUYEN et al., 2014; KATANO; KONDO; SAFAEI; HOLZER
et al., 2002; PETRUZZELLI; POLISHCHUK, 2019). Compreender a atuagao destas
metaloproteinas torna-se, portanto, indispensavel para entender este tipo de
mecanismo de resisténcia celular a cisplatina.

O cobre € um elemento-trago no organismo humano e seus cations Cu(l) sdo
essenciais as células. Compdem varias metaloproteinas que executam tarefas como
respiracao celular, controle de radicais livres para detoxificagao, absorcao de ferro,
desenvolvimento neuronal e remodelagem do colageno(PETRUZZELLI;
POLISHCHUK, 2019). Nas membranas plasmaticas, estes cations sdo absorvidos
pela célula por transporte ativo por meio de proteinas como a Ctr1 e a Ctr2 (proteinas
transportadoras de Cu(l) de alta afinidade) e sdo posteriormente distribuidos por
diversas rotas associadas a metabolismos distintos, passados de proteinas para
proteinas e evitando-se, portanto, que sejam encontrados na sua forma livre e
reativa(PETRUZZELLI; POLISHCHUK, 2019). A partir disso, os ions Cu(l) podem ser
transportados pela célula em diferentes rotas. Em uma rota especifica, proteinas
Atox1 ligam-se aos ions Cu(l) e os entregam as proteinas Cu-ATPases (ATP7A e
ATP7B), localizadas na rede trans do complexo de Golgi e fundamentais na regulagéo
dos niveis de Cu(l) no interior celular(LUTSENKO; BARNES; BARTEE; DMITRIEV,
2007; PETRUZZELLI; POLISHCHUK, 2019). Desta forma, se a concentragao de Cu(l)
dentro da célula é elevada, esta entrega via interagao entre tais proteinas induz de
forma reversivel a expressdo e a deslocalizacdo de ATP7A para a membrana

plasmatica e de ATP7B para vesiculas citosdlicas, permitindo a expulsao facilitada de



Cu(l) para o meio extracelular(KALAYDA; WAGNER; BUSS; REEDIJK et al., 2008;
LUTSENKO; BARNES; BARTEE; DMITRIEV, 2007; SAFAEI, 2006).

Interessantemente, a cisplatina percorre a célula de forma semelhante. Embora
os farmacos de carga neutra como a cisplatina acessem o meio intracelular
atravessando a membrana plasmatica por difusdo passiva (isto €, sem a necessidade
de energia por ATP), o transporte ativo € também recorrente na absorgéo de parte
significativa destes farmacos pelas células(TCHOUNWOU; DASARI; NOUBISSI; RAY
et al., 2021). Ha uma estimativa de que 50% da cisplatina absorvida seja por meio das
proteinas Ctr1 e Ctr2(TCHOUNWOU; DASARI; NOUBISSI; RAY et al., 2021). Quanto
ao seu transporte, suas interacbes com proteinas e mecanismos bioquimicos de
controle de seus niveis no meio interno das células também podem estar ocorrendo
de forma semelhante ao Cu(l), como tem sido apontado por pesquisadores. Katano e
colaboradores revelaram em seus estudos de 2002 que o acumulo de cobre em 3
linhas de células resistentes de ovario humano foi de 1,5 a 2,1 vezes menor que em
células sensiveis, enquanto que para a cisplatina, houve reducéo de 5,7 a 8,1 vezes;
concomitantemente, observaram expressdo elevada das proteinas ATP7A e
ATP7B(KATANO; KONDO; SAFAEI; HOLZER et al., 2002). Em 2008, Kalayda e
colaboradores mostraram em seus estudos que células de ovario humano com
carcinoma, quando expostas a cisplatina, também apresentaram expressao
acentuada de Cu-ATPases, cujas proteinas se dispersaram pelo citosol e
compunham pronunciadamente as vesiculas das regides periféricas das células (e
nao mais a rede trans do complexo de Golgi). Isto levou o grupo a sugerir que a
expressao aumentada de ATP7A possa estar relacionada ndo somente com o efluxo
celular de complexos de platina, como também o acumulo do farmaco em
compartimentos subcelulares periféricos(KALAYDA; WAGNER; BUSS; REEDIJK et
al., 2008).

As Cu-ATPases ainda podem atuar como pecas-chave no crescimento do
tumor e metastase ao correlacionar sua fungao de distribuicdo de Cu(l) pelo complexo
de Golgi com os altos niveis deste cation observados em células
cancerosas(PETRUZZELLI; POLISHCHUK, 2019; ZHU; SHANBHAG; WANG,; LEE et
al., 2017). Essa hipotese é sustentada pelo fato de que ha formacao de metaloenzimas
de cation comum, como o grupo das Lisil Oxidases (LOX). Estas sdo consideradas

fundamentais no processo da metastase: uma vez excretadas, as LOX remodelam o



meio extracelular permitindo que as células afetadas migrem para outras partes do
corpo(PETRUZZELLI; POLISHCHUK, 2019). Além disso, as LOX também séao
capazes de serem reinseridas nas células, influenciando na sinalizagao
celular(PETRUZZELLI; POLISHCHUK, 2019). Tendo em vista este somatério de
observacoes, é possivel que as Cu—ATPases podem exercer um papel essencial no

agravamento do cancer.

1.3  Estrutura da proteina ATP7A

Proteinas Cu—ATPases s&o grandes biomoléculas pertencentes a familia das
ATPases do tipo P. Tais proteinas sao definidas “do tipo P” por terem a fungdo comum
de transporte ativo de cations pelas células, sendo executada quando a biomolécula
adquire a energia necessaria por fosforilagdo reversivel por ATP(NELSON; COX,
2014). A ligacéo da proteina com Cu(l) torna a estrutura mais suscetivel a reagao de
fosforilagdo com ATP e ADP produzindo mudangas conformacionais que resultam na
liberacdo de Cu(l) no espago interno do complexo de Golgi(PETRUZZELLI,
POLISHCHUK, 2019). A Figura 4 ilustra, de forma simplificada, a estrutura da proteina

ATP7A em uma membrana, caracterizando seu aspecto transmembranar.

Membrana

Hzﬁ

Citoplasma

Fonte: elaborado pelo autor em software Paint 3D

Figura 4: Representacao simplificada da proteina ATP7A em uma membrana. Estao
representados os 8 segmentos transmembranares por cilindros de A a H, os DLMs (Dominios
de Ligagao a Metais) de 1 a 6, e os dominios Ppkrg, N € Arge.



Estruturalmente, a proteina ATP7A dispbe-se de 8 segmentos polipeptidicos
transmembranares — isto €, que conectam ambientes externos e internos a membrana
— formando canais para o transporte ativo que permitem a homeostase de ions
Cu(l)(GOURDON; SITSEL; LYKKEGAARD KARLSEN; BIRK MOLLER et al., 2012;
SAFAEI; HOWELL, 2005). Na regiao do citoplasma estes segmentos se conectam aos
dominios P e N, e ao dominio A, comuns as ATPases do tipo P(GOURDON; SITSEL;
LYKKEGAARD KARLSEN; BIRK MOLLER et al., 2012; NELSON; COX, 2014;
SAFAEI; HOWELL, 2005) e que regulam as atividades da proteina(GOURDON;
SITSEL; LYKKEGAARD KARLSEN; BIRK MOLLER et al., 2012). No dominio P ocorre
a fosforilagdo por meio do residuo aspartato, pertencente a um grupo altamente
conservado denominado DKTG (D referente ao acido aspartico, K a lisina, T a
treonina, e G a guanina)(GOURDON; SITSEL; LYKKEGAARD KARLSEN; BIRK
MOLLER et al., 2012; SAFAEI; HOWELL, 2005). Na ATP7A ha ainda outros 6
dominios ligados sequencialmente a um Uunico segmento transmembranar,
denominados Dominios de Ligagdo a Metais (DLMs, ou do inglés Metal Binding
Domains, MBDs). Sao esses dominios que contém os sitios ativos onde ocorrem as
ligagées quimicas com Cu(l)(GOURDON; SITSEL; LYKKEGAARD KARLSEN; BIRK
MOLLER et al., 2012; SAFAEI; HOWELL, 2005) e, ao que a literatura indica, com
complexos de platina(KATANO; KONDO; SAFAEIl; HOLZER et al., 2002;
LUKANOVIC; HERZOG; KOBAL; CERNE, 2020). A Figura 5 exibe, a exemplo, a
estrutura do 6° DLM (Mnk6) simplificada em atomos e ligacbes explicitos,
disponibilizada na plataforma Protein Data Bank (PDB) com a codificagdo
1YJU(BANCI; BERTINI; CANTINI; MIGLIARDI et al., 2005; BERMAN; HENRICK;
NAKAMURA, 2003).
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Fonte: https://www.rcsb.org/3d-view/1YJU (captura de imagem por software GaussView 6.0.16)

Figura 5: Representagdes estruturais de um modelo de Mnk6 apoproteico da proteina ATP7A,
com o sequenciamento de aminoacidos; destaque em sombreado para o grupo CXXC.

Comparando-se ATP7A com ATP7B, verifica-se grande similaridade entre as
estruturas: cerca de 67% da sequéncia de aminoacidos ¢é idéntica entre si, incluindo
os DLMs(GOURDON; SITSEL; LYKKEGAARD KARLSEN; BIRK MOLLER et al,
2012; LI; YIN; LIU; LI, 2018). Os DLMs da ATP7A sao polipeptidios frequentemente
representados separadamente e ordinalmente como Mnk. A codificacdo “Mnk” refere-
se a “Menkes”, sobrenome do neurologista austriaco-estadunidense John Hans
Menkes que descreveu pela primeira vez em 1962 a “doenca de Menkes”, uma
desordem associada a ATP7A e deficiéncia de Cu(l) na atividade celular(BANCI,
BERTINI; CANTINI; MIGLIARDI et al., 2005; MENKES; ALTER; STEIGLEDER;
WEAKLEY et al., 1962). Os DLMs sao compostos de 72 a 79 aminoacidos(ACHILA;
BANCI; BERTINI; BUNCE et al., 2006; BANCI; BERTINI; CANTINI; CHASAPIS et al.,
2005; BANCI; BERTINI; CANTINI; DELLAMALVA et al., 2006) e estdo presentes em
diversas proteinas transportadoras de cobre como as Cir1, Ctr2 e Atox1, além das
Cu-ATPases ATP7A e ATP7B(CALANDRINI; ARNESANO; GALLIANI; NGUYEN et
al., 2014; LI; YIN; LIU; LI, 2018).

Os sitios ativos dos DLMs, por sua vez, consistem de sequéncias de
aminoacidos definidos como CXXC, como enfatizado na Figura 5, onde C corresponde

a cisteinas (Cys) e X, a outros aminoacidos que podem variar para cada
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DLM(ARNESANO; NATILE, 2021; LUKANOVIC; HERZOG; KOBAL; CERNE, 2020).
As cisteinas desempenham um papel fundamental no sitio ativo: sdo por meio dos
grupos tiol (-SH) da estrutura CXXC que os DLMs formam ligagbes com
Cu()(LUTSENKO; BARNES; BARTEE; DMITRIEV, 2007) e platina, sendo a cisplatina
e suas formas monoaquo e diaquo capazes de formar complexos mono e
dissubstituidos(GALLIANI; LOSACCO; LASORSA; NATILE et al., 2014; TADINI-
BUONINSEGNI; BARTOLOMMEI; MONCELLI; INESI et al., 2014; XU; XI; ZHAO; LIU,
2014). A Figura 6 exibe as estruturas do aminoacido cisteina (a esquerda) e para a
regidao CXXC coordenada ao Cu(l) de forma simplificada, com os aminoacidos

indicados ordinalmente (a direita).
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Fonte: elaborado pelo autor em software ChemDraw Ultra 12.0

Figura 6: Representagdes estruturais cisteina (esquerda) e para o quelato entre CXXC de Mnk6
e Cu(l) (direita)

Do ponto de vista quimico, Cu(l) e Pt(ll) podem formar ligagbes com S-
doadores tiol(ATKINS, 2010; HOUSECROFT; SHARPE, 2018) em toda faixa de
pH(TCHOUNWOU; DASARI; NOUBISSI; RAY et al., 2021). Estudos mostram que
Pt(Il) pode formar quelatos com cisteinas e metioninas via ligagdes com N e S, sendo
o ultimo mais favorecido(ODENHEIMER; WOLF, 1982; VRANA; BRABEC, 2002).
Louie e colaboradores, por exemplo, observaram que células in vitro de ovario
humano eram 10 vezes mais resistentes a cisplatina quando os niveis de glutationa
(GSH, um agente redutor tripeptidico formado por acido glutamico, cisteina e glicina)
era 3,2 vezes maior que no grupo de células sensiveis(LOUIE; BEHRENS; KINSELLA;
HAMILTON et al., 1985; PEREZ; HAMILTON; OZOLS, 1990). Desta forma, atomos
de S podem desempenhar um papel central na resisténcia celular & cisplatina. E

baseando-se nas fortes ligagdes Pt—S, a elevada expressao destas metalotioneinas e
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suas relocalizagdes pelas células (quando na presencga destes agentes metalicos) que
diversos autores concluem que as Cu—ATPases e GSH estdo envolvidas no
impulsionamento da resisténcia celular a cisplatina ao longo do tratamento
(ARNESANO; NATILE, 2021; PETRUZZELLI; POLISHCHUK, 2019).

1.4 Quimica inorganica das reagoes

No que concerne a homeostase de Cu(l) pelas proteinas e GSH (sem
complexos de platina), acredita-se que a transferéncia do metal possa ocorrer através
de equilibrios quimicos de troca de ligantes e formagdes de complexos tricoordenados
por atomos de enxofre, assim como evidenciado em estudos espectroscépicos
envolvendo GSH(CORAZZA; HARVEY; SADLER, 1996) e Atox1 com ATP7A(BANCI;
BERTINI; CANTINI; FELLI et al, 2006; WERNIMONT; HUFFMAN; LAMB;
O'HALLORAN et al., 2000). A Figura 7 esquematiza o equilibrio formado entre Atox1

e Mnk1 no processo de transferéncia de Cu(l).
S & + CUQ
\

.
G

Fonte: elaborado pelo autor em software Paint 3D

Figura 7: Equilibrio quimico entre Atox1, o 1° dominio da proteina ATP7A e Cu(l)

A tricoordenacéao ocorre por meio da ligagao de duas cisteinas de uma proteina
e uma cisteina de outra, onde as cisteinas Cys12 de Atox1 e Cys15 de Mnk1, mais
proximas ao N-terminal (isto é, as extremidades proteicas iniciando-se por grupos —

NH2) se mantém ligadas ao metal, enquanto Cys15 de Atox1 e Cys18 de Mnk1
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mediam a quebra e formagao de novas ligagcbes. Desta forma, as proteinas agem
como ligantes de bi e monofuncionalizados no decorrer do processo(BANCI; BERTINI;
CALDERONE; DELLA-MALVA et al., 2009; PUFAHL; SINGER; PEARISO; LIN et al.,
1997). Embora Cu(l) apresente orbitais d altamente polarizados e de alta afinidade
com enxofre, as reagdes de troca de ligantes ocorrem rapidamente por mecanismos
associativos e o cation metalico é considerado altamente |abil nestes sistemas. A
justificativa para este fendbmeno se da pela elevada semelhanga de energia das
ligacbes devido aos ligantes serem ambos atomos de enxofre(PUFAHL; SINGER,;
PEARISO; LIN et al., 1997), o que também é reportado em estudos quando o ligante
€ GSH(CORAZZA; HARVEY; SADLER, 1996).

O centro Pt(ll) também possui alta afinidade com S e formam-se fortes
ligacbes(ATKINS, 2010; HOUSECROFT; SHARPE, 2018); no entanto, cis-
[Pt(NHs)2(Cl)2] reage lentamente com cisteinas, liberando CI-(ODENHEIMER; WOLF,
1982). No caso de estudos da reacdo com GSH ha observagdo do efeito trans,
recorrente nos complexos quadratico-planos e que, no caso da cisplatina, a troca de
ligante CI- por S provoca o aumento da labilidade do grupo —NHs frans; ao final, a
reacao resulta em produto na proporg¢ao 1:2 de cisplatina para GSH, onde cada GSH
coordena o centro de forma bidentada(ODENHEIMER; WOLF, 1982).

As proteinas Atox1 e ATPT7A, capazes de reagir com cisplatina, também
formam adutos bifuncionais em Pt(ll). A forma bifuncional, inclusive, foi evidenciada
por Calandrini e colaboradores como a predominante com Mnk1, em solugcdo em
condi¢gdes anaerdbicas e sem o agente redutor GSH(CALANDRINI; ARNESANO;
GALLIANI; NGUYEN et al., 2014). Ja Galliani e colaboradores mostraram evidéncias
a respeito da competitividade entre os polipeptidios: na auséncia de GSH, a cisplatina
reage tanto com Atox1 quanto com Mnk1, ndo sendo observadas quaisquer
transferéncias da platina entre tais ligantes(GALLIANI; LOSACCO; LASORSA,;
NATILE et al.,, 2014). O grupo ainda detalha que Mnk1 se destaca como bom
competidor pela platina, mesmo quando os niveis de GSH sao 10 vezes maiores, ao
passo que o mesmo ndo ocorre com Atox1(GALLIANI; LOSACCO; LASORSA,;
NATILE et al., 2014). Xu e colaboradores, por outro lado, observaram a transferéncia
de cisplatina de Atox1 para Mnk4 apds 10 horas de reagao(XU; XI; ZHAO; LIU, 2014).

Os estudos se estendem para as reacdes dos complexos de platina com tais
proteinas nas formas holoproteicas (isto €, complexadas com Cu(l)). Na presenga de
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cisplatina, a holoproteina Cu(l)-Atox1 ganha competitividade sobre GSH(GALLIANI;
LOSACCO; LASORSA; NATILE et al., 2014). Lasorsa e colaboradores, por sua vez,
evidenciaram a formacgao do complexo heterodimérico Atox1—-Cu—Mnk1 com platina,
sendo Cu(l) coexistente na estrutura(LASORSA; NARDELLA; ROSATO; MIRABELLI
et al., 2019). A Figura 8 exibe a parte da estrutura, obtida por cristalografia de raios
X(LASORSA; NARDELLA; ROSATO; MIRABELLI et al., 2019) e disponivel na
plataforma PDB(BERMAN; HENRICK; NAKAMURA, 2003) pelo codigo de
identificacdo 5T7L, destacando-se os sitios ativos CXXC de Mnk1 e ATOX1 com os

metais ligados.

oK ol I P ! s < “ / i =

Fonte: https://www.rcsb.org/structure/5T7L (captura de imagem por software GaussView 6.0.16)

Figura 8: Recorte da estrutura, obtida por cristalografia de raios X, para interagoes
dependentes de cobre entre Atox1 e Mnk1 mediadas por Pt(ll)

Nesta estrutura heterodimérica obtida por Lasorsa e colaboradores,
representada na Figura 8, o atomo de Pt(ll) esta coordenado por Cys12 de Atox1 e
Cys15 de Mnk1 com distancias de 2,8 e 2,3 A, respectivamente, formando um angulo
S—Pt-S de 86,0°. Dois cations Cu(l) também estédo presentes, sendo um coordenado
por Cys15 de Atox1 e Cys18 de Mnk1 com Scys15—Cu e Scyste—Cu de 2,2 e 2,3 A,

respectivamente, e um angulo de 166,7°; e o outro, por grupos Scys12 (2,2 A) de Atox1,
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e Scys1s (2,6 A), Scysts (2,9 A) e Omnr1s (2,8 A) de Mnk1, formando geometria
tetraédrica. Os cations Cu(l) ainda possuem labilidade cinética nestas condicdes,
embora menor, visto que o metal péde ser lentamente liberado pela proteina e
capturado por dissulfonato de batocruproina (BCS, um ligante especifico ao Cu(l)) e
GSH(LASORSA; NARDELLA; ROSATO; MIRABELLI et al., 2019). Além disso, a
formacdo do complexo Atox1-Cu—Mnk1 € um precursor necessario para que haja
nova formagdo de Atox1-Pt(NHs3)>-Mnk1 com Cu(l)(LASORSA; NARDELLA;
ROSATO; MIRABELLI et al., 2019).

No ponto de vista cinético, Cu(l) tem sido visto como um agente catalitico na
reacdo entre Mnk1 e cisplatina(TADINI-BUONINSEGNI; BARTOLOMMEI,
MONCELLI; INESI et al., 2014). Na auséncia deste cation metalico, a forma
monodentada do aduto — Pt(NHz3)2CI*-Mnk1 — foi identificada por sinais de ESI-MS
apos 3 horas de incubagdo da solugdo aquosa. O aduto bidentado Pt(NH3)22*-Mnk1
foi identificado por sinais mais intensos,na mesma técnica, apenas apos 24 horas. Na
presenca de Cu(l), no entanto, a forma de aduto bidentado Pt(NH3)22*-Mnk1 ja era
presente em quase totalidade na solugdo em apenas 3 horas de incubagao(TADINI-
BUONINSEGNI; BARTOLOMMEI; MONCELLI; INESI et al, 2014). Fang e
colaboradores, por sua vez, observaram que as reagdes de coordenagao de Pt(ll) a
diferentes DLMs na forma holoproteica, no geral, foram mais rapidas que os mesmos
DLMs na forma apoproteica(FANG; TIAN; YUAN; SHENG et al., 2018). Em alguns
casos como Mnk2 e Mnk3, os tempos de meia-vida (t12) das concentragbes de
reagentes cairam efetivamente, enquanto que outros como Mnk5 e Mnk6, a diferencga
foi pouco significativa. Em nenhum caso, no entanto, foi registrado o processo inverso,
isto €, a diminuicdo das velocidades de reagdo das formas holoproteicas em
comparagado com as apoproteicas. O grupo chegou a concluséo, portanto, que as
velocidades das reagdes de platinacdo de diferentes DLMs dependem tanto da
natureza do préprio DLM quanto de suas formas apoproteica/holoproteica(FANG,;
TIAN; YUAN; SHENG et al., 2018).

Ha estudos computacionais disponiveis na literatura relacionados com reagdes
entre Mnk e cisplatina, dentre os quais podem ser citados o da cinética da reacao
entre cisplatina e um aminoacido cisteina em diferentes métodos ab initio(DA SILVA;
COSTA; DOS SANTOS, 2007), docking molecular por meio de QM/MM Car-Parrinelo
e campo de forgas AMBER parm99 de estruturas de Mnk1 com [Pt(NH3)]** e
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[Pt(NH3)2]?*(CALANDRINI; ARNESANO; GALLIANI; NGUYEN et al., 2014) e a
termodinamica de reacdes envolvendo Mnk5 e cisplatina por DFT e funcional
PBEO(BORGES, 2016). Outros estudos de como pode ocorrer o transporte de Cu(l)
entre Atox1 e Mnk(PITTS; HALL, 2013) e reacdes de aminoacidos sulfurados com
complexos polinucleares de Pt(II)(CHEN; ZHOU, 2015) também estdo associados.
Contudo, os mecanismos de reagdes entre o sitio ativo de Mnk e cisplatina (e seus
derivados) em si ainda carecem de maior compreensé&o.

O presente trabalho busca propor possiveis mecanismos, por meio de
modelagem em quimica computacional, de hipotéticas reagbes entre o sitio ativo de
Mnk6 em suas formas apoproteicas e holoproteicas com cis-[Pt(NH3)2(Cl)2] e como
cis-[Pt(NH3)2(OH2)2]**, com discussGes quimicas tanto individuais quanto
comparativas de possiveis mecanismos propostos. Embora o estudo seja importante
com qualquer DLM da proteina ATP7A, a escolha do Mnk6 foi baseada na maior
disponibilidade de informagdes encontrada na literatura, bem como a boa
disponibilidade de solugdes estruturais desta porcdo proteica no Protein Data
Bank(BANCI; BERTINI; CANTINI; MIGLIARDI et al., 2005; BERMAN; HENRICK;
NAKAMURA, 2003; PDB, 2022). A resolugao experimental por RMN empregada
nestes modelos fornecem informagdes estruturais importantes sobre o
sistema(BANCI; BERTINI; CANTINI; MIGLIARDI et al., 2005) e que se soma a
bagagem de informagdes quimicas, como as discutidas anteriormente. Os resultados
aqui apresentados podem ser importantes no entendimento de como a resisténcia
celular contra cisplatina por meio de proteinas ATP7A pode ocorrer e como pode se
comportar diante de variaveis importantes possiveis, com destaque para os impactos

de Cu(l) nas reagoes.
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2. OBJETIVOS

21

Objetivos Gerais

Investigar, por métodos de quimica computacional, possiveis mecanismos para

reagoes entre complexos cis-[Pt(NH3)2(Cl)2] e cis-[Pt(NH3)2(H20)2]?* com modelos do

Mnk6 (ou 6° Dominio de Ligagao a Metais (DLM)) da proteina transportadora de Cu(l)
ATP7A.

2.2

Objetivos Especificos

Obter e descrever propriedades estruturais, cinéticas e termodinamicas
correspondentes aos mecanismos de reacgdes propostos para a formacao de
complexos de platina com modelos do dominio Mnk6 da ATP7A por meio de
ferramentas de quimica computacional,

Avaliar e comparar os aspectos fisico-quimicos e estruturais gerais decorrentes
da presenca e da auséncia de Cu(l) na estrutura proteica, bem como os
diferentes impactos gerados pela formagdo de interagdes inter e
intramoleculares;

Comparar os resultados obtidos com os disponiveis na literatura para um
melhor entendimento do papel da proteina ATP7A no efluxo celular de

cisplatina, relacionado a um dos mecanismos de resisténcia celular a cisplatina.
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3. METODOLOGIA TEORICA

Neste Capitulo serdo abordadas as bases tedricas em fisico-quimica e quimica
computacional que fundamentam as ferramentas computacionais utilizadas para os

célculos de proposi¢cdes mecanisticas que sao objetivo deste trabalho.
3.1 Equacao de Schrodinger e a Aproximagao de Born-Oppenheimer

A descricao de elétrons em sistemas moleculares ja se mostrou incompleta por
vias de mecanica classica para o estudo de alguns fenbmenos quimicos. Nestes
casos, torna-se indispensavel o emprego de conceitos de mecanica quantica para a
solugdo tedrica destes sistemas(LOWE, 1978; LOWE; PETERSON, 2011;
MCQUARRIE, 2008; SZABO; OSTLUND, 1996). Para a solugdo de um sistema
simples composto por uma particula de massa m que se movimenta
tridimensionalmente sob um potencial V, os esforcos se concentram na resolugcao da
equacgao de Schrodinger para o sistema que, independentemente do tempo, é dada

pela formula:

8m2m

hZ
- < )szp(x, v,2) +V(x,y, 2)¢(x,y,2) = EY(x,y,2) (1)

ou, de forma simplificada,

Hi(x,y,2) = Ep(x, y,2) (2)
onde h é a constante de Planck, i é a fungdo de onda da particula, V? é o operador
2 2 2 _
Laplaciano sobre a funcéo de onda (isto &, V2 = 0 l/)/ax2 40 l/)/ayz 49 lP/aZZ), 2l

€ o operador Hamiltoniano e E, a energia total associada. O operador Hamiltoniano é
formado pelos operadores de energia cinética T, que corresponde ao primeiro termo
da equacéo 1; e de energia potencial VV. Juntos, compdem a energia total do sistema
em um determinado estado(LOWE, 1978; LOWE; PETERSON, 2011; MCQUARRIE,
2008; SZABO; OSTLUND, 1996). A equagdo de Schrodinger também é
frequentemente dita como de autovalor, sendo o Hamiltoniano a parte da equacgéao que
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opera sobre a fungéo 1 (uma autofungéo), resultando em um valor de energia total E
(o autovalor) correspondente a mesma func¢ao de onda y(LOWE; PETERSON, 2011).

Em sistemas moleculares, isto €, formado por 2 ou mais particulas, o
Hamiltoniano deve ser reformulado, pois torna-se necessario considerar as
correlagdes eletrbnicas presentes que afetam as energias cinética T e potencial IV sob
cada particula. Desta forma, o Hamiltoniano Molecular para um sistema contendo N

elétrons e M nucleos é dado por:

N 1 M 1 N M 7 N N 1 M M 7.7
A aZp

Huo == ) W=D ggrWi=) D A+ ) D =) D A @)
i=1 a=1 A im14a=1 M SIS Y A-iBsa 4B

onde M, é a razdo entre a massa do nucleo A e um elétron, r;4, é a distancia entre o
elétron i e o nucleo 4, r;; € a distancia entre o elétron i e o elétron j, R, € a distancia

entre o nucleo A e o nucleo B, e Z, e Zz sao 0s numeros atdmicos dos nucleos A e B,
respectivamente(LOWE; PETERSON, 2011; MCQUARRIE, 2008; SZABO;
OSTLUND, 1996).

O Hamiltoniano Molecular da equacgao 3 pode ser dado resumidamente como:
Hior = Te + Ty + Vie + Voo + Vi (4)

onde T, e T,, s&o os operadores de energia cinética para os elétrons e para os nucleos,
e Ve, Voo € V,,, S@0 0s operadores de energia potencial para as interagdes de atragao
elétron-nucleo, e repulsao elétron-elétron e nucleo-nucleo, respectivamente. Se a
posicéo espacial de um unico elétron muda, ndo sé suas energias cinética e potencial
mudam como também mudam para todas as demais particulas do sistema, pois todas
elas estdo correlacionadas entre si. Desta forma, a dificuldade na resolugcdo equacgao
de Schrddinger nestes casos € tamanha que torna-se impraticavel sua solugéo
analitica, uma vez que a quantidade de variaveis em 1y cresce exponencialmente com
o numero de elétrons(LOWE; PETERSON, 2011; MCQUARRIE, 2008; SZABO;
OSTLUND, 1996).

Para contornar esta questdo utiliza-se aproximagdes metodologicas e
matematicas razoaveis. Em uma importante aproximagdo faz-se a seguinte
consideragao: uma vez que os nucleos dos atomos possuem massa muito maior que

seus elétrons, entdo o impacto na energia cinética destes nucleos devido a
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movimentacao eletronica é substancialmente menor e poderia ser desprezado. Assim,
0s nucleos atdbmicos podem ser considerados fixados no espacgo, isto €, seus
momentos lineares anulados(LOWE; PETERSON, 2011; MCQUARRIE, 2008;
SZABO; OSTLUND, 1996). Consequentemente, iy agora pode ser redefinida como
funcado de onda eletrénica y,;.;, onde os elétrons ao redor dos nucleos podem ser
descritos dependendo-se de suas proprias coordenadas espaciais e apenas
parametricamente das coordenadas dos nucleos. Isto € um fator importante na
diminuicdo da complexidade da equacdao de Schrodinger pois, com o0s nucleos
“estaticos”, suas posi¢cdes espaciais podem ser utilizadas como referéncia pelos
elétrons no sistema e diminuem-se a quantidade de variaveis dependentes em .
Além disso, T,, pode ser desprezada e V},,, pode ser considerada uma constante.

Assim, a equacao de Schrddinger e Hamiltoniano eletrénicos ficam:

HeletWetet = EctetWelet (5)

Heter = To + Vie + Vee (6)

O Hamiltoniano total em unidades atémicas € dado pela soma do Hamiltoniano
eletrénico com V,,, tratado como constante com a aproximagéo discutida(LOWE;
PETERSON, 2011; MCQUARRIE, 2008; SZABO; OSTLUND, 1996):

N 1 N M 7 N N 1 M M 7.7
RN AR WD I »l
rot l.=12 o iA  lmd ed Tij Ryp (7

Esta aproximacdo & conhecida como aproximagao de Born-Oppenheimer.

Embora sua grande importancia na simplificagdo da Equacdo de Schrodinger, o
aumento do numero de particulas ainda significa o aumento expressivo da
complexidade para resolugao da equacgao para sistemas maiores, tornando essencial
a utilizagdo de métodos computacionais para que o estudo destes sistemas seja
possivel. Um dos primeiros métodos para tentar solucionar estes tipos de problema
foi desenvolvido pelo inglés Douglas Hartree e pelo russo-soviético Vladimir Fock,
conhecido como Método de Hartree-Fock (HF)(LOWE; PETERSON, 2011;
MCQUARRIE, 2008; SZABO; OSTLUND, 1996).
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3.2 Método de Hartree-Fock (HF) e Determinantes de Slater

O Método de Hartree-Fock (HF) é um exemplo de método ab initio, isto €, que
solucionam problemas “do inicio”. Sao tipos de métodos computacionais onde a
resolugcdo da equacao de Schrddinger é feita teoricamente e sem a utilizagado de
parametros experimentais no procedimento de calculo. No método de HF busca-se
encontrar a fungdo de onda total e aproximada v;,; partindo-se do pressuposto de
que esta é resultante do produto das fungdes de onda de cada elétron na molécula, o
que entendemos por orbitais moleculares(SZABO; OSTLUND, 1996). Chamamos
estas fungdes de spin-orbital e representamos por y(x), sendo:

Y(r)a(w)
x(x) =,y ou (8)
Y(@)B(w)

onde Y (r) é a fungdo de onda do elétron dependente de coordenadas espaciais r, e
a(w) e B(w) sao as fungdes de spin “up” e “down”. Desta forma, aplicam-se todas as
funcgdes spin-orbital do sistema de forma a adquirir uma unica fungao de onda Y;,;.
Para encontrar tal fungao, faz-se necessario o emprego do Determinante de Slater,
uma técnica matematica que é dado por(SZABO; OSTLUND, 1996):

xi(x1) xj(x1) - xe(xq)
lptot(xlfoI '"'xN) = (N!)_l/z Xl(xZ) X](xZ) Xk(.xZ) (9)
Xi(;‘fN) )(j(;cN) )(k(-xN)

onde y;(xy) é a i-ésima funcgao spin-orbital do elétron N nas coordenadas espaciais

e de spin xy, € (N!)_l/z € o fator de normalizagdo. O Determinante de Slater é uma
técnica que contempla o principio da exclusdo de Pauli em que ., deve ser
antissimétrica, obedecendo a regra que afirma que cada elétron do sistema deve
possuir seu estado quantico unicamente (ou seja, uma unica fungao spin-orbital).
Desta forma, se i = j, o Determinante de Slater resulta em 1 = 0 por se tratar de
funcgdes ortonormais(SZABO; OSTLUND, 1996).

O inicio do Método de HF é caracterizado pela escolha aleatéria dos
coeficientes nos spin-orbitais do Determinante de Slater, sendo a primeira etapa de

resolucao da equacgao de Schrodinger para o sistema com suas respectivas posigoes
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espaciais. Na segunda etapa de resolugao, utilizam-se como ponto de partida os
resultados da primeira, ajustando-se as posi¢gées das particulas e os valores dos
coeficientes de y,,; de modo a contemplar o equilibrio das forgas eletrostaticas néao
contempladas na primeira resolucéo. A terceira etapa, por sua vez, passa a utilizar os
resultados da segunda, e assim sucessivamente. Esta caracteristica de iteracao na
busca por maximizacdes e minimizagdes de resultados esta na esséncia do Método
Variacional, uma metodologia matematica que é empregada nestes tipos de
problemas cuja solugé&o desconhecida é de dificil obtengdo. No caso de sistemas mais
complexos busca-se solucionar o problema de forma iterativa, o método € também
conhecido como Método de Campo Autoconsistente (Self-Consistent Field, SCF), e o
Método de HF é considerado um caso particular de SCF no intuito de minimizagao de
Yior © de Eg,: do sistema molecular. O sistema otimizado, isto €, de menor energia,
se da quando a y,,; € obtida igualmente nos lados esquerdo e direito da equagao de
Schrodinger, e o autovalor é atribuido ao sistema como sua energia total E;,;(SZABO;
OSTLUND, 1996).

Uma grande limitagdo deste método é a forma como as interagdes repulsivas
elétron-elétron sdo abordadas. Em HF, o potencial V,, de cada elétron é dado pela
média do campo eletrostatico do sistema e, consequentemente, ndo fornece
resultados mais precisos quanto as correlacbes eletrbnicas de cada
particula(JENSEN, 2017; SZABO; OSTLUND, 1996).

3.3 Conjuntos de Base e Fun¢oes de Base

Métodos computacionais ab initio, embora n&o empreguem dados
experimentais no processo de calculos tedricos de sistemas de muitas particulas,
ainda necessitam de uma base experimental como ponto de partida para a resolucao
da equagao de Schrodinger que sdo os conjuntos de base(JENSEN, 2017). Os
conjuntos de base consistem de fungdes de base, isto €, fungdes de onda eletrénica
conhecidas que sao utilizadas para encontrar fungdes de onda eletrénica
desconhecidas por Combinagbes Lineares de Orbitais Atdmicos (CLOA), o que
conhecemos como Orbitais Moleculares(JENSEN, 2017). A utilizagao de funcgdes
orbitais atdbmicos y, para expandir a fungdes orbitais moleculares ¢; é feito pela

relagao:
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Mpase

¢ = z CaiXa (10)

a

onde M,,,. € 0 conjunto de fungdes de base selecionados para o calculo, e c,; séo
coeficientes correspondentes a i orbitais atbmicos do tipo @« que geram i orbitais
moleculares(JENSEN, 2017). Um tipo de conjunto de base, conhecido como Orbitais

tipo-Slater (STO) x¢n.m (7,0, ¢), tem seu funcional dado por:

X¢nlm (r,6,9) = NY,m o, (p)rn—le—{r (11)

onde N ¢é a constante de normalizagéo e Y, ,, (6, ¢) séo fungbes esféricas harmoénicas.
O conjunto de base STO conta com a parte exponencial da equacdo e que
corresponde ao comportamento das fungdes hidrogendides. Entretanto, apresenta
limitagdes na solugao analitica que o restringe ao uso em algumas ocasides, como
em sistemas atbmicos e diatdbmicos, fornecendo resultados altamente
precisos(JENSEN, 2017).

Existem também os conjuntos de base denominados como fung¢des do tipo

Gaussianas (GTO — Gaussian Type Orbitals), cujo funcional é descrito por:

Xemum (T 0,0) = NY, 1, (8, p)r?n=2le=¢r" (12)

As fungbes GTOs, comparadas as STOs, sdo caracterizadas por algumas
limitagbes. Devido a dependéncia de r?, a descricdo dos elétrons mais proximos ao
nucleo perde precisdo dos resultados pois, enquanto as STOs apresentam cuspides
na aproximacao do nucleo, as GTOs por sua vez tendem a zero. Além disso, as GTOs
geram resultados onde as fun¢des de onda caem mais rapidamente que STOs quando
se distancia do nucleo, também afetando na precisao dos resultados. Entretanto, as
GTOs apresentam a vantagem de menor cuto computacional, o que permite o uso de
maior quantidade de funcdes orbitais atdmicos para fornecer resultados comparaveis
aos que seriam obtidos via STO(JENSEN, 2017).

Dentro da classe de conjunto de base GTO existe uma familia de fungbes de
base que varia tanto pelo tipo quanto pela quantidade de fungdes e que podem ser
designados distintivamente para cada tipo de sistema a ser estudado. Um exemplo é
o0 conjunto de base 6-31G(d,p)(PETERSSON; AL-LAHAM, 1991; PETERSSON;
BENNETT; TENSFELDT; AL-LAHAM et al., 1988) que, simplificadamente, nos indica
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se tratar de um conjunto de base GTO que emprega o uso de 6 fungbes de base
primitivas para elétrons mais internos (préoximos ao nucleo), 3 fungdes de base que
consiste de 1 funcéo de base primitiva para descrigdo de cada orbital de valéncia, e 1
funcdo adicional p de polarizagdo para atomos de H e 1 funcdo adicional de
polarizagéo para outros atomos exceto H(FORESMAN; FRISCH, 2015).

3.4 Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

Enquanto no Método de HF a estrutura eletrénica é baseada na formulagéo da
funcdo de onda total do sistema multieletrénico, a Teoria do Funcional da Densidade
(DFT), por sua vez, utiliza da densidade eletrénica pelo conceito de um “gas de
elétrons” para obter respostas sobre o sistema(HOHENBERG; KOHN, 1964;
JENSEN, 2017).

Na DFT, o termo Zi‘(zlrz—*‘ da equacgao 7 € chamado de “potencial externo”
iA

Vot (7) € esta relacionado com o potencial sentido pelos elétrons devido aos campos
eletrostaticos exercidos por outras particulas presentes no sistema(JENSEN, 2017).
Neste sentido, Hohenberg e Kohn exploram a constatacdo de uma funcédo de
densidade eletrénica no estado fundamental p, exclusiva a cada funcdo de v,,.(7),
resultando em uma unica energia para o sistema no estado fundamental E,. Isto
permite que a resolugao da equacgao de Schrodinger possa ser feita de forma “inversa”
ao Método de HF, trabalhando-se a partir de p, para encontrar v,,.(7). Uma vez
encontrado v, (7) o Hamiltoniano molecular é posteriormente revelado, e empregam-
se meétodos ab initio para obter y,, E, e todas as demais propriedades do
sistema(HOHENBERG; KOHN, 1964; JENSEN, 2017).

Como o préprio nome do método explicita, trata-se do uso de funcionais, isto €,
funcdes que dependem de outras funcgdes (ao invés de variaveis independentes) para
resultar em valores numéricos. Neste caso, sao funcionais de energia que dependem

de p,(r) do sistema que, de forma simplificada, pode ser dada da seguinte forma:

Vextlpo(M)] + Tlpo(r)] + Veelpo(r)] = Eo[po ()] (13)

onde V,,; é o funcional do potencial externo, T é o funcional de energia cinética, V,, é
o funcional de energia potencial de repulsao elétron-elétron e E,, o funcional de
energia total do sistema no estado fundamentaHOHENBERG; KOHN, 1964;
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JENSEN, 2017). O problema aqui € que ndo se sabe ao exato a relagao funcional
Vextlpo(r)], 0 que levaria inevitavelmente ao método de HF para resolugao do
problema e, assim, o novo método proposto teria sido em vao. Para contornar a
situagéo, Hohenberg e Kohn assumiram que Ej gprox[Po aprox] = Eolpo], onde
Eq aproxPo aprox] € O funcional da energia total aproximada do sistema sob a fungao
aproximada da densidade eletronica do sistema. A fungao pg 4pr0x também € obtida
por Método Variacional e, portanto, V,,. poderia ser avaliada para pg qproxda mesma
forma como seria para p,(HOHENBERG; KOHN, 1964; JENSEN, 2017).

Como a descricdo do elétron na DFT é feita de forma diferente de HF, isto &,
por meio de p, ao invés de y,,;, entdo as fung¢des orbitais devem passar por
reformulacdo. Portanto, para a obtengdo da densidade eletrbnica, Kohn e
Sham(JENSEN, 2017; KOHN; SHAM, 1965) definiram em 1965 os chamados orbitais

de Kohn-Sham, cuja relagdo com a fungédo de densidade eletrénica € dada por

N
ps = ) il (14)

onde ¢; é o orbital de Kohn-Sham do elétron i.(JENSEN, 2017; KOHN; SHAM, 1965)
Um problema, no entanto, € que esta forma de representar um elétron por orbital gera
discrepancias na energia cinética e, por isso, o funcional de energia cinética aqui é
dividido em 2 funcionais distintos de modo a corrigir a contribui¢cao total desta energia
no sistema. Além disso, a DFT ainda considera os importantes ajustes de energias de
troca e de correlagdo eletrbnica na energia total do sistema, que podem ser
consideradas como funcionais separados e que compdem o funcional de energia de
repulsdo elétron-elétron 1,,. Com isso, reescrevendo a equagdo 10 com estes
funcionais separados consideragao a equagao 11, a nova equagao para a energia final
em DFT fica

Eprrlp]l = Tslpl + Enelp]l +J1p] + Exc[p] (15)

Exc[p] = (T[P] - TS[P]) + (Eee [P] _][,0]) (16)

onde Ts[p] € o funcional da energia cinética aproximada e calculada por determinante

de Slater (utilizando-se orbitais de Kohn-Sham), /[p] € um dos funcionais que contribui
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para a energia de correlagéo eletrbnica e chamado de termo de Coulomb, e E,.[p] €
o funcional de correlagao e troca que contém a corregédo de energia cinética T[p] —
Ts[p] e de energias de correlagdo e de troca E..[p] —J[p](JENSEN, 2017). Estas
corregbes de energia cinética e de energias de correlagdo e troca na busca por
aproximacdes mais precisas podem ser substancialmente melhoradas fazendo com
que seus funcionais dependam de derivadas das funcbes de densidade, o que
teoricamente passa a considerar a n&o-homogeneidade do “gas de
elétrons”(JENSEN, 2017; KOHN; SHAM, 1965). Baseando-se na busca por melhores
aproximacgodes de energias de correlagao e troca, diversos tipos de funcionais tém sido
desenvolvidos para determinados sistemas objetos de estudo.

Neste trabalho foi utilizado o funcional M06-2X em todos os calculos baseados
em DFT. Desenvolvido por Yan Zhao e Donald G. Thrular da Universidade de
Minnesota, o funcional M06-2X(ZHAO; TRUHLAR, 2007) esta entre os funcionais
mais adequados para calculos de sistemas que contém espécies organicas e metais
de transicdo. Uma caracteristica importante deste funcional é a representacdo da
energia de correlagao e troca (E,.[p]) de forma hibrida, onde a composi¢do da energia
de troca é de 54% por Hartree-Fock e 46% por DFT. O funcional M06-2X é também
frequentemente considerado um funcional que permite descricdes mais precisas de
interagdes dispersivas(ZHAO; TRUHLAR, 2007).

3.5 Pseudopotenciais ou Effective Core Potentials (ECPs)

Atomos grandes tais como os dos periodos mais inferiores da tabela periédica
possuem grandes quantidades de elétrons que, a principio, necessitariam de uma
grande quantidade de fungdes de base para descrevé-las em sua totalidade e gerar
uma ;,; do atomo(JENSEN, 2017). Contudo, os fendmenos quimicos de interesse
envolvem diretamente apenas os elétrons de valéncia. Isto implica que a consideragao
destes elétrons na descrigédo das ligagdes quimicas € de maior prioridade. No entanto,
existem atomos com alto numero de elétrons internos, de caroco e, nestes casos,
torna-se mais adequado o emprego de pseudopotenciais, também conhecidos como
Effective Core Potentials (ECPs). ECPs consistem em fung¢des que negligenciam os
tratamentos detalhados de cada particula do carogo de grandes atomos para dar lugar

a um tratamento médio que possui boa aproximacdo e que reduz o custo
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computacional. Nao somente as complicadas consideracdes de efeitos de correlagao
e troca sao contempladas, como também os efeitos relativisticos dos elétrons mais
externos que se tornam cada vez mais importantes de serem considerados a medida
que se aumenta o numero de particulas no atomo(JENSEN, 2017).

Uma boa fungao pseudopotencial precisa atender, além das consideragoes
anteriores, o ajuste das fungdes pseudo-orbitais com as fungdes orbitais de valéncia
quando todos os elétrons sdo considerados(JENSEN, 2017). A Figura 9 ilustra, como

exemplo, um ajuste do pseudopotencial adequadamente para o atomo de Ag.
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Fonte: pagina 224 do livro do autor Frank Jensen, 2017,adaptado

Figura 9: Gréfico da fungao-orbital 5s de Ag com ECP Small-core, Large-Core e sem ECP

Percebe-se que as curvas, quando se aplicam pseudopotenciais, tornam-se
mais simples em distadncias menores ao nucleo (ou seja, com elétrons que compdem
o carogo) do que a funcao onde todos os elétrons sdo descritos. Entretanto, as curvas
passam a se sobreporem apdés determinada distancia que limita o caroco da valéncia,
€ que varia para cada elemento. A qualidade do pseudopotencial ainda pode ser
classificado em Large-core e Small-core, com a diferenca que o ultimo ainda considera
os orbitais vizinhos da mesma valéncia(JENSEN, 2017). Ainda no caso de Ag que, no
estado fundamental possui 47 elétrons, temos:

e Pseudopotencial “Small-core”: [core] — 4s2, 4pS, 4d'°, 5s'

e Pseudopotencial “Large-core”: [core] — 4d'0, 5s'
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e Todos os elétrons (ECP): 1s2, 2s?, 2p8, 3s?, 3pb, 4s2, 3d"0, 4p®, 4d"0, 5s'

Ou seja: os orbitais descritos por uma média estdo contidos em [core],
enquanto que a descrigdo mais precisa para os elétrons de valéncia sdo aqueles cujos
orbitais estdo explicitos. Logo, os pseudopotenciais Small-core fornecem melhores
resultados devido a abrangéncia de todos os orbitais correspondentes ao numero

quantico principal n — 1, isto é, logo antes ao de valéncia n(JENSEN, 2017).

3.6 Teoria Quantica de Atomos em Moléculas (QTAIM) e Non-covalent

Interactions Index (NCI)

A esséncia da Teoria Quantica de Atomos em Moléculas (QTAIM, do inglés
Quantum Theory of Atoms in Molecules) estd na descricdo da distribuicdo de
densidade de cargas p(r) no sistema. A funcdo p(r) é bem definida em todos os
pontos no espacgo tridimensional compondo um campo escalar, o que pode ser
explorado por meio de analises topoldgicas destes graficos moleculares para obter
propriedades do sistema(BADER, 1990). A funcédo p(r) é obtida utilizando-se das
bases da mecanica quantica nos que diz respeito a probabilidade de se encontrar o

elétron, isto é:
p(r;X) = Nfl/J*(x;X)l/)(x;X)dT' (17)

onde x sdo as coordenadas e os spins dos elétrons do sistema, X sdo as coordenadas
dos nucleos, N é a quantidade de elétrons e dt’ é o elemento diferencial de integragéo
das coordenadas cartesianas dos elétrons e de seus spins(BADER, 1990). Uma
analise mais efetiva de como a distribuicao eletrénica deve ocorrer no espago, no
entanto, pode ser explorada por meio do vetor gradiente Vp(r) em cada ponto, que é
dado por

ap N

\Y =i—+]J k— 1
pr) =i +jo+ (18)

sendo este interpretado fisico-quimicamente como a variagdo da magnitude da
densidade eletrénica, resultando em campo vetorial, isto &€, composto de vetores em

todo o espaco diferenciavel indicando as diregcdes e sentidos destas variagdes. Um

dos pontos-chave no estudo desta magnitude da distribuicdo de cargas estd no
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entendimento de que, quando Vp(r') = 0, entdo o ponto ' € um maximo, um minimo
ou um ponto de sela destas grandezas, definindo pontos sdo chamados de “pontos
criticos”(BADER, 1990). A diferenciagao entre os pontos criticos pode ser feita, por
conveniéncia matematica, quando se aplicam as segundas derivadas de p(r) em uma
matriz Hessiana, resultando em uma rotagao dos eixos e estabelecendo o ponto critico
na origem da nova configuracdo dos eixos. Como resultado desta transformagao
matricial, apenas os elementos da diagonal principal da matriz podem ser diferentes
de 0. A somatodria destes elementos é conhecida como o Laplaciano de p(r'):

0%p 9%p 09?%p
2 —
VP =52t 2 T o

(19)

Este € um problema de autovalor e que, de forma mais simples, podem ser

explorados apenas os autovalores A; associados a estas segundas derivadas:
Vzp(T) = A‘l + A‘Z + A3 (20)

Uma importante analise a ser feita € a de que A; pode ser maior, menor ou igual
a 0. Sendo assim, uma forma de contextualizar o tipo de ponto critico que se trata de
p(r") é dado por dois valores e que sado escritos como o indice (w, ¢): 0 primeiro (w)
consiste na soma de autovalores 4; diferentes de zero, enquanto que o segundo (o)
€ a soma dos sinais positivos e/ou negativos de cada 1;(BADER, 1990). Na maioria
dos casos onde todos os 3 autovalores A; sédo diferentes de zero, temos 4 tipos de
ponto critico em p(r"):

e (3,-3) possui os 3 autovalores 1; em p(r') negativas;
e (3,-1) possui 2 autovalores A; negativos e 1 positivo em p(r');
e (3,+1) possui 1 autovalor A; negativos e 2 positivos em p(r');
e (3,+3) possui os 3 autovalores ; em p(r') positivos.

O ponto critico (3,-3) é chamado de Ponto Critico Nuclear (NCP) e revela as
posi¢cdes dos nucleos atdmicos do sistema, caracterizado por 3 autovalores negativos
e, portanto, 3 maximos nos planos que perpassam r’ em p(r"). O ponto critico (3,-1)
€ chamado de Ponto Critico de Ligacado (BCP) e é caracterizado por 2 autovalores
negativos e 1 positivo, resultante de maximos em 2 planos definidos € 1 minimo em
um terceiro plano perpendicular. O ponto critico (3,+1) € chamado de Ponto Critico de

Anel (RCP), possui relagcéo inversa ao BCP em termos de maximos de minimos e é
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geralmente encontrado em centro de anéis. Por fim, o ponto critico (3,+3) é o Ponto
Critico de Gaiola (CCP) que ocorre em gaiolas moleculares e se caracterizam por
minimos de densidade eletronica em r’ descrito por p(r")(BADER, 1990).

Uma interpretagdo mais simples de V?p(r) é geralmente dada da seguinte
forma: V?p(r) <0 quando ha acumulo de densidade eletronica em relagdo as
vizinhangas, enquanto que VZp(r) > 0 representa o acimulo de densidade eletrénica
com tendéncia de escape do ponto r para o entorno. Em relagao aos pares atdbmicos,
assim como em ligagdes covalentes polares e apolares, as interacées ndo-covalentes
também apresentam BCPs. No entanto, enquanto nas interacbes de
compartilhamento de elétrons V2p(r) < 0 no BCP, nas interagdes ndo covalentes a
densidade eletrbnica é mais baixa e localizada mais distantemente da superficie
atémica, e V2p(r) > 0(BADER, 1990; PENDAS; CONTRERAS-GARCIA, 2023).

Uma importante ferramenta destinada ao estudo topolégico das interagdées nao
covalentes € o Non-covalent interaction index (NCI/), desenvolvida por Erin Johnson e
colaboradores(JOHNSON; KEINAN; MORI-SANCHEZ; CONTRERAS-GARCIA et al.,
2010) que se baseia na determinacédo do gradiente de densidade reduzido, também
conhecido como RDG, utilizando-se juntamente com p(r). A RDG é denotada por
s(r) e pode ser calculada em cada ponto do espago, compondo um campo
escalar(JOHNSON; KEINAN; MORI-SANCHEZ; CONTRERAS-GARCIA et al., 2010;
PENDAS; CONTRERAS-GARCIA, 2023). s(r) é adimensional e dependente da

funcdo de densidade p(r) pela seguinte relagao:

_ [Vo(r)|
s(r) = VPR
2(3m2) 3p(r)*/

(21)

Aqui, s(r) é calculado para cada ponto no espago, compondo um campo
escalar e descrevendo os desvios da homogeneidade na distribuicao eletrbnica.
Quanto menor a densidade de carga, maior sera o valor de s(r), enquanto que
maiores densidades correspondem a s(r) mais préoximos de 0(JOHNSON; KEINAN;
MORI-SANCHEZ; CONTRERAS-GARCIA et al., 2010; PENDAS; CONTRERAS-
GARCIA, 2023).

A forma como se diferenciam as interacbes atrativas das repulsivas esta na
analise dos autovalores advindos do Laplaciano de p(r). No BCP para interagbes néo

covalentes, isto &, (3,-1) e V2p > 0, temos os autovalores 1, < 0 e A; > 0. Entretanto,
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A, ainda pode assumir valores positivos ou negativos, a depender da magnitude dos
outros autovalores(JOHNSON; KEINAN; MORI-SANCHEZ; CONTRERAS-GARCIA et
al., 2010; PENDAS; CONTRERAS-GARCIA, 2023). E baseando-se no sinal e na
magnitude do autovalor 4, que se determina o tipo e magnitude da interagao, e a
visualizagao grafica desta distribui¢cdo de interagdes no espago pode ser representada

por uma escala de cores, como mostra a Figura 10.

p(r'Y>0e, <0 p(r'Y=0el, =0 p(r')Y>0el, >0
Forte atracdo: Ligagbes de | Interagdes de van der Forte repulsao: tensao
hidrogénio, halogénio, etc Waals estérica

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 10: Escala de cores para descrigao do tipo e do nivel de forga das interagdes

nao covalentes, presentes em isosuperficies de estruturas por calculos de NCI

Desta forma, os calculos de NCI geram superficies coloridas entre os atomos
de um sistema (chamadas isosuperficies) e mostram como a densidade eletrénica de
um sistema varia no espago, qual a magnitude da densidade em cada ponto e qual é
a natureza das forgas eletrostaticas entre pares atdmicos. Neste sentido, 1, < 0
guando se trata de interagdes atrativas tais como ligagdes de hidrogénio, dipolo-dipolo
e Van der Waals, e a isosuperficie apresentara coloragdes variando-se da cor azul ao
verde. Por outro lado, 4, > 0 em regides no espacgo cujas interagcdes entre atomos séo
repulsivas, assim como as encontradas em centros de anéis e gaiolas moleculares.
Nestes casos, as isosuperficies passam a serem representadas pela coloracéo
avermelhada(JOHNSON; KEINAN; MORI-SANCHEZ; CONTRERAS-GARCIA et al.,
2010; PENDAS; CONTRERAS-GARCIA, 2023).

3.7 Natural Bond Orbitals (NBO)

Definir um atomo e sua populacdo de elétrons quando este encontra-se
integrado em moléculas por ligagdes quimicas € uma tarefa desafiadora. Além do
problema da definicdo espacial de limites do que é o atomo na molécula, a descrigao
do elétron por meio do operador Hamiltoniano ainda depende de apenas 1 ou 2

elétrons(JENSEN, 2017). Entretanto, para atomos e moléculas com N elétrons, uma
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alternativa para resolucdo do problema da distribuicao de elétrons tem sua raiz na
chamada “matriz de densidade” '), que pode ser obtida por(WEINHOLD, 2012)

F(N) = lIJ(7"11 TR TN)W*(T{, rzl' T rl(l) (22)

Uma vantagem tanto tedrica quanto matematica e computacional é que a matriz
de densidade '™ pode também ser expressada para subsistema, isto &, uma particéo
menor do sistema de N elétrons(WEINHOLD, 2012). Para estes subsistemas, define-

se agora a “matriz de densidade reduzida” I'? pela seguinte equagao:

N!
v = [m] f TMdrydty_q .. dTy_ps1 (23)

em que p é a p-ésima ordem da matriz, calculada como uma média que depende de
todos os elétrons exceto os do subsistema p. Contudo, apenas as matrizes de
densidade reduzida de primeira e segunda ordem I'' e I'? sdo necessarias para a
obtencao de todas as propriedades da molécula ou atomo que também estao contidos
em ¥, sendo a primeira ordem a de maior peso(WEINHOLD, 2012).

Uma vez determinada a matriz I'!, esta pode ser utilizada na descrigdo dos
orbitais “6timos” do sistema de N elétrons como um operador de 1 elétron que opera
sobre autofung¢des orbitais, chamadas de “Orbitais Naturais” (NO, do inglés Natural
Orbitals), por meio da equagao de autovalor(WEINHOLD, 2012)

F(l)ei = Tliei, 1= 1,2, e, OO (24)

onde 6; é o orbital natural e n; é a “ocupancia”, isto €, 0 maximo de elétrons (baseado
na densidade eletrénica) a ocupar o orbital. A ocupancia n;, por sua vez, é
determinado por(WEINHOLD, 2012)

n; = j 0;TMVo,dr (25)

A partir da determinagdo de n;, torna-se possivel a descricdo dos locais
descritos por NO onde a ocupancia de elétrons € maxima, podendo corresponder a
locais de pares isolados ou de ligagdes. Desta forma, os NO — que podem ser

generalizados como ligagdes quimicas padrbes e esperadas — podem ser



32

denominados “Orbitais Naturais de Ligagdao” (NBO, do inglés Natural Bond
Orbitals)(WEINHOLD, 2012).

3.8 Modelos Continuos de Solvatagcao

Para a simulacdo de solvatagcao do soluto em Quimica Computacional ha,
basicamente, duas formas de abordagem do efeito do solvente em um soluto: a
solvatacao explicita e a solvatagao implicita (também conhecida como modelos de
solvatagéo continua). Na solvatagdo explicita, como o préprio nome sugere, as
moléculas do solvente s&o inseridas explicitamente na modelagem do sistema assim
como o(s) soluto(s), o que leva a descricdo mais detalhada das particulas que as
compdem e que interagem diretamente e/ou indiretamente com o(s) soluto(s).
Contudo, sao modelos computacionalmente custosos devido ao aumento
consideravel de variaveis matematicas e a crescente dificuldade no tratamento
guanto-mecanico de interagdes ndo covalentes, podendo inviabilizar ou até mesmo
serem impeditivos na modelagem de um sistema dependendo de sua complexidade
e da capacidade computacional(JENSEN, 2017). Em contrapartida, os modelos de
solvatagao continua destacam-se como alternativas viaveis ao simplificar o problema
do efeito solvente substituindo as moléculas explicitas por um continuo dielétrico
polarizavel(JENSEN, 2017; PLIEGO JR, 2006). A Figura 11 esquematiza o conceito

de tal modelo.

continuo dielétrico

cavidade
do soluto

cargas de
polarizacao

Fonte: elaborado pelo autor em software Paint 3D

Figura 11: Representacio simplificada do modelo de solvatagao continua
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Nos modelos de solvatagédo continua, o soluto (discreto) € delimitado por uma
cavidade cuja superficie € polarizada. O continuo dielétrico substitui as moléculas
explicitas do solvente e € dado por um vetor de polarizagado continuo P. Tal vetor é
definido pela soma das médias térmicas dos momentos de dipolo u, das moléculas
de solvente e que se encontram no volume AV, isto €, o volume que contém n

moléculas do solvente e compreende o continuo dielétrico(PLIEGO JR, 2006):
n
P=— Z <m > 26
= V. 1 [TH (26)
=

Desta forma, os momentos de dipolo pontuais podem ser substituidos por um
campo vetorial continuo P que representa um dipolo médio no espaco. P atua no
sistema polarizando a superficie S; que delimita a cavidade do soluto, a superficie S,
que delimita a caixa que contém as n moléculas de solvente e o préprio volume AV.
Como consequéncia, a polarizagao do meio gera um potencial eletrostatico ¢, no

continuo dielétrico que € dado pela soma destas contribuigcdes(PLIEGO JR, 2006):

9a(R) = av, (27)

4, R | "

|R -7
S51+S2
onde 7 é a posi¢do no espago que contém o momento de dipolo u;, Réa posicao no
espaco onde um potencial eletrostatico é gerado em relagdo a 7, 1 é o vetor normal

as superficies S; e S,, e V,f é o vetor gradiente em 7. Em termos de densidade de carga

superficial o, (7) e volumétrica oy, (7), a nova equacao se torna(PLIEGO JR, 2006):

1 o (?) 17 o, (?) dV (28)

4mey |I_2) - ?l T 4me |R -7
51+S; d

pa(R) =

Embora a equacéo acima represente (aproximadamente) o potencial gerado
pelo continuo dielétrico, a interagdo do soluto com o solvente € muitas vezes o objeto
de interesse na descricdo de um sistema polarizado, o que nos leva ao foco no
potencial gerado na superficie da cavidade S,. Baseando-se nesta premissa, o Método
das Cargas Aparentes de Superficie assume que tanto a densidade de carga do soluto

no volume AV (continuo dielétrico) quanto o limite de S, tendendo ao infinito (ou seja,
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a expansao da caixa de solvatagéo ao infinito) levam suas respectivas integrais a 0, o
que faz restar, portanto(PLIEGO JR, 2006):

0a(R) = dA, (29)

4meg 2 |I_2> —7

Desta forma, o Método das Cargas Aparentes de Superficie afirma que a
interacéo soluto-solvente (isto €, o potencial gerado pelo continuo dielétrico) pode ser
representada pelas cargas de polarizagao resultantes na superficie S; que dependem
tanto das cargas do soluto quanto do solvente. A descricdo destas cargas aparentes
em S, é feita assumindo-se que a respectiva densidade destas cargas nesta superficie

depende do potencial total gerado pela seguinte relagao(PLIEGO JR, 2006):

o, (F) = (k — 1)303—; (30)
onde k € a constante dielétrica, dada pela razao entre a permissividade do solvente ¢
e a permissividade do vacuo ¢,(PLIEGO JR, 2006).

O potencial total ¢ em S; € dado pela soma do potencial eletrostatico gerado
pelo soluto ¢, com o potencial gerado pelo continuo dielétrico ¢,, definido
anteriormente. Os calculos para o potencial total, assim como no Método de Hartree-
Fock, sao feitos de forma autoconsistente. O calculo inicia-se partindo da aproximacao
@1 = @, 0 que gera cargas aproximadas de polarizagao na superficie da cavidade do
soluto a;. A partir disto, o potencial gerado pelo continuo dielétrico passa a ser
introduzido em ¢, pela soma ¢, = ¢, + @41, até o momento em que o potencial total
¢ € obtido com a convergéncia dos calculos computacionais(PLIEGO JR, 2006).

Toda a base tedrica apresentada até aqui € a que consiste no método
conhecido como PCM (Polarizable Continuum Model). No PCM, a cavidade do soluto
€ definida por esferas que coincidem com os nucleos atdmicos e que se sobrepdem,
tendo seus raios definidos especificamente para cada atomo dependendo de suas
naturezas(MIERTUS; TOMASI, 1982). Além disso, o PCM pode contar também com
a correcao na descricdo da polarizagédo do soluto que possa, porventura, ultrapassar
a cavidade, por meio do Formalismo de Equacdo Integral (Integral Equation
Formalism, IEF)(CANCES; MENNUCCI; TOMASI, 1997; PLIEGO JR, 2006),

resultando no IEFPCM utilizado neste trabalho.
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4. METODOLOGIA DE EXECUGAO

Neste Capitulo sdo apresentados em detalhes os procedimentos de execugao
de calculos computacionais propostos neste trabalho.

4.1 Analises estruturais e calculos de energia e de otimizagao dos modelos

de referéncia

O ponto de partida para realizacdo desta pesquisa baseia-se na coleta de
dados estruturais de Mnk6, disponiveis na base web PDB(BERMAN; HENRICK;
NAKAMURA, 2003). Identificados com cddigos, as representagdes a nivel atbmico
das formas apoproteicas e holoproteicas deste fragmento da proteina ATP7A
correspondem a 1YJU e 1YJV(BANCI; BERTINI; CANTINI; MIGLIARDI et al., 2005),
respectivamente. Nos arquivos disponibilizados ha um total de 30 modelos estruturais,
contendo essencialmente coordenadas cartesianas de cada atomo e seus respectivos
residuos de aminoacidos a que pertencem. No caso de Mnk6, o sitio ativo (isto é, seu
grupo CXXC) apresenta os residuos de aminoacidos cisteina, alanina e serina com a
ordem Cys15—-Ala16—-Ser17—Cys18. Isto implica na redenominag¢do do grupo CXXC
para CASC, especificamente em Mnk6. E importante salientar que estes modelos s&o
diferentes conformagdes do mesmo sistema provenientes de resultados obtidos por
experimentos de RMN(BANCI; BERTINI; CANTINI; MIGLIARDI et al., 2005).

Apos a coleta, todos os 30 modelos apoproteicos e holoproteicos de Mnk6
foram analisados por meio do software Gaussview na versao 6.0.16. A Figura 11 traz
como exemplo a representagdo do 1° modelo. O grupo CASC responsavel pela
ligagdo a Cu(l) e Pt(ll) foi destacado por estilo de bolas e varetas (camada alta),
enquanto que o restante do Mnk6 é representado por estilo de linhas (camada baixa).
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Fonte: https://www.rcsb.org/structure/1YJU (captura de imagem por software GaussView 6.0.16)

Figura 12: Representagao estrutural de um modelo do Mnk6 apoproteico da proteina ATP7A,
com destaque para o sitio ativo CASC (C em cinza, H em branco, N em azul, O em vermelho e S
em amarelo)

A representagcdo da Figura 11 foi escolhida para ressaltar o recorte para a
construcdo do modelo molecular, estrutural que compreendera apenas o sitio CASC.
Os 30 modelos contém um total de 75 residuos de aminoacidos cada; na apoproteina,
um total de 1164 atomos e, na holoproteina, 1163 (devido ao acréscimo de Cu(l) e a
auséncia de 2 hidrogénios do grupo tiol em cisteinas do CASC). Apds a coleta e
analise dos modelos, foram extraidos apenas os dados relativos aos fragmentos
CASC (contendo Cu(l) ou n&o) para os calculos computacionais e nomeados de M1 a
M30. Estes recortes de M1 a M30 foram feitos nas ligagbes peptidicas entre os
aminoacidos Thr14 (treonina 14) e Cys15, e entre Cys18 e Val19 (valina 19), seguido
da adigcao de grupos —H aos atomos de N (amina) e de grupos —OH aos atomos de C
(acido carboxilico) para completar a valéncia. Estas e outras analises estruturais a
seguir foram realizadas por meio do software GaussView 6.0.16(DENNINGTON;
KEITH; MILLAM, 2016).

Calculos de energia no ponto, otimizagédo e de anadlise vibracional foram
realizados sobre estes recortes estruturais em fase gas utilizando-se o software
Gaussian09(FRISCH; TRUCKS; SCHLEGEL; SCUSERIA et al., 2016), com método
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DFT(HOHENBERG; KOHN, 1964) e com funcional M06-2X(ZHAO; TRUHLAR, 2007).
Para os atomos de H, C, N, O, CIl, S e Cu, foi utilizado o conjunto de base 6-
31G(d,p)(PETERSSON; AL-LAHAM, 1991; PETERSSON; BENNETT; TENSFELDT;
AL-LAHAM et al., 1988), enquanto que para o atomo de Pt foi utilizado o
pseudopotencial LANL2DZ(HAY; WADT, 1985). Seus respectivos resultados de
energia no ponto (E) e energia livre de Gibbs absoluto (G) foram tabelados em ordem
crescente, seguido de calculos de AE e AG para cada estrutura em relagdo aquela de
menor energia obtida em cada grupo. Estes calculos iniciais sobre os 30 modelos
servem de base comparativa tendo em vista o objetivo de selecionar 1 modelo de
CASC apoproteico e 1 modelo de CASC holoproteico para os calculos de ET, que
passaram por 3 critérios sequenciais na avaliagao dos resultados em cada caso:

e No 1° critério, fez-se a separagao de modelos calculados para otimizagao cujos
AG n3o ultrapassem um maximo de 4 kcal.mol' da estrutura mais estavel;

e No 2° critério, dentre os modelos selecionados no 1° critério, houve novamente
a separagado dos modelos calculados para energia no ponto cujos AE néao
ultrapassem um maximo de 8 kcal.mol";

e Pelo 3° critério, 0 modelo otimizado selecionado para os calculos de ET seria
aquele que teria sofrido menor alteragdo geométricas possivel, quando
comparado ao modelo original do banco de dados. A avaliagdo foi feita
visualmente e de forma qualitativa(BANCI; BERTINI; CANTINI; MIGLIARDI et
al., 2005; BERMAN; HENRICK; NAKAMURA, 2003).

Desta forma, a estrutura selecionada seria aquela que estaria, ndo somente
dentre as mais estaveis, como também a mais proxima possivel das estruturas
originais de referéncia(BANCI; BERTINI; CANTINI; MIGLIARDI et al., 2005; PDB,
2022). Uma vez selecionados, os modelos apoproteico e holoproteico otimizados
selecionados foram utilizados para dar prosseguimento aos calculos de Estado de

Transicéo (ET).

4.2 Estado de Transigao (ET) e Coordenada Intrinseca da Reagao (IRC)

Apods a selecdo dos modelos, deu-se o inicio aos calculos computacionais de
otimizacdo das estruturas para Estado de Transicdo (ET), isto é, a estrutura

intermediaria aos reagentes e aos produtos de uma reagédo. Neste caso, uma das
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reagdes estudadas se trata da substituicdes de ligantes em que cis—[Pt(NHz3)2(ClI)2]
libera anions CI-, trocando-os por grupos tiol (—SH) presentes em residuos de cisteinas
do sitio ativo de Mnk6 (CXXC) na forma apoproteica. Desta forma, as ligagdes Pt—S
discutidas no capitulo de Introducdo seriam formadas, e a reacgao seria dada por

diferentes etapas:

cis — [Pt(NHs),(CL),] + CASC — [Pt(NH5),(CD)(CASC)]* + CL~

Da mesma forma, no sitio holoproteico:

cis — [Pt(NH3),(CL),] + [Cu(CASC)]~ > [PtCu(NH3),(CD(CASC)] + Cl-

[PtCu(NH3),(CD)(CASC)] = [PtCu(NHs),(CASC)]* + CL~

De forma analoga, as reagdes de cis—[Pt(NH3)2(OHz2)2]?* com o sitio apoproteico

também foram simuladas, dividindo-se em etapas subsequentes:

cis — [Pt(NH3),(0H,),]2* + CASC — [Pt(NH;),(0OH,)(CASC)]?* + OH,

[Pt(NHs3),(0H,)(CASC)]** - [Pt(NH;),(CASC)]** + OH,
assim como no sitio holoproteico:

cis — [Pt(NHs),(0H,),]2* + [Cu(CASC)]~ = [PtCu(NHs),(OH,)(CASC)]* + OH,

[PtCu(NH3),(0H,)(CASC)]* - [PtCu(NH3),(CASC)]* + OH,

Para obter estas reacdes, foram efetuados calculos de otimizagao para ET e
de frequéncias em fase gas para cada etapa de substituicdo de ligantes nos modelos
selecionados utilizando-se software Gaussian09(FRISCH; TRUCKS; SCHLEGEL,;
SCUSERIA et al., 2016), método DFT(HOHENBERG; KOHN, 1964) e funcional M06-
2X(ZHAO; TRUHLAR, 2007). Para atomos de H, C, N, O, ClI, S e Cu, utilizou-se o
conjunto de base 6-31G(d,p)(PETERSSON; AL-LAHAM, 1991; PETERSSON;
BENNETT; TENSFELDT; AL-LAHAM et al., 1988), enquanto que para o atomo de Pt
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foi utilizado o pseudopotencial LANL2DZ(HAY; WADT, 1985). As estruturas foram
construidas baseando-se no atual conhecimento que se tem sobre a geometria e 0
tipo de mecanismo que complexos quadratico-planos de Pt(Il) adotam em seus ETs
tipicos: a formacédo de uma estrutura bipiramide trigonal com troca de ligantes por
mecanismo associativo(BAIK; FRIESNER; LIPPARD, 2003; DA SILVA; COSTA; DOS
SANTOS, 2007). Nestes casos, os ligantes axiais (L1 e L2) e um dos ligantes
equatoriais (L3) sdo considerados inertes, enquanto que a substituicdo ocorre entre os
outros dois ligantes equatoriais, o ligante de entrada (A) e o ligante de saida (B). A

Figura 12 esquematiza esta estrutura de estado de transigédo proposta.

L1 ‘,"
2 WA
L3_Pt :_
B ~
L2 ‘\\

Fonte: elaborado pelo autor em software ChemDraw Ultra 12.0

Figura 13: Representagao estrutural para o ET tipico de complexos quadratico-planos de Pt(ll),
sendo A o ligante de entrada e B, o de saida

Para efeito de comparacgao, as primeiras etapas em todos os casos se iniciaram
com a troca de ligantes ocorrendo em Scys1s. Os ligantes NHs foram assumidos como
inertes, baseando-se também nas observacdes feitas por trabalhos anteriores de que
se tratam de ligantes menos labeis a Pt(ll) do que CI- e H20(BAIK; FRIESNER;
LIPPARD, 2003; DA SILVA; COSTA; DOS SANTOS, 2007; MAKOVEC, 2019). Além
disso, todos os sistemas foram assumidos como multiplicidade de spin singleto.

Em relagédo as cargas de cada componente, os atomos de enxofre das formas
apoproteicas encontram-se ligados covalentemente a hidrogénios e possuem carga
formal 0, enquanto que nas formas holoproteicas os hidrogénios nao estao presentes
e, tanto Scys15 quanto Scys1s passam a ter carga formal -1 cada. Desta forma, foram
estabelecidas para os sistemas contendo a forma apoproteica as cargas totais 0 com
cis-[Pt(NH3)2(Cl)2] e +2 com cis-[Pt(NH3)2(OH2)2]?*. Ja nas formas holoproteicas,
cargas totais -1 com cis-[Pt(NH3)2(Cl)2] e +1 com cis-[Pt(NHz3)2(OH2)2]?*.

Uma vez encontrados os ETs por suas frequéncias imaginarias unicas, novos

calculos de IRC em fase gas foram executados sobre estas estruturas, requisitando o
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célculo de 50 passos no caminho de reagao para formagao de reagentes, e 50 passos
para formacdo de produtos, onde também foi utilizado Gaussian09(FRISCH;
TRUCKS; SCHLEGEL; SCUSERIA et al., 2016) e nivel de teoria DFT(HOHENBERG;
KOHN, 1964) com funcional M06-2X(ZHAO; TRUHLAR, 2007). O conjunto de base 6-
31G(d,p)(PETERSSON; AL-LAHAM, 1991; PETERSSON; BENNETT; TENSFELDT;
AL-LAHAM et al., 1988) foi utilizado para os atomos de H, C, N, O, CI, S e Cu,
enquanto que o pseudopotencial LANL2DZ(HAY; WADT, 1985; PASCHOAL;
MARCIAL; LOPES; DE ALMEIDA et al., 2012) para o atomo de Pt. Calculos de IRC
sao essenciais para confirmagdo do caminho das reagdes quimicas na busca de
estruturas de minimo local. Ao final dos calculos de IRC, os ultimos passos (que se
aproximam de reagentes e produtos) foram otimizados em fase gas com software
Gaussian09(FRISCH; TRUCKS; SCHLEGEL; SCUSERIA et al, 2016) por
DFT(HOHENBERG; KOHN, 1964) com funcional M06-2X(ZHAO; TRUHLAR, 2007) e
conjunto de base 6-31G(d,p)(PETERSSON; AL-LAHAM, 1991; PETERSSON;
BENNETT; TENSFELDT; AL-LAHAM et al., 1988) para os atomos de H, C, N, O, Cl,
S e Cu, enquanto que para Pt foi utilizado o pseudopotencial LANL2DZ(HAY; WADT,
1985). Calculos de frequéncias também foram executados.

Para as etapas posteriores até a reacédo completa de Pt(Il) com ambos Scys1s €
Scys1s, prosseguiu-se por novos calculos de ET e de frequéncias, tomando-se as
estruturas dos produtos da etapa anterior como ponto de partida. Foi mantida a
geometria de bipiramide trigonal caracteristica das reagdes de substituicdo de ligantes
para complexos quadratico-planos de Pt(ll), pressupondo-se a substituicdo de seu
segundo ligante. Considerando uma possivel sequéncia entre as etapas, foi admitido
que os produtos de uma etapa e os reagentes da etapa subsequente devem possuir
semelhanca geomeétrica significativa e proximidade das energias entre as estruturas.
E importante salientar, no entanto, que cada etapa foi obtida separadamente, o que
implica que o produto de uma etapa n&o possui conexao direta com o reagente da
etapa subsequente, refletindo apenas de forma aproximada as combinagdes de
mecanismos.

Embora os calculos de IRC sejam cruciais para confirmagédo dos ET, houve
casos em que nao foram possiveis executar tais calculos sob as mesmas palavras-
chave para algumas estruturas de ET identificadas. No entanto, uma alternativa foi

adotada para que ndo houvesse interrup¢do do estudo proposto: utilizando-se do



41

modo vibracional correspondente a frequéncia imaginaria, foi efetuado o
deslocamento manual dos extremos deste movimento associado e que mais se
aproximam possiveis reagentes e produtos. Posteriormente, estas estruturas foram
otimizadas para minimo. De modo a diferenciar as etapas em que os calculos de IRC
foram finalizados e dos que n&o foram, as estruturas de ET, reagentes e produtos com
calculos de IRC foram denominados “via IRC”, enquanto as estruturas sem calculos
de IRC foram denominadas via “percepg¢ao quimica”.

Por fim, para fins de consideracéo do efeito do solvente, as estruturas obtidas
em fase gas foram novamente otimizadas (com mesmo software e nivel de teoria)
utilizando-se o modelo continuo de solvatacdo IEFPCM e acrescentando-se uma

molécula de agua explicita na regido das ligagdes Cu-S.

4.3 Calculos de NCI

De modo a acompanhar o estudo estrutural em mais detalhes, as
consideragdes de interacdes nao covalentes foram feitas por meio de calculos de NCI
sobre todas as estruturas otimizadas de todas as etapas. Os calculos foram
executados por meio do software Multiwfn na versdo 3.8(LU; CHEN, 2012). Foram
gerados os pontos criticos e isosuperficies coloridas de modo a analisar, de forma
qualitativa, os tipos e os niveis de forga das interagdes ndo covalentes, assim como

as mudancgas que ocorrem ao longo dos mecanismos propostos para as reagoes.

4.4 Calculos de Cargas NBO

ApOs a obtengao de todas as estruturas otimizadas (isto €, ET e reagentes e
produtos p6s-IRC), foram efetuados calculos em fase gas de cargas
NBO(WEINHOLD, 2012) localizadas nos atomos com a finalidade de melhor
compreender, qualitativamente, a mudanga da distribuicdo de cargas ao longo das
etapas de reagdes. Para isto, utilizou-se também o software Gaussian09(FRISCH;
TRUCKS; SCHLEGEL; SCUSERIA et al., 2016), método DFT(HOHENBERG; KOHN,
1964) com funcional M06-2X(ZHAO; TRUHLAR, 2007). Para atomos de H, C, N, O,
Cl, S e Cu, foi utilizado o conjunto de base 6-31G(d,p)(PETERSSON; AL-LAHAM,
1991; PETERSSON; BENNETT; TENSFELDT; AL-LAHAM et al., 1988), enquanto que
para o atomo de Pt foi utilizado o pseudopotencial LANL2DZ(HAY; WADT, 1985).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a selecdo dos modelos apoproteico e holoproteico — cuja discussao
encontra-se no Apéndice 1 — para as reagdes, este capitulo inicia-se com se¢ao 5.1
abordando analises e discussio de propriedades estruturais obtidas por calculos de
ET e IRC na fase gas. As simulacgdes de reacgdes das espécies cis—[Pt(NH3)2(Cl2)] e
cis—[Pt(NH3)2(OH2)2]?* com os sitios ativos CASC e [CuCASC] sdo apresentadas
separadamente em 1° caso e 2° caso, detalhando-se etapa por etapa do processo de
substituicdo de ligantes. Estes estudos ainda s&o acompanhados de resultados de
calculos NCI para consideracbes de interacdes inter e intramoleculares, e sao
finalizados com as coordenadas de cada reacio para discussao termodinamica dos
mecanismos propostos.

Na secdo 5.2, os sistemas apresentados na sec¢do 5.1 sdo novamente
considerados, porém agora sob efeito de solvente (agua) por modelo continuo de
solvatacdo IEFPCM de modo a trazer discussdes quimicas mais aproximadas de
sistemas reais.

A segao 5.3, por sua vez, traz as consideracbes de mudangas de cargas
parciais localizadas nos principais atomos em foco ao longo de cada processo, obtidas

por calculos de carga NBO.

51 Reacoes de CASC e de [CuCASC]° com cis—[Pt(NH3)2(Cl)2] e cis—
[Pt(NH3)2(OH2)2]?* na Fase Gas

Apos a selegcao dos modelos apoproteico (M15) e holoproteico (M26), dois
casos de reagdes quimicas estudados sao apresentados em separadamente. O 1°
caso, na subsecdo 5.2.1, se trata de estudos mecanisticos com cisplatina, cis—
[Pt(NH3)2(Cl)2], enquanto que o 2° caso em 5.2.2 se trata de sua forma diaquo cis—

[Pt(NH3)2(OH2)2]?* visando comparagdes entre si.
5.1.1 1° caso: reagente cisplatina cis—[Pt(NH3)2(Cl)2]

Os primeiros ET dos sistemas apoproteico e holoproteico sdo do tipo “via IRC”
e caracterizam-se pela saida do ligante —Clsaidat da cis—[Pt(NH3)2(Cl)2]. Este ligante,

juntamente com —SHcys15/—Scys15, Pt(Il) e um dos grupos —NHs formam o plano
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equatorial, compondo a estrutura de geometria bipiramide trigonal com Pt(Il) como
centro. O segundo ligante —Clsaida2 S mantém inerte nesta etapa. Comparando-se as
estruturas de ET1 entre [CUCASC] e CASC obtidas, um dos aspectos estruturais mais
notorios é o nivel de distorcdo geométrica dos complexos. A Figura 14 exibe as
estruturas de ET14iciCu e ET14ici, com as regides de interesse representadas em estilo
de bolas e varetas e o restante da estrutura, em estilo arame. Os modos vibracionais

associados a frequéncia imaginaria sao representados por vetores em azul.

(A) (B)

ET1dici (v = 137,41i cm™) ET14iciCu (v = 111,63i cm™)

Figura 14: Estruturas de ET14ici e de ET14iciCu com vetores dos modos vibracionais

Analisando as geometrias das estruturas apresentadas na Figura 14, em
ET14diciCu, o angulo ZS-wcysts--Pt(ll)---Clsaidat € 22,63° maior que em ET1dic. As
distancias interatdmicas Pt(ll)---S-cys15 e Pt(ll)---Clsaidat na estrutura holoproteica, no
entanto, sdo menores que as distancias analogas na estrutura apoproteica. Nesta
estrutura ja é possivel notar a distancia entre os metais Pt(ll)--*Cu(l) em ET14iciCu é
relativamente pequena, de apenas 2,74 A. A estrutura de ET1dici esta mais distante
de uma bipirdmide trigonal regular que ET14iciCu. Na estrutura sem Cu(l), o plano
contendo os grupos de entrada/saida possui grande desvio da perpendicularidade ao

eixo contendo Clsaida2 axial. Em ET14iciCu os &ngulos £Scys15---Pt(ll)---Clsaida2z € ZCI
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saidat**Pt(ll)---Clsaida2 S0 de 99,9° e 98,0°, respectivamente; em ET14ici, no entanto,
estes angulos sao de 74,6° e 114,4°, uma diferenca expressiva de 39,8°.

Os modos vibracionais associados as regides diretas de formagéo e quebra
das ligagdes em ambos os sistemas possuem aspectos de estiramento assimétrico.
Entretanto, ET14iciCu também apresenta parcialmente o modo vibracional de balanco,
uma vez que os vetores de deslocamento resultantes dos grupos —Clsaidat € —Scys15
nao apresentam direcdes e sentidos puramente caracteristicos de um estiramento
assimétrico, e que Pt(Il) também apresenta movimento para aproximagao de Cu(l) no
sentido para formacao dos produtos. Desta forma, pode-se dizer que tais vetores
obtidos em ET14iciCu para estes grupos sao resultantes de componentes dos dois
modos vibracionais (estiramento assimétrico e balango), enquanto em ET1dici €
predominantemente formado por vetores de estiramento assimétrico apenas.
Acredita-se que este fator esteja — majoritariamente — relacionado a presenca de Cu(l)
na estrutura por dois motivos principais: o primeiro, pela existéncia da ligagao quimica
deste metal com —S-cys15, 0 que afeta o grau de liberdade do ligante; e segundo, pelo
modo vibracional indicar, ndo apenas a formacédo de ligagdo Pt(Il)-S-—cys15, como
também uma aproximacao observada entre os metais.

Visando melhor compreensao desta interagcdo e seus possiveis impactos
estruturais e de reagao, a Figura 15 traz os resultados de calculos NCI para ET14iciCu

de modo a analisar a natureza desta interagc&o Pt(ll)---Cu(l).
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Forte atragao: Ligagdes de

Interacdes de van

: A A Forte repulsdo: tensdo estérica
hidrogénio, halogénio, etc der Waals

Figura 15: Resultados de calculos NCI para ET14iciCu em diferentes perspectivas

Na Figura 15 é possivel identificar os pontos criticos de ligagdo (BCP), do tipo
(3,-1), entre dois atomos representados por pequenas esferas em laranja. E possivel
verificar que as interagdes de van der Waals compdem a maior parte no espaco, tendo
sua contribuicdo tendendo para interagdes atrativas do complexo de platina em
relagao ao sitio de reagdo em [CuCASC] na devida geometria. As isosuperficies de
coloracao azul em seu tom mais forte, embora associada as interagdes nao covalentes
mais fortes, € também encontrada em regides entre os metais e seus ligantes, sendo
observadas, por exemplo, entre as ligagdes inertes Pt(l1)—NHs, refletindo na forma
como as ligagdes de coordenagao sao representadas por NCl e QTAIM. Baseando-
se nesta analise, pode-se dizer qualitativamente que a regido entre Pt(Il) e Cu(l) séo
de mesma natureza que as demais regides citadas anteriormente, o que sugere,
portanto, que ha também interacédo fortemente atrativa entre os metais. Nao se pode
afirmar, no entanto, a existéncia de uma ligagdo metal-metal de fato(FARRUGIA;
SENN, 2010), uma vez que o NCI ndo indica a existéncia de ligagbes quimicas via
BCPs, mas sim “caminhos de ligacdo”(BADER, 2009; BADER, 1990); por outro lado,
este fator pode ser um indicio importante da contribuicdo do cobre nestas reag¢des de

platinacdo de Mnk®6.
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De modo a analisar os caminhos destas reagdes, a Figura 16 exibe os graficos
de IRC efetuados para ET1diciCu e ET14icl.
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Figura 16: Graficos de IRC via ET14ici (A) e via ET14iciCu (B) e distancias interatémicas (em A)

Em ambos os eventos, o alongamento da distancia Pt(ll)--Clsaidcat € 0
encurtamento da distancia Pt(Il)---SHcys15/S cys15 evidencia o esperado para a 12 etapa
da reacdo. A distancia Cu(l)--Scyst5 aumenta pouco e se estabiliza ao longo da
reacdo, o que indica o enfraquecimento da ligag&o. E interessante notar também que,
em ambas as reagles, a variagdo significativa da distancia Pt(Il)---SHcys15/Scys15
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ocorre antes da ligagédo Pt(I1)—Clsaidat iniciar sua quebra. Além disso, estes resultados
mostram que Pt(ll) encontra-se pentacoordenada apenas nas estruturas de complexo
ativado, ndo constatando-se estruturas de minimo local com o mesmo numero de
coordenacao ao metal. Desta forma, assume-se que estes resultados apontam para
trocas completas de ligantes em uma unica etapa, sem formagao de intermediario e,
portanto, condizente com as definicbes de mecanismo de intertroca associativo (/a).
Com a otimizagao das estruturas correspondentes aos pontos extremos dos
calculos de IRC, foram obtidos os reagentes e produtos em ET1dici € ET14iciCu. A

Figura 17 exibe estas estruturas otimizadas.
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(B) (D)
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€ ©
P
Produto de ET14ici (IRC) Produto de ET14iciCu (IRC)

Figura 17: Estruturas otimizadas de reagentes e produtos de ET14ici (A e B) e ET14iciCu (C e D)
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Como esperado, os produtos de ET14iciCu e ET1dici formam novamente a
geometria quadratico plana em relagdo ao cation Pt(ll) central, agora com o novo
ligante —SHcys15/-Scys15. O Cu(l) como cation central mantém sua geometria trigonal
plana em relag&o aos seus ligantes tanto nos reagentes quanto nos produtos.

Com estas novas estruturas, faz-se necessaria a analise por NCI das
mudancgas ocorridas nas importantes interagdes néo covalentes, assim como nas
repulsivas. A Figura 18 exibe os resultados de calculos NCI para as estruturas de

reagentes e produtos de ET14iciCu.

Reagente de ET14iciCu (IRC) Produto de ET14iciCu (IRC)

Forte atragcéo: Ligagbes de

Interagdes de Forte repulsao: tensao

hidrogénio, halogénio, etc van der Waals estérica

Figura 18: Resultados de calculos NCI para reagentes e produtos de ET14iciCu

O ponto critico de ligagao (BCP) que surge entre os metais na estrutura de
reagentes €&, agora, inexistente nos produtos. As interagdes atrativas Pt(ll)---Cu(l) sao
enfraquecidas e a ligagao Cu(l)-S-cys15 € mantida. Além disso, tanto nas estruturas de
estado de transicdo ET14iciCu (Figura 15) quanto nas de produtos da Figura 18 ha
uma pequena regido de coloragao vermelha localizada ao meio do grupo de atomos
Pt(ll), Cu(l) e Scys1s. Isto indica que uma forte repulsdo surge concomitantemente com
as interagdes atrativas Pt(ll):Cu(l) e Cu(l):'Scyst15 € que esta relacionada a
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manutencao da ligagdo Cu(l)-S-—cys15 ao invés de sua quebra. Desta forma, —Scys15
atua como um ligante em ponte aos dois metais.

Nos reagentes, a interagdo atrativa metal-metal é mais forte que a encontrada
para os produtos. Esta e outras observagcdes em calculos de NCI index podem ser

analisadas em conjunto com os resultados estruturais exibidos na Tabela 1.

Tabela 1: Comprimentos de ligacio e distancias interatdmicas (em A) gerais para a 12 etapa
completa em ET14iciCu e ET14ici, ambos via IRC

ET14iciCu ET1a4ici
Par atébmico Reagentes ET Produtos | Reagentes ET Produtos
Pt(I1)---Clsaidat 2,37 2,73 3,99 2,37 2,99 4,32
Pt(ll)--SHcys15/S cys15 3,84 2,63 2,37 4,14 2,84 2,36
Pt(l1)--Cu(l) 2,80 2,74 2,92 - - -
Cu(l)--S-cys1s 2,48 2,42 2,45 - - -
Cu(l)*Ncys15 2,04 2,08 2,05 - - -

A distancia Pt(ll)---Cu(l) passa a ser maior na estrutura de produtos em
comparagao com os reagentes. Além disso, ligagdes Pt(l1)—Clsaidat (€m reagentes) e
Pt(I1)-SHcys15/—Scys15 (em produtos) para ambos os ET1 também demonstraram ter
aproximadamente o mesmo comprimento, indicando que a presenga ou nao de Cu(l)
no polipeptidio ndo afeta significativamente nestes comprimentos de ligagao.

Percebe-se que a distancia entre os metais tem sua menor dimensido na
estrutura de ET. Além disso, as distancias entre Pt(ll) e seus ligantes de entrada e
saida sdo maiores para a estrutura apoproteica, o que sugere uma necessidade ainda
maior de enfraquecimento da ligacéo Pt(l)-Clsaidat (€, consequentemente, de mais
energia) para que a reagao possa ser efetivada. Com estas observagoes, levanta-se
a hipdtese de que as interagdes metal-metal possam ser de grande relevancia na
estabilizagdo do complexo ativado em sitio holoproteico (se comparado ao sistema
apoproteico) e aumentar a velocidade da reagao.

Apos a analise dos ET1 em reacdes de [CuCASC] e CASC com cisplatina,
prosseguiu-se com calculos para ET2 baseando-se nas estruturas dos produtos
obtidos por ET1 via IRC. No cenario holoproteico, ET24iciCu n&o foi encontrado,

finalizando aqui este caso de estudo em fase gas. Por outro lado, ET2aici foi obtido e,
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assim como ET1dici, também acompanhado de IRC. A Figura 19 ilustra estas

estruturas com os modos vibracionais das frequéncias imaginarias em vetores azuis.

ET2dic1 (v = 121,08i cm)

Figura 19: Estrutura de ET24ici com vetores do modo vibracional

O modo vibracional correspondente a frequéncia imaginaria, assim como em
ET14ici, demonstra ser predominantemente do tipo estiramento assimétrico entre Pt(ll)
e os ligantes de entrada e saida. A geometria bipirdmide trigonal do complexo néo
apresenta tamanha distorgao entre os planos dos ligantes axiais e equatoriais como a
encontrada em ET1dici. O &ngulo £SHcys1s-+-Pt(ll):--Clsaida2 de 70,24° & préximo ao seu
analogo em ET1dici; por outro lado, as distancias interatémicas Pt(ll)---SHcys1s €
Pt(Il)---Clsaida2 s80 menores que as distancias Pt(ll)---SHcys15s e Pt(Il)---Clsaidat
encontradas na primeira substituicdo de ligantes.

O comportamento do caminho de reagao para se somar a discussao pode ser

visualizado pelos resultados dos calculos de IRC sobre ETZ2dici, exibidos na Figura 20.
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Figura 20: Grafico de IRC via ET2q4ic| e distancias interatdmicas (em A)

A curva de energia relativa aos passos da reacdo mostra que ha uma clara
tendéncia de AG maior que 0, isto €, uma reacdo nao espontanea. Isto indica que, na
auséncia de Cu(l), o anion cloreto seria mais favorecido na coordenacgéo a Pt(ll) que
o grupo tiol. Além disso, percebe-se novamente a variagdo acentuada da distancia
Pt(Il)---SHcys1s antes que a variagcéo de Pt(ll)---Clsaida2 passe a ser significativa. Isto é
somado a nao formagao de intermediario (isto €, a reagao de substituicdo de ligantes
se completa em uma unica etapa) e, portanto, também apresentando caracteristicas
de mecanismo de intertroca associativo (/a).

Com a conclusao dos calculos de IRC, obtém-se as estruturas de reagentes e

produtos otimizados que podem ser visualizadas pela Figura 21.
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(A) (B)

Reagente de ET2dici (IRC) Produto de ET24ici (IRC)

Figura 21: Estruturas otimizadas de reagentes (A) e produtos (B) via ET2g4ici

A geometria quadratico-plana é evidente em ambas as estruturas de reagente
e produto da reagao. Comparando-se o reagente desta etapa com o produto da etapa
anterior, as diferengas estruturais mais significativas estdo nas rotagdes de grupos
saturados nos aminoacidos Alais e Seri7 e as posi¢cdes dos anions cloreto com os
hidrogénios dos grupos tiol em interagdo ion-dipolo, sendo mais presentes no
reagente da 22 etapa. Ja no produto de ETZ2dici, a ligacéo Pt(l1)-SHcys1s € completa, o
que marca o desfecho do ciclo de reacdes. Os dados estruturais de distancias
interatbmicas e comprimentos de ligagdo ao longo da 22 etapa esta disponivel na
Tabela 2.

Tabela 2: Comprimentos de ligagio e distancias interatdmicas (A) gerais para a 22 etapa
completa em ET2gic via IRC

ET2udic

Par atémico (A) | Reagentes ET Produtos
Pt(ll):--Cl saida2 2,37 2,78 4,00
Pt(ll)---SHcys1s 4,06 2,72 2,40

Os comprimentos das ligagdes Pt(Il)—Clsaida2z N0 reagente e Pt(l1)-SHcys1s no
produto sdo proximos aos observados para as ligagées analogas discutidas em
ET1dici.
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As estruturas otimizadas para maximo local (ET) e para minimo local
(reagentes e produtos) fornecem dados termodinamicos essenciais para a construgao
dos graficos a seguir e tornam possiveis as conceituagbes de favorecimento ou
desfavorecimento cinético de cada etapa de troca de ligantes. A Figura 22 inicia estas

analises para a reagao entre cis—[Pt(NHz3)2(Cl)2] e [CuCASC].
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Figura 22: Diagrama de coordenada de reagio entre [CuCASC] e cis—[Pt(NH3)2(Cl)2]**

A reacao apresenta uma barreira de energia consideravel e que pode estar
principalmente associado a dificuldade que ligantes —Cl- tém de abandonar o
complexo por sua forte ligagdo de coordenacéo ao centro Pt(Il). A reagdo demonstra
também espontaneidade, o que pode ter relagdo com o novo ligante tiolato que, além
de sua carga parcial, € também uma base de Lewis mais macia e polarizavel, podendo
entdo se tornar um ligante mais forte que CI- e liberar energia. Mas esta analise pode
ser mais rica se comparada com as reagdes de CASC sem Cu(l). A Figura 23 exibe o

esquema completo de coordenada destas reagoes.
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E interessante notar que as propriedades cinéticas e termodinamicas da
substituicdo de ligantes a Pt(Il) pode ser significativamente alterada dependendo se
Cu(l) se faz presente ou ndo na estrutura. Em ET1dici, AG* € quase 60% maior que a
observada em ET14iciCu, e AGr1 passa a ser positivo, indicando, portanto, de se tratar
de uma reagao nao espontanea. Estes resultados, em consonancia com as interacoes
fortemente atrativas metal-metal discutidas anteriormente, sugerem que a presenca
de Cu(l) em Mnk6 possa causar grande impacto na reagdao ndo somente induzindo o
aumento da velocidade da reagdao, como também no favorecimento de formagao de
produtos em um equilibrio quimico.

No sistema apoproteico, os resultados discutidos anteriormente mostraram que
as distancias Pt(ll)---Clsaida2 € Pt(ll)---SHcys1s sdo menores que Pt(ll)---Clsaidat €
Pt(I1)---SHcys15. Isto levanta-se a hipotese de que a troca de ligantes ocorrida em
ET1dic teria influenciado em ETZ24ici: 0 enxofre do grupo tiol, mais macio e polarizavel,
seria um melhor doador de densidade eletronica para Pt(ll) do que o anion cloreto.
Isto resultaria na necessidade de menores distancias Pt(ll)-Clsaida2 para atingir a
estrutura de complexo ativado ETZ2dici na segunda substituicao de ligantes e, portanto,
menor energia de ativagao necessaria para que a reagao ocorra.

O parametro AGp1-r2 reflete a diferenca de energia entre as estruturas de
produtos da 12 etapa e reagentes da 22 etapa. De fato, as estruturas se localizam em
minimos locais distintos na PES e mostram como as diferentes conformagdes podem
afetar no percurso de reacdes subsequentes. No entanto, é importante lembrar que
estas mudancas conformacionais também poderiam estar associadas a outras
barreiras de energia e que tal estudo nao é o foco deste trabalho.

Uma discussao termodinamica mais detalhada pode ser feita com os resultados
de variagdes de entalpia e entropia das reagdes, apresentadas na Tabela 6.

Tabela 3: variag6es de entalpia e de entropia*temperatura das reagoes de cis—[Pt(NH3)2(Cl)2]
com o polipeptidio apoproteico e holoproteico, em kcal mol-'

12 etapa 22 etapa

AH TAS AH TAS

cis—[Pt(NHz3)2(Cl)2] + [CUCASC] 6,19 1,03 - -

cis—[Pt(NHs)2(Cl)2] + CASC 7,52 -0,83 14,04 -1,06
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Verifica-se a indicacao de espontaneidade da reacido em [CuCASC]T, enquanto
em CASC nenhuma das etapas demonstra o mesmo. Nos sistemas holoproteicos,
ambos os reagentes e produtos apresentam os 4 aminoacidos e o metal coordenado
formando uma estrutura fechada. Isto implica, de modo geral, na restricdo dos graus
de liberdade rotacionais e translacionais, podendo ser considerados praticamente os
mesmos. Entretanto, a estrutura de produto exibe menor quantidade de pontos de
interagdes ndo covalentes entre ligantes da platina e sitios polares dos aminoacidos,
e o0 enfraquecimento da interacdo atrativa metal-metal. Isto deve conferir menor
restricdo de movimentos ao complexo e, portanto, estar relacionado com o aumento
da entropia do sistema.

Por outro lado, percebe-se o0 oposto no sitio apoproteico. A importante interagcéo
metal-metal no reagente [CUCASC] é inexistente no reagente CASC e, desta forma,
ha uma area menor de rede de interagdes ndo covalentes entre o fragmento proteico
e o complexo de Pt(Il). Com a formagao do produto [Pt(NHz3)2(CI)(CASC)]*, acredita-
se que os movimentos de rotag&o e translagdo do novo complexo seja mais restrito
que os reagentes mais livres, contribuindo para a diminui¢do da entropia do sistema.
Tais restricoes de movimento sao ainda mais intensificadas quando a 22 etapa resulta
em uma estrutura fechada, resultando em diminuicdo da entropia ainda maior.

Outra questdo importante € a forma como os enxofres se encontram na
estrutura. Em CASC, os atomos de enxofres apresentam-se em grupos tidis, enquanto
em [CuCASC] estdo em forma de tiolatos. Desta forma, a maior concentragao de
cargas nos atomos de enxofre de grupo tiolato da holoproteina justificaria sua maior
reatividade ao complexo de Pt(Il) que o enxofre de tiol de apoproteina. Neste sentido,
€ provavel que a forma como o novo ligante de entrada se dispde também cause

consideravel impacto tanto em AG* quanto em AH:..
5.1.2 2° caso: reagente diaquo cis—[Pt(NH3)2(OHz2)2]**

No caso dos complexos de Pt(Il) com ligantes —OH2, ET14i0H2Cu foi possivel
ser estudado via IRC, enquanto ET1doH2 apenas via “percepgdo quimica”.
Novamente, a geometria caracteristica de ET encontrada para ambas as estruturas é
de bipiramide trigonal, tendo —OHz-saida1 Na posi¢éo equatorial como o primeiro grupo
de saida e mantendo —OHz-saida2 Na posi¢ao axial como ligante inerte na 12 etapa da

reacdo. As propriedades geométricas destes complexos ativados podem ser
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visualizadas pela Figura 24, onde se encontram também os vetores associados aos

seus modos vibracionais.

(A) (B)

ET1dion2 (v = 113,96i cm) ET1dion2Cu (v = 158,58i cm™")

Figura 24: Estruturas de ET14ion2 (A) € de ET14i042Cu (B) com vetores dos modos vibracionais

Neste caso ocorre também o mesmo tipo de distorcdo geométrica que a
observada na 12 etapa do 1° caso (ET14iciCu e ET14ici). Agora, no entanto, a estrutura
apoproteica € a que apresenta o plano dos grupos equatoriais mais proximo da
perpendicularidade ao eixo axial, ao passo que a maior distorgdo (ou seja, mais
distante da perpendicularidade) € encontrada para a estrutura holoproteica. Os
angulos £Scys15—P1t(l1)-Osaida2 € £Osaida1—Pt(I1})—Osaidaz para ET 14ion2Cu sdo de 104,6°
e 74,1°, respectivamente; enquanto que para ET1dioH2, 0s angulos sdo de 91,5° e
100,3°.

Em ambas estruturas, predomina-se o modo vibracional caracteristico de
estiramento assimétrico entre —S-cys15/-SHcys1s € —OHz2-saida1 tendo Pt(Il) como centro.
Em contraste com o 1° caso com cisplatina, observa-se aqui que o atomo de oxigénio
da carbonila em Cys15 (Ocys15) apresenta-se como um quarto grupo que estabiliza
Cu(l), cuja natureza da interagdo (covalente ou ndo covalente) € desconhecida. Os
resultados de calculos NCI para ET14ion2Cu mostram esta evidéncia pela Figura 25.
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(A) (B)

Forte atragao: Ligacbes de
hidrogénio, halogénio, etc Forte repulsao: tensao estérica

Interacdes de van

der Waals

Figura 25: Resultados de calculos NCI para ET14i0n2Cu em diferentes perspectivas, com
destaque para possivel ligagao Cu(l)-Ocys15 (em A)

A coloragédo azul intensa entre Cu(l) e Ocys15 € 0 surgimento de um BCP
evidenciam a forte interagdo atrativa entre os atomos. Além disso, nota-se que a
regido da isosuperficie localizada entre Cu(l) e Pt(ll) possui coloragdo azul-
esverdeada e um BCP, indicando a existéncia de interagdes de van der Waals, mais
fracas que as observadas em ET14iciCu. De fato, a distancia interatdmica Cu(l)---Pt(ll)
é quase 0,2 A maior que no 1° caso.

Outro fator de grande relevancia consiste nas interagdes nédo covalentes de
modo geral: ha maior recorréncia de regides com intera¢cdes mais efetivas (isto €, em
tons de azul mais escuros) entre alguns grupos de [CuCASC] e os ligantes de cis—
[Pt(NH3)2(OH2)2]?*, se comparado ao ET14iciCu. Isto pode ser um indicio de que,
dadas as condigdes estruturais exibidas aqui, os ligantes —OH2 podem também ter um
papel importante quanto a estabilizacdo da estrutura de ET, sendo mais efetivos que
ligantes —CI- por permitir interagées nao covalentes mais fortes e em maior numero.

O caminho da reagdo em ET14i0H2Cu pdde ser analisado pelo grafico de IRC

gerado com base na estrutura de ET, como exposto pela Figura 26. As variagbes das
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distancias entre os principais atomos do sitio ativo e de cis—[Pt(NH3)2(OHz2)2]?* também

encontram-se no mesmo grafico para observagao do comportamento da reagéao.
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Figura 26: Grafico de IRC via ET14i012Cu e de distancias interatémicas (em A)

Da mesma forma como descrita para o caso de ET14iciCu, ha o encurtamento
pronunciado de Pt(ll)---Scyst5 que caracteriza a formagdo da nova ligagdo e o
alongamento de Pt(ll)--*OHzsaidat caracterizando a quebra da ligagdo. Novamente, a
troca de ligantes ocorre por completo, e a variagao de Pt(ll)---Scys15 se torna grande
antes que Pt(ll)---OH2saidat passe a variar consideravelmente, o que nos indica o
mecanismo desta reagdo também possa ser do tipo intertroca associativa (/a).

O encurtamento de Pt(ll)---Cu(l) também ¢é evidenciado em ET1d4ioH2Cu; no
entanto, estas distancias ao longo do IRC sdo maiores que as encontradas para
ET14iciCu. Além disso, a curva representando o aumento da distancia Cu(l)---Scys1s
apresenta uma variagao crescente ao final do IRC para formacédo de produtos, fato
que nao ocorre em ET14iciCu e que aponta para tendéncia de quebra desta ligacéo.
Esta e outras propriedades estruturais podem ser mais bem visualizadas com a Figura
27.
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Figura 27: Estruturas otimizadas de reagentes e produtos de ET14i0n2 (A e B) via percepgéao
quimica e de ET14i042Cu (C e D) via IRC

Em relagcéo ao centro Pt(ll), as geometrias quadratico planas sdo formadas nos

reagentes e produtos tanto no sistema apoproteico quanto holoproteico. Em relagéo a

Cu(l), no entanto, n&o é possivel afirmar a geometria do complexo em relagdo a este

centro devido a falta de confirmacdo da natureza da interagdo Cu(l)::*Ocys15. No

entanto, os resultados mostram que Cu(l) é fortemente estabilizado por 4 grupos em

ambas as estruturas otimizadas de reagente e produto.
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Os resultados encontrados de algumas mudancgas estruturais mais relevantes

neste estudo podem ser visualizados pela Tabela 4.

Tabela 4: comprimentos de ligagio e distancias interatdmicas (em A) gerais para a 1? etapa
completa em ET14ion2Cu via IRC e ET14ion2 Via “percepgao quimica”

ET14dioH2Cu ET1dioH2
Par atémico (A) Reagentes ET Produtos | Reagentes ET Produtos
Pt(I1)---OH2-saida1 2,12 2,49 3,58 2,13 2,42 3,87
Pt(ll)---S-cys15/SHcys15 3,74 2,99 2,38 3,65 2,95 2,37
Pt(ll)---Cu(l) 3,51 2,91 2,84 - - -
Cu(l)---S-cys1s 2,38 2,51 3,74 - - -
Cu(l)--Ncys1s 2,16 2,13 2,02 - - -
Cu(l)---Ocys1s 2,28 2,26 2,16 - - -

No sentido da tendéncia da curva representando a distancia de Cu(l)--S-cys15
da Figura 26, os resultados mostram que esta ligagao € de fato quebrada na primeira
etapa da reagao, sendo outra grande diferenga em relagdo ao ET14iciCu. Ao mesmo
tempo, as distancias Cu(l)-**Ncys1s € Cu(l)--Ocys1s sdo encurtadas.

Outra observagéao interessante é que as distancias entre Pt(ll) e seus ligantes
de entrada nos estados de transigcdo apoproteico e holoproteico sdo semelhantes,
cujas diferengas se restringem a segunda casa decimal. Esta observagao também é
verdadeira quanto as distancias entre Pt(ll) e seus ligantes de saida. Em contraste
com o 1° caso com ligantes de saida —CI, uma diferenga minima de 0,2 A foi
encontrada entre as distancias Pt(ll)--*SHcys1s e Pt(ll)::*S7cys15, assim como em
distancias Pt(ll)---Cl- entre sistema apoproteico e holoproteico. Isto pode ser um
indicativo de que a propriedade que o ligante —OH2 tem de ser bom grupo
abandonador a Pt(ll) seja mais relevante que as demais variaveis que impactam nas
estruturas eletrénicas dos sistemas.

Os calculos NCI também foram efetuados para averiguar esta interagdo metal-
metal nos produtos de ET14ioH2Cu € se somar a discussao acima, sendo apresentado

na Figura 28.
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Forte atragéo: Ligagdes de

Interagdes de . B o
hidrogénio, halogénio, etc Forte repulsdo: tensio estérica

van der Waals

Figura 28: Resultados de calculos NCI para reagentes e produtos de ET14ion2Cu

Nota-se que a interagcdo metal-metal € mais fraca nos reagentes e torna-se
mais forte nos produtos, isto €, o oposto do observado para ET14iciCu. Percebe-se
também a auséncia de interagdes atrativas entre Cu(l) e —Swcys15, reforcando a
constatagao de quebra da ligagao entre estes atomos no decorrer da 12 etapa.

Com a finalizagao da analise estrutural das 12 etapas, inicia-se agora a analise
das etapas subsequentes. As 22 etapas das reagdes, contrariamente as 12 etapas,
se caracterizam por formagdes de reagentes e produtos “via IRC” em ET2dioH2, a0
passo que em ET24i042Cu ndo foi possivel a execugao de calculo de caminho da
reagdo por IRC. Nestes casos, portanto, os resultados de possiveis reagentes e
produtos foram obtidos por via “percepgéo quimica”.

A Figura 29 exibe tais estruturas com seus vetores de modos vibracionais

correspondentes.
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(A) (B)

ET2dion2 (v = 116,73i cm™) ET2dioH2Cu (v = 74,79i cm™)

Figura 29: Estruturas de ET24ion2 (A) e de ET24i0n2Cu (B)com vetores dos modos vibracionais

Aqui, destaca-se a estrutura de ETZ2d4ioH2Cu que é considerada uma etapa
adicional antes da ligacdo Pt(ll)-Scysts ser formada. O segundo ligante —OH:2
abandona o complexo e da lugar ao fortalecimento ainda maior das interagdes metal-
metal, 0 que levanta-se a hipétese de uma possivel formagéao de ligagao metal-metal.
Em ET2dioH2, por outro lado, indica a formagéo de Pt(l1)-Scys1s, finalizando a reagao
proposta neste trabalho com a formag¢ao de um quelato bidentado e ja discutido sobre
sua possivel formacao(CALANDRINI; ARNESANO; GALLIANI; NGUYEN et al., 2014).

Outra questao estrutural importante a ser mencionada € que a translocagao
manual da molécula de agua (que foi expelida do complexo de Pt(ll) na 12 etapa, OH2-
saidat) para a esfera de coordenagdo de Cu(l) foi fundamental na obtengdo de
ET24ioH2Cu. Este resultado aponta para mudangas importantes na estrutura eletrénica
do complexo ao longo da reacédo, uma vez que um grupo adicional seria necessario
para a estabilizagdo de Cu(l) na mesma etapa onde a distdncia metal-metal é ainda
menor. Desta forma, Cu(l) passa a interagir fortemente com 5 grupos; no entanto,

ainda carece de estudos mais detalhados de estrutura eletrénica para se afirmar uma
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pentacoordenagao. A partir daqui a molécula de agua adicionada sera denominada
como OHz-adic.

O angulo ZCu(l)-Pt(I1)-OHz-saidaz encontrado para ET2dioH2Cu € 25,38° maior
que ZSHcys18—Pt(Il)-OH2-saida2 em ET2dioH2. Os modos vibracionais associados as
frequéncias imaginarias em ambos 0s casos correspondem ao estiramento
assimétrico entre os grupos Cu(l)---Pt(ll)---OHz2-saida2z (€m ET2dioH2Cu) € 0s grupos
SHcys1s-Pt(Il)--OH2saida2 (em ET2di0H2). Ademais, a estrutura holoproteica exibe
concomitantemente um modo vibracional de estiramento Cu(l)---OH2-adic. No estado de
transicéo, a geometria bipiramide trigonal passa a ser presente nao s6 em relagéo ao
centro Pt(ll), como também em relagao ao centro Cu(l). Neste ultimo, o eixo axial seria
formado por Swcysts-Cu(l)-*Ncys1is e Pt(ll) passaria a compor esta formagao
geomeétrica como um grupo equatorial.

De modo a explorar as interagdes nao covalentes e as ligagdes de coordenacao

em ET24i0H2Cu, a Figura 30 exibe os resultados do calculo de NCI para esta estrutura.

Forte atragéo: Ligagdes de Interacbes de Forte repulsao: tensao

hidrogénio, halogénio, etc van der Waals estérica

Figura 30: Resultados de calculos NCI para ET24i042Cu em diferentes perspectivas

Notavelmente, a regido azul intensa da isosuperficie entre os atomos Pt(ll) e

Cu(l) indica forte atragdo, ainda maior que a presenciada na etapa anterior
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ET1dioH2Cu. Esta observagao por NCI, em consonéncia com os sentidos dos vetores
nos modos vibracionais, mostra que a tendéncia na formagao de possiveis produtos
€ de aproximagdo ainda maior entre os metais. Além disso, os vetores também
indicam que Cu(l)-OH2-adic seria uma possivel nova ligagdo de coordenagao a ser
formada.

Dado que o célculo de IRC foi possivel somente para ET2dioH2, @ Figura 31
exibe em grafico o comportamento da energia ponto-a-ponto pela reagdo em conjunto
com as distancias Pt(ll)---SHcys1s e Pt(Il)---OH2-saida2.
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Figura 31: Grafico de IRC via ET24042 € distancias interatdmicas (em A) dos principais atomos

O grafico de IRC acima mostra tendéncia de uma reacao exergdnica. Este
resultado vai de acordo com o principio de acidos moles e duros de Pearson ao
considerarmos que o enxofre, mais polarizavel que o oxigénio, tende a reagir com o
metal de grande raio ibnico para formar ligagao Pt(I1)-S-cys1s de maior estabilidade que
Pt(I1)-OHz-saida2. Quanto ao tipo de mecanismo desta reagdo, observa-se que as
variagbes das distancias entre o metal e ligantes de entrada e saida se iniciam
concomitantemente. Contudo, a reagado ocorre integralmente em uma uUnica etapa.
Estes fatores sugerem-nos ser condizente com um mecanismo de intertroca(/).

Embora a auséncia de IRC para a estrutura ET24ioH2Cu, foi possivel otimizar as
estruturas obtidas pelos extremos do modo vibracional, 0 que resultou em possiveis

reagentes e produtos desta etapa. Em ETZ2d4i0H2, NnO entanto, o caminho da reagao
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forneceu estruturas mais proximas a reagentes e produtos “via IRC”, partindo das
estruturas correspondentes as extremidades da curva ponto-a-ponto. A Figura 32

apresenta estas estruturas otimizadas.
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(percepcgao quimica)

D)
v %
> O"K
/ €

Reagente de ET2dioH2 (IRC)

(B) (

d
>
e
9 o - Wt
i ’
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Possivel produto de ET24ioH2Cu

Produto de ET2dioH2 (IRC) (percepcdo quimica)

Figura 32: Estruturas otimizadas de reagentes e produtos via IRC em ET24i012 (A € B) e via
“percepcgao quimica” (C e D) em ET24ion2Cu
O possivel reagente originado de ETZ24ioH2Cu possui semelhanga estrutural em
relacdo ao produto de ET14ioH2Cu (Figura 29). A maior diferenga observada esta na
posicédo do grupo —OHz-adic que foi adicionado da etapa anterior. Em relagcéo a Cu(l)
observa-se a partida de uma geometria possivelmente tetraédrica para formar uma
piramide de base quadrada distorcida em seu possivel produto, onde Ocys1s € 0 ligante

da ponta da piramide e Pt(ll) se encontra pela base. E interessante notar também que
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a geometria quadratica plana em Pt(ll) é reestabelecida, contudo com distor¢céao
significativa de seus ligantes, resultando em uma angulagédo ZCu(l)-Pt(Il)-NHs de
162,4°.

Quanto as estruturas apoproteicas, o reagente de ETZ2dioH2 demonstra ter
grande semelhanga conformacional com o possivel produto de ET1dioH2, com a maior
diferenga para a localizagao do primeiro ligante de saida —OH2saidat gerado pela
substituigdo ocorrida na 12 etapa. Presume-se entdo que ambas as etapas de reagéo
de substituicdo dos ligantes possam ser consideradas aproximadamente sequenciais.
O produto de ET24i0H2 conclui a reagéo com a substituigao do ligante —OHz2-saida2 por —
SHcys1s, tendo ambos os atomos de enxofre com seus respectivos hidrogénios e
restauracao da geometria quadratica plana em relagéo a Pt(ll).

Os resultados de NCI para os possiveis reagentes e produtos de ET24ioH2Cu

ajudam na compreensao desta nova estrutura. A Figura 33 traz esta visualizag&o.

(A) (B)

il !
-——

Forte atragéo: Ligagdes de Intra(;()es de Forte repulsao: tensao
hidrogénio, halogénio, etc van der Waals estérica

Figura 33: Resultados de calculos NCI para os possiveis reagentes (A) e produtos (B) via
“percepcgao quimica” de ET24ion2Cu
Com 5 pontos de forte interagao, Cu(l) se estabiliza em geometria mais proxima
a uma bipiramide trigonal nos reagentes, ao passo que, nos produtos, a geometria de

piramide de base quadrada prevalece. Outro aspecto interessante que os calculos de
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NCI exibem é a estabilizagdo de Pt(ll) por forcas atrativas relativamente fortes com
mais 2 atomos de hidrogénio, sendo um pertencente ao segundo ligante de saida —
OH2saida2 €, 0 outro, ligado a um carbono alfa (Ca) em relacdo ao grupo acido
carboxilico de Cys18. Estes sao localizados perpendicularmente ao plano formado por
Pt(ll) e seus ligantes, cujas distancias ao centro metalico foram de 2,55 A e 2,27 A,
respectivamente. Contabilizando estes hidrogénios como grupos estabilizadores
adicionais, a forma geométrica estabelecida lembra um octaedro, embora a natureza
destas interagdes sejam provavelmente do tipo n&o covalentes.

Uma visdo geral das principais mudangas de distancias interatdmicas da 22
etapa, tanto para a estrutura contendo Cu(l) quanto para a ausente de Cu(l), pode ser

visualizada pela Tabela 5.

Tabela 5: comprimentos de ligagio e distancias interatdmicas (em A) gerais para a 2° etapa
completa em ET24ion2Cu via “percepgao quimica” e ET24i0n2 via IRC

ET24ioH2Cu ET2dioH2
Par atdmico (A) | Reagentes ET Produtos | Reagentes ET  Produtos
Pt(ll)---OH2-saida2 2,20 2,56 3,33 2,16 2,45 3,36
Pt(ll)---S-cys1s/

SHoyets 3,89 3,61 3,28 3,25 2,86 2,36
Pt(ll)---Cu(l) 2,84 2,69 2,53 - - -
Cu(l):--Scys1s 3,51 3,45 3,44 - - -

Cu(l)---OH2-saida1 2,77 2,54 2,20 - - -

O valor de Pt(ll)---Cu(l) dado pela Tabela 5 reflete em uma das mais curtas
distancias entre os metais encontradas neste trabalho. Embora o entendimento de
que o ponto critico de ligagdo (BCP) esteja associado ao acumulo de densidade
eletrénica entre os atomos (BADER, 1990), ndo é possivel afirmar que se trate de uma
ligacdo quimica Pt(l1)—Cu(l), uma vez que as definigdes de “caminho de ligacdo” na
Teoria Quantica de Atomos em Moléculas ndo sdo as mesmas da “ligacéo quimica”
de acordo com a Teoria de Orbitais Moleculares (BADER, 2009). Neste caso, haveria
a necessidade de mais evidéncias teoricas e experimentais para se chegar a uma
concluséo.

Por fim, a ligacdo de Pt(ll) ao segundo atomo de enxofre (Scys1s) no sitio

holoproteico se da por ET3dion2Cu. Os calculos de IRC também nao foram possiveis
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para esta ultima etapa, tendo, portanto, seus possiveis reagentes e produtos
adquiridos via “percepc¢ao quimica”’. Esta etapa é caracterizada basicamente pela
troca da forte interagcdo metal-metal pela nova ligacdo Pt(Il)-S-cys1s, como pode ser

visualizado pela Figura 34.

ET3dioH2Cu (v = 77,56i cm™)

Figura 34: Estrutura de ET34ion2Cu com vetores dos modos vibracionais

O modo vibracional encontrado para esta estrutura também é caracteristico de
um estiramento assimétrico. Aqui, a geometria com centro Pt(ll) € considerada uma
bipiramide trigonal com distorg&o significativa dos ligantes na posi¢cao equatorial. Em
relacdo ao eixo axial formado por Naxiai--Pt(ll)---Scys15, 0 plano que contém Cu(l), S
cys18 € Nequat €ncontram-se muito distante da perpendicularidade. As propriedades
estruturais que tornam as distor¢des mais nitidas sdo os angulos /Naxia—P1t(I1)-Scys1s
e /Naxia—Pt(I1)—Cu(l), com valores de 73,2° e 109,4°, respectivamente; e os &ngulos
ZNequat—P1t(II)-Cu(l) e £S-cys1s—Pt(lI)—-Cu(l), de 159,1° e 47,1°, respectivamente.

Com esta nova mudanga estrutural, a Figura 35 exibe os resultados de NCI

para analise das interagdes intermoleculares em comparagao com a etapa anterior.
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Forte atragao: Ligacbes de

Interagbes de Forte repulsao: tensao

hidrogénio, halogénio, etc van der Waals estérica

Figura 35: Resultados de calculos NCI para ET34i0H2Cu em diferentes perspectivas

A principal mudancga observada em relagao ao possivel produto de ET2dioH2Cu
€ 0 aparecimento de um novo ponto critico de ligagdo (BCP) entre Pt(ll) e Scys1s, em
conjunto com a coloragdo azul intensa da regidao da isosuperficie localizada entre
estes dois atomos, indicando a tendéncia para formacéo da nova ligacao. Pt(ll) ainda
mantém interagbes atrativas forte/moderada com os dois hidrogénios vizinhos,
discutidos na etapa anterior. No entorno de Cu(l), por outro lado, temos a deformacgéao
significativa da piramide de base quadrada formada na etapa anterior devido ao
direcionamento de Pt(ll) para formar a nova ligagdo com S-cys1s, caracterizando outra
mudanga geométrica importante.

Estas tendéncias de transformagao estrutural podem ser mais bem elucidadas
com a visualizagao dos possiveis reagentes e produtos que, por nao ter sido possivel
a realizagcdo de calculos de IRC, foram obtidas otimizando-se as estruturas de
deslocamento maximo dos modos vibracionais obtidos em ET3dioH2Cu, sendo estas

exibidas logo abaixo na Figura 36.
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(percepgao quimica) (percepgao quimica)

Figura 36: Estruturas otimizadas de reagente (A) e produto (B) via “percep¢ao quimica” para
ET34ion2Cu

Nesta etapa ha também semelhanca estrutural conformacional entre o possivel
reagente de ET3dioH2Cu e o possivel produto de ET24ioH2Cu, 0 que permite associar
uma possivel conexdo aproximada entre as etapas de reacdo. Ja no sistema de
produtos de ET3dioH2Cu, observa-se que o sistema reagente apresenta formacgao
tetraédrica em relagéo ao centro Cu(l), e também a formacéo quadratica plana em
relacdo ao centro Pt(ll) (agora, com as substituicbes por ligantes —S-cys15s € —Scys18
concluidas). E interessante notar que a geometria piramide de base quadrada formada
na estabilizacdo de Cu(l) na segunda etapa € substituida pela formagao tetraédrica,
uma vez que o produto da terceira etapa resulta no aumento da distancia entre os
metais e que representa o enfraquecimento substancial das interagdes metal-metal.
Algumas das distancias interatdmicas mais relevantes s&o exibidas na Tabela 6,

caracterizando algumas propriedades estruturais do produto.
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Tabela 6: comprimentos de ligagdo e distancias interatdmicas (em A) gerais para a 32 etapa
completa em ET34ioH2Cu via “percepgao quimica”

ET3dioH2Cu
Par atdmico (A) | Reagentes ET Produtos
Pt(ll)---S-cys1s 3,27 2,79 2,35
Pt(ll)---Cu(l) 2,54 2,63 2,95
Cu(l)--S-cys1s 2,20 2,16 2,25

Além da nova ligagdo Pt(l)-Scys1s formada, a ligacdo Cu(l)-Scysts ndo é

quebrada, indicando que S-wcysts se torna um ligante em ponte a ambos os metais.

Simultaneamente, a distancia Pt(ll)---Cu(l) atinge quase 3,00 A. Estes resultados

levantam a hipétese de que Cu(l) poderia atuar como uma espécie de “ponte” de modo

a facilitar a reagéo do complexo de Pt(ll) com o sitio ativo de Mnk6. O enfraquecimento

das interagao metal-metal torna-se evidente de acordo com os resultados de NCI para

o produto de ET3dioH2Cu, disponivel na Figura 37.

Forte atragao: Ligacbes de

hidrogénio, halogénio, etc

Interagbes de Forte repulsdo: tensao

van der Waals estérica

Figura 37: Resultados de calculos NCI para o possivel produto via “percepcao quimica” de
ET34ion2Cu em diferentes perspectivas
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Com a formacé&o dos produtos de ET3dioH2Cu, 0 ponto critico de ligacao (BCP)
outrora evidente entre os metais de transicdo, agora € ausente, e as interagdes
fortemente atrativas passam a ndo mais existirem. Scys1s se encontra em ligagéo de
coordenagédo a ambos os metais e apresenta um novo BCP com o oxigénio sp? do
grupo carboxilico vizinho. Isto também ja havia acontecido com Scys15 apds a reagao
com Pt(ll) na primeira etapa. Antes da reacédo, os enxofres apresentavam BCPs
apenas com hidrogénios vizinhos, caracteristico de nucleofilicidade. Apds a reacgéo,
no entanto, os BCPs voltam a aparecer ndo somente com os hidrogénios como
também com oxigénios, podendo este ser considerado um indicio de que os grupos
tiolato possam ter diminuido o acumulo de densidade eletrbnica para grupos
adjacentes e intensificado sua polarizagdo, demonstrando caracteristicas anfifilicas.

Agora vejamos como as coordenadas das reagdes se procedem quando o sitio
ativo de Mnk6 reage com a forma diaquo da cisplatina. A Figura 38 introduz o caso

envolvendo quando o fragmento proteico se encontra como [CuCASC].
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Comparando-se com o caso de ET1diciCu, a primeira etapa de reacéo
ET14i042Cu demonstra ser cineticamente mais favoravel ao resultar em um AG* de
quase a metade da energia de barreira. Além disso, a reagdo € também mais
exerglnica e, portanto, termodinamicamente ainda mais favoravel. Isto nos leva a
pressupor que, nesta reagao, —OH2 se desponta como um grupo de saida a Pt(Il) mais
labil que —CI- ndo somente pelo que prevé a Teoria de acidos e bases duros e moles
de Pearson, mas também por outros fatores ja discutidos em segdes anteriores (como
as interagdes ndo covalentes mais numerosas e mais fortes entre o polipeptidio e
ligantes —OHz; e 0 aumento de densidade eletrénica em Pt(Il)). Outro fator que pode
estar associado ao favorecimento da reagao € o surgimento de Ocys15 como 0 4° grupo
estabilizador de Cu(l) que, de certa forma, poderia estar contribuindo para a quebra
da ligagao Cu(l)-S-cys15, tornando o enxofre mais disponivel e reativo a Pt(ll).

A 22 etapa de reacao exibe uma barreira de energia muito pequena e que
aponta para um grande favorecimento cinético, presumindo-se que a estrutura de
produto da 12 etapa deve ter um tempo de vida muito curto. Os fatores-chave desta
etapa sdo as interacdes metal-metal resultante, a liberagdo do 2° grupo (bom
abandonador) —OH2, a formacéao de piramide de base quadrada em relagao a Cu(l) e
a estabilizagao de Pt(ll) por 2 hidrogénios adjacentes em uma geometria que nos
lembra um octaedro.

A 3?2 etapa apresenta uma barreira de energia ainda menor, o que sugere que
o produto da 22 etapa deve ter um tempo de vida ainda menor que o da 12 e que pode
estar associado a tendéncia de Pt(Il) formar ligagdes mais fortes com enxofres do que
manter as interagdes metal-metal com Cu(l). Com estas discussdes, 0 que se pode
inferir € que a 12 etapa € a determinante da velocidade da reagéo.

Agora, faz-se a analise quando Cu(l) é ausente a partir da Figura 39.
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Pela comparagéao entre as etapas iniciais do 1° caso (ET14iciCu e ET14dic1), ficam
evidentes as diferengas expressivas de valores de AG* e AGr. No entanto, o 2° caso
(ET14ioH2Cu e ET1dioH2) Ndo seguiu a mesma tendéncia e apresentou valores muito
préximos de AG* e de AG:. Este é um resultado curioso e prenuncia que Cu(l) pode
nao afetar relevantemente esta etapa, possivelmente porque que a natureza do ligante
de saida (base dura de Lewis, OHz) deve ter um peso muito mais significativo na
determinacdo da energia de ET em comparagao com a interacdo metal-metal. Isto
reforca a discussao feita anteriormente de que Cu(l) possivelmente afeta a etapa
determinante da reacdo de forma mais expressiva quando o ligante € CI, um ligante
que demonstra ser de mais dificil saida ao complexo de Pt(ll). Sendo assim, as
interagbes metal-metal poderiam causar maior impacto nas barreiras de energia das
etapas determinantes da velocidade nos casos em que Pt(ll) é coordenada a grupos
abandonadores ruins.

Agora, na 22 etapa, a auséncia de Cu(l) parece fazer sua maior diferenca tanto
em AG* quanto em AGr. A formacgéo da ligagdo Pt(l1)-S-cys1s em ET2dioH2 demanda
mais energia de ativagdo que os AG* de ET24i0H2Cu e ET3gioH2Cu somados. E a partir
desta etapa que Cu(l) poderia causar maior impacto na velocidade da reagao pois
este seria um contribuinte adicional forte para a estabilizar Pt(ll) e facilitar
especialmente seu acesso ao —S-cys1s devido aos fatores geométricos, atuando como
“ponte” e mantendo o novo ligante mais préximo ao metal. E importante ponderar, no
entanto, que nao é possivel afirmar que Cu(l) seja um catalisador devido ao
desconhecimento de sua atuacéo na proteina ATP7A na totalidade do mecanismo e
a necessidade de mais evidéncias experimentais.

A seguir, a Tabela 7 fornece resultados termodinamicos para discussao.

Tabela 7: variagbes de entalpia e de entropia*temperatura das reagées de cis—[Pt(NH3)2(OH).]?*
com o polipeptidio apoproteico e holoproteico, em kcal mol-

12 etapa 22 etapa 32 etapa

AH TAS | AH TAS AH TAS

cis—[Pt(NH3)2(OH)2]?* +

-14,15 043 | 491 -064 | -796 1,78
[CUCASCT

cis—[Pt(NHs)2(OH)2J2* + CASC | -11,27 1,58 | -8,63 1,39 - -
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Em comparacao com a reacao de [CuCASC] com cisplatina, nota-se a queda
mais acentuada na entalpia dos produtos em relagédo a seus reagentes quando
trocam-se ligantes —CI- por —OH2, com uma diferenga de 7,96 kcal.mol' entre seus
AH: de 1?2 etapa. Além da natureza dos ligantes, outros fatores que poderiam ser
contribuintes destacaveis para o AHr mais negativo seria o fortalecimento da interagéo
metal-metal e a quebra da ligacdo Cu-Swyst5. Interessantemente, a 22 etapa que
caracteriza a substituicdo do segundo ligante —OHz por Cu(l) para formacgao da ligagéo
metal-metal € exotérmica, mas entropicamente desfavorecida. Esta observacao
reforga ainda mais a grande diferenga entre os ligantes em relagéo a Pt(Il): enquanto
—CI- compete comparavelmente com tiol/tiolatos pela ligagdo ao metal, —OHz por sua
vez & um otimo grupo abandonador até mesmo em comparacéo a Cu(l).

No caso da fragdo apoproteica, todas as etapas com cis—[Pt(NH3)2(OH2)2]?*
passam a ser exotérmicas, enquanto que com cis—[Pt(NH3)2(Cl)2] as reagdes sao
endotérmicas. Mesmo na forma de —SH (menos reativos que —S°), estes grupos ainda
sdo bastante favorecidos na coordenacédo a Pt(ll) em comparagdo com —OH2, um
ligante duro e bom abandonador do complexo.

5.2 Reagoes de [CUCASC] com cis—[Pt(NH3)2(Cl)2] e cis—[Pt(NH3)2(OH2)2]** em
IEFPCM + OH2-adic

Nesta nova secado, o efeito do solvente é considerado para a avaliagao das
reagoes de cis—[Pt(NH3)2(Cl)2] e de cis—[Pt(NH3)2(OH2)2]?* com o sitio holoproteico. As
reagcdes dos complexos de Pt(ll) com o sitio apoproteico em IEFPCM nao foram
contempladas neste trabalho.

As consideragdes do efeito solvente foram feitas em duas situacdes distintas.
Na primeira, os calculos executados em fase gas (seg¢bes 5.1.1 e 5.1.2) foram
reproduzidos, com a diferenga de que o modelo continuo de solvatacdo IEFPCM foi
empregado a todas as estruturas. Ja na segunda, além do modelo IEFPCM, foi
também adicionada 1 molécula de agua nas proximidades dos atomos Cu(l), Ncys1s,
Ocys1s € Scysts. O intuito do acréscimo desta molécula de agua adicional se baseia na
observacao feita na subsecao 5.1.2 onde levantou-se a hipétese de que tal molécula
poderia desempenhar um papel importante na estabilizagdo de Cu(l) a partir da 22
etapa das reacbes de substituicdo de ligantes, fazendo-se necessaria sua

consideragao nestes sistemas de forma explicita.
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De modo geral, o acréscimo do modelo IEFPCM aos calculos representaram
poucas mudangas significativas as estruturas em comparagao com aquelas obtidas
em fase gas. Por isso, as discussdes quimicas qualitativas ja abordadas nas segdes
5.1.1 e 5.1.2 se fazem as mesmas aqui, enquanto seus resultados quantitativos serao
apresentados comparativamente nesta secdo. Figuras de estruturas e IRC estéo

disponiveis no Apéndice 2 (seg¢ao 7.2).
5.2.1 12 etapa

O uso do modelo IEFPCM de solvatagdo continua e da molécula de agua
adicional proporcionaram diferencas importantes nos resultados em relacdo aqueles
em fase gas. A discussao ¢é iniciada pela apresentacdo de ET14iciCu e ET1dioH2Cu

pela Figura 40.

(A) (B)

ET14iciCu (v = 120,52i cm™') ET1dici (v =161,63i cm™')

Figura 40: Estruturas de ET14iciCu e de ET14i0n2Cu em IEFPCM + OHa..4ic com vetores dos
modos vibracionais
Comparando-se com os resultados obtidos em fase gas, as mudangas
estruturais mais significativas no sistema de ET14iciCu sao, principalmente, a distancia
Pt(Il)---S cys15 (0,27 A maior) e o angulo £Scys1s--Pt(ll)+-Clsaidat (10,06° menor). Por
outro lado, o sistema de ET1dion2Cu apresentou mudangas pouco expressivas de
modo geral. O fato das mudancgas serem mais significativas em ET14iciCu estédo —
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possivelmente — associados com a estabilizagao mais efetiva do sistema devido a
polarizagdo mais intensa, uma vez que as interagdes do tipo ion-dipolo estdo mais
presentes.

Outra diferenga € a posicao da molécula de agua adicional, que pode ser

discutida a partir da Figura 41.

(A) (B)

Forte atragéo: Ligagdes de

Interacdes de van Forte repulsao: tensao

hidrogénio, halogénio, etc der Waals estérica

Figura 41: Resultados de calculos NCI para ET14iciCu (A) e ET14ion2Cu (B) em IEFPCM + OHa.aqic

Os resultados de calculos NCI mostram que Cu(l) em ET14ioH2Cu estabelece
interagdes atrativas com 2 hidrogénios, um proveniente de OHz-adic € 0 outro do
carbono quiral de Cys18. Nota-se também a existéncia de BCPs entre cada um destes
pares atdmicos. E possivel portanto que Cu(l) também possua caracteristicas
anfifilicas além de Swcys15 , Scysts € Pt(Il), como discutido nas segdes 5.1.1 e 5.1.2.
Por outro lado, ET14iciCu ndo apresentou um comportamento parecido nos calculos
realizados, resultando na realocagédo de OH2-adic para interagédo com os grupos Clsaida2

e S cysts @ medida que o calculo de ET tendia para convergéncia.
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Os caminhos das reagdes de ET14iciCu e ET1dion2Cu em IEFPCM e com OH2

adicional foram obtidos por calculos de IRC e sao apresentados na Figura 42.
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Figura 42: Graficos de IRC via ET14iciCu (A) e via ET14ion2Cu (B) em IEFPCM + OH2.a4ic cOm
distancias interatémicas (em A)

Embora os resultados de IRCs dos sistemas analogos em fase gas apresentem
comportamentos de curvas de distancias interatdmicas bastante parecidas com os
sistemas solvatados, a curva de energia ponto-a-ponto, por outro lado, apresenta
mudangas. No caso de ET14iciCu em IEFPCM + OH2-adic tal curva € mais suave (isto

€, com menor taxa de variagdo) que seu analogo em fase gas (subsec¢ao 5.1.1). O
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mesmo nao € observado para ET1dioH2Cu. Isto reforca a discussdo de que, em
resposta a forte polarizacdo do meio, a estabilizacdo pela inclusdo de um continuo
dielétrico deva ser mais efetiva. Uma vez que as intera¢des ion-dipolo sdo mais fortes,
maiores variagdes na superficie de energia potencial sdo esperadas.

Os pontos finais de cada IRC foram otimizados para minimos locais, obtendo-

se reagentes e produtos apresentados pela Figura 43.

(A) (C)

(B) (D)

Produto de ET14iciCu (IRC) Produto de ET14ioH2Cu (IRC)

Figura 43: Estruturas otimizadas de reagentes e produtos de ET14iciCu (A e B) e ET14ioH2Cu (C
e D) em IEFPCM + OH.adic
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Assim como nos sistemas em fase gas, diversas propriedades estruturais se
repetiram em IEFPCM + OHz-adic, tais como a interagdo de Cu(l) com Ocys1s, a quebra
da ligacao Cu(l)-S-—cys1s € a aproximagao Cu(l)--Pt(Il) no sistema com reagente
diaquo; assim como a manutengao da ligagdo Cu(l)-S-—cys15 € o distanciamento entre
Cu(l) e Pt(Il) no sistema com cisplatina. As principais diferengas estdo na posi¢ao de
OHz-adic: nos produtos do sistema com reagente dicloro, o hidrogénio de OH2-adic se
aproxima de Cu(l), ao passo que 0 mesmo atomo no caso diaquo se distancia do
metal. Os resultados de NCI contribuem para melhor compreensdo da magnitude

desta interagéo Cu(l)---Hon2-adic, como pode ser visualizado na Figura 44.

(A) (B)

(B) (D)

Produtos de ET14iciCu (IRC) Produtos de ET14ioH2Cu (IRC)

Figura 44: Resultados de calculos NCI para reagentes e produtos de ET14iciCu (A e B) e
ET1dion2Cu (C e D) em IEFPCM + OH:..4ic
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As interagbes Cu(l)--‘Honz-adic estdo presentes nos dois casos, embora em
passos diferentes da primeira etapa. No complexo reagente com diaquo, estas
interacbes demonstram ser mais fortemente atrativas que no complexo ativado
(ET1dioH2Cu), até que na estrutura de produtos esta interacdo praticamente
desaparece. Por outro lado, esta interagéo € inexistente tanto nos reagentes quando
em ET14iciCu do caso dicloro, até que nos produtos passa a surgir como uma fraca
interacdo atrativa de van der Waals. Isto reforga o fato de que n&o apenas Pt(ll) pode
interagir ndo covalentemente com hidrogénios, como também é possivel com Cu(l).

A evolugéo das distancias interatbmicas entre os principais atomos ao longo

das primeiras etapas estao disponiveis pela Tabela 8.

Tabela 8: Comprimentos de ligagio e distancias interatdmicas (em A) para a 12 etapa completa
em ET1 dic|Cu e ET1 dioncu em IEFPCM + OHz.adic, ambos via IRC

ET14iciCu ET14ioH2Cu
Par atébmico Reagentes ET Produtos | Reagentes ET Produtos
Pt(ll)---Cl saida1 2,41 2,79 4,06 - - -

Pt(ll):--OoH2-saida1 - - - 2,13 2,50 3,58
Pt(ll)---S-cys15 3,97 2,86 2,36 3,72 2,94 2,35
Pt(ll)---Cu(l) 2,88 2,76 2,89 3,28 2,90 2,76
Cu(l)---S-cys1s 2,42 2,35 2,46 2,46 2,53 3,46
Cu(l)---Ocys1s 3,29 3,25 3,15 2,34 2,32 2,25
Cu(l):--HoHz-adic 3,70 3,39 2,44 2,11 2,23 3,23

Em comparagdo com a fase gas, as maiores diferencas observadas
correspondem as distancias Pt(Il)---Cu(l) e Cu(l)--S-cys15. Em relagcdo ao par atémico
Pt(I)---Cu(l), a distancia encontrada nos reagentes de cis—[Pt(NH3)2(Cl)2] em meio
solvatado é maior que o sistema analogo na fase gas; por outro lado, em cis—
[Pt(NH3)2(OH2)2]?* em meio solvatado foi observado encurtamento de Pt(l1)---Cu(l) ndo
s nos reagentes como também nos produtos. E provavel que a solvatagéo no caso
do reagente dicloro cause mais impacto na distribuicdo de cargas da estrutura e em
Pt(Il), uma vez que os anions —CI- estdo mais suscetiveis aos efeitos de polarizagdo
pelo continuo dielétrico do que ligantes —OH2. Desta forma, uma menor carga
eletrénica concentrada em Pt(Il) devido a polarizagao de seus ligantes proporcionaria

também menor contribuigdo para interagdes com Cu(l), enfraquecendo as interagoes
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metal-metal. Apesar disso, a distancia Pt(ll)---Cu(l) no reagente dicloro continua sendo
bem menor que em diaquo.

Quanto ao par atébmico Cu(l)--S-cys15, 0 sistema contendo o reagente dicloro
apresentou diminuicdo desta distancia, enquanto no sistema contendo reagente
diaquo foi observado aumento. Agora, a observagao que se faz associando-se o efeito
da solvatagao é oposta a discussao do par Pt(ll)---Cu(l): ha possibilidade do solvente
estar atuando nos sistemas de modo a enfraquecer a interagdo Cu(l)---Scyst5 no
reagente diaquo e fortalecer no reagente dicloro. Contudo, estas observag¢des ainda
carecem de outros aspectos importantes ndo apresentados aqui, como a presenca de
maior quantidade de moléculas explicitas de solvente ocupando a cavidade, uma vez
que a grande diferenga da posi¢gado espacial de OHzadic dentre as estruturas n&o
permite comparagdes mais precisas destas propriedades.

Outra questdo interessante é a curta distancia (de apenas 2,11 A) do par
Cu(l)--"Honz-adic no reagente diaquo. Como discutido anteriormente, os calculos
computacionais apontam para possivel existéncia interacbes nao covalentes fortes
entre os atomos. Mais detalhes relacionados ao estudo topoldgico das estruturas s&o

apresentados na subsecao 5.2.4.
5.2.2 2?2 etapa

As novidades nesta subsecdo sdo o aparecimento do estado de transicdo
correspondente a 22 etapa na reagao do caso dicloro (ET24iciCu) e os resultados de
IRC para ETZ24i042Cu. A Figura 45 exibe estas estruturas de estado de transigéo.
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ET14iciCu (v = 87,80i cm™') ET14ion2Cu (v = 97,95i cm-")

Figura 45: Estruturas de ET24iciCu e de ET24i012Cu em IEFPCM + OH;..4ic com vetores dos
modos vibracionais

Assim como caracterizado para ET24i0H2Cu em fase gas (subsegao 5.1.2), as
geometrias obtidas de estados de transicdo em ambos casos consiste de uma
bipiramide trigonal em relagédo ao centro Pt(ll), e outra bipirdmide trigonal em relagao
ao centro Cu(l), sendo a interacado Pt(Il)---Cu(l) integrante aos eixos equatoriais de
cada uma das formas geométricas. Os modos vibracionais de estiramento
assimétrico, como esperado, sdo recorrentes nos grupos OHz-adic*Cu(l)---Pt(ll),
Cu(l)---Pt(ll)---CI- (em ETZ2diciCu) e Cu(l)---Pt(ll)---OH2 (em ET2dioH2Cu).

A interagao Cu(l)---OoHz-adic (isto €, do metal com oxigénio) também é prevista,
uma vez que a translocagao manual do grupo OHz-saidat1 feita nos mecanismos em fase
gas (subsecao 5.1.2) foi fundamental para encontrar a estrutura de ETZ2dioH2Cu.
Quando se leva em consideragao as interagdes atrativas Cu(l)---Howz-adic evidenciadas
na 12 etapa, percebe-se que mudangas importantes na distribuicdo de cargas devam
estar ocorrendo de uma etapa a outra: antes, Cu(l) apresentou certa caracteristica
nucleofilica devido ao surgimento da interagdo Cu(l):--HoHz-adic, €nquanto agora tal
interacdo desaparece e passa a ser Cu(l)---OoHz-adic, 0 que muda para eletrofilicidade.
Esta nova interagdo € mostrada na Figura 46.
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(A) (B)

Forte atragéo: Ligagdes de

Interagdes de van Forte repulsao: tensao

hidrogénio, halogénio, etc der Waals ostérica

Figura 46: Resultados de calculos NCI para ET24iciCu (A) e ET24ion2Cu (B) em IEFPCM + OHz.aqic

A maior alteragédo estrutural que ocorre entre o produto de ET1 e ET2 é o
encurtamento da distancia Cu(l)--Pt(Il). A medida que Pt(ll) se aproxima de Cu(l), o
ultimo passa interagir com a agua com caracteristica mais eletrofilica. Desta forma, é
possivel que Pt(ll) desempenhe um papel importante na distribuicao eletrénica e/ou
na polarizagdo de Cu(l), podendo ser o fator de maior impacto nesta mudanca das
interagdes ndo covalentes.

Das tentativas de calculos de IRC realizados, apenas o caminho de reacao
partindo do estado de transigdo para produto em ET24i042Cu foi obtido. A Figura 47
mostra o comportamento da curva de energia ponto-a-ponto, assim como as

distancias interatbmicas ao longo da coordenada de reagao.
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Figura 47: Grafico de IRC para formagao de produtos via ET24i0n2Cu em IEFPCM + OH2.a4ic cOM
distancias interatémicas (em A)

Percebe-se a pequena variagao de energia entre a estrutura no ponto de estado
de transicdo e o ultimo ponto calculado (4 kcal mol", aproximadamente). O
comportamento do ligante de saida (OHasaida2) em relagdo a Pt(ll) apresenta grande
variagdo, ao passo que as curvas representando aproximagdes de Pt(ll) e OoHz-adic a0
Cu(l) sdo mais suaves. Esta observagdo leva-nos a pressupor que a conversao do
complexo ativado em produtos tem a eliminagao do ligante OH2saida2 como fator mais
impactante na estabilizacdo da estrutura. Além disso, devido a nao confirmagao de
ligagdo metal-metal, juntamente com a auséncia da parte do IRC que caracteriza a
conversao do complexo ativo em reagentes, ndo é possivel inferir o tipo de mecanismo
potencial para esta etapa.

Por via IRC ou percepg¢ao quimica, as estruturas de possiveis reagentes e de
produtos possiveis/via IRC foram obtidos por calculos de otimizagdo, como é
mostrado pela Figura 48.
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(A) | (c)

Reagente de ET24iciCu (percepgao Reagente de ET2dioH2Cu (percepgao
quimica) quimica)

(B) (D)

Produto de ET24iciICu (percepgéao
quimica)

Produto de ET24ioH2Cu (IRC)

Figura 48: Estruturas otimizadas de reagentes e produtos de ET24iciCu (A e B) e ET24i042Cu (C
e D) em IEFPCM + OHz.a4ic

Todas as discussdes em termos de estrutura feitas ao longo da subseg¢do 5.1.2
(em relagcédo a ET24i0H2Cu) se aplicam também aqui. Quanto aos contrastes, observa-
se que as distancias Cu(l)---Hon2-adic voltam a se encurtarem nos possiveis reagentes
de ET24iciCu e de ETZ2dioH2Cu, assim como observado na 12 etapa das reacgdes. Nota-
se também que a estrutura de produtos de ET24ioH2Cu via IRC apresenta a mesma
distorgdo da geometria quadratica plana com centro Pt(ll) como sua correspondente
em fase gas; em ET24iciCu, no entanto, esta distorcdo ndo é observada, e Pt(ll)

também estabiliza-se nesta mesma geometria por interagdes fortemente atrativas com
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Cu(l). Mais adiante, na subsecéao 5.2.4, estas interagdes importantes que surgem ao
longo dos mecanismos propostos serdo mais detalhadas em termos de analise
topolégica por NCI. Por enquanto, por analise qualitativa das isosuperficies de
interacdes nao covalentes, a Figura 49 exibe os calculos de NCI para as estruturas de

possiveis reagentes e via percepgao quimica/IRC de produtos da 22 etapa.

(A) (B)

Reagentes de ET24iciCu (percepgao Reagentes de ET24ioH2Cu (percepgao
quimica) quimica)

(B) (D)

Produtos de ET24iciICu (percepgéao
quimica)

Produtos de ET2dion2Cu (IRC)

Figura 49: Resultados de calculos NCI para reagentes e produtos de ET24iciCu (A e B) e
ET2dion2Cu (C e D) em IEFPCM + OH:..4ic
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Os resultados de calculos de NCI para estruturas de produtos de ET24iciCu e
ET24i0n2Cu  mostram o surgimento de novas interagdes atrativas Pt(ll)---H
relativamente fortes, sendo o hidrogénio proveniente do carbono alfa (Ca) do grupo
acido carboxilico de Cys18. Nestes casos, entretanto, o arranjo octaédrico em torno
de Pt(Il) € completado por interagdes nédo covalentes diferentes que as obtidas em
fase gas. No caso do dicloro, as interagbdes de Pt(ll) sdo formadas com o hidrogénio
de Cys18 e com Clsaida2; ja 0 caso diaquo, a forma octaédrica é distorcida e tem a
participagdo de interacbes do metal com o mesmo hidrogénio e OoHz-saidaz. AS
mudangas estruturais ocorridas na segunda etapa de reagcdo sao mostradas em

termos de distancias entre pares atdmicos pela Tabela 9.

Tabela 9: Comprimentos de ligagio e distancias interatdmicas (em A) para a 22 etapa completa
em ET24iciCu e ET24ion2Cu em IEFPCM + OH2_a4ic

ET24iciCu ET24i0H2Cu
Par atébmico Reagentes ET Produtos | Reagentes ET Produtos
Pt(ll)---Clsaida2 2,43 2,97 3,72 - - -
Pt(ll):--OoH2-saida2 - - - 2,15 2,60 3,39
Pt(ll)---Cu(l) 2,71 2,69 2,50 2,73 2,71 2,58
Cu(l)-*OoH2-adic 3,02 2,35 2,16 3,01 2,41 2,23
Pt(ll)---Hca 4,97 2,84 2,61 3,16 2,52 2,33

A distancia Cu(l)--Pt(ll) nos produtos de ET24iciCu tem o menor valor
encontrado neste trabalho, de apenas 2,50 A. No entanto, o encurtamento da distancia
entre estes atomos ocorre com uma variagdo pequena se comparada as variagcoes
entre Pt(ll) e seus ligantes de saida. Pt(ll)---Hca, por outro lado, apresenta grandes
variagdes e atinge curta distancia nos produtos, em consonancia com a discussao
feita anteriormente quanto as interacdes entre estes atomos. Mais detalhes quanto a

analise topoldgica destas interagbes serdo abordados na subsecgao 5.2.4.
5.2.3 3? etapa

Para a 32 etapa que consiste na formacao da ligagdo Pt(l1)-S-—cys1s, apenas o
caso diaquo foi caracterizado. Assim como na fase gas, também sem a possibilidade
de execuc¢ao de calculos de IRC. A Figura 50 exibe a estrutura de ET3dioH2Cu.
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ET3dioH2Cu (v =i cm™)

Figura 50: Estrutura de ET34ion2Cu com vetores dos modos vibracionais

A grande distorgdo da bipiramide trigonal e a predominancia do modo
vibracional de estiramento assimétrico sdo também presentes no caso do sistema
solvatado. O modo vibracional associado a frequéncia imaginaria nao prevé a quebra
da ligagao Cu(l)---S cysts, mas sim a tendéncia de S-cys1s manter sua coordenagao aos
dois metais concomitantemente, formando um complexo dinuclear em ponte. Para
isto, Pt(Il) se distancia de Cu(l) e diminui consideravelmente a intensidade de suas
interagcdes atrativas, dando lugar a uma nova interagao repulsiva que impede esta
aproximacao metal-metal. Os resultados dos calculos NCI mostram as interagdes que

descrevem esta tendéncia.
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Forte atragao: Ligacbes de

Interagbes de van der | Forte repulsao: tenséo

hidrogénio, halogénio, etc Waals estérica

Figura 51: Resultado de calculos NCI para ET34i0n2Cu em IEFPCM + OH2-adic

Pt(ll) ainda demonstra interagdes atrativas (mais fracas) com Hca € a molécula
de agua substituida na 22 etapa, sendo estabilizado por interagbes fracas de van der
Waals pelas posi¢cbdes perpendiculares ao quadratico plano (novamente lembrando
uma geometria octaédrica). Como nao ha indicios de quebra da ligagdo Cu(l)-S-cys1s,
uma regidao em vermelho surge na isosuperficie entre os trés atomos, indicando
interagcdes repulsivas que lembram-nos o observado em ET14iciCu (Pt(ll)--S-
Cys15"'CU(|)).

Acredita-se que a superficie associada a conversdao de ET3dion2Cu em
reagentes e produtos possua uma curvatura muito suave, uma vez que os calculos de
IRC também nao foram possiveis neste caso. Alternativamente, as estruturas de
possiveis reagentes e produtos foi obtida por deslocalizagdo das posi¢coes atbmicas

de acordo com o modo vibracional, e seus resultados sao exibidos na Figura 52.
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(A) (B)

o
Possivel reagente de ET3dion2Cu Possivel produto de ET3dioH2Cu
(percepgao quimica) (percepgao quimica)

Figura 52: Estruturas otimizadas de possiveis reagentes (A) e produtos (B) de ET34ion2Cu em
IEFPCM + OH2.adic
Em contraste com os produtos resultantes de ETZ24i0H2Cu, aqui 0s possiveis
reagentes ndo apresentam tamanha distor¢cdo na geometria quadratica plana em
relacdo a Pt(Il). Nos possiveis produtos ha formagéo tetraédrica com Cu(l) como
centro, e a distancia Cu(l)---Pt(ll) passa a ser maior. Naturalmente, esta interacéo
metal-metal, agora, deve ter sua menor contribuicao para a estabilizagédo complexo.

Os resultados de NCI sdo mostrados pela Figura 53.
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(A) (B)

Forte atragao: Ligacbes de Interacdes de van der Forte repulsdo: tensao
hidrogénio, halogénio, etc Waals estérica

Figura 53: Resultados de calculos NCI para reagentes (A) e produtos (B) de ET14i0n2Cu em
IEFPCM + OHa.adic
Os resultados de NCI mostram que, na estrutura de possivel produto, a
isosuperficie que caracteriza a interagdo metal-metal agora aponta para fraca atragao
e auséncia de BCP, mais préoxima de interagdo de van der Waals. Nos possiveis
reagentes, o quadratico plano sem tamanha distorgdo encontrada na 22 etapa surge
junto com uma regido de maior forgca atrativa de Pt(ll)---S-cys1s. Além disso, as
interacdes Pt(Il)---Oonz-saidaz € Pt(Il)--Hca @ainda séo presentes nestas duas estruturas.
Por fim, os dados que ilustram as mudancas importantes ocorridas nesta 32

etapa sao mostrados na Tabela 10.

Tabela 10: Comprimentos de ligagao e distancias interatdmicas (em A) para a 3? etapa
completa em ET34ion2Cu em IEFPCM + OHa.adic

ET3dioH2Cu
Par atébmico Reagentes ET Produtos
Pt(ll)---S-cys1s 3,16 2,82 2,37
Pt(ll)---Cu(l) 2,52 2,55 2,78
Cu(l)--S-cys1s 2,22 2,20 2,33
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A ligacao Cu(l)-S-—cys1s, ao final da reagcéo de substituicao de ligantes em meio
solvatado, é maior que a encontrada para seu analogo em fase gas e pode ter o efeito
do solvente como a contribuicdo mais importante para esta observagao. Embora a
distancia Cu(l)---Pt(ll) ndo seja grande ao final do mecanismo proposto, suas
interacoes atrativas estao entre as mais fracas encontradas neste trabalho. Por fim, o
comprimento de ligagdes Pt(I1)-S em todo o estudo se manteve em 2,36 e 2,37 A, o
que pode estar associado a forca da ligagdo que € discutida na
literatura(ODENHEIMER; WOLF, 1982; VRANA; BRABEC, 2002).

Ao final da apresentacdo em detalhes das estruturas que compdem os
mecanismos propostos, sdo agora apresentadas as coordenadas as reagdes com
seus respectivos valores de energias de barreira e de formagao. A Figura 54 se inicia
pela reagado entre [CUCASC] e cis—[Pt(NHz)2(Cl)2].
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Nota-se uma diferenga de 7 kcal.mol! que existe entre as energias de barreira
entre a fase gas e o sistema em IEFPCM + OHz-adic. Como se trata de um sistema
onde ha maior quantidade de ions, espera-se que a polarizacdo que na cavidade do
soluto seja mais intensa e as cargas aparentes maiores, uma vez que as interagdes
ion-dipolo estdo entre as interacbes nao covalentes mais fortes. A solvatagdo nao
afeta apenas a barreira, como também o AriG com uma diferenga de pouco mais de
4 kcal.mol"! em relagéo ao encontrado em fase gas. Ou seja: a solvatagdo do sistema
evidencia uma reagao mais rapida e mais exergonica.

Em contraste, a 22 etapa agora possui a maior energia de barreira e
potencialmente se tornaria a etapa determinante da velocidade. De fato, com a
substituigdo de um ligante CI- por uma interagdo n&o covalente forte (porém, de menor
densidade eletrénica) com Cu(l), era de se esperar que se trataria de uma reagao mais
lenta e ndo espontanea. No caso da agua, um ligante mais duro, esta troca de ligante
deve ser de mais facil ocorréncia.

A Figura 55, agora, apresenta a coordenada de reagao para o caso diaquo.
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No caso diaquo, a solvatagéo implicita e a adigdo de uma molécula de agua
explicita ndo afetaram significativamente nas variagdes de energia livre de Gibbs da
12 etapa, ao contrario do caso dicloro. Isto pode ser um indicio de que a polarizagao
ocasionada na superficie da cavidade do soluto n&o seja suficiente para provocar
estabilizagdo mais acentuada no meio. Por outro lado, a posi¢cao da agua adicional é
um fator importante e que ndao € comparado com outros sistemas diferentes possiveis.

A segunda etapa se caracteriza pela substituicdo do segundo ligante —OH2-saida2
pelo fortalecimento da interagao Pt(Il)---Cu(l). Em comparagdo com sua respectiva em
fase gas, apresentou maior barreira de energia e ndo espontaneidade da reagéo,
embora a uma variagdo de AG menor que 5 kcal.mol'. Ou seja: é possivel que a
estrutura de reagente em ET2 seja mais estabilizado em meio solvatado do que seu
correspondente produto. A hipotese sobre estas circunstancias é a de que as
contribuigdes da solvatagdo do meio para a estabilizagdo do sistema seja mais
importante que as interagdes metal-metal. Mesmo um ligante mais duro como a agua
demonstra ter certa “dificuldade” de abandonar o centro Pt(ll), o que corrobora com a
sinalizacao de que Pt(ll)---Cu(l) n&o seja forte o suficiente para ser considerada uma
ligacdo quimica, mas sim uma interacdo nao covalente. Por fim, a terceira e ultima
etapa, assim como a primeira, ndo sofreu diferencas significativas pds-solvatagao,
mantendo todas as discussdes feitas referentes a fase gas como verdadeiras aqui

também.
5.2.4 Analise topolégica

Embora a analise qualitativa seja um tanto elucidativa e importante, o
tratamento quantitativo da topologia da densidade eletrénica por NCl ainda é de suma
importancia para se entender a magnitude das interagbes ndo covalentes de um
sistema. A analise de interesse pode ser feita baseando-se em 2 parémetros ja
apresentados na secédo 3.6 em Metodologia Teodrica, sendo eles o Laplaciano da
densidade eletronica (V2p) e o sinal do autovalor 1, multiplicado pela densidade
eletrénica (sinall, x p). Com estes parametros, avaliam-se a natureza da interagéo
atrativa (covalente/n&o covalente) e a magnitude da interagdo baseada na magnitude
da densidade eletrbnica acumulada na regiao do ponto critico. A analise topoldgica se
inicia pelas interagdes Pt(ll)---Cu(l), cuja evolugao pelas estruturas de mecanismos

propostos é dado em termos dos parametros V?p e sinall, * p pela Tabela 11.
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Tabela 111: valores do Laplaciano da densidade eletrénica (V?p) e de (sinal 1,) = p dos pontos
criticos de ligacédo (BCP) entre o par atémico Pt(ll)---Cu(l) dos sistemas em IEFPCM + OHa.adic

cis—[Pt(NH3)2(Cl)2] cis—[Pt(NH3)2(OH2)2]%*
V2p (sinal 4,) * p VZp (sinal A,) * p

R1er 0,0905 -0,0235 0,0364 -0,0112
ET1 0,0899 -0,0253 0,0840 -0,0234
P1em1 Sem BCP Sem BCP 0,1119 -0,0316
R2er2 0,1204 -0,0348 0,1171 -0,0331
ET2 0,0994 -0,0352 0,0998 -0,0345
P2eT2 0,1215 -0,0539 0,1038 -0,0461
R3eT3 - - 0,1108 -0,0536
ET3 - - 0,1022 -0,0508
P3eT3 - - Sem BCP Sem BCP

Para efeitos de comparagdo, vamos considerar os sinais de V2p e os valores
de (sinall,) * p) médios das interagdes covalentes O—H da agua e das interagdes
nao covalentes (ligagao de hidrogénio) O---H. Nas intera¢des covalentes, o Laplaciano
€ negativo e o (sinall,) * p) gira em torno de 0,2 a.u.; ja nas ligagdes de hidrogénio,
o Laplaciano é positivo e (sinall,) * p) estd por volta de 0,03 a.u.(PENDAS;
CONTRERAS-GARCIA, 2023). Deste modo, todos os valores do Laplaciano para as
interagdes Pt(ll)---Cu(l) sdo positivos, sugerindo que se trata de interagdes nao
covalentes. Quanto aos valores de (sinall,) * p), percebe-se que a densidade
eletronica localizada no BCP entre o par atdmico é crescente em quase todas as
etapas das reacdes em IEFPCM + OH2z-adic. Neste sentido, nota-se que a densidade
no BCP de Pt(ll)---Cu(l) no complexo reagente do caso dicloro € proxima ao valor
médio que encontra-se em ligagdo de hidrogénio, e quase duas vezes maior que a
correspondente no caso diaquo. No entanto, os produtos do caso dicloro néo
apresentam tal BCP devido a manutencdo da ligagdo Cu(l)-Scysts somada as
interacdes repulsivas entre as ligagdes Cu(l)-Scys1s e Pt(ll)-Scys15. Ja no caso
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diaquo, a densidade no BCP aumenta progressivamente e chega a um valor préximo
de uma ligagao de hidrogénio na estrutura de produtos.

Na segunda etapa dos dois casos, a densidade também aumenta nos devidos
BCPs até a formacado de produtos. No caso do dicloro, o valor da densidade nos
produtos de ET2 chega a quase o dobro da encontrada em uma ligagao de hidrogénio,
dado na literatura(PENDAS; CONTRERAS-GARCIA, 2023). Tal magnitude de
densidade eletrbnica pode ser observada também no caso diaquo, embora em etapa
distinta (ET3). Desta forma, entende-se aqui que a presencga de Cu(l) na estrutura
proteica pode proporcionar grande impacto na termodindmica e na cinética das
reagdes com tais complexos de Pt(ll), uma vez que as interacbes metal-metal
encontradas sédo reflexo de grandes acumulos de densidade eletronica localizadas
entre os atomos. A medida que as etapas da reacdo de substituicdo de ligantes
avanga, percebe-se 0 aumento progressivo da densidade eletronica em Pt(ll)---Cu(l)
concomitantemente com as diminuigdes da energia de barreira, apresentadas nas
secoes 5.1 e 5.2. As interagdes metal-metal, portanto, podem ser agentes de grande
participagdo na estabilizacdo de reagentes e complexos ativados na complexa rede
de interagdes nao covalentes que se geram nas estruturas.

Como dito anteriormente, mais consideracdes tedrico-computacionais e
experimentais sdo necessarias para chegarmos a conclusdo de que se trata de
ligagdo Pt(Il)-Cu(l) ou de interagbes metal-metal de natureza n&o covalente, embora
fortemente atrativas. No entanto, € importante mencionar que ja existem trabalhos na
literatura evidenciando complexos organometélicos e bioinorganicos onde um
determinado metal de transicdo pode se estabilizar mesmo se houver um numero de
coordenacdo menor que a prevista para a geometria do complexo e se o estado de
oxidacdo do metal € mantido. A nova denominacédo para este casos, chamada de
hemiquelacgéao, foi proposta em 2013 e sugere que interagdes predominantemente nao
covalentes entre um centro metalico e um grupo adjacente (podendo também ser
outro metal de transicdo) sdo possiveis e capazes de estabilizar estas
estruturas(CORNATON; DJUKIC, 2021; WERLE; BAILLY; KARMAZIN-BRELOT; LE
GOFF et al., 2013; WERLE; DOHM; BAILLY; KARMAZIN et al., 2017).

A analise topoldgica agora se concentra nas interagdes Pt(I1)---Hca, 0 hidrogénio

do carbono quiral de Cys18. Seus parametros V?p e sinall, * p dados na Tabela 12.
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Tabela 122: valores do Laplaciano da densidade eletrénica (V?p) e de (sinal 1,) = p dos pontos
criticos de ligagcido (BCP) entre o par atémico Pt(ll)---Hcq dos sistemas em IEFPCM + OHa.a4ic

cis—[Pt(NH3)2(Cl)2] cis—[Pt(NHs3)2(OH2)2]%*
VZp (sinal A,) * p Vp (sinal A,) * p

R1eT1 0,0201 -0,0077 Sem BCP Sem BCP
ET1 0,0415 -0,015 Sem BCP Sem BCP
P1eT 0,0350 -0,0113 Sem BCP Sem BCP
R2eT2 Sem BCP Sem BCP Sem BCP Sem BCP
ET2 0,0344 -0,0108 0,0535 -0,0190
P2er2 0,0544 -0,0165 0,0701 -0,0268
R3er3 - - 0,0409 -0,0129
ET3 - - 0,0371 -0,0114
P3ets - - 0,0220 -0,0065

Aqui os valores dos parametros mostram que todas as interagées Pt(Il):-Hca
também sao atrativas. As densidades eletrénicas localizadas entre este par atdmico
podem variar desde a terceira casa decimal até valores proximos a média de
densidade eletrdnica que encontra-se em ligagdes de hidrogénio (como € o caso dos
produtos de cis—[Pt(NHs)2(OH2)2]?*). Assim como na analise de Pt(ll)---Cu(l), alguns
tipos de interagao metal---hidrogénio similares também ja sao reportados na literatura,
podendo existir com hidrogénios da agua(LOPES; DE; DUARTE; ROCHA et al., 2006)
e de ligantes alquila(JERHAOUI; DJUKIC; WENCEL-DELORD; COLOBERT, 2019;
WU; DERAEDT; CORNATON; CONTRERAS-GARCIA et al., 2020). Nestes casos, 0s
autores utilizam a denominagao “interagdo agostica” e define que se trata de uma
interacdo deficiente de elétrons, contendo 3 centros e 2 elétrons. O metal, no caso,
interage com os elétrons envolvidos na ligagdo H-C e H-O(WU; DERAEDT,
CORNATON; CONTRERAS-GARCIA et al., 2020).
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5.3 Calculos de carga NBO

Visando-se o suporte de propriedades de estrutura eletrénica para melhor
compreensao dos mecanismos detalhados anteriormente, foram realizados calculos
de cargas NBO sobre cada estrutura obtida de cada mecanismo e seus dados de
cargas localizadas nos principais atomos envolvidos diretamente na reacgao (ligantes

de entrada e saida, Cu(l) e Pt(Il)) foram disponibilizados em graficos.

5.3.1 Fase Gas

Inicia-se pelos sistemas estudados em fase gas. Os demais atomos do sistema
nao considerados — carbonos, hidrogénios, oxigénios, nitrogénios das porgdes
proteicas — nao apresentaram mudancgas significativas de carga ao longo de todos os
processos. A Figura 56 apresenta um destes graficos, a iniciar-se pela forma
holoproteica (ETdiciCu) 1° caso (apresentado na subsecgéo 5.1.1).
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Figura 56: Grafico de cargas NBO (em C) localizadas para os principais atomos de ET4iciCu em
fase gas

O grafico acima apresenta uma redistribuicdo de cargas atdmicas no processo

de substituigdo de ligantes. Nesta redistribuicdo, S cys1s varia a carga de -0,537 C nos

reagentes para -0,240 C nos produtos, enquanto em —Clsaida @ variagao é de -0,470

C a -0,820 C. E possivel que a dinamica da distribuicdo de cargas esteja ocorrendo

de forma a recompor a carga em Pt(ll) durante o processo de troca de ligantes, pois
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sua variagao é pequena ao passo que as variagdes das cargas nos ligantes de entrada
e saida sdo mais expressivas. E possivel, portanto, que —Scys15 esteja doando carga
para o metal durante o processo de formacao da nova ligagdo de coordenagéo, uma
vez que o ligante —Clsaida €ncontra-se na forma aniénica nos produtos e com carga
negativa mais acentuada que nas estruturas de reagentes e de ET1dici. A carga em
Cu(l) demonstra ser pouco afetada, embora -Swcys15 esteja coordenado
concomitantemente em ponte com ambos os metais, formando o complexo bimetalico.
O comportamento observado em Pt(ll) e —SHcys15 demonstra-se parecido mesmo na

apoproteina pela Figura 57.
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Figura 57: Grafico de cargas NBO (em C) localizadas para os principais atomos de ETgici em
fase gas
Pt(ll) demonstra pouca alteragdo de sua carga parcial ao final da reacéo,
mantendo-se praticamente no mesmo estado observado em ET14iciCu. As cargas de
SHcys15 € SHeys1s também variam semelhantemente com a reacdo na holoproteina,
embora se iniciem por carga parcial mais positiva devido a sua forma tiol (em
comparagao com tiolato). Desta forma, a presenga de Cu(l) ndo se desponta como

um fator impactante na dindmica das cargas nos atomos ao longo destas reagdes, o
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gue nos leva a pressupor que a natureza dos ligantes —CI- e —SH/-S- sejam muito
mais relevantes.

Por outro lado, os casos de complexos de Pt(ll) diaquo tém demonstrado
comportamentos distintos. Como citado na subsecao 5.2.2, houve indicios de que as
cargas atbmicas pelos complexos formados ao longo das etapas estariam passando
por mudangas importantes, e que agora podem ser mais bem compreendidas pelas
cargas NBO calculadas, a iniciar por [CUCASC] pela Figura 58.
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Figura 58: Grafico de cargas NBO (em C) localizadas para os principais atomos de ETg4ion2Cu
em fase gas

No caso onde a platina tem —OH2 como ligantes, o metal se inicia como
reagente com mais baixa carga atdbmica localizada em si do que em cis—[Pt(NH3)2(Cl)z]
e que deve estar atrelado ao fato do atomo de oxigénio ser menos polarizavel que CI
e, portanto, uma base de Lewis mais dura. O grafico acima torna evidente o processo
de mudancga de cargas em Pt(Il) com o avango das etapas sucessivas de reagdes de
substituigdo dos ligantes. Na primeira etapa, —Scys15 se torna o primeiro ligante de
entrada e se pronuncia como possivel principal doador de carga eletrénica para Pt(ll).
Na segunda etapa (na qual ocorre a provavel formagcao ligacdo metal-metal), o

comportamento do grafico sugere que tanto Cu(l) quanto —S-cys1s atuam como
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doadores de carga para platina concomitantemente. Ja na terceira e ultima etapa, a
alteracao liquida da carga concentrada em Pt(ll) é desprezivel e o deslocamento da
carga eletronica parece ocorrer de —S-cys1s para Cu(l) “compensatoriamente”. Nota-
se, portanto, que a recepgéo de carga eletrbnica pela platina pode ser efetivada n&o
somente quando se estabelecem as novas ligagdes quimicas com atomos doadores,
como também pela deslocalizagdo de cargas para o metal a partir de —S-cys1s na 22
etapa da reacdo mesmo que antes de formagao da ligagdo (que ocorre somente na
3?2 etapa), possivelmente relacionado com a ligacdo metal-metal. Para os demais
grupos ligantes de Pt(ll) (grupos —NHs inertes e —OH2 de saida) e de Cu(l) (—Ncys15, —
Ocys15 € —OH2 advindo de Pt(ll)), ndo foram observadas mudancas de cargas atdmicas
NBO na mesma magnitude que os atomos discutidos aqui.

Estas observagbes ajudam a compreender varias discussdes feitas
anteriormente. O fato dos calculos de NCI para os possiveis produtos de ETZ2dgioH2Cu
mostrarem fortes interagdes de platina com hidrogénios vizinhos, por exemplo, pode
estar relacionado com a carga proxima de 0 para Pt(ll), passando a ter um carater
maior de doador de carga eletrbnica em interacbes n&o covalentes. Além disso, a
formacdo da piramide de base quadrada com Cu(l) central também ocorre
simultaneamente com seu aumento de carga positiva durante a segunda etapa. Tendo
em vista as abordagens tedrico-computacionais aqui mostradas, ha indicios de que
Cu(l) pode se somar a cadeia polipeptidica para desempenhar um papel suplementar
na estabilizagdo do complexo [CUCASC] com cis—[Pt(NH3)2(OH2)2]?* ao participar
diretamente de uma rede de interacdes nao covalentes, possivel formagdo de uma
ligacao metal-metal e por dindmicas importantes das cargas atdmicas no sitio ativo.

Quando Cu(l) é ausente do sitio ativo da proteina, os calculos computacionais
indicam semelhancas e diferengas importantes nas distribuicbes de cargas se
comparada a estrutura contendo tal cation metalico. A Figura 59 traz os resultados de

cargas NBO localizadas nos principais atomos organizadas em gréfico.
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Figura 59: Grafico de cargas NBO (em C) localizadas para os principais atomos de ETgion2 em
fase gas

Percebe-se aqui que Pt(ll) também adquire mais carga negativa no decorrer
das reagbes, com a diferenga de que ocorre de forma mais branda e que n&o atinge
a carga parcial proxima de zero ao final da platinagao dos grupos —SH. Por outro lado,
as variagdes de carga totais em SHcys1s € SHceys1s sdo proximas as observadas na
Figura 58. Os principais fatores que podem estar relacionados a estas diferengas nas
cargas parciais sao a presenga de hidrogénios ligados covalentemente aos enxofres
e a propria auséncia de Cu(l) que, no caso anterior, poderia atuar como um doador de

carga eletrdnica para estes grupos ligantes.
5.3.2 IEFPCM + OH2-adic

A Figura 60 mostra as mudangas nas cargas atémicas ocorridas no caso dicloro
em IEFPCM + OH2-adic.
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Figura 60: Grafico de cargas NBO (em C) localizadas para os principais atomos de ET4iciCu em
IEFPCM + OH;.agic

Neste caso onde foi possivel a obtengdo de uma segunda etapa, nota-se que
os comportamentos de mudanga de cargas para os metais sao praticamente os
mesmos observados em ETdgion2Cu em fase gas, embora sejam mudangas mais
brandas. Estes resultados levam a considerar a hipotese de que Cu(l) possa ser um
doador de carga, possivelmente pela polarizagdo que estaria ocorrendo com o
encurtamento da distancia entre os metais. Ou seja, Pt(ll) provavelmente seria um
centro que possua mais eletrofilicidade que Cu(l). Quanto aos demais ligantes de
entrada e saida, os comportamentos das curvas se repetem aos casos anteriores ja

discutidos.

Por fim, as mudangas nas cargas atdbmicas para o sistema ETdoH2Cu em

IEFPCM + OH2-adic € apresentado em grafico pela Figura 61.
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Observa-se que os comportamentos das curvas, no geral, também se repetem
em comparagao com a fase gas, tendo apenas leves mudangas nos valores de cargas

atbmicas.
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6. CONCLUSOES

Propriedades estruturais, cinéticas e termodinamicas de reag¢des teoricamente
propostas entre o sitio ativo de Mnk6 (nas formas apoproteica e holoproteica) e cis—
[Pt(NH3)2(Cl)2] e cis—[Pt(NH3)2(OH2)2]>* foram investigados e discutidos neste
trabalho. Os resultados indicam o maior favorecimento cinético e termodinamico na
fase gas das reagbes com complexos de Pt(Il) diaquo, uma vez que os ligantes —OH>
demonstram ser grupos abandonadores consideravelmente melhores que —Cl-. Por
outro lado, os efeitos de solvatagcdo mostraram que os casos envolvendo reagentes
dicloro e diaquo possuem energias de ativagao e de reagdo comparaveis.

Os resultados relativos as formas holoproteicas de CASC de Mnk6 também
indicaram que Cu(l) pode desempenhar um papel de destaque nas reagdes com
complexos de Pt(ll). No caso do reagente diaquo, o cation pouco afeta na 12 etapa de
reacao (potencial etapa determinante da velocidade), mas passa a contribuir para o
aumento da velocidade nas etapas seguintes e torna o processo mais exotérmico. Ja
nos reagentes dicloro, a presenga do metal causa maior impacto ao tornar a reagao
consideravelmente mais rapida e espontanea, uma vez que o caso destes reagentes
na auséncia de Cu(l) foi o Unico a apresentar AG: positivo. E possivel que Cu(l) possa
ser considerado um catalisador nestas reagdes, uma vez que as interacbes nao
covalentes fortes com Pt(ll) poderiam estabilizar reagentes e complexos ativados.
Além disso, Cu(l) poderia atuar como um agente doador adicional de carga a Pt(ll),
permitir que os enxofres se encontrem na forma de tiolatos (mais reativos que tidis) e
facilitar a reagcdo de substituicdo em Pt(ll) por Swcys15 € Scysts devido a fatores
geométricos. A presenca de Cu(l) e em efeito quelante com tiolatos permite que estes
ligantes estejam mais préximos e disponiveis para reagdo com Pt(Il). No que tange as
etapas em que foram possiveis a execuc¢ao de calculos de IRC, os resultados quanto
aos mecanismos das reagdes de substituicdo de ligantes sugerem que as trocas de
ligantes ocorrem por mecanismo de intertroca associativa.

O efeito da solvatagao implicita € mais significativo ao reagente dicloro em
comparagao ao diaquo. Também vale ressaltar que as redes de interacbes
intermoleculares atrativas possam ser mais fortes nos sistemas envolvendo o

complexo diaquo de Pt(ll) e o sitio holoproteico de CASC do que no caso do reagente
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dicloro de Pt(ll), podendo contribuir de forma mais significativa na estabilizagado dos
complexos ativados das etapas determinantes de velocidade (12 etapa).

Os calculos NCI ainda proporcionaram analise topoldgica quantitativa e seus
dados sugerem que as interagdes entre os metais de transicdo possuem carater n&o
covalente, sendo mais fortes que ligagdes de hidrogénio na maioria dos casos e
podendo ser um caso de hemiquelagdo. Além disso, interagdes Pt(Il):--Hca também
foram observadas e, embora mais fracas que ligagdes de hidrogénio, sdo importantes

na estabilizagdo da platina e podem ser casos de interagdes agosticas.
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7. APENDICE

7.1  Apéndice 1: Selecao de modelos apoproteico e holoproteico

Inicia-se aqui a apresentagcdo dos resultados pela triagem dos modelos
estruturais da proteina advindos de resultados experimentais. A Figura 1A.1
corresponde ao grafico de variagdes de energia no ponto (AE) e de energia livre de
Gibbs (AG) calculadas para os 30 modelos de CASC de Mnk6 sem a presenca de
Cu(l). Os valores de AE e AG de cada modelo foram obtidos em relagdo aos menores

valores de energias E e G da estrutura original e de otimizagao, respectivamente.
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Figura 1A. 1: Grafico de variagdes de energia no ponto (AE, em vermelho) e de energia livre de
Gibbs (AG, em azul) dos modelos de CASC sem Cu(l), em DFT

O modelo estrutural cuja energia no ponto foi a menor obtida refere-se ao

modelo M4, sendo, portanto, utilizado como valor de base para os calculos de AE dos

modelos restantes. Por outro lado, o modelo M11 correspondeu a estrutura de menor

G absoluto. Nao foi possivel a obtengcdo de todas as estruturas otimizadas por DFT

para CASC. Pode-se atribuir a quantidade consideravel de problemas ao elevado grau

de liberdade que esta fragdo polipeptidica possui (consideravelmente maior se
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comparado com a estrutura completa do DLM e com a forma coordenada ao Cu(l)), a
auséncia de solvente e a ndo consideracao da continuidade da cadeia polipeptidica.
Como resultado, estes fatores dificultam na convergéncia dos calculos.

Pelo 1° critério (segéo 4.1), fazem parte do grupo selecionado os modelos M2,
M4, M11, M15, M16, M19, M22 e M27. Na comparagao entre os calculos de
otimizacdo de CASC em cada grupo de modelos que convergiram, o nivel de
condensacgao das estruturas € aspecto mais visivel. Como ilustragéo, a Figura 1A.2
exibe as estruturas otimizadas dos modelos M1 e M11, correspondentes as de maior

e de menor AG, respectivamente.

(A) (B)

Figura 1A. 2: Estruturas otimizadas em DFT dos modelos M1 (A) e M11 (B), com destaque para
os atomos de SHcys1s € SHcys1s em amarelo

As estruturas que apresentaram maior distanciamento SHcys15—SHcys1s estao
entre as de maior AG, provavelmente por disporem de menor quantidade de pontos
de interagdo intramolecular. Varias regides de alta densidade eletrénica (como
oxigénios, nitrogénios e enxofres) estdo dispostas no espago sem a presenca de
hidrogénios ou quaisquer outros grupos positivamente polarizados vizinhos para
estabilizagdo destes atomos mais eletronegativos. As estruturas de menor AG, por
sua vez, apresentam maior aproximagao entre os aminoacidos € maior concentragao
de interagdes intramoleculares. Como consequéncia, a distancia entre os atomos
SHcys15 € SHcys1s localizados nas extremidades desta fracdo proteica € menor que as

estruturas menos estaveis.
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Pelo 2° critério (se¢ao 4.1), apenas M27 foi excluido e, portanto, foi aplicado o
3° critério (secao 4.1) para todos os outros modelos restantes, onde chegou-se a
conclusdo que M15 seria o modelo selecionado. A Figura 1A.3 exibe as estruturas
resultantes de calculos de energia no ponto e de otimizagdo para o modelo M15 de

Mnk6, em perspectiva aproximada entre si.

(A) (B)

Figura 1A. 3: Estruturas resultantes de calculos no ponto (A) e de otimizagao (B) para o
modelo de CASC M15 de Mnk6

Nota-se que as diferencas mais marcantes entre as estruturas acima sao a
rotacado do grupo —COOH terminal de Cys18 e do grupo N-C=0 da ligac&o peptidica
entre os aminoacidos Ser17 e Cys18, e rotagbes de hidrogénios para estabilizagdo
com centros mais eletronegativos.

Da mesma forma que a feita para o sitio ativo apoproteico, faz-se necessaria a
mesma avaliagdo das variagdes de energias para as estruturas holoproteicas. A
Figura 1A.4 exibe este grafico, produzido da mesma forma a apresentada

anteriormente.
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Figura 1A. 4: Grafico de variagdes de energia no ponto (AE, em vermelho) e de energia livre de
Gibbs (AG, em azul) dos modelos de [CUCASC], em DFT

O modelo M26, apds otimizagdo em DFT, foi o mais estavel dentre o grupo. No
entanto, as diferengas de AG entre M26 e os demais modelos sdo, no geral, pequenos,
sendo M8 a estrutura associada ao maximo de energia encontrado (aproximadamente
9,47 kcal.mol"). Este fator, somado com a maior taxa de sucesso na otimizagdo dos
modelos, podem ser atribuidos ao fato de que o grau de liberdade das estruturas é
reduzido com a presenga de Cu(l) coordenado, em comparagdo com os modelos
CASC sem o metal.

Baseando-se nos critérios estabelecidos, pdde-se concluir que os modelos M26
e M28 de [CuCASC] sao considerados os melhores candidatos para dar
prosseguimento com as simulagdes de reagdo com os complexos de platina. M26
sobressai pela maior estabilidade alcancada dentre os modelos; M28, no entanto, foi
o0 modelo que apresentou menor modificacdo estrutural apds a otimizagdo em fase
gas. Para fins de continuidade com os estudos de suas reagdes com complexos de
platina, foi escolhido o M26 como estrutura-modelo de base para os calculos de ET.
Tal fragdo polipeptidica é exibida na Figura 1A.5, utilizando-se o grupo S—cys15—Cu(l)—

S-cysts como referéncia de perspectiva no espaco.
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(A) (B)

Figura 1A. 5: Estruturas resultantes de calculos no ponto (A) e de otimizagao (B) para o
modelo de [CuUCASC] M26 de Mnk6

No M26 otimizado por DFT, o Cu(l) encontra-se coordenado pelos ligantes
Scys15 € Scysts com comprimentos de ligagéo de aproximadamente 2,27 A e 2,21 A,
respectivamente. Além das préprias ligagdes de Cu(l) com S-cys1s € Scysts, 0 resultado
da estrutura otimizada mostra que ha também uma proximidade significativa de Cu(l)
com Ncys1s, de aproximadamente 2,14 A. Este fator nos leva a sugerir que este atomo
de carater nucleofilico pode atuar como ligante na coordenagédo com o centro metalico,
com geometria trigonal plana. Embora a tricoordenagao seja rara para Cu(l), esta
observagéo vai ao encontro com o enunciado por outros trabalhos(BANCI; BERTINI;
CALDERONE; DELLA-MALVA et al., 2009; BANCI; BERTINI; CANTINI; FELLI et al.,
2006; CORAZZA; HARVEY; SADLER, 1996; PUFAHL; SINGER; PEARISO; LIN et al.,
1997; WERNIMONT; HUFFMAN; LAMB; O'HALLORAN et al., 2000). Existem ainda
alguns casos classicos para este tipo de complexo, onde um centro metalico grande
pode ser coordenado por 3 ligantes volumosos(ATKINS, 2010). Possivelmente, Ncys15
seria um dos responsaveis na atuacao direta do sitio ativo de CASC para captagcao
e/ou liberagao de Cu(l) pelo DLM. No entanto, é importante frisar que a estrutura em
estudo é um recorte da proteina, e as demais interacbes com aminoacidos vizinhos

s&o aqui negligenciadas.
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7.2 Apéndice 2: Estruturas de reagentes, ET, produtos e NCI de reagdes de
cis—[Pt(NHs3)2(Cl)2] e cis—[Pt(NH3)2(OH2)2]** com [CuCASC] em IEFPCM

(A) (B)

ET1diciCu (v = 121,88i cm™) ET1dioH2Cu (v = 135,23i cm™)

Figura 2A. 1: Estruturas de ET14iciCu e de ET14i0n2Cu em IEFPCM

(A) (B)

Forte atragdo: Ligagdes de

Interagbes de Forte repulsao: tensao

van der Waals estérica

hidrogénio, halogénio, etc

Figura 2A. 2: Resultados de NCI para ET14iciCu e ET14i0H2Cu em IEFPCM
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Figura 2A. 4: Estruturas otimizadas de reagentes e produtos de ET14iciCu (A e B) e ET14i0H2Cu
(C e D) em IEFPCM
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(A) (B)

Reagentes de ET14iciCu (IRC)

(B) (D)

Produtos de ET14iciCu (IRC) Produtos de ET1dion2Cu (IRC)

Forte atragcéo: Ligagbes de Interacdes de Forte repulsdo: tensao

hidrogénio, halogénio, etc van der Waals estérica

Figura 2A. 5: Resultados de NCI para reagentes e produtos de ET14iciCu (A e B) e de ET14ion2Cu
(C e D) em IEFPCM



122

ET14ion2Cu (v = 68,64i cm)

Figura 2A. 6: Estrutura de ET24i042Cu em IEFPCM

Forte atragao: Ligacbes de Interacdes de

. . . Forte repulsao: tensao estérica
hidrogénio, halogénio, etc van der Waals

Figura 2A. 7: Resultados de NCI para ET24i042Cu em IEFPCM
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(A) (B)

Reagentes de ET24ioH2Cu (IRC) Produtos de ET24ioH2Cu (IRC)

Figura 2A. 8: Estruturas otimizadas de reagentes (A) e produtos (B) de ET24i0n2Cu em IEFPCM
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7.3 Apéndice 3: Diagramas de coordenada de reagao de cis—[Pt(NHz3)2(Cl)z] e
cis—[Pt(NH3)2(OH2)2]>* com [CuCASC] em IEFPCM
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Figura 3A. 1: Diagrama de coordenada de reagdo entre [CUCASC]" e cis—[Pt(NHz3)2(Cl)2] em
IEFPCM
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7.4 Apéndice 4: Cargas NBO de atomos em reacgoes de cis—[Pt(NH3)2(Cl)2] e

cis—[Pt(NH3)2(OH2)2]>* com [CuCASC] em IEFPCM
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Figura 4A. 1: Grafico de cargas NBO (em C) dos principais atomos de ETgiciCu em IEFPCM

0,8 - Pt2+ - - = )
0,6 -
CU+ T o e (]
0,4 - m o
4 Tl
O 02- -
5 ]
% 0,0 -
P 0,2 - "’ L S L TS
g |
c 04 : .
O Cys15 gy 4 <
0,6 Cys18 h o
.0,8 -
Osal’ a2 Yoo EEE AT Vo,
-1,0 Sal':a12 ) S Ao X A X
| | | I | I I
R1.,, ET1 P1_. R2,, ET2 P2,

Figura 4A. 2: Grafico de cargas NBO (em C) dos principais atomos de ETgion2Cu em IEFPCM
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