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Resumo

Os complexos de ruténio (II) e (II1) tém atraido o interesse da comunidade cientifica como
potenciais medicamentos antitumorais, gracas a sua baixa toxicidade e capacidade de superar a
resisténcia aos medicamentos. Embora os metalofarmacos de Ru exibam atividade antitumoral
em ambos os estados de oxidac&o, é provavel que o ion metélico de Ru (1) seja reduzido a Ru
(1) in vivo. Dessa forma, os complexos de Ru (I11) atuariam como um pré-farmaco, que é ativado
por reducdo in vivo para se ligar de forma mais eficiente ao alvo bioldgico. Neste sentido os
compostos de ruténio (111) [Ru(NHs)4(H20)(pyz)]** e os iconicos: rutenato de trans-tetracloro
(dimetilsulfoxido) imidazol (111) [Im]trans-[RuCls(Im)(DMSO)] (NAMI-A) e rutenato de trans-
[tetraclorobis (1H-indazol) (I11)[IndH] trans- [RuCls(Ind)2] (KP1019), foram investigados no
presente trabalho gracas a suas atividades antineoplasica. Acredita-se que no mecanismo
associado a esses complexos de Ru (I11), a ativacdo por reducédo e troca de ligantes de cloreto por
moléculas de agua do solvente (hidrélise ou aquacdo) sejam duas etapas importantes para a
funcdo antitumoral de tais metalofarmacos. Com base em observacdes experimentais, trés
eventos estdo conectados a atividade bioldgica de tais complexos: i) Reducdo do centro Ru (111),
(ii) reacdo de troca de cloretos com moléculas de agua do meio solvente e (iii) interacdo com 0s
alvos bioldgicos. A sequéncia dos eventos dependera da cinética dessas reacdes e também do
potencial de reducdo das espécies, da concentracdo de cloretos e da estabilidade termodinamica
dos complexos formados. Neste trabalho, empregamos a Teoria do Funcional da Densidade
(DFT), no nivel TPSSh/Def2-TZVP, em combinacdo com o modelo de solvata¢do por SMD,
para investigar a eletroquimica do NAMI-A, KP1019 e seus produtos de hidrélise, bem como a
termodindmica de suas interacbes com moléculas bioldgicas do doador S (cistina (Cys),
glutationa (GSH)) e do doador N (guanina nos locais de coordenagdo N3 e N7). Nossos
resultados mostram que os compostos exibem comportamento eletroquimico diferente apds a
hidrélise. Enquanto o potencial de reducdo do [Ru(NHs)s(Pz)(CD]** e NAMI-A s&o sensiveis a
troca de ligantes, aumentando até 0,8 V para o ultimo complexo apds a hidrolise, o potencial de
reducdo do KP1019 permanece quase constante apos a primeira hidrolise. Todos os complexos
estudados tém preferéncia termodinamica a ser reduzida antes da hidrélise e 0 NAMI-A e
KP1019 apresentam forte preferéncia por hidrdlise sucessiva em vez de interagir com os ligantes
S-doador e N-doador. A interacdo com ligantes S-doador na forma desprotonada é altamente

desfavoravel, com a energia livre em solugdo (AGsol) > 18 kcal mol™*. Para ambos os complexos,



a interacdo com a guanina e a glutationa é da mesma magnitude (AGsol = 0,6 kcal mol™?), o que
significa que esses ligantes podem competir pela ligacdo ao metalofarmacos. Em contraste com
os complexos apresentados acima, a varia¢do da energia de Gibbs em fase gés € energeticamente
favoravel praticamente a todos os adutos [Ru(NHs)4(Pz)L]?*, exceto para o aduto de Ru-GN3. A
reacao de troca de ligantes H2O/NO do complexo NAMI-H2O com o NO foi investigada no nivel
de teoria B3LYP/DEF2-TZVP e também por meio do uso de calculos multiconfiguracionais
como o CASSCF. Nossos resultados mostraram que mecanismo se passa por um reagente e
estado de transicdo tripletos e a formacdo de um produto singleto. As energias eletrénicas de
ativacio e do processo reacional corrigidas apresentam valores de 7,53 e 30 kcal mol*
respectivamente. As transicOes entre os estados de spin foram estudadas por meio de MECP’s
(ponto minimo onde duas superficies de energia potencial se cruzam) obtidos no nivel
B3LYP/def2-TZVP de teoria. Foi possivel observar que o cruzamento entre sistemas com
consequente acoplamento dos spins eletrénicos deve acontecer no ponto do MECP-I11I, em que
concomitantemente haverd a transferéncia de carga NO > Ru e a formacdo do produto de
configuracdo [Ru""NO].

Palavras Chaves: Complexos de Ruténio; Complexos antitumorais; NAMI-A; KP1019 e DFT



Abstract

Ruthenium (11 and 111) Complexes have attracted the interest of the scientific community as potential
antitumor drugs, due to their low toxicity and ability to overcome drug resistance. Although Ru
metallodrugs exhibit antitumor activity in both oxidation states, metal Ru(l11) ion will likely reduce
to Ru (1) in vivo. Thus, Ru (111) complexes would act as a prodrug, which is activated by reduction
in vivo to bind more efficiently the biological target. Thus ruthenium (111) [Ru (NH3)a(H20)(pyz)]**
compounds and the iconic: trans-tetrachloro (dimethylsulfoxide) imidazole ruthenate(l11) [Im]trans-
[RUCls(Im)(DMSO)] (NAMI-A) and trans-[tetrachlorobis (1H-indazole) ruthenate(l11) [IndH]trans-
[RuCls(Ind)2] (KP1019), were investigated in the present study due to their antineoplastic activities.
This mechanism associated with the Ru (111) complexes, are activated by reduction and chloride
ligands exchange by water molecules in the solvent (hydrolysis or aquation), have two important
steps for anti-tumor function of such metallodrugs. Based on experimental observations, three events
are connected to the biological activity of such compounds: i) reduction of the Ru (l11) center, (ii)
reaction of exchange chloride with water molecules of the solvent medium and (iii) interaction of the
targets biological. The sequence of the events will depend, on the reactions kinetics and also on
species potential reduction, chloride concentration and thermodynamic stability of the complexes
formed. Density Functional Theory (DFT) calculations, at the TPSSh/Def2-TZVP level, in
combination with the SMD continuum solvation model, were performed to investigate the
electrochemistry and their hydrolysis products as well as the thermodynamics of biological molecules
interactions with S-donor (cystine (Cys), glutathione (GSH)) and N-donor (guanine at the
coordination sites N3 and N7). Our results show that the compounds exhibit different electrochemical
behavior upon hydrolysis. While the reduction potential of [Ru(NHs)s(Pz)(CD]** and NAMI-A are
sensitive to ligand exchange. NAMI-A complex increases to 0.8V after hydrolysis and the reduction
potential of KP1019 remains almost constant after the first hydrolysis. The NAMI-A and KP1019
complexes have thermodynamic preference to reduce before undergoing hydrolysis and strong
preference to undergo successive hydrolysis rather than interacting with donor S and donor N ligands.
Interaction with S-donor ligands in the unprotonated form is highly unfavorable, with the free energy
in solution (AGsel) > 18 kcal mol™. For both complexes, the interaction with the guanine and
glutathione are of the same magnitude (AGsol ca. —0.6 kcal mol™) meaning that these ligands can
compete for binding to the metallodrug. In contrast to the complexes presented above, the Gibbs
variation energy in gas phase is energetically favorable to virtually all adducts. The H20O/NO ligand
exchange reaction of the NAMI-H20 complex with NO was investigated at the B3LYP/DEF2-TZVP

theory level and will through the use of multiconfigurational calculations such as CASSCF. Our



results showed that mechanism goes through a triple reactant and transition state and the singlet
product formation. The corrected electronic energies present values respectively by 7.53 and 30 kcal
mol-1. The transitions between spin states have studied by MECP's obtained at the B3LYP / def2-
TZVP level of theory. It was observed that the intersection between systems with consequent coupling
of electronic spins must happen at the point of MECP-I111, where concomitantly there will be NO -

Ru charge transfer and configuration product formation [Ru''NO*].

Keywords: Ruthenium Complex, Antitumoral Complexes, NAMI-A, KP1019 and DFT.
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Capitulo 1 - Introducao

O perfil das doencas que mais matam no Brasil esta se modificando ao longo das ultimas décadas,
segundo o Ministério da Saude (MS). Enquanto na década de 30, as doencas infecciosas e parasitarias
eram as responsaveis pela maior taxa de mortalidade no pais (cerca de 46%), hoje as doengas que
mais matam estdo associadas ao estilo de vida contemporaneo. Dentre as principais patologias
“modernas”, o cancer apresenta um percentual importante de causas de morte no Brasil, ((24%)
segundo MS) ocupando o segundo lugar, como mostra a Figura 1.1, ficando atras apenas de doencas
cardiacas [1].

Diabetes
9%

Figura 1.1 Dados do Ministério da Saude sobre as doencas que mais causaram 6bitos no Brasil em
2018 [1].

O cancer pode ser definido como sendo uma lesdo constituida pela proliferacdo celular anormal,
descontrolada e autbnoma, em geral com perda ou reducéo da diferenciacdo celular, em consequéncia
de alteracdo nos genes que regulam o crescimento e diferenciagdo. Além disso, possuem crescimento
rapido do tipo infiltrativo, pois ndo apresentam uma capsula de tecido conjuntivo delimitando a area
de proliferacéo celular desordenado [2,3].

Segundo a Agéncia Internacional para pesquisa sobre o Cancer (International Agency for Research
on Cancer - IARC) estima-se que 0s casos globais do cancer tenham aumentado para 18,1 milhdes e
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9,6 milhGes de mortes em 2018. Um em cada cinco homens e uma em cada seis mulheres em todo o
mundo desenvolvem céncer durante sua vida, e um em cada oito homens e uma em cada 11 mulheres
morrem [4]. A Figura 1.2 mostra os dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para distribuicéo
proporcional dos tipos de cancer mais incidentes estimados para o ano de 2018 por sexo [5]. Como
pode ser observado, o perfil de incidéncia do cancer entre os sexos € muito variado necessitando de

estratégias terapéuticas mais apropriadas e eficazes.
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Figura 1.2. Dados do INCA sobre os novos casos de cancer no Brasil entre os homens e mulheres [5].

Diante do impacto que os fatores relacionados acima tém na populacdo, muitos sdo os esforcos
para encontrar formas eficazes de combater a doenca. Por exemplo, técnicas mais seguras e eficientes
para diagndsticos rapidos; formas alternativas de tratamento e, por Gltimo, sintese de novos agentes
antitumorais e testes biol6gicos. Um dos principais motivos de falha no tratamento contra o cancer
esta relacionado a metastase de tumores solidos, dessa maneira a quimioterapia a base de farmacos
sintéticas ainda é considerada a melhor escolha e, do ponto de vista terapéutico, o desenvolvimento
de novos compostos dotados de uma atividade anti-metastatica especifica € um tema de grande
importancia. Nesse sentido, foram desenvolvidos varios complexos de platina com atividade
antitumoral, os quais sdo ainda hoje os agentes mais eficientes para o tratamento de alguns tipos de
cancer[6-10]. Contudo, semelhantemente a outros farmacos, medicamentos a base de platina
apresentam varios efeitos colaterais, como a resisténcia intrinseca ou adquirida e toxicidade,
limitando a sua aplicagdo [11,12].

Muitos tem sido os esforcos no sentido de desenvolver novos compostos antitumorais a base de
metais para melhorar a eficacia clinica, reduzir a toxicidade geral e para ampliar o espectro de
atividade. Isto porque os ions metalicos exibem varios numeros de coordenacdo e varias geometrias
associadas, permitindo assim distribuir os ligantes espacialmente de modo a atingir melhor o alvo

pretendido [13-15]. Além disso, esta abordagem oferece vantagem de possiveis sinergismos de
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fragmentos metalicos/organicos. A atividade bioldgica de um farmaco organico pode ser aprimorada,
mascarando-a apds a coordenacdo de um ion metalico e, portanto, estendendo seu tempo de residéncia
no organismo, permitindo alcancar alvos bioldgicos de forma mais eficiente [13,14]. Outro fator
importante é que a complexacdo ao metal pode diminuir sua toxicidade através do transporte
direcionado para o local de ag&o especifico.

Dentre as novas possibilidades de metalofarmacos, complexos de ruténio tem se destacado gracas
a sua baixa toxicidade e capacidade de superacdo da resisténcia do farmaco. Outras vantagens sao:
métodos confidveis para sintetizar complexos estaveis com estruturas previsiveis; capacidade de ter
maltiplas agdes in vivo e in vitro que podem ser modificados e/ou moduladas pela troca de ligantes;
varios estados de oxidacdo acessiveis e um conhecimento crescente dos efeitos bioldgicos dos
complexos de ruténio [16]. Para exemplificar a acdo biologica de tais compostos, podemos citar a
reducdo de metastases de tumores pulmonares [17-20], a diminui¢do da ocorréncia de infartos, a
inibicdo da proliferacéo de linhagens de celulas cancerigenas no cancer de colo retal, sua habilidade
em se coordenar a biomoléculas importantes, 0 DNA [21] e algumas proteinas do plasma sanguineo
que exercem funcéo transportadora no organismo, como a albumina [21,22] e transferrina [21].

O ruténio (Ru) é um metal de namero atdmico 44 e esté situado no bloco d, oitavo grupo e no
quinto periodo da Tabela Periodica. Sua descoberta data de 1844, quando o quimico russo Karl
Karlovitch Klaus analisava residuos de platina. Em homenagem a sua terra natal, Klaus deu o nome
de ruthenia (do latim Russia) ao novo metal. Na natureza, € encontrado nos minerais laurita, RuSz, e
em pequenas quantidades na pentlandita, (Fe, Ni)eSg, geralmente junto com outros elementos do
grupo da platina. Os estados de oxidagdo mais comuns do ruténio sdo +2, +3 e +4, apesar de ser
possivel encontrar compostos desse metal cujo nimero de oxidagdo varia de -2 a +8, como, por
exemplo, o tetréxido de ruténio, RuO4 [23,24].

Compostos de ruténio com ligantes nitrogenados apresentam uma vasta gama de aplicacbes em
processos de grande interesse para a bioguimica e farmacologia. Como exemplo podemos citar a
aplicacdo de complexos de ruténio como agentes antitumorais [25], compostos que atuam como
imunossupressores [26], radiofarmacos [27], compostos envolvidos em terapia fotodinamica,
compostos que atuam na liberagdo controlada de Oxido nitrico no organismo, que por sua vez esta
envolvido em uma série de processos fisioldgicos importantes [28]. Devido a grande energia de
estabilizacdo do campo ligante, complexos de ruténio, em seus estados de oxidagdo mais comuns
(Ru(11), Ru(11) e Ru(IV)), apresentam estruturas octaédricas em solucao aquosa.

Uma vasta gama de compostos de ruténio foi sintetizada e testada quanto as suas propriedades
antitumorais. A maioria destes compostos, independente dos ligantes, demonstraram citotoxicidade

relativamente baixa e sdo menos toxicos do que a cisplatina, necessitando de uma dose terapéutica
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mais elevada. Esse baixo potencial citotdxico pode contribuir para aumentar a expectativa de vida do
portador da doenca.

A possibilidade de obtencdo de novos compostos com potencial quimioterapéutico é suportada
por observacdes de que 0s compostos de ruténio poderiam interagir com células tumorais melhor do
que com os tecidos normais. Esta interacdo se deve as caracteristicas quimicas dos ions de ruténio
que podem conferir uma maior seletividade quando comparada com outros compostos clinicos como
a cisplatina. Assim, os compostos a base de ruténio representam um caminho para a introducdo de
uma nova classe de farmacos antitumorais dotadas com um grande potencial para o tratamento de
tumores [16,28,29].

1.1 Propriedades Quimicas e Bioquimicas dos Complexos de Ruténio
Apropriadas Para Aplicacdes Bioldgicas

Os complexos de ruténio apresentam trés aspectos importantes que os tornam adequados para
uso médico, sdo elas: (1) Substituicdo de ligantes; (2) diferentes estados de oxidacdo acessiveis e (3)
habilidades do ruténio em mimetizar o ion ferro na coordenacdo com certas moléculas bioldgicas [29-
31].

1.1.1 Substituicdo de Ligantes

Reacdes de troca de ligante € um importante e determinante fator para a atividade antitumoral,
pois farmacos metalicos sofrem modificacdes ao atingir o alvo bioldgico, seja por interacbes com
macromoléculas e proteinas ou com pequenos doadores de enxofre e a 4gua presente no organismo.
Além disso, é necessario que o farmaco permaneca em sua forma ativa um tempo suficiente para
completar sua acdo e ser eliminada do corpo. Como a reacdo de troca de ligante é dependente da
concentragéo destes ao redor do complexo, doengas que alteram diretamente essas concentra¢des nas
células ou tecido vizinho podem ter efeitos na atividade do farmaco.

Uma provéavel explicacdo para a agdo antitumoral de composto de platina é a cinética de troca de
ligantes, que pode variar de minutos a dias, ao contréario de outros compostos de coordenacao, cuja
troca de ligantes ocorrem em microssegundos ou segundos. Desta maneira, 0s complexos de platina
possuem alta estabilidade cinética e previne reacdes de equilibrio rapido [30]. A cinética de troca de
ligantes em complexos de ruténio é comparavel ao de platina, isto €, ocorre em uma faixa de 10?2 a
10% st. Dessa maneira € possivel conferir aos complexos alta estabilidade cinética e prevenir reagoes
de equilibrio rapido [30,31,56]. A modulagéo dos ligantes pode interferir na cinética do complexo

para permitir um melhor controle da sua estabilidade.
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Compostos de coordenacdo Ru tém uma maior labilidade em comparagdo aos compostos de Pt
com a mesma esfera de coordenacéo, e isso marca uma diferenca relevante. De fato, os processos de
aquacdo relativamente rapidos e as reacdes de troca de ligantes dos compostos de Ru produzem vérias
espécies que sdo capazes de reagir com uma variedade de componentes bioldgicos, tornando possivel
0 desenho de fa&rmacos em que o alvo bioldgico ndo seja apenas 0 DNA [32]. Porém, é extremamente
dificil obter uma descri¢do satisfatoria do modo de agdo “verdadeiro” dos compostos de ruténio, pois
o papel individual de cada espécie de ruténio deve ser identificado e caracterizado, bem como sua

contribuicdo especifica para o efeito bioldgico geral [32].

1.1.2 Estado de Oxidacgéao

Ruténio é o Unico entre o grupo de metais de transicdo em que os estados de oxidacdo I1, 1, IV
sdo todos acessiveis em condicdes fisioldgicas [16,31,33-35]. Esta é uma caracteristica
particularmente importante porque permite o desenho de farmacos que sdo ativas apenas no alvo
biolégico e também pode prevenir reacdes paralelas. Nestes estados, o centro metalico é
predominantemente hexacoordenado, com geometria octaédrica. Portanto, 0 modo de coordenacgao
com o DNA é diferente do observado com a Pt (I1). O ambiente de coordenacéo ao redor do ruténio
desempenha um importante papel na estabilizacdo desses diferentes estados de oxidacéo e, portanto,
determinam a propriedade redox do ion metélico central [36-38]. Apesar de 0s compostos com ion
metalico Ru tanto no seu estado de oxidacdo Il quanto como no Il apresentarem atividade
antitumoral, € provavel que o ion metalico Ru (I11) seja reduzido para Ru (11) in vivo. Dessa maneira,
os complexos de Ru (I1l) atuariam como pré-farmacos ativadas por reducdo in vivo, em tumores
solidos, para se ligar com maior eficiéncia ao alvo bioldgico [16,29,33-35]. Pro6- farmacos sdo
substancias quimicas que sofrem transformaces no meio biol6égico, com o objetivo de tornar-se um
farmaco ativa.

No sistema bioldgico, a reducéo de Ru (I11) e Ru (IV) é favorecida pela glutationa, ascorbato e
proteinas transportadoras de elétrons, porém, esse processo pode ser revertido na presenca de
oxigénio molecular e pela citocromo oxidase. O processo de reducdo parece ser mais eficaz em
tecidos tumorais hipoxicos, ou seja, com baixa concentracdo de 02[34,39]. Isso ocorre gragas a
alteracdo do metabolismo em células cancerigenas de tumores solidos, devido ao aumento no
consumo de nutrientes. Por esse motivo, essas células realizam glicélise anaerdbica para obter
energia, gerando &cido latico e consequentemente diminuindo o pH do meio intracelular. Como
resultado h&4 uma diminuicdo do potencial eletroquimico relativo dentro das células tumorais, em

relacdo as células saudaveis, favorecendo a reducdo do Ru(lll) para Ru (11) [39]. Outro fator que
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favorece a redugdo do ion Ru(lll) é a maior concentracdo de glutationa em células tumorais. A
“ativacdo por redu¢ao” é uma das propostas de mecanismo de acao desses farmacos. Em teoria, se 0
complexo ativo de Ru (I1) deixar a condicdo anerdbica, ele sera novamente convertido no composto

mais inerte Ru (I11) por uma variedade de oxidantes biolégicos[31].

1.1.3 Mimetizagao do fon Ferro (111)

Farmacos a base de ruténio sdo menos tdxicos quando comparados aos complexos de platina,
devido a capacidade do ruténio em imitar o ferro em sua coordenagdo com biomoléculas, tais como
a transferrina e a albumina. Dessa maneira, 0s metalofarmacos a base de ruténio podem ser
transportados e liberados de forma seletiva em células tumorais. Transferrina é uma glicoproteina de
massa molecular aproximadamente de 80 kDa. Ela é encontrada no plasma sanguineo com uma
concentracdo aproximadamente 2,5 g/L. Essa é responsavel pelo transporte e solubilizagdo do ion
Fe(111) no plasma, assim como a albumina [40]. A liberagdo do ion é induzida pela diminuicdo do pH
que deve promover a protonacdo do anel imidazélico e/ou induzir mudancas na disposicdo das
interacdes de hidrogénio intramolecular entre lisinas no N-lobalo[40].

Em condicoes fisioldgicas, a transferrina circula no sangue com cerca de 30% de saturacdo de
Fe(l11) e h4, portanto sitios disponiveis para transportar outros ions metalicos trivalentes. Compostos
de Ruténio com ligantes nitrogenados do tipo [Ru(H20)(NHs)s]?>*, [Ru(CI)(NHs)s]?*, trans-
[Ru(Cl)s(Imidazol)2]” e trans[Ru(Cl)s(DMSO)(Imidazol)]’, se ligam prontamente & nitrogénios
imidazélicos de residuos histidil acessiveis na superficie de algumas proteinas. No entanto, ambas as
cinéticas de equilibrio de associacao e liberacdo de ruténio sdo altamente dependentes do complexo
envolvido [42-45].

Células tumorais requerem maior gquantidade de nutrientes, que pode ser suprida pela
angiogenése, que promove um aumento do fluxo sanguineo resultando em uma maior captacdo de
nutrientes. Além disso, células cancerosas se dividem mais rapidamente que as células saudaveis,
necessitando, portanto, de uma maior quantidade de ions ferro. Como resultado, ha um aumento na
regulacdo do numero de receptores de transferrina na superficie celular e assim potencializando o
sequestro de transferrinas circulantes. Estudos in vivo com o complexo ®RuCls; tem mostrado um
aumento na concentracdo de °*Ru no interior de células cancerigenas quando comparadas com
células normais, indicando uma captacéao especifica desse metal [46]. No interior das células tumorais
ou dos endossomos, 0 baixo pH e o potencial de redugdo do complexo transferrina-Ru (111/11)
acessivel em condi¢des fisioldgicas favorecem a liberacdo de compostos de ruténio dos sitios de

ligacdo da proteina.
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Apesar das generalizaces feitas neste topico ter sido repetida em diversos trabalhos na literatura
acerca dos metalofarmacos a base de ruténio, é importante ter uma visao critica do ponto de vista
quimico sobre tais generalizacGes. Segundo a mais recente organizacdo da tabela periddica os
elementos sdo organizados em grupos por possuirem propriedades semelhantes. Dessa forma,
propagou-se a ideia de que, sendo o ferro e o ruténio elementos do mesmo grupo, entdo a aparente
baixa toxicidade de compostos de ruténio derivaria do fato de que o “metabolismo” do ruténio em
sistemas bioldgicos seria 0 mesmo do ferro[47].

No entanto, € sabido que a quimica do ferro é bastante diferente e envolve varia¢Ges da relagao
carga/raio e estabilidade de spin que é modulada pelos ligantes na esfera de coordenacao do ion Fe(ll)
e Fe(lll). J& o ruténio, predomina na condicdo de distribuicdo eletrénica de spin baixo, portanto,
apresenta um valor praticamente fixo de raio para cada estado de oxidacdo [14]. Outro fator
importante € que o ruténio apresenta um raio maior comparado ao ferro. Por esse motivo ele torna-se
um é&cido mais mole do que o ferro, impactando significativamente sua reatividade. Portanto, ndo é
adequado justificar um estudo de complexo de ruténio com base na ideia de que suas propriedades,
no que diz respeito a atividade bioldgica e citotoxicidade, decorrem de sua semelhanca com o ferro.

Em relacdo ao fato de o ruténio ser o Unico entre o grupo de metais de transi¢do em que os estados
de oxidacdo Il, I1l, IV serem todos acessiveis em condic@es fisioldgicas € uma descoberta importante
[48]. Porém, assumir que as propriedades redox observadas in vitro possam ser estritamente
reproduzidas para a quimica redox in vivo é imprudente, por mais que seja conveniente. Isto porque
a Unica situacdo na qual os valores de potenciais redox observados poderiam se manter alinhados
seria para casos onde os complexos sdo inertes, mesmo com a diversidade de moléculas bioldgicas,
como proteinas e solu¢des aquosas presentes nos organismos Vivos.

Outra ideia que também tem sido cultivada ao longo dos anos é a de que a transferrina poderia
atuar como um transportador seletivo de farmacos de ruténio para tecidos cancerigenos. O problema
é que além de tal ideia ndo ter sido comprovada, evidéncias experimentais sugerem que os adutos de
transferrina com esses compostos de ruténio ndo sdo os principais adutos formados no sangue apds
sua injecdo. No caso do KP1019, verificou-se que a porcentagem de complexo associado a
transferrina é - na melhor das hipoteses - apenas uma fragdo muito pequena do total administrado[49-
53]. Experimentos in vitro mostraram também que, quando se incuba células com transferrina (HSTY)
previamente carregada com KP1019 - um complexo antitumoral que sera abordado na préxima sessao
- sua internalizacdo diminui em comparagdo com a incubagdo com o complexo em solugéo. Esse fato
sugere que, embora a ligacdo da HSTf com o complexo de ruténio ocorra, € possivel que o aduto
formado ndo tenha a conformacéo correta para interagir com os receptores celulares [47]. Novamente
a mimetizacdo do ruténio o com o ferro € questionada, pois HSTf € conhecida justamente por ser

transportadora de ferro e outros metais para as células.
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1.2 Farmacos em Teste Clinico

Existem atualmente dois compostos antitumorais de ruténio(ll1) que estdo sendo avaliados em fase
clinica, gracas a sua ampla atividade anti-neoplésica. S&o eles: o (trans-
tetraclorido(dimethilsulfoxido)imidazolrutenato(l11)([Im]trans-[RuCls(Im)(DMSO)] ™),  conhecido
como New Anti-tumour Metatastasis Inhibitor-A (NAMI-A), em que Im é o ligante imidazol e A é
porque trata-se do primeiro da série [54]. O outro complexo é o trans-[tetracloridobis(1H-
indazol)rutenato(l11)] ([IndH]trans-[RuCla(Ind)2] ™), conhecido por KP1019. As estruturas de ambos

os farmacos sdo mostradas na figura 1.3.
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Figura 1.3. Estrutura quimica dos compostos NAMI-A (A) e KP1019 (B).

Apesar de sua aparente relacdo estrutural, emergem perfis biolégicos e farmacoldgicos
profundamente distintos. O NAMI-A é capaz de inibir, de forma eficaz, o desenvolvimento e
crescimento de metéstases pulmonares em modelos experimentais de tumores solidos in vivo [54],
enquanto que o KP1019 apresenta atividade citotoxica por inducdo de apoptose em uma grande
linhagem de células cancerigenas, especialmente tumores colorretais [55]. Ambos complexos sdo
considerados como promissores agentes antitumorais. No entanto, hd ainda um conhecimento
limitado em relacdo & maneira como o complexo metalico penetra na célula tumoral e o quanto é

inativado.
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Em relacdo ao NAMI-A, acredita-se que sua acao se passa por trés etapas, sao elas: (1) interagao
com o ciclo de regulacéo celular, resultando em acumulo transiente de células em fase de divisao
celular G2/M; (2) inibicdo de matriz de metaloproteinases; (3) aumento da matriz extracelular em
torno da vasculatura do tumor, evitando assim que as células neoplésicas invadam tecidos e sangue
nas proximidades dos vasos e (4) ligacdo através de uma coordenacéo a &cidos nucléicos, causando a
morte celular [46,56,57]. Estudos toxicologicos em cdes e ratos revelaram um perfil de toxicidade
aceitavel. A meia-vida calculada foi de aproximadamente 18 h. A toxicidade foi observada em
concentragdes superiores a 50mg/kg /dia e em ratos que sobreviveriam foi revertida com 3 semanas
apods o fim do tratamento[58].

Em humanos, foi observado que a dose maxima recomendada é de 300mg/m?/dia, em caso de
doses maiores ha o aparecimento de bolhas doloridas nos pés e maos [59]. Outros efeitos colaterais
da NAMI-A incluido anemia, linfopenia, fadiga, anorexia, estomatite, edema periférico, alopecia,
nauseas, diarreia, zumbido, entre outros. Anormalidades bioquimicas incluiram pequenas elevagoes
de creatinina (todas reversiveis em menos de 3 semanas) e hiperbilirrubinemia. A maioria do farmaco
no plasma foi ligada a proteina. Ruténio foi encontrado também acumulado nas células brancas do
sangue, mas a sua acumulacgdo ndo era diretamente proporcional a dose diaria total de exposicao ou
NAMI-A [59].

Ja 0 KP1019, acredita-se que sua acdo antitumoral se deve a promogdo de apoptose de varias
linhagens celulares de cancro, através da interacdo com biomoléculas transportadoras de elétrons,
despolarizacdo da membrana mitocondrial e ativacdo de caspases-3, bem como para baixa modulacao
do fator anti-apoptdtico Bcl-2[59]. In vivo, KP1019 revelou forte atividade citotdxica em tumores
murinos transplantados, como o carcinoma do c6lon MAC15A, que é um tipo de cancro com
resisténcia a quimioterapia [59], além de tumores colorretais autoctones do rato se assemelham cancer
de colon humano em aparéncia histoldgica, progressao metastatica, interacdes tumor-hospedeiro. A
dose maxima tolerada ndo poderia ser alcangada mesmo quando KP1019 foi dada a 600 mg duas
vezes por semana durante 3 semanas. A dose ideal para estudos de fase 11 foi fixada em 400 mg (dose
fixa) nos dias 1, 4, 8, 11, 15, e 18 de um ciclo de 3 semanas, porém a solubilidade do farmaco é um
fator limitante de sua aplicacdo[61]. Apds a administragdo intravenosa, observou uma alta
coordenacdo do KP1019 com as proteinas plasmaticas (principalmente albumina e em menor medida
de transferrina).

NAMI-A e KP1019 formam no geral, um caso Unico e exemplar no campo da quimica inorganica
medicinal como promissores candidatos a farmacos anticancer. Isso pode ser atestado pela quantidade
consideravel de estudos sobre suas respectivas caracteristicas quimico-biologicas e o fato de serem
0s Unicos metalafarmacos a serem introduzidos em estudos clinicos. Porém, os testes clinicos foram

descontinuados apos a conclusdo da fase I, pois, apesar da baixa citotoxicidade nos testes in vitro e
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in vivo em fase pré-clinica, o composto NAMI-A mostrou-se tdxico nas condi¢des de realizaco dos
testes em humanos [62]. E justo, no entanto, dizer que o NAMI-A contribuiu muito para aumentar o
interesse em compostos metalicos anticancerigenos contendo metais diferentes de platina e - acima
de tudo - para ampliar a abordagem racional para este campo. Dessa maneira, a licdo aprendida com
NAMI-A deve ser utilizada para a concep¢do de melhores agentes anticancerigenos de ruténio e para

a preparacdo de moléculas contendo fragmentos de ruténio[32].

1.3 Estudo computacional de sistemas com interesse bioldgico

Apesar de muito progresso ter sido conseguido na sintese e caracterizacdo de complexos
metalicos de Ru(I1)/Ru(l11) existem vérios aspectos da atividade antitumoral de compostos de ruténio
que ainda estdo em aberto. Como um exemplo disso, podemos citar o entendimento detalhado
(fundamental) do efeito dos ligantes em torno da esfera de coordenacdo do metal na indugédo da
atividade esperada e nos potencias de reducdo, o efeito do meio solvente sobre a estabilidade,
reatividade e propriedades espectroscopicas destes complexos, a seletividade na interacdo com as
biomoléculas alvo do organismo como o0 DNA.

A quimica computacional se mostra uma ferramenta importante para, em conjunto com estudos
experimentais, validar algumas propostas mecanisticas através do estudo isolado destes processos.
Alem disso, é possivel extrair conhecimento da vasta quantidade de dados cada vez mais detalhados
e alinhar tais dados a uma descricdo analitica abrangente da funcdo biol6gica com o objetivo de
predizer uma propriedade de interesse. Os fenbmenos bioldgicos necessitam de uma compreensao
precisa da multiplicidade de componentes que Ihes ddo origem e de uma concepcdo clara das
interacGes dindmicas entre os componentes individuais em todos os niveis de integracdo funcional.

O estudo tedrico pode fornecer informacdes sobre as barreiras energéticas envolvidas nos
processos de interacdo, complexo-biomolécula, investigar a natureza das interacdes Metal-Ligante
(M-L), fornecer subsidios para se entender a influéncia eletrénica do metal e dos ligantes sobre o
processo global, investigar a influéncia do meio solvente sobre a distribuicdo de produtos,
estabilidades relativas, investigagcdes espectroscopicas, investigar o efeito do meio sobre processos
de transferéncia de carga Metal-Ligante e propriedades magnéticas, entre outras possibilidades.

Sob um ponto vista tedrico, o estudo de processo reativo envolvendo compostos organometalicos e
complexos metalicos em solucdo é hoje uma éarea de fronteira dentro da Quimica
Tedrica/Computacional. Estes processos apresentam inumeros desafios e peculiaridades

metodoldgicas, a saber:
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(a) A presenca de metais de transicdo (que possuem elevado nimero atdmico, orbitais d, f etc.) nestes
compostos faz com que efeitos relativisticos (usualmente ndo levados em consideragdo no tratamento
tedrico de sistemas organicos), sejam devidamente tratados.

(b) O sinergismo presente nas ligacdes M-L (doacdo e retrodoagéo de densidade eletronica), requer o
uso de métodos que levem em consideracao efeitos de correlacdo eletrénica dindmica, que demandam
um elevado custo computacional.

(c) O sinergismo presente nas ligacdes M-L também faz com que novas metodologias sejam
desenvolvidas com o intuito de se quantificar efeitos comumente observados na quimica
organometalica, como, por exemplo, efeito cis e efeito trans de ligantes.

(d) Diferentes multiplicidades de spin que os sitios metalicos possam apresentar;

(e) Como os processos de interesse neste projeto ocorrem em solucdo, metodologias devem ser
aplicadas e/ou desenvolvidas com o intuito de avaliar o efeito do meio solvente sobre estes processos,
0 que no caso dos compostos de Ruténio e outros metais de transicao, implicaria no desenvolvimento
de potenciais de interacdo intermoleculares visando o estudo mecanico-estatistico (Monte Carlo ou

Dinamica Molecular) classico ou através de dindmica quantica (Carr-Parrinelo).

1.4 Objetivos

A ideia central que norteou o presente trabalho foi o entendimento fundamental de como os
efeitos eletrdnicos e espaciais dos ligantes, bem como o efeito do solvente estdo correlacionados com
a atividade de compostos antitumorais de Ru(I1)/Ru(l11) utilizando mecanica quantica computacional.
Acreditamos que este tipo de entendimento é de fundamental importancia para o planejamento
racional de novos farmacos a base de Ruténio. Muitos trabalhos tedricos importantes, nessa linha de
pesquisa e citados neste trabalho, tém focado em estudos termodinamicos envolvendo ativacdo e/ou
reducdo de complexos metélicos. Este trabalho, por outro lado, estd focado na avaliagdo
termodindmica dos modos de interacdo do ion metalico Ru(Il)/Ru(l1l) com alvos biol6gicos que
consideramos estratégicos para a ativade antitumoral dos complexos que foram analisados. Portanto,

temos como metas:

a) Avaliar o efeito da reacdo de substitui¢do de cloretos por 4gua (aquacdo) no potencial de redugéo

dos complexos listados abaixo:
trans-[Ru(CIl)(NHs)a(piridina)]?*
trans-[Ru(Cl)s(Indazol)2]

trans-[Ru(Cl)4(DMSO)(Imidazol)]
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Tais complexos foram escolhidos por apresentarem interesse bioldgico, pois possuem atividades
antitumorais e também pela simplicidade de suas estruturas, constituindo, portanto, como exemplos

de modelos “simplificados” para a proposta de estudo.

b) descrever a termodindmica de solvatacdo e interacdo de complexos de ruténio com os alvos

bioldgicos cisteina (Cys), glutationa (GSH) e guanina (nos sitios N3 e N7),
c) estudar o mecanismo de reagcdo do NAMI-A com a molécula NO.

Esta Tese esta organizada da seguinte maneira: No capitulo 2 as fundamentacdes tedricas utilizadas
para a realizacdo dos calculos que se seguirdo nos demais capitulos foram descritas. No capitulo 3, o
comportamento eletroquimico dos complexos NAMI-A, KP1019 e trans-[Ru(NH3)3(Pz)(C1)]**, bem
como dos seus produtos de hidrdlise mais relevantes serdo estimados. No capitulo 4 o processo de
interacdo em solucdo dos complexos listados no item a com os alvos bioldgicos cisteina, glutationa e

guanina serdo abordados. No capitulo 5, sera explorado o mecanismo da nitrosilacédo do aduto monoagquo-
NAMI-A.
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Capitulo 2 — Fundamentacéo Teorica

Neste capitulo serdo mostradas algumas nogbes basicas de uma das mais poderosas e bem-
sucedidas teorias cientificas ja desenvolvidas: a mecénica quantica. Além disso, serdo discutidas
brevemente as ferramentas tedricas utilizadas durante a construcdo dessa Tese. O objetivo desse
capitulo ndo é ser completo em si, pois, 0s assuntos aqui abordados ja foram discutidos com rigor em
varias referéncias.

A quimica teorica pode ser pensada como uma base de modelos que descrevem os sistemas
quimicos de maneira quantitativa ou semiquantitativa. Nesse sentido, ela teve seu inicio com algumas
ideias envolvendo valéncia e periodicidade, mas seu desenvolvimento ao seu nivel atual se deu gracas
a mecanico-quantico de 1920 [1,2]. Desde entdo, seu objetivo € resolver, com a maior precisao
possivel as equacdes, exatas da mecanica classica e da mecénica quéntica.

A quimica computacional, por sua vez, abrange 0s metodos matematicos, bem desenvolvidos
implementados em um computador em que o foco principal é resolver problemas quimicamente
relacionados por meio de calculos[1]. Os avanc¢os dessa area sao, portanto, dependentes do aumento
da performance dos computadores modernos, com calculos usufruindo de paralelizacdo dos
processadores atuais além da acessibilidade financeira a componentes de hardware. A combinacao
entre quimica tedrica e computacional pode tornar analises de sistemas quimicos/bioquimicos
complexos e com grande custo computacional possiveis, através do desenvolvimento de uma grande
variedade de técnicas para calculos numéricos[1,2].

No contexto da quimica tedrica, a descricdo de fendmenos fisicos e quimicos pode ser feita
qualitativamente e, em muitos casos, bons resultados quantitativos podem ser obtidos. Dessa maneira,
a quimica teorica/computacional pode ser considerada um grande elo entre experimento e teoria.
Mediante o grande desempenho e a capacidade de armazenamento de dados das maquinas atuais
pode-se “reproduzir virtualmente” conjuntos de sistemas experimentais através de modelos bastante
razodveis. Seguindo a aplicacdo dos mais diversos métodos computacionais, fruto das aproximacdes
na teoria quantica, ao fim de experimentos computacionais é possivel obter em nivel molecular

propriedades de interesse, inclusive aquelas inacessiveis experimentalmente.

2.1 Fundamentos De Mecanica Quantica

A espectroscopia praticada em meados de 1900, a respeito da radiacdo de corpo negro e das raias

de hidrogénio, levou a um entendimento maior do comportamento da natureza. A mecanica quantica
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emerge neste contexto, trazendo a tona diversas novas perguntas sobre a realidade fisica, e causa
grande debate entre os cientistas que tentavam entender cada um dos experimentos ou equacoes que
surgiram a partir dai. O principio fundamental dessa nova mecanica é o da existéncia de um espaco
linear complexo de Hilbert (') cujos elementos s&o caracterizados como funcGes de onda ou vetores
de estado, mas que (em rigor) carecem de significado fisico [3,4]. Para os elétrons em &tomos, ou
moléculas individuais a mecénica quantica € sempre necessaria.

Na mecénica quantica é possivel descrever o comportamento de um sistema a partir da funcéo
de onda ¥ do mesmo, pois, é nela que se concentra todas as informacdes do sistema. No formalismo
matematico usado, ¥ é uma funcdo que existe em um espaco de Hilbert de dimensdes apropriadas
para a analise do problema, porém ela ndo apresenta em si significado fisico. Para isso, calcula-se o
quadrado do médulo da mesma em uma dada posicdo 7 e instante t, obtendo-se assim informacdes
sobre a densidade de carga em algum ponto do sistema. Além disso, com o uso de operadores
matematicos hermitianos aplicados a funcdo de onda, é possivel extrair outras grandezas fisicas, como
aenergia do sistema, o estado de spin de alguma particula, ou outras caracteristicas de interesse. Para
0 caso da modelagem de um sistema que possa ser representado por um estado estacionario, a equacgao

de Schrodinger néo relativistica e independente do tempo é escrita na forma da equacéo 2.1.

Hy (@) = Ep(7) (2.1)

Em que H representa o operador hamiltoniano do sistema, o qual é composto pela soma dos
operadores das energias cinética e potencial, Y é a funcdo de onda que descreve o sistema, 7 é o vetor
que descreve as coordenadas espaciais e de spin e E € a energia de um dos estados do sistema. Essa
equacdo é, do ponto de vista matematico, uma equacdo de autovalor e autovetor, cuja solucdo tem
por objetivo determinar a energia e a funcéo de onda do estado em estudo.

Em tese, para a solucdo da equacdo de Schrodinger é preciso construir o operador hamiltoniano
e determinar as condigdes de contorno que caracterizam o sistema. Porém, para sistemas de interesse
dos quimicos, como moléculas de maior complexidade, atomos multieletronicos, e interacGes entre
estes entes, a fung@o de onda nédo pode ser obtida de forma exata e analitica, devido a complexidade
da equacdo de Schrodinger. Este problema é contornado utilizando metodos de calculos que
possibilitam a obtengdo de funcGes de onda que expressam com boa precisdo as propriedades de
sistemas de muitos corpos. Como exemplo de alguns desses métodos, tem-se 0s métodos ab initio ou
métodos de primeiros principios [5], os métodos semiempiricos [6] e 0s métodos baseados na teoria
do funcional da densidade [7], no qual ao inves da funcdo de onda o objeto de estudo € a densidade

eletrbnica.
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Nesta Tese, a teoria do funcional da densidade foi utilizada em conjunto com métodos continuos
de solvente para avaliar os potenciais de reducdo e reatividade dos complexos aqui investigados. Nos

topicos seguintes desse capitulo apresentamos uma breve descricao dos fundamentos desses métodos.

2.2 Método de Hartree-Fock

Para uma molécula, o operador hamiltoniano ndo relativistico expresso na forma em unidades

atbmicas (me=e=h=1) é dado a seguir.

1 1 Z 1 YAVA
A=—sV , —vZ_sM __yZ_gN sM ZA 5N sN —4sM sm 2278 (22
p=15 Vu A=1 2M, A u=14A=1 » U=149>u » A=14B>A n
O operador hamiltoniano pode ser escrito de forma mais compacta como
A= T, + T.(R) + Von(7 R) + Vo (", 7) + Vyn(R,R) (2.3)

Na equagédo 2.2, os dois primeiros termos do lado direito estdo relacionados com a energia
cinética dos elétrons e nucleos respectivamente. Os demais termos representam a atracéo elétron-
nucleo, repulsdo elétron-elétron e repulsdo nucleo-ndcleo. Na expressdo 2.2, Z, € 0 nimero atbmico

do nucleo A, Zp € o nimero atdmico do ndcleo B, 7,4 € a distancia entre o elétron u e o nlcleo A,

ﬁAB é a distancia entre os nlcleos A e B e 7,9 € a distancia entre os elétrons u e 9; N e M indicam,
respectivamente, os numeros de elétrons e nucleos do sistema. Na equacdo 2.3, 0S mesmos termos

sdo representados de forma mais compacta, porém as grandezas 7 e R representam as coordenadas
espaciais dos elétrons e dos nucleos respectivamente.

O termo de repulséo elétron-elétron presente no hamiltoniano do sistema (4° termo eq 2.2 e 2.3),
dificulta a resolugéo da equacao de Schrodinger, porque os termos repulsivos intereletrénicos nao sao
separaveis. Além disso, em sistemas moleculares o hamiltoniano é constituido de termos que sdo
dependentes explicitamente das posi¢des do nucleo. Para contornar tais dificuldades, faz-se uso da

aproximacdo de Born-Oppenheimer [7], a qual permite desacoplar os movimentos eletronico e
nuclear. O termo I7eN(F, ﬁ) é grande e ndo pode ser negligenciado; no entanto, podemos tornar a
dependéncia R paramétrica, de modo que a funcdo de onda total seja dada como ‘P(?, ﬁ) =

W(7, ﬁ)x(ﬁ). A aproximacao de Born-Oppenheimer (ABO) baseia-se no fato de que os nucleos séo
muito mais massivos que os elétrons (1836 x), por esse motivo, é possivel dizer que os nlcleos estao

praticamente fixos em relagdo ao movimento dos elétrons. Assim, os elétrons se adaptam quase que
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instantaneamente a qualquer disposicao nuclear. E possivel fixar Ra como uma configuracéo espacial
nuclear e resolver a funcdo de onda eletronica LP(?, ﬁa), que depende apenas parametricamente de R.

Se fizermos isso para uma faixa de R, obteremos a curva de energia potencial ao longo do qual os
nucleos se movem. Considerando que os ndcleos estdo fixos, sua energia cinética é zero e a energia
de repulsdo entre os nucleos é tratada como uma constante adicionada a solucao da parte eletrdnica.
O Hamiltoniano eletrénico e a energia total do sistema serdo apresentados dentro da aproximacao

Born-Oppenheimer como:

. 1 Zy 1

Heetronico = _Ellxv=1 E vlzx - Z;Y:l z:,£\1/1=1 T'_ + Zﬁ’:ﬁf’ym - (2.4)
UA ruﬁ
M ZpZp (2.5)

— M
Etotal - Eeletrénica + 2:A=1ZB>A R
AB

Embora a resolucdo da equacédo de Schrodinger independente do tempo € a principal tarefa a ser
executada para um estudo de estrutura eletrénica em atomos e moléculas, apenas para o atomo de
hidrogénio a funcdo de onda exata do sistema é conhecida. Desta forma, faz-se necessario o uso de
modelos e aproximagcdes para resolver a referida equacdo. Dentre os métodos de estrutura eletrnica
utilizados, a aproximacao certamente mais simples e popular para resolver a equacao de Schrédinger
é 0 método Hartree-Fock (HF) [8]. Ele serve também como ponto de partida na formulacéo de outros
métodos. O método de Hartree-Fock em calculos de estrutura eletrénica busca uma solucao
aproximada para o estado fundamental de um sistema de elétrons. Esse sistema pode ser definido com
um atomo, ou uma molécula ou num sélido considerando apenas um determinante de Slater [9] (ver
equacdo 2.6), o qual é construido a partir de um conjunto de spin-orbitais moleculares de uma
particula. Em fisica e quimica computacional, 0 método de Hartree-Fock (HF) é uma técnica de
aproximacdo para a determinacdo da funcédo de onda e a energia de um sistema quantico de muitos
corpos em estado estacionario. Nesta aproximagdo os movimentos dos elétrons séo tratados de forma
independentes. Dessa maneira, a equacgdo de Schrodinger independente do tempo pode ser separada
em um conjunto de equacdes, uma para cada elétron, dependente apenas das coordenadas de um Gnico
elétron.

Para tornar possivel a exigéncia de que os elétrons se movam indepentemente uns dos outros e,
ao mesmo tempo, considere-se as interacGes coulombianas entre eles, Hartree considera que a
interacdo eletrdnica sentida por um dado elétron depende dos campos elétricos produzidos pelo
nucleo e por todos os outros elétrons do sistema [10-14]. Isto é, os elétrons se movem em um potencial
resultante que € a soma do potencial de Coumlonb atrativo, devido ao ndcleo, com um potencial

repulsivo, que representa o efeito médio das interagfes coulombianas repulsivas entre o elétron e seus
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n-1 pares. O operador hamiltoniano para um sistema de i -elétrons ndo-interagentes pode ser escrito

da forma:
N
H= Z h(i) (26)
i=1
Em que:
1 2z
A = —=V2— ) = (27)
2 rik
k=1

O primeiro termo da equacdo 2.7, representa a energia cinética para o i-ésimo elétron e o segundo
termo o potencial de Coumlob devido a presenca do nucleo de carga Z. Como o hamiltoniano é
separavel, a funcdo de onda multieletrdnica podera ser descrita como um produto de autofungdes de
um elétron (equacdo 2.8), aqui HP é o Produto de Hartree e ¢, € a autofuncdo do N-ésimo elétron do

sistema .

WAP(1,2,3..N) = ¢1¢2¢3... Py (2.8)

O problema do modelo de elétrons independentes ou ndo-interagentes proposto por Hartree que
é a funcdo produto fornecia resultados que diferiam substancialmente da energia real do sistema —
cerca de 30% para o atomo de hélio —, pois, a interacdo instantanea entre os elétrons é omitida. Além
disso, o método de Hartree ndo inclui o spin eletrdnico e trata os elétrons como entidades
distinguiveis. Para contornar esses problemas, V. Fock sugeriu utilizar determinantes de Slater no
método de Hartree. Uma de suas conseqiiéncias esta no fato de que o determinante acima ndo permite
que dois spinorbitais sejam idénticos. Caso isso aconteca, a funcdo de onda desaparece e, portanto,
ndo pode representar os elétrons [8,9,11,14].

A chave para 0 método basico Hartree-Fock sdo os pressupostos que se faz sobre a forma da
funcao de onda do elétron. E assumido que ha um total | de elétrons em drbita em torno de um ndimero

de nucleos. A funcéo de onda que descreve o conjunto de elétrons tem a forma geral:
HP 2 - - -
W (71, S21, 25220 s Ty Szis o0 11521) (2.9)

Em que 7; é a posicdo do i-elétron, S,; é a coordeada de spin em uma direcédo z escolhida, com

o 1h _1h .
valores mensuraveis de — e Para garantir a indistinguibilidade dos elétrons e a antissimetria da
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funcdo, Fock sugeriu que a funcdo de onda fosse definida por uma combinacdo linear de
determinantes de Slater, que garantiriam estas duas propriedades. Dizer que a funcdo de onda
completa € antissimétrica em relacao a troca, significa que o sinal deve mudar sempre que quaisquer
dois elétrons sdo trocados. Slater mostrou que um determinante construido a partir de um conjunto
de spin-orbitais moleculares ¢, de uma particula satisfaz a antissimetria requerida para a funcao de

onda de um sistema de muitos elétrons. Assim, a funcéo de onda pode ser escrita como:

d1(X1) P2 (X)) ... dn(X1)

) _ 1 |p1(Xp)  da(X2) e dn(X2) (2.10)
X1.X2,XN) = NI : : :
(nbl(Xn) ¢)2(Xn) --------- ¢N(Xn)
Em que \/% representa a constante de normalizagéo, as linhas representam os spin-orbitais e as

colunas os elétrons. A troca de duas particulas é equivalente a troca de duas colunas, que induz,
devido as propriedades conhecidas dos determinantes, uma mudanca de sinal. E importante, notar
que se duas linhas sdo iguais, o determinante é zero, ou seja, todos ¢, devem ser diferentes. Isso
demonstra o principio de exclusdo de Pauli: dois (ou mais) férmions idénticos ndo podem ocupar o
mesmo estado. Em geral, as dependéncias espaciais e do spin do spin-orbitais podem ser escritas

como um produto da parte espacial e da parte de spin, como mostrado na Eq. 2.11 e Eq. 2.12.

¢’i(qu) = yi(xﬂy“zﬂ)s(SM) = Vi) (2.11)

Em que:

e(s,) = {;5 1 (2.12)

representa a dependéncia com as coordenadas de spin e y;(r,) sdo funcGes dependentes apenas das
coordenadas espaciais do elétron p.

A escolha dos melhores spin-orbitais a serem utilizados no determinante de Slater é realizada
com base no principio variacional [10], o qual afirma que para um dado sistema no qual o operador
H é independente do tempo e dada uma funcéo de onda aproximada normalizada e bem comportada
das coordenadas das particulas do sistema, 1, 0 valor esperado do operador hamiltonano representa
um limite superior para a energia exata do estado fundamental, que matematicamente pode ser escrito

como:
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f ¢l dT > Evraca (2.13)

O teorema variacional nos permite obter uma energia aproximada do estado fundamental, porém
ndo nos diz o qudo proximo estamos da energia exata. Na verdade, ele afirma que o uso de fun¢des
aproximadas sempre levara ao limite superior da energia do estado fundamental. Assim sendo, 0s
coeficientes spin-orbitais ¢, nos orbitais moleculares sdo determinados de modo a conduzirem ao
valor minimo de energia E associada com essa funcéo de onda do estado fundamental. Na pratica, o
menor valor de energia € obtido a partir de uma funcéo aceitavel com varios parametros ajustaveis
que, segundo o principio variacional, conseguira obter-se uma melhor aproximacao para a energia do
estado fundamental. Desta forma, podemos minimizar a integral variacional de tal forma a obter a
funcéo de onda aproximada com menor desvio. A igualdade so existe na equacdo (2.13) para 0 caso
do uso de uma funcdo de onda exata. De posse da aproximacdo de Born-Oppenheimer, o operador

Hamiltoniano eletrénico pode ser escrito como:

7
u+9 wo

N R 1 1
Heper = Z h(w+5 ) = (2.14)
u
em que, h(u) é o operador Hamiltoniano de uma particula para o p-ésimo elétron se movendo no

campo gerado pelos nucleos e é representado por:

A(p) = —% vz — rZT/; (2.15)

O ultimo termo da equacéo (2.14) corresponde a um operador de dois elétrons relacionado com

a interacdo elétron-elétron. Na equagdo (2.15), o primeiro termo do lado direito corresponde a energia
cinética do elétron p e o segundo termo representa a interacao coulombiana do elétron p com o nucleo
A. Pode-se mostrar (ver referéncia 11) que a aplicacdo do Hamiltoniano eletronico na funcao de onda
descrita por um determinante de Slater (ver equacbes 2.10 e 2.11) leva ao seguinte resultado para a
energia Hartree-Fock de um sistema de camada fechada (orbitais duplamente ocupados),

considerando spin-orbitais moleculares ortonormais:

EMF =2 30" b+ TUT0 @y - Kyp) (2.16)
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Em que:
hi = [ o1 (7)h(we¢i(7,)de
1
Jij = f ¢?(f;)¢}‘(7ﬁ)r—¢i (7)¢;(Fs)dr (2.17)
ud

1
K;j = f b; (n)d; () — ¢ (1) i (ro)d
T'ﬂlg

No conjunto de equages (2.17), hi representa a integral de um elétron, pois envolve operadores
gue atuam apenas nas coordenadas de um elétron e tem como resultado a energia do i-ésimo orbital
molecular; Jij é conhecido como integral de Coulumb e corresponde a repulsdo coulombiana média
entre os elétrons i e j. Por ultimo tem-se Kj, denominada integral de troca, que representa uma
interacdo entre os elétrons i e j diferente da interacdo coulombiana classica. O aparecimento da
integral de troca é resultado da necessidade de se utilizar uma funcdo de onda anti-simétrica exigida
pelo principio de exclusdo de Pauli [12]. Assim sendo, os melhores spin orbitais moleculares a serem
eleitos para compor o determinante de Slater sdo aqueles que minimizam o funcional energia
eletrdnica mostrado na equagdo 2.16. Com uso da técnica dos multiplicadores de Lagrange e mais
algumas manipulacdes algébricas (ver referéncia 11), chega-se a um conjunto de equacdes conhecidas

como equacdes canbnicas de Hartree-Fock:

F()p; = &9y (2.18)
Com F, denominado operador de Fock, dado por:

n/2

F() = fit ) 27— R (2.19)
i=1

com Jie Ki representando os operadores de Coulomb e troca, respectivamente. A resolucio da
equacdo (2.15) gera um conjunto de solugbes em que, o menor autovalor corresponde ao estado
fundamental. E importante observar que as equagdes candnicas de Hartree-Fock ndo representam
equacdes de autovalor, pois o operador de Fock depende dos ¢i’s e assim sendo, este so é conhecido
quando os ¢i’s forem determinados. A solucdo da equacdo (2.18) e feita de forma iterativa, em que
na convergéncia os ¢;’s determinam o operador de Fock que por sua vez determina 0s ¢i’s e entdo

neste caso é dito ter uma solucéo autoconsistente.
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Uma das técnicas mais utilizadas para o célculo de propriedades eletronicas de atomos,
moléculas, etc, por métodos quéanticos é a proposta de Roothan, em que os orbitais atdmicos e
moleculares podem ser obtidos como uma combinacéo linear de funcGes de base [13,14]. Este modelo
ficou conhecido como método da combinacdo linear de orbitais atbmicos (do inglés: Linear
Combination of Atomic Orbitals). A sugestdo de Roothaan néo foi a criacdo das combinagdes lineares
dos orbitais atdbmicos, mas a sua utilizacdo através das equacbes de Hartree-Fock. Genericamente,
pode-se dizer que orbitais atdbmicos ou moleculares podem ser obtidos de forma auto-consistente
como combinagBes lineares de determinadas fun¢fes matematicas ou funcbes de base [14]. Esta

proposta € matematicamente escrita através da expans&o:

¢; = CpiXp (2.20)

FNGE

em que X, corresponde ao p -ésimo orbital atdmico e ¢; representa o i-ésimo orbital molecular, com
X, escolhido ser ortonormal. A substituicdo da série de Roothaan nas equacdes de HF resulta na

expressao da Eq 2.21. Esta substituicdo tem o objetivo de encontrar um conjunto de coeficientes Cpi
para qual o funcional energia eletrénica total (equacédo (2.16)) seja um minimo:

M
z Cpi (va - giSpv)
=i (2.21)

As equacdes de Hartree-Fock sdo resolvidas numericamente por um processo iterativo, e neste
sentido Roothaan contribui enormemente para o desenvolvimento e implementacdo computacional
dos métodos de estrutura eletrénica. Esta contribuicdo se deve a proposta de Roothaan, em que 0s
orbitais moleculares seriam expandidos em termos de fun¢des de base conhecidas, ao invés de serem
expandidos nas bases de orbitais atbmicos [13,14]. Desta forma Roothaan mostrou que, com a
introducgdo das funcdes de base conhecidas, as equacdes diferencias existentes na formulacéo tedrica
desses métodos poderiam ser convertidas num conjunto de equacdes algébricas, as quais podem ser
resolvidas por meio de técnicas padrdes para a solugdo de problemas matriciais. A solugdo nao-trivial

da equacdo 2.21 é obtida pela resolugdo do determinante secular.

det(F,,—£;Sy,) = 0 (2.22)

O procedimento utilizado para resolver a equacao (2.22) de Hartree-Fock-Roothaan é através do

método iterativo denominado campo autoconsistente (SCF do inglés Self-Consistent Field) [15], em
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que os elementos de matriz Fock (F,,,) dependem dos orbitais ¢;, que dependem dos coeficientes C,;.
As etapas do método autoconsistente SCF sdo basicamente:

i) Especificam-se os dados necessarios para definir a molécula (coordenadas dos atomos, nimero
atdmico, carga da molécula, multiplicidade de spin etc).

ii) Escolhe-se o conjunto de fungdes de base para cada atomo.

iii) Calcula-se a matriz F,,, inicial.

iv) Resolvem-se as equacdes (2.17) e (2.18).

v) Constroi-se um novo operador Fpq.

Vi) Repete-se 0 processo iterativo até obter-se uma autoconsisténcia entre o valor de entrada e o valor

de saida para a matriz densidade.

2.4 Aproximacéo do Conjunto de Funcdes de Base

Para resolver os orbitais das equagcfes de Kohn-Sham ou da maioria dos métodos quanto-
mecénicos que usam a expansdo dos orbitais em um conjunto de base, tem como um dos passos
iniciais a escolha da funcéo de base (x ).

Uma funcdo de base é a funcdo resultante da combinacdo linear de fungdes linearmente
independentes, que é utilizada para descrever orbitais atdbmicos ou moleculares semelhantes aqueles
do atomo de hidrogénio, contendo parte radial e angular. Dessa maneira, a escolha correta de um
conjunto de funcgdes de base € essencial para o sucesso do calculo quantico.

Os primeiros esforgos no sentido de modificar as solugdes numéricas das equacdes de Hartree-
Fock por expressdes analiticas utilizaram funcGes do tipo exponencial [11,16]. Mas, a principio, pode-
se utilizar qualquer funcdo de onda. No entanto, é necessario que um conjunto de funcdes de base
possa ter amplitude suficiente para representar regides do espaco com maior densidade de
probabilidade eletrénica, ou menor amplitude em regides em que a densidade de probabilidade é
menor.

Expandir uma fungdo desconhecida, como um orbital molecular, em um conjunto de fungoes
conhecidas ndo é uma aproximacao se 0 conjunto de base estiver completo. No entanto, um conjunto
de base completo significa que um namero infinito de fungdes deve ser usado, o que é impossivel em
calculos reais. Nesse contexto, € preciso que prevaleca o senso quimico para escolher um conjunto
de func@es vidvel computacionalmente e eficiente para tratar os sistemas quimicos de interesse.

Existem dois tipos de funcbes de base atdmicas radiais comumente utilizadas em célculos de
orbitais moleculares, sdo elas: orbitais atomicos de Slater (STO’s - Slater Type Atomic Orbitals) ou
funcGes de base atomicas do tipo gaussianas (GTO’s - Gaussian Type Atomic Orbitals). Func¢des do

tipo Exponencial, chamadas de funcbes de Slater, foram introduzidas na década de 30 e propiciam
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uma boa representacdo dos orbitais atdbmicos [17]. Os orbitais do tipo Slater podem ser descritos
segundo a equacéo (2.23).

Xenim = NY (7,0, @)rt1e=¢r (2.23)

Em que N é a constante de normalizacao, Y;,,, sdo as fun¢bes dos harmonicos esféricos, 6 e ¢

sdo coordenadas esféricas . O n, [ e m sdo 0s numeros quanticos: principal, secundario e magnético,
. . . z-w
respectivamente e ¢ é 0 expoente do orbital. O termo ¢ tem a forma { = ——, em que Z-W

representa a carga nuclear efetiva e W é uma constante de blindagem. Os expoentes ¢ sdo numeros
positivos e determinam as caracteristicas das funcbes . Para ¢ > 1 temos uma representacdo
aproximada dos orbitais mais contraidos, ou seja, aqueles nos quais a distribuicdo de densidade de
probabilidade estd mais concentrada perto do nicleo.

A dependéncia exponencial da distancia entre o nacleo e o elétron se assemelha aos do atomo de
hidrogénio e assegura uma convergéncia razoavelmente rapida com ndmeros crescentes de funcgdes,
no entanto o calculo de integrais de dois elétrons de trés e quatro centros ndo pode ser realizado
analiticamente.

Apesar dessas desvantagens em sua utilizagdo computacional, as STO’s sdo usadas principalmente
para sistemas atdmicos e diatbmicos nos quais é necessaria alta precisdo e em métodos semi-
empiricos em que todas as integrais de trés e quatro centros sdo negligenciadas. Ainda na década de
50 foram propostas o uso de fungdes gaussianas como proposta de solugdo para os problemas
apresentados pelas fungdes de Slater na representacdo dos orbitais atdbmicos [11,16,18]. Orbitais do

tipo gaussiana podem ser escritos em termos de coordenadas cartesianas segundo a equacéo (2.24).
_ 72
Xty 1, (Y, 2) = Nxleylyzlze=¢T (2.24)

Em que a soma de [, [, e I, fornece o numero quantico secundario do orbital ocupado, sendo
também referido a simetria desse orbital (s, p, d, f..). Se a soma [, + [, + I, = 0, por exemplo, 0
orbital s sera definido, por outro lado se a soma I, + [, + [, =1, o orbital p sera representado e
assim por diante. Utilizando-se essas func¢des pode-se contornar o problema das integrais de varios
centros, uma vez que o produto de duas gaussianas € outra gaussiana.

A dependéncia exponencial 2 torna os GTO’s inferiores aos STO’s em dois aspectos. No ntcleo,
um GTO tem um declive zero (derivada ndo se anula quando r=0), em contraste com um STO que
tem uma “cuspide” (derivada descontinua), e consequentemente os GTOs tém problemas que

representam o comportamento adequado perto do nucleo. O outro problema é que o GTO cai muito
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rapidamente longe do nucleo comparado com um STO, o que dificulta a analise da regido de valéncia
e de propriedades relacionadas, uma vez que a funcdo de onda é mal descrita nessa regiao.

Apesar das desvantagens descritas acima, as fun¢fes gaussianas sao as mais utilizadas atualmente
para aproximacao de orbitais atdmicos. Isto porque, as GTO’s apresentam propriedades matematicas
que tornam o seu tratamento computacional viavel. Por exemplo, é possivel substituir duas funcbes
gaussianas centradas em atomos diferentes, por uma unica funcdo gaussiana centrada num ponto
intermediario. Como consequéncia, integrais de dois elétrons em trés e quatro centros atdbmicos
diferentes podem ser reduzidas a integrais ao longo de dois centros diferentes, que sé&o
significativamente mais faceis de calcular. FuncBes gaussianas se tornaram populares por reduzir
calculos necessarios na implementacdo de métodos da Quimica Quantica.

Uma funcdo gaussiana é incapaz de descrever com precisdo um orbital atbmico, pois, estas
funcgdes sdo centradas de modo geral nos &tomos. Como resultado, ha uma resrestri¢ao na capacidade
da mesma de descrever a distribuigdo eletrénica entre ndcleos, limitando o entendimento, por
exemplo, das ligacBGes quimicas. Por esse motivo é feita uma combinacdo linear combinacao linear
de funcdes gaussianas originando novas fungdes chamadas funcbes de base gaussiana contraidas

(Contracted Gaussian Type Orbital - CGTO) representadas pela equacéo (2.25).
Xu = Z dur 9r (2.25)
v

Em que d,, sdo os novos coeficientes de expansdo e g, sdo as funcles gaussianas originais
(GTO). Assim, o termo contraido refere-se ao fato de cada fungdo y, poder ser formada por um
subconjunto de outras funcdes de base, denominadas fungdes primitivas.

As funcdes de base podem ser classificadas pelo nimero de fungdes gaussianas que as formam.
Uma funcdo de base é dita minima quando uma Unica funcdo CGTO é necessaria para descrever o
orbital. Um conjunto de fungdo de base minimino abrange as fungdes que permitem a ocupacao de
todos os elétrons do atomo. Ou seja, envolve uma Unica funcdo (1s) para os atomos de hidrogénio e
hélio e cinco funcdes (1s, 2s, 2px, 2py, 2pz) para o atomo de litio ao nednio. Algumas fungdes de
base gaussianas imitam os orbitais atdmicos do tipo Slater. A funcéo de base STO-3G, por exemplo,
é uma funcéo de base que utiliza trés funcbes gaussianas para formar cada orbital do tipo Slater. J& a
funcdo STO- 4G utiliza quatro fungdes gaussianas para formar um orbital do tipo Slater.

Uma funcdo de base ¢é estendida quando cada orbital € definido por mais de um conjunto de
fungdes contraidas para representar elétrons de valéncia. Por exemplo, as bases de Pople, cuja notagdo
geral é k-nIm+G(x). Em que a letra k representa o0 nimero de fungdes GTO primitivas utilizadas na

formacéo de uma funcgéo contraida para representar cada orbital interno. As letras n, | e m indicam,
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separadamente, o nimero de fun¢des GTO primitivas utilizadas na formacao das fun¢des contraidas
para representar cada orbital de valéncia. Caso somente duas dessas letras possuirem valores
numéricos correspondentes, a base é dita VValence Double Zeta (VDZ), como exemplo, temos a funcéo
de base 3-21G [19].

. 3
=) dixf™
i=1

3-21G ¢ 5
i=4
| \ xs=x6"° |
Y
(6s,3p/3s)—[3s,2p/25]

A escolha do conjunto de funcBes de base é dependente do sistema molecular a ser estudado.
Além disso, os Quimicos teodricos dispdem-se de outras ferramentas para aumentar a flexibilidade da
base ou mesmo a descricdo de uma propriedade através do uso de funcgdes extras, como as funcgdes
difusas ou ainda fungdes de polarizagéo.

As funcdes difusas sdo empregadas para sistemas que possuem grande concentracdo de
densidade eletrdnica longe do nucleo, ou seja, elétrons ligados fracamente estao presentes no sistema,
como exemplo, estudos de sistemas anidnicos ou no estado excitado ou quando a propriedade de
interesse dependente da parte mais externa da fungdo de onda. Por exemplo, moléculas com elétrons
desemparelhados, anions, sistemas carregados e moléculas no estado excitado. O uso da funcéo difusa
é normalmente denotado pelo simbolo + (apenas atomos pesados) ou ++ (atomos pesados e
hidrogénio).

Jéa as funcdes de polarizacdo, sdo fungdes de momento angular maior do que os considerados nos
orbitais atbmicos ocupados e sdo empregadas devido a deformacdes que surgem nos orbitais que
participam de uma ligagdo quimica. Por exemplo, o estudo de sistemas que envolvem metais pesados
requer a adi¢do de fungdes de polarizacdo d para uma melhor descricdo de seus elétrons de valéncia
ou ainda, é possivel incluir fungdes polarizadoras do tipo p para o hidrogénio. Esta operacao permite
a expansao da distribuicdo da funcéo de base fora das posi¢des nucleares.

2.4.1 Potencial efetivo de “caroc¢o” [20-23]

Normalmente, os metais de transicdo possuem um grande ndmero de elétrons que para serem

descritos num célculo quéantico, um nimero consideravelmente grande de funcGes de base deveria ser
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utilizado. O método do pseudopotencial é uma ferramenta indispensavel no estudo de propriedades
eletronicas de sistemas moleculares com a presenca de atomos pesados. Nesta aproximagao somente
os elétrons de valéncia séo tratados explicitamente, substituindo-se os elétrons do caroco (core) por
um pseudopotencial. Assim, os elétrons da camada interna atuam como um campo médio para 0s
elétrons de valéncia, independentemente do ambiente quimico no qual o 4&tomo se encontra. Por
exemplo, 0 &tomo de ruténio, possui 44 elétrons de acordo com a configuracdo: Ru (Z=44): 1s? 2s?
2p°® 3s? 3p°® 4s? 3d% 4p® 55! 4d’; de acordo com método do pseudopontecial, os orbitais de valéncia
sdo representados por 4s? 4p°®, 4d’, 5s! que sdo tratados de forma explicita, ja os demais orbitais de
caroco seriam tratados por um pseudopotencial.

O método do pseudopotencial utiliza os chamados potenciais efetivos de caroco (Effective Core
Potentials ou ECP) que substituem os operadores de core (operadores de Coulomb e de troca) que
atuam nas camadas eletronicas internas, por um potencial efetivo na equacdo do operador de Fock
que pode ser escrita na forma:

FQ1) = —5v2 - zAg—; + VHF (2.26)

em que o primeiro e segundo termos da equagdo representa a energia cinética e V " representa o
potencial de Fock, descrito em termos dos operadores J e K que passa a ser dividido em duas partes:

uma trata os elétrons de camada interna (V,!" ) e a outra contempla os elétrons de valéncia (V)"

como mostra as equaces (2.27)

Nint Nyaql
VHF = int — Kine) + - K
(]mt lnt) Uval val)
a b

(2.27)

VHE = [VEE + Vg ]

val

Nas equagdes anteriores, o operador V, i é substituido por um potencial efetivo (Ver ) que atua

apenas sobre 0s elétrons internos incluindo as interacdes entre os elétrons internos e os de valéncia
de forma implicita. Este potencial também reproduz os orbitais atbmicos de valéncia gerando um
“pseudo—orbital” de valéncia que deve ser equivalente ao orbital original dentro da camada de

valéncia.
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2.3 Teoria Do Funcional Densidade

Teoria do funcional da densidade (DFT) é um método utilizado para descrever quanticamente a
estrutura molecular e as propriedades quimicas de sistemas de muitos corpos no estado fundamental.
A relevancia da DFT ficou evidenciada quando em 1998 Walter Kohn foi agraciado com o prémio
Nobel de Quimica por suas contribui¢cbes no desenvolvimento da DFT. A inovagdo da DFT em
relacdo aos métodos HF e pds-HF estad no uso de funcionais, que neste caso é a densidade de elétrons.
Como resultados, é possivel determinar as propriedades de um sistema de muitos elétrons de forma
relativamente rapida. A DFT é uma das abordagens mecanicas quanticas mais populares e bem-
sucedidas disponiveis em fisica da matéria condensada, fisica computacional e quimica
computacional[3,4,6]. A versatilidade da DFT pode ser explicada pela generalidade de seus conceitos
fundamentais e a flexibilidade que se tem para implementa-los. Assim, € possivel estudar sistemas de
tamanho moderado a grande com relativa precisdo e menor custo computacional se comparado aos
métodos correlacionados tradicionais, como teoria de perturbacdo e coupled cluster [2-4,6]. Com
relacdo a célculos de otimizagdo de geometria, frequéncias vibracionais e energias relativas, a DFT
fornece resultados comparaveis aos obtidos, pelos métodos ab initio convencionais que incluem
correlacdo eletrdnica [24-26]. O desenvolvimento da DFT tem sido impulsionado pela evolugéo de
novos funcionais de troca-correlacdo mais precisos e de algoritmos eficientes de integracdo numeérica.

Em contraste aos os métodos HF, na DFT as propriedades e a energia de um sistema de N elétrons
sdo expressas em termos de densidade eletrénica. Ou seja, a variavel fundamental ndo é a funcéo de
onda, mas a densidade eletrénica [4,6]. Esta densidade € a probabilidade por unidade de volume; isto
é, a probabilidade de encontrar qualquer um dos N elétrons em um elemento de volume dv centrados

em pontos de coordenadas X, y, z como mostra a equagéo (2.28).
p(F) = N j Ty o ) |2 S dFS .. 3 (2.28)

A vantagem deste tipo de método é que, diferente da funcdo de onda, a densidade eletronica é
um observavel e medida experimentalmente utilizando difracdo de raio X, pois ela € um observavel
fisico. Além disso, a funcdo de onda para muitos corpos resulta em uma funcdo no espaco de 3N
dimensional (em que N € o nimero de elétrons no sistema), e é, portanto, um calculo muito complexo,
ja a densidade é uma funcdo simples que depende unicamente das coordenadas de espaciais e de
spin[4,6,11].
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2.3.1 Teoremas de Hohenberg-Kohn[27-29]

A teoria do funcional de densidade esta alicercada na demomstracdo matematica realizada por
Hohenberg e Kohn de que a energia eletronica do estado fundamental é determinada completamente
pela densidade de elétrons. Em outras palavras, existe uma correspondéncia individual entre a
densidade eletronica de um sistema e a energia. Os dois teoremas propostos por Hohenberg e Kohn

sad mostrados a seguir.

Primeiro teorema: A densidade eletrdnica do estado fundamental p(r) de um sistema de elétrons

interagentes em um campo de potencial externo v(r), determina univocamente esse potencial.

v(r) = v[po(P)] (2.29)

O hamiltoniano do sistema é definido como sendo o potencial U, referente a energia potencial
associada a v(r), que € dependente do sistema e descreve a parte atrativa elétron-nucleo, acrescido
da energia cinética T e do operador de repulsio elétron-elétron V7, que inclui a repulsio eletrostatica

e todos os termos ndo classicos (troca e correlacdo) como descritos na equacéo (2.30).

A=T+0+7V (2.30)
Estes operadores possuem a forma:

~ 1

T=- Z’i\’gvf (2.31)
N N

= i

= S o (2.32)

i<j J I7; = 7]

em que i e j representam os elétrons e rj as coordenadas do elétron i. Como o Hamiltoniano do sistema
fica definido conhecendo-se o potencial v(#), torna-se possivel determinar a funcdo de onda do
sistema, isso significa que ha uma relacédo direta entre a densidade eletrénica do estado fundamental
com a funcédo de onda para esse estado. Logo, p, deve conter as informacdes do sistema assim como
a funcdo de onda, ou seja, a funcdo de onda é um funcional de p,, ¥[p,], consequentemente todos 0s

observaveis sdo funcionais de p,.
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Este fato revela a importancia desse teorema que promove a troca de um problema de 3N
variaveis para um de trés variaveis sem perda de informacéo do sistema. A prova desse teorema pode
ser feita por absurdo.

Considera-se um Hamiltoniano H do estado fundamental do sistema contendo um potencial

externo v(r) com uma fungdo de onda . Logo da equacédo de Schrodinger:

Ay = Ey (2.33)
(T+U+V)y=Eyp (2.34)

Supondo outro potencial externo v'(#), diferente de v(#), que origina um Hamiltoniano H’, o
qual darad origem a outra funcdo de onda do estado fundamental )’. Por hipétese, adimita-se que

ambos potenciais levem a mesma densidade p, (), além disso, considere que:

po(r) = WlY) = @'|Y’) (2.35)

Pelo teorema variocional tem-se que:

E = (y|fly) < (W'|f]y’) (2.36)
E' = (p'|A'|y’) < (w|A'|p) (2.37)

Essas equacdes podem ser reescritas da forma:

E = + V) < (W'|T+ T+ V[y) (2.38)
E'= T+ U+V[)< (@|T+ U +7|p) (2.39)

(2.40)

=
=
<
I
=
=
<
+
=
=
I
T
<

(W'[f[y) = @|8y) + ([0 0'fy) (2.41)

Portanto da equacdo (2.38):

(2.42)
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(wlfly) < @A) + (W]0 - Oy')

A densidade eletrnica é dada por [18]:

po(¥) = fd3 fd3 T3 .. fd Py W (oo, TOY (e, ) (2.43)

E a energia potencial por:

N
0 = 219(?1) (2.44)
i=1
Com isso, tem-se que:
N
W) = Y @G = . f By [ @iy [ iy o WG )
i=1 i=1
(2.45)

Sendo 9(ry) = [d3r6(r —r)I(F), em que §(r — ;) é a fungdo delta de Dirac:

(W|0ly) = ] a3 7 j d3 7y .. J A3 PS(r — 1)) Y Ty oo, )Wy e, Ty)
(2.46)
= AB7| B3| BRST—1)IF) .. | BT Y Y
> [erfe. J
Como a matriz densidade é dada por:
p(A) = (| ZL16Cr — 1) ) (2.47)
Portanto:
[0 = [ ) oy 208
Com isso:
W0 - 0w) = [ 16 -9 @ar (2:49)

Analogamente para a equagéo (2.37):
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(WA |[) = (p|Af[p) + (w|A' - Ap) = (W[|A[p) + @[]0 - Ofy) (2.50)

Sendo:
([0 = Olyp) = [p() ['7 —9@)]p(r)d®r (251)

Logo:
E<E'+ f[ﬁ(?) —9' @] p(Pd3r (2.52)
E'<E+ f [9'(#) — 9] p(P)d3r (2.53)

Somando a equacdo (2.52) com a equacéo (2.53):

E+E <E'+E (2.54)
A desigualdade (2.54) € claramente falsa e, portanto, a hipdtese considerada na equacdo (2.35) é
absurda. O erro da desigualde (2.54) ¢ resultado de considerarmos uma mesma p(r) para diferentes
potenciais externos com fungdes de onda diferentes (v # y’). Com isso, a unicidade da densidade
eletronica p(r) exige que se duas funcbes de onda do estado fundamental ddo origem a uma mesma
densidade eletrbnica, obrigatoriamente as duas funcdes de onda serdo iguais. Desta forma, dada a
densidade eletr6nica, o Hamiltoniano fica unicamente determinado e com isso em principio, todas as

propriedades do sistema

Segundo Teorema: A energia do estado fundamental é minima para a densidade eletrdnica n, exata.
Esse teorema mostra que a teoria do funcional da densidade segue o principio variacional.

Sendo a energia total de um sistema de N particulas dadas por:
Elpl = (Y|T+ T+ 7V|y) (2.55)
Reescrevendo a equacgéo 2.55, tem-se:
Elp] = Elpl = ([T +V]w)+ (¥[U]y) (2.56)

Sendo Fp] = (1/J|T + I7|1p) um funcional universal, pois € 0 mesmo para qualquer sistema de N

elétrons. Tem-se que:
(2.57)
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Elp] = Flpl + (¢|T[)

Para o estado fundamental:

Elpo] = Flpol + <¢0|ﬁ|¢0> (2.58)
Como p, determina ¥ e n determina ¥ tem-se que:
Elo] < E[Y] (259
([T + PIipo) + (ol O[0) < ([T + VI + (w[O]w) (2.60)
Floo) + {io0[0) < Flo] + ([0]w) (261
Elp,] < E[p] (2.62)

Os teoremas de Hohemberg-Kohn, embora insiram a ideia dos funcionais da densidade eletrdnica
e retorna uma visdo pioneira acerca dos funcionais, ainda ndo indicam qual a forma da dependéncia
do funcional energia com a densidade. Atraves do principio variacional é possivel determinar p, para
um dado potencial externo, mas ndo caminho oposto, ou seja, tendo um dado potencial externo ndo é
possivel determinar a densidade que representa este potencial. De fato, o primeiro teorema de
Hohemberg-Kohn assegura que com p, é possivel determinar v(r) porém, partindo de uma dada
densidade tentativa p,’, 0 que garantiria que esta determina um potencial externo fisicamente
aceitavel? Além disso, nota-se que a DFT ndo fornece uma maneira para se entender as propriedades
dos materiais meramente olhando-se a forma da densidade eletronica. Embora em principio densidade
seja suficiente, a questdo é encontrar uma maneira de extrair diretamente da densidade “qualquer”
propriedade de um sistema.

Esse problema foi abordado por Kohn e Sham [29], os quais propuseram um método para a
obtencédo dos operadores em funcdo da densidade eletronica. A idéia de Kohn e Sham foi substituir o
problema original de muitas particulas interagentes por um problema analogo de particulas
independentes com a mesma densidade eletronica do sistema interagente. As ideias fundamentais séo:
e A densidade exata do estado fundamental de um sistema de particulas interagentes pode ser
representada pela densidade do estado fundamental de um sistema auxiliar de particulas nédo
interagentes.

e O Hamiltoniano do sistema auxiliar é escolhido como tendo um operador energia cinética usual

e um potencial efetivo Vks atuando sobre cada elétron do sistema néo interagente.

Logo, a ideia principal € que a densidade eletrénica do estado fundamental do sistema interagente
pode ser representada pela densidade de um sistema auxiliar de particulas ndo interagentes submetidas

a um potencial efetivo Vks. Com essa aproximagéo, substitui-se um problema de 3N variaveis para
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um de N equacgOes de uma particula, ou seja, de 3N variaveis para N equacdes de trés variaveis, o que
traz avancos para a aplicabilidade da DFT. As equacdes de Kohn-Sham séo resolvidas por meio de
um procedimento auto consistente similar ao utilizado no método Hartree-Fock calculando o

potencial efetivo Vks (EQ. (2.63)) em cada ciclo auto consistente.

Vks = v+ vy + vy (2.63)
sV SUy SEyc , . ) . .
Emaque v= — vy = e vy = —== .V ¢ a energia potencial da interacdo nucleo-
a 5o " T Som O VR T o) giap ¢

elétron; Uy é a energia potencial da interacdo elétron-elétron, chamada de energia de Hartree e E,. €
a energia de troca e correlacdo. A energia de troca-correlacdo (Eq. 2.64) € oriunda da interacdo
eletrostastica ndo-cléssica entre os elétrons, assim, a dindmica de um elétron influéncia a dindmica

dos demais, fazendo com que a dindmica de um elétron seja correlacionada a dos outros.
Elplxc = Tclpl + Uxlp]l + Uc[p] (2.64)
Em que T, é a energia cinética devido a correlagdo eletrbnica, U, é o termo de troca, também.

chamado de exchange, o qual é fornecido pela equacdo (2.64) e U, € o potencial devido a correlagdo

eletronica, que é desconhecido

2 @* @* ! (D ! @

S P AQLAGLIGILND (265)
2 & |7 — 7'

]

Em que @ () sdo auto-estados de uma particula. Durante esse procedimento, todos os problemas
acerca dos efeitos de muitos corpos sé@o inclusos no termo de troca e correlacdo. Portanto, a sua
determinacéo é crucial para a aplicacdo dessa metodologia. Os resultados da metodologia proposta
por Kohn e Sham mostram que as equacOes de KS serdo exatas apenas se o termo de troca-correlacéo
for exato. A expressdo exata para esse termo ndo e conhecida, nem em funcdo de orbitais de uma
particula. O problema é que ndo ha uma expressdo para esse termo. Desta maneira, a qualidade final
dos resultados da DFT depende intrinsecamente do potencial de troca-correlagdo utilizado. Entéo,
uma vez que ndo se conhece a maneira exata do funcional de troca-correlacdo a forma de se
determinar este funcional é atraves de algumas aproximacdes, em que as principais sao listadas na

proxima secao.
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2.3.2 Funcionais para a troca e correlacdo

A maior dificuldade em realizar célculos DFT € encontrar melhores aproximacdes para o termo
de troca e correlagdo. Dentre as aproximagcbes ha a Densidade Local (LDA — Local Density
Approximation), a qual esta baseada no modelo de gas uniforme de elétrons. O funcional de troca e
correlacdo é estimado a partir do funcional de troca e correlacdo de um géas de elétrons. Essa € uma
aproximacdo simples, visto que, a densidade eletrdnica em moléculas ndo é homogénea e, portanto
essa aproximagcdo é valida apenas no limite em que a densidade varia pouco. Os trabalhos conduzidos
por Vosko, Wilk e Nussair [30] deram origem as bases para o desenvolvimento de funcionais com
diferentes niveis de precisdo dentro desta aproximacéao.

Outra aproximacao existente € a Aproximacdo do Gradiente Generalizado (GGA — Generalized
Gradient Approximation), o qual é valida também para sistemas heterogéneos por incluirem
informacdes sobre o gradiente de densidade de carga eletronica, Vp. A idéia principal desta
aproximacdo é incluir a dependéncia com o gradiente da densidade eletrdnica na férmula da energia
de troca-correlagcdo com o objetivo de melhorar a descrigéo de sistemas em que a densidade eletrénica
varie de forma ndo homogénea. [2-4]. Ha varias propostas para o funcional de troca-correlacdo GGA,
sendo que as mais conhecidas séo as fundamentadas nos trabalhos de Perdew-Burke-Erzenhof [31]
(funcional PBE), de Lee-Yang-Parr-Becke [31-33] (funcional BLYP), Perdew-Wang [34] (funcional
PW91).

Muitas contribuicdes foram acrescentadas ao LDA e ao GGA, de acordo com a crescente
necessidade de precisdo nos calculos de algumas grandezas. Os funcionais de energia de troca e
correlacdo sdo modelados utilizando considerac@es tedricas do comportamento da densidade de varias
situacBes extremas, e frequentemente algum parametro empirico é introduzido. Atualmente tem se
utilizado com frequéncia em calculos DFT o chamado funcional hibrido, os quais consistem na
combinacéo entre o termo de troca do método HF com o termo de troca de funcionais puros da DFT,
com destaque para o funcional B3LYP [35,36]. O funcional B3LYP é largamente utilizado porque
fornece resultados confidveis para varios sistemas quimicos.

Novos funcionais de troca-correlacdo tém sido desenvolvidos e implementados em Varios
pacotes computacionais de ambito comum a comunidade de quimica computacional [37]. Um
exemplo destes novos funcionais tem-se os chamados funcionais meta-GGA [38], os quais consistem
na expansdo do gradiente generalizado de segunda ordem, e também os funcionais que possuem
termos de disperséo adicionado na expressao da energia de troca-correlagéo.

Outro funcional de troca e correlacdo hibrido meta-GGA é o TPSSh o qual fornece
consistentemente uma descricdo de alta qualidade de diversos sistemas e propriedades. O custo

computacional é comparavel aos métodos GGA convencionais. O destaque desse funcional se deve
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a uma descricdo mais precisa das entalpias de formacéo, frequéncias vibracionais e ligagcdes de
hidrogénio, quando comparados a outros funcionais LDA ou B3LYP, B3PW91, por exemplo [39].
O desenvolvimento de novos funcionais na area da DFT ainda é uma area de intensa pesquisa.
Em especial aqueles que combinem técnica, sofisticacdo, precisdo e exatiddo. No entanto, o
desempenho dos funcionais para os célculos das propriedades quimicas ainda é muito dependente do
sistema a ser estudado e ndo sdo uniformes. Dessa maneira, ainda prevalece o bom senso e a anélise

critica dos resultados e da propria literatura na escolha de um funcional para calculos DFT.

2.7 Energia de correlacéo eletrénica

A energia de correlagéo eletronica foi definida por Léwdin como sendo a diferenga entre a
energia da solucdo exata da equacao de Schrddinger ndo-relativistica, obtida através do método Full
Cl e do estado fundamental no limite do método Hartree-Fock como mostrado na equacéo (2.66) [40-
42].

Ecorr = Eexnr — Enr (2.66)

Em que E,,,, € a energia de correlacéo eletronica, E,, , € a energia da solucéo exata da equagdo
de Schrdinger ndo-relativistica e Eyr € a energia obtida pelo método Hartree-Fock. Porém, mesmo
empregando um conjunto completo de funcdes base, o resultado obtido através do método Hartree-
Fock ndo é o exato. Esta definicdo é bastante satisfatdria para muitos casos em que o sistema esta
proximo a regido de equilibrio molecular (geometria de equilibrio).

Em termos qualitativos, a energia de correlacdo pode ser entendida como resultado das interacoes
eletrbnicas em razdo das posicOes instantaneas dos outros elétrons do sistema. Embora nédo seja
possivel precisar as contribui¢Bes individuais da energia de correlacdo, geralmente divide-se seus
efeitos em duas classes diferentes (i) dindmicas e (ii) estaticas.

(i) A parte estatica (“de curta distancia”) ¢ considerada responsavel por manter os elétrons afastados
e é atribuida a um grande namero de configuragdes, isto é, determinantes de Slater ou funcgdes de
estado de configuracdo, com pequenos coeficientes (absolutos) na expanséo da fungédo de onda. Em
outras palavras, a energia de correlacdo dindmica descreve a interacao instantanea entre os elétrons
devido sua aproximacao e é fundamental no estudo de dissociacdo de moléculas, estados excitados e
no tratamento de metais de transicao.

(if) A porcdo dinamica da energia de correlacdo esta relacionada com a separacdo espacial dos
elétrons que ocorre, por exemplo, quando se adiciona a funcdo de onda configuracdes nas quais 0s

orbitais antiligantes estejam ocupados. Em particular, a correlagdo estatica de elétrons abrange uma
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combinacdo adequada de determinantes para explicar as simetrias de spin adequadas e suas
interacdes. Uma visdo mais precisa, no entanto, para esse tipo de energia é que ela leva em conta a
forte mistura que pode ocorrer entre as configuracdes Hartree-Fock e as configuracdes excitadas que
tém energias proximas. A energia de correlacdo estatica pode ser contemplada através do funcional
de troca e correlagdo na DFT.

O modelo HF supde que as particulas se movem em um campo médio gerado por todas as outras
particulas e que a funcdo de onda é descrita por um Unico determinante de Slater construida numa
base de funcBes de onda de 1-elétron. Isto é, apenas uma configuracdo de camada fechada torna a
descricdo da energia de correlagdo para muitos sistemas imprecisa, em especial aqueles em que a
distancia entre as particulas tende ao infinito. Nesse sentido, os métodos pds Hartree-Fock surgiram
com o objetivo de descrever com maior precisao essa energia de correlagdo, que embora represente
menos de 1% da energia total [43,44], é quimicamente muito importante.

Porém, quando os sistemas sdo muito correlacionados mais de um determinante de Slater é
necessario. Isto porqué, o uso de apenas um determinante de Slater resulta em dois problemas
principais. O primeiro deles é que a densidade de probabilidade de se encontrar dois elétrons com o
mesmo spin na mesma regido do espacgo € zero, ou seja, impedidos de ocupar a mesma regido do
espaco. O segundo problema € que os dois elétrons estdo sempre restritos ao mesmo orbital molecular
(OM) independentemente da posicéo relativa de um e do outro. O maior reflexo disso é que ndo se
consegue descrever reacdes homoliticas [11]. Uma das formas de resgatar a energia de correlacao
eletrbnica dindmica, ou seja, quando métodos tais como CI [2,44]: ou baseados na teoria de
perturbacdo (Magller-Plesset ou teoria perturbativa de muitos corpos) e na teoria coupled cluster
permitem bons calculos quantitativos na energia e funcdo de onda.

Dessa maneira, para que a funcdo de onda seja correta em regides de grandes distancias
internucleares é necessario que a mesma incorpore informacdes sobre a posicao relativa dos elétrons,
ou seja, a posicdo dos elétrons é correlacionada [24]. Além disso, as configuracdes eletrdnicas ndo
devem ser representadas por um orbital duplamente ocupado, mas sim, por uma combinacéo linear
das configuragbes que podem ser geradas a partir destes OM’s. E possivel recuperar tanto a
correlacdo dindmica como a estatica através de métodos interagdo de configuracdo completa (FULL
CI - FCI). No entanto, essa metodologia € limitada ao tamanho da molécula, pequeno nimero de
elétrons e pequenos conjuntos de bases atdbmicas. Dessa maneira, o estudo de sistemas moleculares
maiores (quimicamente interessantes) é necessario aproximar a funcdo de onda FCI, que pode ser
obtida por métodos quanticos monoconfiguracionais ou multiconfiguracionais.

A estrutura da teoria multiconfiguracional tem por objetivo uma generalizac¢do da construcao da
funcdo de onda eletrbnica, atraves da otimizacdo simultdnea dos orbitais e dos coeficientes da

expansdo CIl. Em principio, o conceito é simples e consiste em duas etapas: (i) o carater
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multiconfiguracional é tratado considerando um conjunto de configuragdes como referéncias, e (ii)
excitacdes orbitais dessas referéncias sdo construidas para melhorar a flexibilidade da funcédo de onda.
Assim, o primeiro passo visa principalmente a resolucdo de quase-degenerescéncias em relacdo a
orbitais e configuracdes fortemente acopladas, e o segundo passo deve incluir a correlacdo de elétrons
restante através de uma soma de diferentes determinantes de Slater. Em um sistema com apenas uma
configuracdo de referéncia |y,), por exemplo, a funcdo de onda que leva em conta a interacdo das

diferentes configuracGes possiveis pode ser escrita como:

Do) = Colpo) + ) MWD + D IR+ > LI+ ) chith i) + -
T

r>s r>s>t r>s>t>u (267)

Em que os indices a, b, ¢, d correspondem aos estados inicialmente ocupados e os estados r, s, t,
u correspondem aos estados para os quais os elétrons foram excitados.
O método CASSCF (Complete Active Space Self-Consistent Field) [24,45] foi desenvolvido para
tornar possivel o estudo de situagcBes com configuracdes eletronicas degeneradas e forte mistura

configuracional.

2.8 Métodos Multiconfiguracionais: CASSCF

Os processos quimicos envolvem de maneira geral, a formacéo e quebra de ligacGes quimicas,

excitacdes eletronicas, ionizagdes tanto para sistemas atdmicos, quanto para sistemas moleculares e
etc. nos quais pares de elétrons podem ser separados. Embora seja comum que 0s sistemas (reagentes
e produtos) ao redor de sua geometria de equilibrio possam ser descritos por uma Unica estrutura de
Lewis, 0 mesmo ndo pode ser dito em relacdo ao que ocorre em estados de transicao, espécies reativas
e estados intermedidrios [46,47].
O estudo desses processos citados acima envolvendo metais de transi¢do se tornam particularmente
complexos porqué as ligagdes quimicas formadas sdo, em sua maioria, fracas, ou seja, a populagao
dos orbitais antiligantes sdo altas. Além disso, 0os atomos de metais de transicdo possuem estados
eletronicos (s2d", s'd™?! e s%d™?) com multipletos muito proximos em energia resultando em sistemas
com uma forte mistura de configuragfes atbmicas[41,42,45].

O método SCF multiconfiguracional (multiconfiguration self-consistent field, MC-SCF) era o
que até entdo apresentava a maior flexibilidade para explorar as situaces expostas anteriormente.
Suas primeiras aplicagdes foram feitas na década de 30 [48,49]. O método MCSCF pode ser

considerado como um método interacdo de configuracdes em que ndo apenas os coeficientes Cl séo
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otimizados, mas também sdo otimizados os orbitais moleculares utilizados na construcdo dos
determinantes[50, 51].

O problema central do método MCSCF é encontrar uma maneira de gerar as configuracdes
adequadas a descrigdo do sistema, 0s quais serdo utilizadas na expanséao da funcdo de onda. O método
CASSCEF tenta solucionar esse problema, gerando as de forma automatica através da divisdo do

espaco de orbitais em trés subespacos, como mostra a Figura 2.1:

=

Espaco virtual =

Espaco ativo -

Espaco inativo -+

Figura 2.1 Representacdo esquematica dos orbitais na metodologia CASSCF

e  Espaco inativo: os orbitais permanecerdo duplamente ocupados em todas as configuracfes da
funcédo de, mas serdo otimizados. Os orbitais moleculares mais internos (caro¢o) nao sdo otimizados
durante o calculo, permanecendo iguais aos orbitais obtidos em um célculo SCF. Em sistemas
contendo metais de transicdo é extremamente importante que os orbitais ns e np sejam mantidos, pelo
menos, No espaco inativo.

e  Espaco ativo: sdo aqueles diretamente envolvidos nos processos que se pretenda estudar e seréo
otimizados novamente. A ocupacao destes orbitais é variavel; nele sera feito um FULL CI, gerando
todos os determinantes possiveis, ou todas as configuracdes adaptadas a simetria espacial e de spin
(CSFs).

e  Espaco virtual: os orbitais terdo ocupacao igual a zero, em todas as configuracdes da expansao,

ou seja, nenhum elétron é permitido neste espago.

O grande trunfo do método CASSCEF é trocar o problema de escolher quais configuracdes utilizar
na expansdo da funcéo de onda pelo problema de escolher quais orbitais serdo utilizados no espago
ativo e inativo. A funcdo de onda CASSCF é construida distribuindo-se todos os elétrons de todas as
maneiras possiveis dentro do espaco ativo (Full CI, interacdo de configuragdes completa no espacgo

ativo), gerando todas as configuracOes adaptadas a simetria espacial e de spin possiveis para o
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problema. Dessa forma, o0 método CASSCF correlaciona somente os elétrons localizados nos orbitais
ativos e, por isso, 0 método recupera apenas uma parte da energia de correlacéo eletrénica conhecida
como correlacdo ndo-dindmica ou estatica.

Portanto, a escolha do espaco ativo é importantissima para o sucesso do célculo. Mas como
escolher corretamente o espago ativo? De uma forma geral, o espaco ativo deve conter todos 0s
orbitais relevantes para descrever o problema em estudo [52]. A construcdo do espaco ativo para
sistemas contendo metais de transi¢cdo requer maior atencdo, pois, apresentam varios elétrons
desemparelhados e um grande numero de estados excitados muito proximos energeticamente. Por
exemplo, em grande parte dos metais de transicao, o estado fundamental é descrito pela configuragdo
eletronica nd™(n+1)s?, mas nas moléculas a ligagdo quimica envolve, frequentemente, a configuracéo
nd™(n + 1)s!, que pode ser energeticamente muito préxima da anterior. De uma forma geral, 0s
sistemas contendo 4&tomos de metais de transicdo com menos da metade da camada d preenchida pode
ser descrito por uma funcéo de onda construida com os orbitais nd(n + 1)s, mas o restante dos metais
de transicdo deveria, idealmente, ter uma outra camada d (efeito da camada dupla [53]) para a sua
descricdo; além desses, € necessaria a inclusdo dos orbitais dos ligantes que interagem com os orbitais
atdbmicos d do metal de transicdo. Com esse espaco ativo somos capazes de descrever as transicdes d

- d e as transferéncias de carga.

2.6 O Modelo do Continuo Polarizavel [54-56]

Um fator importante em Quimica Computacional é a simulacdo do efeito do solvente. Em
calculos em que o efeito do solvente € considerado importante para a determinacdo de uma certa
propriedade de interesse, as moléculas do mesmo podem ser adicionadas em torno do soluto ou de
maneira implicita através de um meio continuo no qual o soluto € inserido. No primeiro caso,
dependendo do tamanho molecular do soluto, tal procedimento pode apresentar um custo
computacional bastante elevado devido a quantidade de atomos envolvidos na esfera de solvatacdo
explicita. Ja no caso dos modelos continuos, o solvente pode ser interpretado como um meio que pode
ser polarizavel pela presenca do soluto que possui uma certa polaridade. O modelo do continuo
polarizavel (Polarizable Continuum Model — PCM) desenvolvido por Tomasi e colaboradores [41] é
baseado na equacdo de Poisson, que é uma equacdo diferencial de segunda ordem (Equacéo 2.68),
que engloba o potencial eletrostatico (¢4), a densidade de carga (o (7)) tal como a densidade de carga

de um soluto, e a constante dielétrica (¢) do meio no qual a densidade de carga sera inserida.
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V4 (F) =~ p(F) (2:8)

Quando o soluto é inserido no continuo (que representa o solvente), ele cria uma cavidade e o
trabalho realizado para isso € chamado de energia de cavitacdo. Esse fendmeno ocorre seguido por
uma dispersdo de carga que ird polarizar o meio (também pode ocorrer uma repulsao eletrostatica
entre o soluto e o solvente). A polarizacdo do meio pela molécula do soluto pode causar cargas
momentaneas no solvente, que age de volta gerando uma estabilidade eletrostatica. Dessa forma, a

energia livre de Gibbs da solvatacgéo é escrita pela equacgéo (2.69).

AGSolvataqéo = AGCavitagéo. + AGDL’s;aersz?w + AGgietronico T AC"Repulséo (269)

Em que o primeiro e 0 segundo termos se referem, respectivamente, ao processo de criacdo da
cavidade e dispersdo da carga elétrica no meio; o penudltimo termo é a variacdo da energia livre de
Gibbs devido a solvatagao (Ggasosa—Gsolvatada) € 0 Ultimo termo se refere & energia de repulséo soluto-
solvente. A criacdo da cavidade para o soluto depende dos parametros geométricos de cada atomo,
dentre os quais, o raio de van der Waals, em que cada atomo € representado por um modelo de esferas
superpostas e individuais. Logo, definem-se dois tipos de superficies: SAS (Solvent Accessible
Surface) e SES (Solvent Excluded Surface). A SAS se refere a area ao redor do soluto em que o
solvente tem total acesso; a SES é a area proibida de acesso do solvente, construida por uma molécula

de prova, tal como mostra o esquema da Figura 2.2:

s e g
Atomos de —— ;’ﬁ I'.
van der Waals R o
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Figura 2.2 Cavidades ocupadas pelos atomos e superficies SAS e SES, onde esta ultima

é construida por uma molécula de prova. Adaptado da Ref. 2.

Para calcular o efeito do solvente, no Hamiltoniano molecular do soluto, é incluido um potencial
eletrostético que ira descrever as interacdes soluto-solvente como uma perturbagdo. A resolucdo da
equacdo de Schrodinger para este novo Hamiltoniano do soluto também € auto consistente, incluindo

0 PCM nos métodos de campo de reacdo auto consistente.
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Capitulo 3 — Influéncia das reacgdes de hidrolise no potencial de reducéo

dos complexos de ruténio

3.1 Introducéo

Apesar do mecanismo de agdo dos compostos de ruténio(lll) ndo ser estabelecido, acredita-se
que a ativacdo por reducdo e a troca de ligante cloreto por agua (aquacao) desses complexos sdo duas
etapas importantes para a funcdo antitumoral de tais espécies. Nesse sentido, muitos sdo os esforcos
para tentar elucidar o mecanismo de aquacéo e reducdo dos compostos estudados nesse trabalho [1-
6]. A hipdtese de ativacgdo por reducao sugere que os compostos de Ru(lll) atuam como pro-farmacos
que sdo reduzidas, in vivo, pelas condigdes citoplasmaticas das células tumorais, produzindo o
complexo com ion Ru(ll) que sdo mais labeis em relacéo a troca de ligantes. Em outras palavras, a
reducdo torna os compostos a base de ruténio — em tese - mais labeis e reativos no meio biolégico.
Assim, para serem ativos in vivo os complexos de Ru(lll), na qualidade de pro-farmacos, devem
possuir potencial de reducéo acessiveis por redutores bioldgicos como glutationa e acido ascérbico(de
-0,4 para +0,8 V vs NHE (eletrodo normal de hidrogénio))[6-10].

A atividade de farmacos a base de metal depende largamente do ambiente quimico e também da
geometria de coordenacgdo, 0s quais também determinam suas propriedades redox. Os conjuntos de
ligantes diferentes de NAMI-A, KP1019 e seus derivados modulam o0s seus potenciais de
reducdo[9,11]. Este pode influenciar a reducdo in vivo de Ru(l1l) para Ru(ll) por agentes biol6gicos,
tais como o acido ascorbico e glutationa[8,12-14]. Também tem sido sugerido que esses complexos
podem ser reduzidos preferencialmente em células tumorais [15,16]. Devido ao seu valor positivo de
E°, NAMI-A, KP1019 e [Ru(NHs)3(Pz)(CI)]** podem ser facilmente reduzidos in vivo por redutores
biol6gicos como glutationa e acido ascorbico, mesmo antes de sofrer dissociagdo. Com efeito, tem
sido demonstrado que a forma reduzida de NAMI-A tem uma importancia crucial em sua robusta
atividade anti-metastatica em modelos de tumores s6lidos[17-19]. A atividade citotoxica do KP1019
é suportada por uma correlacdo entre o potencial de reducdo e atividade antiproliferativa em
carcinomas do colon[20].

Estudos eletroquimicos e de reducéo quimica de metalofarmacos Ru(l1l) sdo, portanto, de grande
importancia para o entendimento de suas atividades biolégicas e, sdo objeto de varios estudos [9, 21-
29]. Ravera et al. [27] investigaram a quimica redox dos complexos [Ru"'ClsL2] (L = imidazol ou
indazol) em agua a diferentes valores de pH. Para os compostos indazol e imidazol foram obtidos
valores entre 0,160 e —0,460 V vs. Ag/AgCl (0,359 V e -0,261 V vs. NHE) e em pH 4,0 para o
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potencial de reducéo bioquimico E”(Ru(111)/Ru(l1)). O potencial de redugio bioquimico (Eo') é obtido
em pH=7 e a uma temperatura de 310,15 K com o objetivo de reproduzir as condi¢des biologicas
encontradas em um organismo vivo. Os autores mostraram que, apesar das semelhancas estruturais,
as espécies Ru(ll) geradas eletroquimicamente sdo submetidas a diferentes reagcdes de deslocamento
de ligantes. Usando experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN), os autores também
mostraram que um dos ligantes axiais imidazolicos € deslocado pela agua no complexo imidazol
[Ru"Cl4(Im)2]?> e uma substituicdo Cl/agua ocorre no indazol complexo [Ru"Cla(Ind)2]%. A reducio
quimica na presenca de glutationa (GSH) também foi observada pelos autores. Reisner et al. [9] que
investigaram o comportamento eletroquimico dos complexos [trans-Ru"'ClsL(DMSO)] e [trans-
Ru"'ClsL2] (L = imidazol, 1,2,4-triazol, indazol) em dimetilformamida (DMF) e DMSO.

Para os complexos NAMI-A e KP1019, os potenciais de reducdo E®(Ru(l1)/Ru(11)) foram de —
0,220 e —0,720 V versus eletrodo de hidrogénio normal (NHE) respectivamente, em DMF. Os autores
mostraram que a equacao geral proposta por Lever, [21] que assume uma contribuicdo aditiva de
todos os ligantes ao potencial redox do complexo, prevé muito bem o potencial de reducdo medido
dos complexos de Ru(lll), e eles foram capazes de propor uma equacdo para predizer o potencial de
reducdo de complexos carregados negativamente de Ru(l11) em meio aquoso a pH 7. Para o complexo
Na[Ru'""'Cl4(DMSO)(Im)], Alessio et al.[22] obtiveram potenciais de reducdo E®(Ru(l11)/Ru(lIl)) de
—0,001 V vs. eletrodo de calomelano de cloreto de sddio saturado (SSCE). A reacdo de aquacao
revelou-se dependente do pH. Na faixa de pH de 7,1 a 9,0 o produto final foi
[Ru""Cl3(DMSO)(H20)(Im)]" e, em pH 6, o produto final detectado foi [Ru''Cl4(DMSO)(H20)]", com
troca do ligante de imidazol por &gua. Foi demonstrado que em pH fisiologico e 37 °C (tampé&o
fosfato, NaCl a 0,9%), a dissociagdo passo a passo de dois ions cloreto do NAMI-A ocorre em questdo
de minutos[30].

Estes complexos anticancerigenos Ru(lll) também demonstraram ser reduzidos por redutores
biol6gicos comuns, tais como GSH e &cido ascorbico. Hartmann et al.[23] mostraram que, em pH 7
e 0,1 M de tampado fosfato, o complexo (H2lm) [RuCls(HIm)2] € imediatamente reduzido pela GSH.
Schluga et al. [26] mostraram que a ligacdo do KP1019 ao monofosfato de guanosina (GMP) do
nucleotideo de &cido desoxirribonucleico (DNA) é aumentada com a adigdo de GSH, mas ndo de
acido ascorbico. Ou seja, 0 GSH reduz o complexo Ru(lll) e facilita a ligacdo ao nucleotideo. No
entanto, 0 mecanismo envolvido na redugédo quimica destes complexos anticancerigenos Ru(l11) ainda
ndo esta totalmente esclarecido. Acredita-se que um mecanismo de esfera interna esteja envolvido,
ou seja, h& primeiro a coordenadacdo da GSH com o metal e a posterior transferéncia de elétron do
ligante para o metal [24,31].

Todos estes resultados sugerem que, no mecanismo associado a estes complexos

anticancerigenos de Ru(lll), a ativacdo por reducgdo e troca de ligantes de cloreto por moléculas de
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agua do solvente (hidrolise ou aquagéo) sdo dois passos importantes para a funcdo antitumoral de tais
metalofarmacos. Depois de ativada, distribuida e localizada nos compartimentos celulares, as formas
como os metalofarmacos de ruténio matam as células cancerigenas ndo é bem compreendida.

Enquanto os aspectos qualitativos da hipdtese da ativacdo por redugdo ja sdao bem reconhecidos,
pouco foi feito para investigar sistematicamente o comportamento eletroquimico dos agentes
anticancerigenos frente a reacdo de aquacdo ou reacdo de troca do ligante. Neste trabalho os ligantes

cloretos séo substituidos por agua, como mostra a equacao geneérica 3.1.

H20 + LyM-CI — LM-H0 + CI 3.1

Como resultado, ha ainda algumas questdes em aberto, como por exemplo: Qual a influéncia do
potencial de reducdo na reacdo de aquacdo? Como o potencial de reducédo é influenciado pela troca
dos ligantes?

Com base nas observacOes listadas acima, trés eventos estdo relacionados com a atividade
biolégica dos complexos estudados nesta Tese: (i) reducdo do centro Ru(lll); (ii) reacdo de troca de
cloreto com moléculas de agua do meio solvente; e (iii) interacdo com os alvos bioldgicos. Estas
reacOes podem competir umas com as outras, como esquematicamente mostrado na Figura 3.1, para
0 composto NAMI-A. O composto pode inicialmente ser reduzido seguindo a via B, gerando o
complexo Ru(ll) 1B, e este complexo reduzido pode entdo sofrer reacéo de troca de ligante com agua
do solvente, gerando o complexo monoaquo 2. Alternativamente, o complexo pode inicialmente
sofrer reacdo de deslocamento de ligante, seguindo a via A, gerando a espécie 1A monoaquo-Ru(lll),
que é posteriormente reduzida a espécie monoaquo-Ru(ll) 2. Uma vez que as espécies reduzidas de
monoaguo-Ru(ll) sdo formadas, outros processos competitivos podem ocorrer como, por exemplo, o
deslocamento sucessivo de ligantes cloreto pela dgua através da via C ou interacdo direta com o alvo
bioldgico L, via D, gerando o aduto 3 no qual o alvo L desloca uma molécula de 4gua. A sequéncia
dos eventos ou, as vias preferidas, dependerdo da cinética dessas reacdes e também do potencial de
reducdo das espécies, concentracdo de cloretos e estabilidade termodindmica dos complexos
formados.

O comportamento eletroquimico dos complexos NAMI-A, KP1019 e trans-
[Ru(NHa3)3(Pz)(CN1]?*, bem como dos seus produtos de hidrolise mais relevantes foram estimados
utilizando o0 modelo Rulisek e serdo apresentados neste capitulo. A interagdo com os alvos biologicos

selecionados neste trabalho sera explorada no préximo capitulo.
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Figura 3.1. Representacdo esquematica dos possiveis caminhos de reacdo bioldgica competitiva para

o complexo NAMI-A (1). Na via (A) NAMI-A inicialmente sofre reacdo de deslocamento do ligante

gerando a espécie monoaquo-Ru(ll) 1A, que é posteriormente reduzida a espécie monoaquo-Ru(ll)

2. Na via (B) o composto € inicialmente reduzido gerando o complexo Ru(ll) 1B e sofre reacdo de

troca de ligante com &gua, gerando o complexo monoaquo 2. Apés a geracdo do complexo 2, ele pode

ser hidrolisado consecutivamente pela via (C) ou interagir com os alvos bioldgicos L na via (D),

gerando o aduto 3. Ha ainda a possibilade da interacdo com alvo bioldgico ocorrer apds a a segunda

aquacdo, como é mostrado pela via D’.

3.2 Metodologia Teorica

Para calcular o potencial de reducdo do centro metalico de Ru(lll) para Ru(ll), fez-se

primeiramente a otimizacdo de geometria e calculo de frequéncias vibracionais dos complexos

envolvidos na reducdo. Nas espécies em que o0 ion metalico apresenta numero de oxidacdo +3 e,
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portanto, configuragéo eletronica d° o estado de spin baixo S = %foi avaliado. Nos complexos em

que o ion de ruténio apresenta nimero de oxidagdo +2 e configuracio eletrénica d® o estado de spin
S = 0 foi analisado. Apesar de ambos estados de spin terem sido estudados, apenas espécies de baixo
spin foram analisadas nesta Tese. Isso se deve ao fato de serem mais estaveis conforme nossos
resultados demonstraram e também por ja ter sido reportado na literatura [1,32,33]. Os célculos de
otimizacdo de geometria e frequéncia vibracional foram realizados utilizando a teoria do funcional
de densidades (DFT) [34] com o funcional de troca e correlagdo meta-GGA hibrido TPSSh [35] e a
funcéo de base def2-TZVP e o conjunto de base auxiliar def2-TZVP/J [36,37] para todos 0s atomos.
Efeitos relativisticos foram tratados utilizando o formalismo Zeroth Order Regular Approximation
(ZORA) [38-40]. Os calculos das estruturas de camada aberta foram realizados dentro do formalismo
ndo-restrito de Kohn-Sham (UKS), enquanto que para as estruturas de camada fechada foi utilizado
o formalismo restrito (RKS). Através desta etapa é possivel determinar a energia eletrdnica nuclear
(Ectec—nuc) € a contribuicdo térmica a energia livre de Gibbs (Gierrn) @ 298,15K. O potencial de

reducdo dos complexos foi calculado usando a equacao 3.2, conforme mostrado por RuliSek [41]:
EO[V] = 27,21(Goxla. u] — Gregla.u]) — E2,c(NHE)[V] 3.2

Em que G,, e G,.q € a energia livre de Gibbs das formas oxidadas e reduzidas respectivamente.
ES,.(NHE) é o potencial absoluto do eletrodo normal de hidrogénio que, neste trabalho, foi utilizado
o valor recomendado de 4,281 V sugerido por Isse e Gennaro [42]. A energia livre de Gibbs das

espécies é obtida usando a equacéo 3.3.
G = Eelec—nuc + AGsolv + Gterm 3.3

Em que AG,;, € a energia livre de solvatacao, G;.,n € a contribuicdo térmica a energia livre de
Gibbs, obtidos dentro da abordagem de oscilador harmdnico e rotor rigido, por fim E,joc—pnyc € @
energia eletronica nuclear da espécie. A energia livre de Gibbs de solvatagdo (AGs,,;,,) foi obtida
utilizando o modelo SMD de Truhlar e Cramer [43], como implementado no programa ORCA em
que a contribuicdo eletrostatica para tal energia é obtida usando o modelo Conductor-like Screening
Model (COSMO) de Klamt [44]. Todos os calculos foram realizados utilizando o pacote
computacional ORCA [45].



3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Resultados Estruturais
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Tabela 3.1 Valores das distancias de ligagdo nos complexos [RuCls(Ind)2]*, [RuCla(DMSO)Im]:- e [Ru(NHs)s(Pz)(CI)]** e seus respectivos
produtos de hidrolise obtidas no nivel DFT?,

[RuCla(Ind)2]* [RuCl3(H20)(Ind)] [RuCl2(H20)2(Ind)2]** [RUCI(H20)s(Ind)2]**
Média r(Ru-Ind) 2,044(2,062)®) 2,057(2,056)@ 2,055 2,036
Meédia r(Ru-Cl) 2,368(2,363) 2,324(2,333) 2,272 2,310
Média r(Ru-H-0) o 2,177(2,076) 2,145 2,115
[RuCl4(DMSO)Im]* [RuCl3(H20)(DMSO)Im] [RUCl2(H20)2(DMSO)Im]**  [RuCI(H20)3(DMSO)Im] %*
r(Ru-S) 2,271(2,30)® 2,244 2,274 2,233
r(Ru-1m) 2,079(2,08) 2,073 2,087 2,087
Meédia r(Ru-Cl) 2,370(2,34) 2,329 2,277 2,339
Meédia r(Ru-H-0) . 2,151 2,139 2,139
[Ru(NHa3)3(Pz)(CI)]* [Ru(NHa3)3(Pz)(H20)]**
r(Ru-NHs) 2,135 2,137
r(Ru-N(Pz)) 2,127 2,071
r(Ru-Cl) 2,266 _
r(Ru-H20) - 2,153

Valores experimentais entre parénteses; 2 Distancia de Ligagio em A; > ¢ Referéncias 9, 46; ¢ Referéncia 28; ¢ Referéncia 22.
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As distancias de ligacdo em torno da esfera de coordenagdo dos metais nos complexos aqui
estudados estdo sumarizadas na Tabela 3.1. Como pode ser observado, os parametros estruturais
apresentam um excelente acordo com os dados experimentais com desvios na ordem de 0,01 A nos
comprimentos de ligacédo e 0,01° nos angulos de ligacao.

O primeiro composto antitumoral de ruténio que avaliamos foi 0 KP1019. As Figuras 3.2 e 3.3
mostram as estruturas otimizadas no nivel TPSSh/def2-TZVP dos complexos: trans-[RuCla(Ind)2]*
(KP1019) e dos demais complexos em que o ion cloreto € substituido pelo ligante agua, sao eles:
trans-[RuCls(H20)(Ind)2], trans-[RuCl2(H20)2(Ind)2]**, trans-[RuCI(H20)s(Ind)-]**. Em todas as
estruturas mostradas nessa figura o ion de ruténio apresenta carga +3 e 0s complexos apresentam uma
geometria pseudo-octaédrica em torno do centro metalico. KP1019 é uma espécie paramagmeética e
os resultados mostraram que o excesso de densidades de spin estd localizado quase que

exclusivamente no orbital dz? do centro de ruténio com valor de p.=0,852.

Figura 3.2 Espécies metalicas otimizadas no nivel TPSSh/def2-TZVP. Na figura (a) é mostrada
a estrutura do KP1019 antes da aquacdo, (b) apos a primeira aquacéo, (c) dois ligantes cloretos
s80 substituidos na posicéo trans.
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(a) (b)

Figura 3.3 Espécies metélicas otimizadas nivel TPSSh/def2-TZVP (a) dois ligantes cloretos séo
substituidos na posicéo cis e (b) apds a terceira aquacao.

Como pode ser visto nas Figuras 3.2 e 3.3, as espécies apresentam uma geometria similar a
octaédrica em torno do centro metalico. Nessas estruturas o ion metalico (Ru (I11)) apresenta nimero
de oxidagdo +3 e configuragdo eletronica d®. Nossos resultados mostraram que as espécies mais
estaveis sao as de baixo spin e, tal comportamento se deve ao elevado nimero de oxidacdo do metal,
a sua posicdo na tabela periddica (segunda linha de transicdo) e ao numero de coordenacgéo igual a
seis. Nossos resultados mostraram também um bom acordo estrutural entre o nivel de teoria escolhido
e os resultados experimentais, como mostra a Tabela 3.1. E importante ressaltar que as comparacoes
experimentais se deram com os analogos aos sais dos complexos estudados, por exemplo, para o
NAMI-A foi utilizado um composto em que o contra-ion era o ion sédio (Na*), ja para KP1019-H,O
a comparacdo se deu de forma direta com a estrutura cristalina obtida da referéncia 28.

E observado também que as estruturas sdo estabilizadas por ligacdes de hidrogénio
intramoleculares do tipo N-H...CI (distancia N3-H2 1,022A, H2...CI3 2,190A e £ N3-H2-CI3 134°)

como mostra a figura 3.4 (a). Com o objetivo de avaliar a contribuicdo dessas liga¢oes de hidrogénio
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na estabilizacdo do complexo KP1019 (a), fizemos uma rotagdo de 45° de um dos grupos indazois
(figura 3.4(a)) de modo a romper tal interacao e, em seguida, fizemos um célculo de energia no ponto
no nivel de teoria TPSSh/def2-TZVP. Foi entdo observado uma desestabilizacdo de aproximadamente
10 kcal mol™ na estrutura do KP1019 em relagio & geometria otimizada, reafirmando a importancia

da ligagéo de hidrogénio intramolecular na estabilizacdo desses complexos.

(a) (b)

Figura 3.4 Quebra da interacdo CI3-Ru-H2(a) através da rotacdo de 45° do grupo indazol acima

do plano equatorial (b).

Na Figura 3.4 (a) é observada ligacBes de H intramolecular entre os N3-H2---Cl3 e N4-
H12--- Cl4, a primeira ligacdo de H é quebrada através da rotacéo de 45° do grupo indazol acima do
“plano equatorial”, como pode ser visto na Figura 3.4 (b).

No complexo NAMI-A (trans-[RuCls(DMSO)Im]*), as posices axiais sdo substituidas por um
ligante DMSO e um ligante imidazol. A substitui¢do dos grupos indazois pelos ligantes m-aceptor
DMSO e o-doador imidazol nas posi¢Oes axiais ndo alteram significantemente a média do

comprimento de ligacdo Ru-Cl na posicéo equatorial, quando comparamos as estrutura do KP1019 e
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NAMI-A. No entanto, observa-se que o comprimento de ligacio Ru-N é maior no NAMI-A (2,079A)
quando comparado ao KP1019 (2,044A), como pode ser visto na Tabela 3.1. Essa diferenca se deve
ao forte efeito trans do atomo de S do ligante DMSO quando comparado ao atomo de nitrogénio do
ligante azol. A Figura 3.5 mostra a espécie NAMI-A (a) e 0os demais complexos em que o ion cloreto

foi substituido pelo ligante agua.

Figura 3.5 Espécies metalicas otimizadas nivel TPSSh/def2-TZVP. Na figura (a) é mostrada a
estrutura do NAMI-A antes da aquacéo, (b) apos a primeira aquacéo, (c) dois ligantes cloretos séo

substituidos na posicao cis, (d) dois ligantes cloretos séo substituidos na posicéo trans e (e) apos a

terceira aquacao.
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Como representado na Figura 3.5, essas espécies apresentam também uma geometria similar a
octaédrica em torno do centro metalico. Nessas estruturas o ion de Ru também apresenta carga +3 e,
portanto, configuracdo eletronica d°, as espécies sdo paramagnéticas e os calculos mostraram que o
excesso de densidade de spin alfa esta localizado quase que exclusivamente no orbital dz? do centro
de ruténio com p«= 0,900 para NAMI-A. As espécies de (a)-(e) apresentam ligantes DMSO e
imidazol na posi¢do axial, enquanto no plano equatorial as estruturas apresentam ndmero variado de
ligantes cloreto e 4gua. Pode se observar por meio da Figura 3.5 que a inser¢do do ligante agua é
estabilizada atraves das ligacbes de H entre o atomo de oxigénio do ligante DMSO e o H da agua
(distancia O --- H 1,850A).

O complexo trans-[Ru(NH3)s(Pz)(CI)]*" e seu produto de aquagdo, em que o ligante cloreto na

posicdo axial € substituido pelo ligante agua, sdo mostrados na figura 3.6.

(a) (b)

Figura 3.6 Complexo metalico (a) trans-[Ru(NH3)s(Pz)(CN]** e (b) trans-[Ru(NHs)4(Pz)(H20)]%,
obtidos no nivel TPSSh/def2-TZVP.

Os cinco atomos de nitrogénio e o0 &tomo de oxigénio na primeira esfera de coordenacéo do ion
metalico de Ru** apresentam uma organizacéo pseudooctaédrica, conforme analise da Figura 3.6. A

ligacdo Ru-Pz é a mais curta dentre as ligagdes que compdem a primeira esfera de coordenacao ao



80

centro metalico, corroborando com dados experimentais [32,33]. Aqui é também observado que o

complexo mais estavel é o de spin baixo.

3.3.2 Calculo dos potenciais de reducéo

Os dados da Tabela 3.2 mostram que o potencial de reducdo para o KP1019 tende a diminuir
discretamente com a insercdo de moléculas de agua no sitio de coordenagdo do Ru(lll) e permanece
praticamente constante até duas aquagdes, sendo uma na posi¢do cis e a outra na posi¢do trans.
Observa-se também que apos a terceira aquacdo, este comportamento se inverte e o potencial de
reducdo aumenta discretamente. Nossos resultados mostraram que, ao contrario do KP1019, o
potencial de redugio do NAMI-A e do [Ru(NHs)4(Pz)(C)]>* aumenta com a substitui¢do do ligante
cloreto por &gua. Essa diferenca nos potenciais de reducédo entre os complexos KP1019, NAMI-A, e
[Ru(NHa3)3(Pz)(CN]?* é devida a natureza quimica dos ligantes na posicio axial, sendo que para o
KP1019 hé4 a presenca de um ligante ¢ doador fraco (indazois) e no NAMI-A e [Ru(NHs)s(Pz)(C)]*
h& presenga dos ligantes m-aceptores DMSO e pirazina, respectivamente, os quais estabilizam o
Ru(ll).

Tabela 3.2 Variacdo do potencial de reducdo dos complexos em estudo com o nimero de aquacoes,
obtidos no nivel TPSSh/def2-TZVP//SMD.

NUmero de Potencial de Redugéo (V) x NHE
Aquacdes
KP1019 NAMI-A [Ru(NHs)3(Pz)(CI)]**
0 0,289 (0,00--0,03)" 0,0244(0,235)? 0,28
1 0,166 0,156 0,75
2 0,183 [0,176]° 0,385 [0,467]° _
3 0,293 0,819

Valor experimental entre parénteses. 2 referéncia 22. ® referéncia 29 © os valores entre colchetes sdo
para o isomero trans. NHE: Eletrodo Normal de Hidrogénio.

Estudos eletroquimicos realizados por Brindell et al. [47] mostraram que os produtos de hidrdlise
do NAMI-A tém potenciais redox na faixa de 0,187-0,597 V versus NHE. A onda registrada em E°
= 0,597 V foi atribuida a uma mistura de [RuCl3(H.0)(DMSO)(Im)] e [RuCl> (H20)(DMSO) (Im)]*,
correspondendo a um aumento de 0,299 V quando comparado com o valor de E° = 0,298 V medido
para NAMI-A. Também foi observado aumento de 0,12 V no potencial de redugdo do complexo
monoaquo [9,25]. Para o complexo KP1019, observa-se também um aumento no potencial de reducao

ap0s a primeira hidrolise. Ravera et al. [27] mediram o potencial de reducéo de [Ru''(H20)Cls(Ind)2]
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em —0,072 V vs. Ag/ AgCl (0,127 V vs NHE), o que corresponde a um aumento de 0,088 V
comparado com o potencial de reducdo do KP1019. Portanto, a tendéncia observada em nossos
valores calculados para NAMI-A e seus produtos de hidrolise estdo de acordo com os valores
experimentais e mostra que é mais fécil reduzir os produtos hidrolisados do que o composto original.
No entanto, para 0 KP1019, nossos resultados mostram que o potencial de reducdo diminui ap6s a
primeira hidrélise, aumenta muito pouco na segunda hidrélise e retorna quase ao seu valor original
apos a terceira hidrolise.

Os potenciais de reducdo calculados utilizando protocolo computacional TPSSh/def2-
TZVPISMD estdo de acordo com os valores experimentais disponiveis. A variagdo observada pode
estar relacionada a descricéo dos efeitos do solvente, bem como efeitos de acoplamento spin-orbita,
como foi apontado por outros autores para o potencial de reducdo de alguns compostos contendo
ruténio [48]. Em alguns casos, a concordancia quantitativa é obtida apenas quando moléculas
explicitas de solvente sdo empregadas. Por exemplo, Srnec e colaboradores [49] mostrou que o
modelo COSMO pode fornecer energias de solvatacdo imprecisas para o par redox [Ru(H20)e]*"?*
se a segunda esfera de solvatacdo ndo for considerada. O mesmo fenémeno foi observado
anteriormente por Jaque e co-autores [50], que empregaram dois novos funcionais de troca e
correlacdo, M11-L e M11, e o modelo de solvatacdo implicita SMD. Como resultado, obteve-se o
potencial de reducéo de 0,2 V para o par redox Ru?*|Ru®*, em concordancia quase quantitativa com
0 experimento, mas, novamente, a segunda camada de moléculas de agua teve que ser considerada.
Esses resultados indicam que os modelos de solvatagdo como PCM e COSMO podem ser imprecisos
na determinacdo dos potenciais de reducdo deste tipo de sistema, gracas as ligacdes de hidrogénio
entre a primeira e segunda camada de solvatacdo. No entanto, foi mostrado recentemente em nosso
grupo de pesquisa que o procedimento utilizado neste trabalho produz excelentes resultados para o
potencial de reducdo de complexos de ruténio com ligantes aminas [51].

Nos processos de reducdo, os elétrons sdo adicionados no orbital LUMO, portanto espera-se que
a energia destes orbitais se correlacione com a tendéncia do ion metalico em receber o elétron. Assim,
as energias dos orbitais HOMO e LUMO dos complexos foram analisados no nivel TPSSh/def2-
TZVP. As superficies que indicam as orientagdes dos orbitais LUMO para o complexo KP1019 com
seus derivados das reacdes de aquacdo estdo representados na Figura 3.7.

Através da Figura 3.7 ¢é possivel observar que o orbital LUMO encontra-se centrado no ion
metalico em todas as situa¢des analisadas, demostrando que de fato € o metal quem sofre reducéo. O
orbital LUMO +1 para o KP1019 tem energia superior ao LUMO em mais de 0,21eV garantindo que
a reducéo ocorre via orbital LUMO. Um comportamento semelhante é observado nos complexos que

sofreram o processo de aquagdo, em que o orbital LUMO+1 apresenta energia superior de
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aproximadamente 0,4 eV em relagdo ao LUMO para o complexo [RuCls(H20)(Ind).]. J& para o
[RUCl2(H20)2(Ind)2]**, em que dois ligantes cloretos na posicdo cis no plano equatorial sdo
substituidos por agua, observa-se uma desestabilizacdo de quase 1eV do orbital LUMO+1 em relagéo
ao LUMO. A mesma analise do complexo [RuClz(H20)2(Ind)2]** pode ser estendida para quando os
cloretos sdo substituidos na posicdo trans. ApOs a terceira aquacdo, é observado que o orbital
LUMO+1 apresenta energia superior de 0,82 eV em rela¢do ao LUMO.

A Figura 3.8, mostra que os orbitais LUMO no complexo NAMI-A e nos demais que sofreram
0 processo de aquacéo sdo do tipo dx?-y? e estdo, portanto, orientados na direcdo do ligante. Apesar
de em todos os complexos aqui estudados observarmos uma diminuicdo da energia dos orbitais
LUMO com a troca de ligantes cloretos, o efeito no potencial de reducédo é variado. Este resultado
mostra a importancia da natureza do ligante na posicao axial, sendo que no kp1019 hé a presenca de
um ligante inidazol o-doador que contribui para 0 aumento na densidade eletrbnica no centro
metalico, dificultando a reducéo. Para 0 NAMI-A e o [Ru(NHz3)3(Pz)(CI)]?* ha presenca dos ligantes

n-aceptores DMSO e pirazina, respectivamente, os quais estabilizam o Ru(ll) facilitando a reducéo.

(d)

Figura 3.7 Orbitais LUMO para o complexo KP1019 (a) e seus respectivos produtos de aquacoes
obtidos no nivel TPSSh/def2-TZVP. (b) apds a primeira aquacao, (c) dois ligantes cloretos séo
substituidos na posicgéo cis, (d) dois ligantes cloretos séo substituidos na posi¢éo trans e (e) apos a

terceira aquacao.
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Figura 3.9 Orbitais LUMO para o complexo NAMI-A (a) e seus respectivos produtos de aquagoes
obtidos no nivel TPSSh/def2-TZVP. (b) apds a primeira aquacdo, (c) dois ligantes cloretos sdo

substituidos na posicéo cis, (d) dois ligantes cloretos séo substituidos na posi¢éo trans e (€) apés a terceira

aauacao.



84

Como exemplo, a Figura 3.9 mostra a variacdo de energia dos orbitais LUMO com a substitui¢éo

dos ligantes cloreto por agua para o complexo NAMI-A.

] LUMO +4 LUMO +4
LUMO +4
25 LUMO +4
LUMO +3
LUMO +3 ~ ——
4 LUMO +3 =
LUMO +3 LUMO +2
204 LUMO +2
LUMO +4 — MO +2
— 7 LUMO +2
2
£
o 1 LUMO +3
L
- LUMO +2
LICJ 1,0 S UMO + LUMO +1 LUMO +1
LUMO +1
LUMO +1 _ LUMO +1
LUMO LUMO LUMO LUMO LUMO

[NAMI] [NAMI-H,0] [NAMI-2H;0-cis]**  [NAMI-2H,O-trans]"* [NAMI-3H,0] "

Figura 3.9 Diagrama de energia dos complexos: NAMI-A e suas respectivas substitui¢ces do ion
cloreto por &gua, obtidos no nivel TPSSh/def2-TZVP.

Através da Figura 3.9 é possivel observar que para 0 NAMI-A a diferenca de energia entre o
orbital LUMO +1 e 0 LUMO é de aproximadamente 0,55 eV e aumenta para 0,85 eV ap0s a reacdo
da primeira aquacdo. Essa diferenca de 0,85 eV se mantém quando dois ligantes cloretos séo
substituidos por ligantes agua na posicdo cis. Quando a substituicdo € feita na posicdo trans, a
diferenca de energia entre LUMO e LUMO +1 decresce para 0,63 eV e ap0s a terceira aquacao
diminui para 0,56 eVV. Como em todos os complexos aqui estudados a energia dos orbitais LUMO+1
s&o muito superiores ao do orbital LUMO, concluimos que a reducdo ocorre via orbital LUMO.

A termodinamica da reacdo de aquacdo foi investigada e a Tabela 3.3 mostra a energia livre de
Gibbs calculada para a reacao de troca de ligantes CI"/H20 para os compostos NAMI-A e KP1019.
A partir da tabela, é possivel observar que para ambos compostos no estado de oxidagdo +2 e +3, a
reacdo de troca de cloreto pela 4gua é altamente favoravel e a energia livre de Gibbs varia quase
linearmente com o numero de moléculas de agua. Por exemplo, como pode ser visto na Tabela 3.3, a

energia livre para a segunda e terceira hidrélise de NAMI-A é 1,95 e 2,80 vezes a energia livre para
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a primeira hidrdlise, respectivamente, para o estado de oxidacao +3, e 2,00 e 2,96 para 0 estado de
oxidacgdo +2. Vale a pena notar que a energia livre para a primeira hidrolise do NAMI-A é quase da
mesma magnitude para os estados de oxidaco de +2 (-60,4 kcal mol™?) e +3 (-57,4 kcal mol™Y), que
também é verdade para 0 KP1019. No entanto, a hidrolise com o Ru(Il) é sempre mais favoravel que
0s respectivos complexos Ru(ll1).

Os resultados cinéticos obtidos no trabalho tedrico de Vargiu et al., [1] mostraram uma
diminuicdo na energia de ativacio para a primeira hidrolise de aproximadamente 3 kcal mol™* com a
reducdo de NAMI-A. Para a segunda hidrolise, esta diminuicdo é ainda mais pronunciada, variando
entre 7 kcal mol™ para a substituicdo em cis e 9 kcal mol™ para a substituicio em posicdo trans. Os
calculos foram realizados no nivel B3LYP/6-31G(d,p) de teoria. Estes resultados mostram que a
hidrolise dos complexos reduzidos é termodinamicamente mais favoravel e cineticamente mais
acessivel que os correspondentes complexos Ru(lI1). Por outro lado, quando a mesma anélise € feita
para 0 KP1019, observamos que a reducdo ndo influencia a energia livre total de Gibbs da reacao,
uma vez que a magnitude da energia livre da reacdo é quase a mesma para os complexos Ru(ll) e
Ru(lll). Este fato pode auxiliar na explicacdo dos diferentes mecanismos de acdo de ambos os
farmacos

Tabela 3.3 Energia livre de Gibbs calculada para as reacGes de troca de ligantes envolvendo os

ligantes de agua e cloreto dos complexos NAMI-A e KP1019 em formas normais e reduzidas.™

NAMI-A
N [RU(C1)4n(H20)n(IM)(DMSO)] " [RU(C1)4-n(H20)n(IM)(DMSO)] 2"
1 -57,4 -60,4
2 -111,9 -120,3

(-108,2)? (-118,4)
3 -160,4 -178,8

KP1019
[RU(C1)4n(H20)n(Ind)2] 1" [RU(CI1)4n(H20)n(Ind)2] 2"

1 -56,5 -53,6
2 -115,1 -112,7

(-114,0) (-111,4)°
3 -175,3 -175,4

* Para o complexo NAMI-A, as reacdes de hidrdlise foram descritas como: [Ru"""'(Cl)4(Im)(DMS0)] -*
2 + nH,0 — [RU"(C1)4:n(H20)n(IM)(DMSO)] 1241 + nCl-. Para 0 KP1019, as reaces de hidrdlise
foram descritas como: [Ru""(Cl)s(Ind),]? + nHO — [RU"(C1)4.n(H20)n(INd)o] 12" + nCI. As
energias livres de Gibbs foram calculadas no nivel da teoria TPSSh/Def2-TZVP/SMD a 298,15 K e sdo
dados em kcal.mol?. #Valores em parénteses sdo para o isdmero trans.
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A energia livre de Gibbs envolvida na reducdo de NAMI-A e KP1019 foi calculada como —98,0
e —110,0 kcal mol™, respectivamente. Portanto, esses resultados, apesar de qualitativos, sugerem que
ambos os complexos tém preferéncia termodinamica a serem primeiro reduzidos, antes de sua
hidrélise, seguindo assim a via (B) mostrado na Figura 3.1. De fato, a solvélise das espécies Ru(ll)
geradas eletroquimicamente foi observada tanto para o0 KP1019 quanto para o NAMI-A [8,9,25,29]
e, em geral, a reacdo de troca agua/cloreto é acelerada com a reducdo das espécies Ru(l11). Entretanto,
no meio biologico, ndo é facil atribuir uma via preferencial para o mecanismo de agéo, pois varios
processos podem alterar o potencial de reducéo do farmaco e, portanto, alterar a taxa do processo de
solvolise. Por exemplo, no meio bioldgico, os pré-farmacos podem ser reduzidos por redutores
bioldgicos bem conhecidos, tais como nicotinamida adenina dinucleétido (NADH), ascorbato,
tocoferol (vitamina E), Cys e GSH, para os quais o potencial de reducdo no pH fisioldgico, esta
préximo -0,3 a -0,5 V [51,52]. No entanto, 0 mecanismo de reacdo envolvido na reducdo desses
complexos ndo é conhecido e, portanto, na escala de tempo necessaria para a reducdo bioldgica desses
pro-farmacos, a solvolise pode ocorrer. Experimentos de RMN demonstraram que, sob condigdes
tamponadas, 0 KP1019 é reduzido em 3,5 h na presenca de GSH e dentro de minutos na presenca de
acido ascorbico [26]. Tem sido sugerido que o transporte e entrega dos farmacos de Ru(lll) ocorrem
através da interacdo com proteinas séricas, como transferrina e albumina [53], e complexos de ruténio
ndo sdo reduzidos efetivamente enquanto ligados a essas proteinas [29]. Portanto, a aquacdo pode
ocorrer antes da reducéo e alterar as propriedades redox.

Os resultados relatados nas Tabelas 3.2 e 3.3 também sustentam a hipdtese de que as formas
reduzidas dos complexos aqui estudados, assim como seus produtos de hidroélise, sdo relevantes para
sua atividade antitumoral, pois sua formacdo é termodinamicamente favoravel e seus potenciais de
reducdo sdo biologicamente acessiveis. Para ambos os complexos, a termodinamica dos processos de
hidrolise é extremamente favoravel e os calculos de energia livre de Gibbs para as sucessivas reacdes
de hidrélise revelaram que todos os ligantes de cloreto poderiam ser substituidos favoravelmente por
agua. Esta evidéncia estad de acordo com o recente trabalho de Keppler e colaboradores, [54]que
relataram a estrutura de raios X do KP1019 ligado a albumina sérica humana (HSA). Os autores
mostraram que o KP1019 perde todos os ligantes originais quando cristalizado com a proteina. Um
comportamento analogo também foi observado para os complexos NAMI e NAMI-A[55,56].

Como discutido nesse capitulo, a reducdo dos complexos NAMI-A e KP1019 parece
desempenhar uma fungdo importante em suas agdes antitumorais. No entanto, é necessario ter em
mente que a labilidade ou a inércia das espécies Ru(l11) e Ru(ll) dependera da natureza tanto do grupo
de saida como dos ligantes transportadores, além da carga liquida, de modo que generalizar a quimica

desses compostos pode ser muito perigosa. Apenas quando o ligante de saida é anidnico a reducéo de
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um complexo Ru(l11) para as espécies Ru(Il) correspondentes resulta em um aumento da taxa de troca
de ligantes devido a diminuicédo da carga liquida.

Na verdade, ndo ha ainda evidéncia experimental inequivoca e conclusiva na literatura, incluindo
os compostos lideres de Ru(lll) NAMI-A e KP1019, que a reducéo - embora possivel - realmente
também ocorre in vivo. Ao contrério, em um recente trabalho utilizando o método XANES realizados
em NKP1339 (trans-[tetracloridobis (1H-indazole) rutenato de sodio (111)]) em varios tecidos (tumor
incluido) de um rato portador de SW480 (linha de células do cancer de célon humano), Blazevic e
colaboradores sugerem que 0 complexo permanece em seu estado de oxidacao +3 ap0s 24 horas [57].
Além disso, no mesmo trabalho foi concluido também que a presenca de espécies Ru(ll) 24 horas
apos o tratamento pode ser descartada revelando uma clara contradi¢cdo com o chamado mecanismo
de “ativagao por reducao”.

Outro fator relevante é que sob condig¢bes bioldgicas, os compostos sofrem profundas
transformacdes em seus ambientes de coordenagdo (muito rapidamente no caso do NAMI-A), devido
a interacbes com biomoléculas e produzindo metabdlitos com E° desconhecido [58,59]. De fato,
varios autores demonstraram que nem o NAMI-A ou KP1019 (ou seus metabdlitos) sdo efetivamente
reduzidos quando ligados a proteinas séricas [60-63]. Assim, a reducdo ocorreria - na melhor das
hipoteses - somente ap0s a liberacéo da proteina no interior da célula. Essas evidéncias demonstram
a complexidade de estudar processos redutivos envolvendo metais de transicdo em sistemas
bioldgicos. No entanto, serviram até o0 momento como ponto de partida para o entendimento do

mecanismo de acao de metalofarmacos tdo promissores no combate ao cancer.

3.4 Concluséao

Nesta etapa do trabalho a correlacdo entre o potencial de reducdo e a reacdo de substituicdo de
ligantes cloretos por agua nos complexos NAMI-A, KP1019 e [Ru(NHs)4(Pz)(CI)]?* foi avaliada. Os
resultados estruturais, utilizando o nivel de teoria TPSSh/def2-TZVP, revelaram estruturas com
geometria octaédrica distorcida em torno do atomo de ruténio. Nossos resultados mostraram também
que enquanto o potencial de reducio dos compostos NAMI-A e o [Ru(NHs)3(Pz)(CI)]?* sdo sensiveis
a troca de ligantes, o potencial de reducdo do KP1019 permanece constante com a aquagdo. A
avaliacdo da energia livre de Gibbs mostrou que o processo de aquacao é favoravel para todas as
substituices. Foi observado também que nos complexos NAMI-A e [Ru(NHs)4(Pz)(CI)]?* houve
uma diminuicdo significativa da energia livre de Gibbs para a primeira aquacdo, indicando que 0s
complexos sdo reduzidos antes da reacéo de troca de ligantes. No composto KP1019 a energia livre

de aquacdo permanece praticamente constante com a reducao.
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Nossos resultados mostraram também que os compostos exibem diferentes comportamentos
eletroquimicos apods a hidrélise. O potencial de reducdo do NAMI-A é sensivel ao grau de hidrdlise,
aumentando com o ndmero de ligantes cloreto substituidos pela agua. Por outro lado, o potencial de
reducdo do KP1019 ndo varia com a hidrélise e permanece quase constante. Nossos resultados
mostraram que, termodinamicamente, 0os complexos NAMI-A e KP1019 tém uma preferéncia
termodinamica a serem reduzidos antes de sofrer hidrdlise, ja que a energia livre envolvida no
processo de reducao dos complexos é mais negativa.

Além disso, foi possivel concluir que apesar de serem estruturalmente parecidos, NAMI-A e
KP1019 apresentam importantes diferencas eletronicas que afetam fortemente suas respectivas
reatividades e, portanto, seus perfis bioldgicos. O comportamento diferente é provavelmente mediado
por suas diferentes interagdes com as células. De fato, o0 KP1019 é capaz de entrar nas células em
quantidades apreciaveis, enquanto o NAMI-A se localiza principalmente no meio extracelular ou na
membrana celular, sendo esta, uma distingdo mecanicista crucial [64].

A escolha de pro-farmacos com diferentes mecanismos de acdo € essencial para conhecermos
como é possivel manipular quimicamente um composto para atingir alvos bioldgicos especificos. Nos
complexos estudados neste capitulo, foi possivel observar que a mudanca de um ligante r-aceptor
(DMSO) no NAMI-A para um ligante o-doador (indazol) no KP1019 é suficiente para alterar a
internalizacdo do pro-farmaco devido as diferencas eletrdnicas. Assim, se a intencdo sdo alvos
biologicos da matriz extracelular com o objetivo de diminuir metéstase do cancer, por exemplo,
complexos com ligantes capazes de acomodar a carga negativa doada ao metal (pelo alvo bioldgico,
ou por resultado de reducdo) parecem ser uma opcao viavel. Por outro lado, se a intecdo é que o pro-
farmaco seja internalizado pela célula e apresente maior citotoxidade, ligantes o-doadores parecem

ser uma opcao melhor.
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Capitulo 4 — Interacbes dos complexos NAMI-A KP1019 e
[Ru(NH3)2(H20)(P2z)]?* com biomoléculas e nucleobase do DNA

4.1 Introducéao

O modo de acdo de farmacos a base de Ru é complexo e, em geral, pouco compreendido em
relacdo aos complexos de platina. Diferentes mecanismos de ac¢do antitumoral dos complexos de Ru
tém sido propostos, sendo em alguns casos interagéo direta com o DNA e/ou inducgéo de estresse
oxidativo [1-5]. Este comportamento quimico € vantajoso, pois, compostos que tém como alvo DNA,
um alvo ubiquo presente nas células doentes e saudaveis, tendem a ser sistemicamente mais toxico
do que aqueles com alvos especificos do cancro.

Para se tornarem espécies ativas, tem sido proposta uma etapa de aquacdo ou solvolise devido a
diferenca de concentracdo de ions cloreto [CI'] no plasma sanguineo e no citoplasma das células [6-
8]. Esta diferenca faz com que os complexos de ruténio (1), sofram ativacao por hidrdélise no interior
das células cancerigenas através da troca do ligante cloreto por dgua. A espécie hidrolisada entdo
sofre reacBes de substituicdo por biomoléculas e/ou nucleobases.

Depois de ser ativada, distribuidas e localizadas em compartimentos celulares, o farmaco mata a
célula cancerigena através de interacdes com diferentes componentes celulares ou com DNA, o(s)
alvo(s) primério(s) é(séo) ainda uma questdo em aberto. Alguns trabalhos tém sugerido que a acéo
antimetastatica do NAMI-A esta relacionada com sua cinética de troca de ligante relativamente
rapida, dificultando sua internalizacdo pelas células[9]. Outras publicacdes sugerem que 0 NAMI-A
atua no blogueio do ciclo celular no ponto de transi¢cdo G2/M, devido ao acimulo de proteinas Cdk1
inativas, que é responsavel por informar danos na molécula de DNA [10,11]. Além disso, 0 NAMI-
A também provoca inibicdo de proteinas topoisomerases, enzimas importantes nos processos de
replicacdo e empacotamento do DNA [12]. Até o presente momento, observacdes experimentais
indicam que a acdo farmacologica do NAMI-A é o resultado de uma variedade de mecanismos
concorrentes e que aparentemente ndo envolvem interagéo direta com DNA[13,14].

Ja a atividade antitumoral do KP1019 esta relacionada predominantemente a efeitos citotoxicos
que surgem de uma interferéncia direta com a sinalizacdo celular e vias metabolicas [15]. Mais
precisamente, uma das mais recentes e creditadas interpretagdes do mecanismo molecular do KP1339
tende a descartar um dano direto ao DNA como o principal determinante de sua acgéo citotoxica[16].
Acredita-se que a atividade citotoxica do KP1019 esta baseada no estresse oxidativo e estresse do RE
(reticulo endoplasmatico), em vez de danos ao DNA [1,17]. KP109 tém demonstrado causar estresse

oxidativo e perturbacdo de fungdes em células cancerosas no ER, através do direcionamento da
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proteina reguladora de glicose 78 kDa (GRP78) para um nivel normal [1,16,18]. Deste modo, a
apoptose é induzida por via mitocondrial intrinseca [15,16]. No entanto, esses mecanismos podem
ser apenas parte de um cenario mais complexo.

Algumas observagdes mais recentes estdo de acordo com esta hipotese. Notavelmente, em
virtude de sua cinética de troca de ligante relativamente rapida, NAMI-A ndo é significativamente
internalizado pelas células. Essa parece ser uma grande diferenca mecanista em comparagdo com o
KP1019, que é internalizado pelas células em quantidades muito maiores. A diferenca na captagédo de
ruténio foi robustamente apoiada em um estudo comparativo realizado por Harris et al. com base na
imagem de fluorescéncia de raios X de células individuais [19].

Ja para o trans-[Ru(NHs)a(Pz)(H20)]?* a ativacio da atividade bioldgica esta relacionada com
coordenacdo direta ao DNA preferencialmente nos sitios dos &tomos N3 e N7 da guanina e adenina
[20,21]. A preferéncia por esse sitio se deve a disponibilidade estrutural, pois, 0s outros &tomos de
nitrogénio estdo envolvidos em ligacGes de hidrogénio responsaveis pela manutencdo da estrutura do
DNA, ou utilizados em ligagdes glicosidicas com as moléculas de riboses. Estes dados tém mostrado
que as espécies mono-hidrolisadas dos compostos aqui estudados podem interagir com alguns
competidores intracelulares influenciando no efeito e biodisponibilidade do farmaco. Exemplos
dessas moléculas sdo: aminoécidos, peptideos, proteinas, histidina, cisteina, metionina, glutationa e
metalotioneina.

Wang e colaboradores [22] demonstraram que os complexos baseados em Ru seguem diferentes
mecanismos de reacdo do que a cisplatina na reacdo competitiva entre os ligantes do doador S, como
os ligantes GSH e doador-N. Neste mecanismo, a reacdo entre o complexo de ruténio e GSH leva a
formacdo de um composto tiolato de ruténio, que pode entdo sofrer oxidacdo por oxigénio para
produzir um complexo original de sulfonato. A oxidacdo da GSH coordenada no complexo tiolato
parece fornecer uma rota facil para a troca de GSH e a formacédo de ligacdo a Ru-N7. Isso pode
fornecer um mecanismo Unico de acao e explicar a falta de resisténcia cruzada com medicamentos de
platina, que é uma vantagem clinica em potencial. Outras atividades citotoxicas de NAMI-A e
KP1019 podem ser atribuidas as suas interacdes com nucleobases de DNA em geral ao sitio N7 da
guanina [1,23]. Vale ressaltar que a interacdo de compostos de ruténio com &cido nucléico e derivados
gera compostos com propriedades quimicas e fotofisicas com importantes aplicagdes em
nanotecnologias, diagnosticos e terapias medicas, e recentemente revisado por Flamme et al. [24].

Apesar da importancia dessas interacbes competitivas na biodisponibilidade e efeitos do farmaco,
poucos estudos tedricos sobre a competicdo entre nucleotideos N-doadores, aminoécidos S-doador e
peptideos por complexos anticancerigenos de ruténio (1) tém sido reportados. Entretanto, entender

as diferentes caracteristicas estruturais, bem como as propriedades termodindmicas da formacao de
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adutos de Ru (I1) com alguns alvos biol6gicos estratégicos e as nucleobases do DNA, tanto em fase
gas, e, principalmente em solugdo, sdo etapas importantes que ajudam a compreender a interacao
destes compostos no meio celular. Nesta linha, trabalhos tedricos que auxiliem algumas dessas etapas
sdo muito bem-vindos. Por estes motivos, nesta etapa do trabalho, nos ocupamos em descrever a
termodindmica de solvatacdo dos complexos de ruténio com os alvos bioldgicos cistéina (Cys),
glutationa (GSH), guanina (nos sitios de coordenacdo N3 e N7), através de ciclos termodinamicos,
determinando-se a energia livre do processo em solugdo aquosa no nivel de teoria DFT. As estruturas

dos alvos bioldgicos sdo mostradas na Figura 4.1.

(c)
Figura 4.1 Estrutura dos alvos bioldgicos (a) guanina (nos sitios de coordenacdo N3 e N7), (b)

cistéina (Cys) e (c) glutationa (GSH), estudados via reacdo com o complexo de ruténio.

Como discutido na secdo 1.1, células cancerosas apresentam uma maior concentracdo de GSH em
relacdo a células saudaveis, sendo que mais de 90% na forma reduzida e uma quantia inferior a 10%
na forma oxidada de dissulfeto (GSSG). O aumento nos niveis de GSH em relacdo ao de GSSG, é
um indicativo de estresse oxidativo, o qual pode conduzir a apoptoses [21,22]. As estruturas da

glutationa em sua forma reduzida e oxidada sdo mostradas na Figura 4.2.
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Figura 4.2 Estruturas das formas reduzida GSH (A) e oxidada, GSSG (B), da Glutationa

existindo no pH fisiologico.

A GSH ja teve seu espaco conformacional bem explorado por simulagdes computacionais e
trabalhos experimentais [25-28], sendo mostrado que sua estrutura é bem flexivel e ndo apresenta
uma forte preferéncia conformacional em qualquer pH. Por isso, adotamos para estudo uma forma
estendida [27], e outra circular obtida por estudo conformacional realizado no programa TINKER
[29] (Figura 4.3). A analise conformacional da glutationa foi realizada em meio aquoso com constante
dielétrica e, = 78,39 e como resultado foram obtidas 6818 estruturas conformacionais diferentes.
Através da subrotina Analyze a estrutura de menor energia foi selecionada e utilizada nas demais

etapas do protocolo computacional.
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(b)

Figura 4.3 Estruturas estendida (a) e circular (b) da GSH, utilizadas para no estudo de

formagéo dos adutos de Ru-GSH.
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Muitas reacbes da GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH), altamente polarizaveis, contudo ha
outros possiveis sitios de coordenacdo com metais de transicdo em sua estrutura, por exemplo, 0s
grupos carboxilatos e aminos. Em nosso trabalho, focamos na coordenagao entre o centro metalico e
glutationa via &tomo de enxofre, pois, segundo a classificacdo de Pearson, o ruténio € um acido macio
e tem maior afinidade pelo atomo de enxofre.

Para avaliar teoricamente a interacdo entre os complexos estudados nesta Tese e as biomoléculas
selecionadas, voltamos ao esquema mostrado no Capitulo 3 (Figura 3,1) que mostra as diferentes
possibilidades reacionais dos complexos. Foi concluido neste capitulo que enquanto o NAMI-A exibe
uma preferéncia pela via em que ocorre primeiro a reducdo e depois a reacdo de aquacdo (hidrolise)
0 KP1019 néo apresenta vias preferenciais. De posse dessa informacao, é possivel continuar o estudo
das interacfes com o ligante (L) tendo em vista o perfil eletroquimico destes compostos. Para o
NAMI-A a via preferencial B sera mantida e primeiramente sera analisado a formacéo dos adutos
pela reacdo do complexo hidrolisado com a glutationa, cisteina e nucleobase do DNA representada

aqui conforme a seguinte equacdo quimica generica:

Ru =L +X - Ru"—X+1L 4.1)

Em que o ligante L=H>0 nos complexos [RuCls(H20)(Ind)2]*, [RuCls(H20)(DMSO)(Im)]* e
[Ru(NHs)a(H20)(Pz)]** sdo substituidas pelas biomoléculas (X) e a nucleobase guanina do DNA nos
sitios N3 e N7.

No entanto, como 0 mecanismo de a¢do dos complexos ainda sdo desconhecidos e 0 KP1019 nao
apresenta via preferencial de reacdo, foi analisado duas novas possibilidades como mostrada na
Figura 4.4 para o composto NAMI-A. Na primeira possibilidade, o composto pode inicialmente sofrer
reacdo de troca de ligantes antes da reducdo (via (E)), pois, como mostrado no Capitulo 3, esse é um
processo espontaneo. Como resultado sera gerado a espécie monoaquo-Ru(l1l) (1E). Este complexo
pode entdo interagir diretamente com o alvo bioldgico L formando o composto (2E) em que o centro
metalico permanece oxidado. A segunda possibilidade é a via (D), onde a interacdo com alvo
bioldgico ocorrera apos a segunda aquacao e os reagentes serdo, portanto, 0s compostos aquo-Ru(Il)
(1D?) e (2D’) em que os ligantes agua podem ser substituidos tanto na posi¢éo cis como na posicéo
trans em relagdo aos ligantes cloretos. As energias livres de Gibbs para ambos processos séo proximas
e favoraveis, em torno de 120 (formac&o dos isdbmeros cis e trans) e 114 (formagéo dos isdbmeros cis
e trans) kcal mol™ para o NAMI-A e KP1019 respectivamente como foi mostrado na Tabela 3.3. Em

seguida ha o deslocamento da molécula de agua pelo alvo bioldgico L, formando os compostos L-
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Ru(ll) nas posices cis (3D’) e trans (4D’). Outros processos competitivos podem ocorrer, como por
exemplo o deslocamento sucessivo de cloreto pela dgua através da via (E) ou interacdo direta com o
alvo biologico L pela via (D) gerando o aduto reduzido no qual o alvo L desloca uma molécula de
agua. A sequéncia dos eventos ou, as vias preferidas, dependerdo da cinética dessas reacdes e também
do potencial de reducdo das espécies, concentracdo de cloretos e estabilidade termodinamica dos

complexos formados
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Figura 4.4 Representacdo esquematica dos possiveis caminhos de reacao bioldgica competitiva para
o complexo NAMI-A. Na via (E) NAMI-A inicialmente sofre reacdo de deslocamento do ligante
gerando a espécie (1E) de monoaquo-Ru(lll), que posteriormente interage com alvo bioldgico L,
gerando o composto Ru'"'-L(2E). Na via (D) o composto ja reduzido e hidrolisado pela segunda

vez interage com os alvos bioldgicos L, gerando os adutos 3D’ e 4D°.

4.2 Metodologia Teorica

Os calculos de otimizacdo de geometria e frequéncias vibracionais foram realizados ao nivel DFT
[30] de teoria utilizando o funcional de troca-correlacdo TPSSh[31]. Este foi escolhido em virtude de
fornecer valores de parametros geométricos em bom acordo com valores experimentais [32]. Foi
utilizado o conjunto de fungdes de base def2-TZVP [33] e 0 e conjunto de base auxiliar def2-TZVP/J
[34] para todos os atomos. Efeitos relativisticos foram tratados utilizando o formalismo Zeroth Order

Regular Approximation (ZORA) [35,36]. O efeito do solvente foi incluido utilizando o modelo



99

continuo Conductor-like Screening Model COSMO [37] desenvolvido por Klamt e o SMD,
desenvolvido por Truhlar and Cramer [38] mantendo o mesmo nivel de teoria do célculo de
otimizacdo e frequéncia. Todos os célculos foram realizados no programa ORCA [39]. A energia
livre de Gibbs foi considerada a fim de verificar a espontaneidade de formagao dos adutos resultantes
da interagdo dos complexos estudados nesse trabalho com as biomoléculas cisteina, glutationa e a
base guanina do DNA (ver figura 4.7). A correcao térmica para a energia do ponto zero a 298,15K
foi obtida através do calculo da frequéncia ja referido. Neste sentido, a energia livre em vacuo
(AGgas) ¢ definida como a soma entre a energia eletronica e a corre¢ao térmica. O efeito do meio de
solvente (AGsolvatacao) foi incluido com o modelo continuo COSMO, em que apenas as interagdes
eletrostaticas sdo consideradas e 0 modelo SMD que inclui os termos de cavitacdo e dispersao. Assim
0 AG total das rea¢des quimicas propostas sdo calculadas através do ciclo termodinamico apresentado

na Figura 4.5.

Fase gas [RuCly(Ind),(H,0)] + L ——= [RuCl3(Ind),(L)]*" + H,0

AGypy AGgly AGgy AG

Solugdo [RuCk(Indy(H,0) + L —— [RuCh(Indp(L)*! + H,0

sol
Figura 4.5. Esquema do ciclo termodinadmico proposto para a descri¢cdo do processo de solvatacdo

dos adultos. Onde L = cisteina (Cys), glutationa (GSH), sitios GN7 e GN3 da guanina.

Portanto:
AGsolugéo = AGgés + A(AGsolvatagﬁo) 4.2

Em que:
AGsopucao = Variagdo da energia livre de Gibbs da reagdo em solugéo.
AGgyss = variacao da energia livre de Gibbs da reagdo em fase gasosa.

AGsoivatacao = €nergia livre de Gibbs envolvida na solvatacdo da espécie.

Na Figura 4.6 esta sumarizado as possibilidades dos adutos formados entre NAMI-A'', em que o
ion metalico apresenta carga +2 e as biomoléculas selecionadas. Vale ressaltar que os ligantes
contendo enxofre séo capazes de protonar o grupo de saida (H20) formando o ion hidrénio gracgas aos
seus valores de pKa. Por esse motivo, a interacdo dos complexos reduzidos com glutationa em sua

conformacao tanto circular, quanto estendida e com a cisteina é capaz de deslocar tanto o ligante 4gua
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como tambem é possivel que o H da ligacdo S-H seja transferido para o grupo de saida formando o
fon hidrénio. Como ja destacado, nosso trabalho tem por objetivo o estudo termodinamico global
desses processos e 0 mecanismo de reacdo ndo sera abordado. Os demais complexos estudados em
sua forma reduzida seguem o mesmo padrdo de reatividade mostrado na Figura 4.6 e, por isso, suas

representacfes esquematicas foram omitidas.

[Ru(Cl(GN3)(Im)DMSO)] [Ru(Cl)3(GS)(Im)(DMSO)
A3 0 GSH A2

H,0
N3 7 IRu(C(H0)(Im)(DMSO) }

CYSH
H,0
GN7
H;0"

[Ru(CHA(GNTY(ImYDMSO) [Ru(Cl)5(CYS)(Im)(DMSO)|>
Ad Al

Figura 4.6 Representacdo esquematica das reacdes entre os complexos Ru(ll)-monoaquo de
NAMI-A com os sitios GN3 e GN7, CysH e GSH.

4.3 Resultados Estruturais

4.3.1 Detalhes Geométricos

As Figuras 4.7 e 4.8 mostram as estruturas otimizadas para 0s adutos formados
[RuCl3(DMSO)(Im)L]* com L = Cys, GSH, GN7 e GN3 de acordo com a equagdo 4.1. Os dados
geométricos obtidos estdo relacionados na tabela 4.1. Pela analise dos valores presentes na Tabela
4.1, observamos que as espécies coordenadas ao centro metalico conferem a este sitio uma forma
geométrica pseudooctaédrica. A competicdo entre a base guanina e as especies Cys e GSH, com
atomos de S doadores de elétrons, por complexos de ruténio (I1) foi investigada e os parametros
geométricos obtidos encontram-se, também, listados na Tabela 4.1. Resultados experimentais relatam
a preferéncia de complexos de Ru(ll) e Ru(lll), pela ligagdo ao sitio ativo N7 da guanina, pois este
estad mais disponivel para a ligacdo nas nucleobases[20,21]. A interacdo com a cistéina foi realizada
para termos um prototipo de provaveis mudancas ao estudarmos a coordenacgdo via GSH, uma vez

que este aminoacido faz parte de sua estrutura. Visto que a GSH ja teve seu espago conformacional
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bem explorado por simulagbes computacionais e trabalhos experimentais, realizamos as otimizagdes

para este tripeptideo a partir de uma conformacéo em pH fisioldgico [25-28].

(b)

Figura 4.7 Estruturas otimizadas no nivel de teoria DFT para os adutos [RuClz3(DMSO)(Im)L]*
com L = GN3 (a), GN7(b) utilizando o funcional TPSSh e funcdes de base def2-TZVP.

(b)
Figura 4.8 Estruturas otimizadas no nivel de teoria DFT para os adutos [RuCl3(DMSO)(Im)L]*
com L = Cys(a), GSH(b) utilizando o funcional TPSSh e fung¢des de base def2-TZVP.
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Tabela 4.1 Valores dos parametros estruturais otimizados no nivel DFT para os adutos
[RUCI3(DMSO)(Im)L] ™ com L = Cys, GSH, GN7 e GN3 utilizando o funcional TPSSh e fungdes
de def2-TZVP (Figuras 4.7 e 4.8).

Paramétro Ru-Cys RuU-GSH(iineay  RU-GN7 Ru-GN3
r(Ru-S) ou r(Ru-G) 2,442 2,388 2,071 2,156
r(Ru-N(Im)) 2,091 2,080 2,068 2,079
r(Ru-S(DMSO0)) 2,215 2,198 2,213 2,216
Média r(Ru-Cl) 2,470 2,480 2,428 2,426
Z S-Ru-N(Im) ou £ G-Ru-N(Im) 96 88 90 89
Z S(DMSO)-Ru-S ou £ S(DMSO0)-Ru-G 88 94 94 96
2 S-Ru-Cl ou Z G-RuCl 91 89 88 91
/ S-Ru-Cl ou Z G-RucCl (trans) 178 176 177 175
Z CI-Ru-ClI 89 90 92 89
Z Cl-Ru-Cl (trans) 176 172 174 172

Distancia em A e angulos em graus.

As Figuras 4.9 e 4.10 mostram as estruturas otimizadas no nivel TPSSh/def2-TZVP para os
adutos formados [RuCls(Ind):L]%*, com L = Cys, GSH, GN7 e GN3. As distancias de ligagdo em
torno da esfera de coordenacdo dos complexos aqui estudados estdo sumarizadas na Tabela 4.2. Como
pode ser visto pela Tabela 4.2, todas as espécies otimizadas apresentam essencialmente uma estrutura
octaédrica distorcida ao redor do a&tomo de ruténio. Observamos que h& uma tendéncia para um menor
comprimento de ligacdo referente a Ru(ll)-Nucleobase, em ambos os sitios de coordenacdo (N7 e
N3). Sendo que essa tendéncia torna-se mais acentuada quando temos a coordenacao pelo N7 da
guanina.

Comparando os dados das Tabelas 4.1 e 4.2, observamos também que quando o ligante na
posicdo axial € o indazol nos adultos formados a partir do KP1019 reduzido, a média dos
comprimentos de ligagdo Ru(Il)-Cl no plano equatorial tende a diminuir, se comparados com 0s
adutos formados a partir do NAMI-A reduzido, em que a posi¢do axial é ocupado por um ligante
DMSO. Esta observacao pode ser explicada pelo fato do indazol ser um ligante doador, frente ao
DMSO que ¢é um forte aceptor m. Portanto, a ligagdo Ru(Il)-In é mais intensificada, 0 que provoca
uma diminuicdo na média de comprimento das ligacbes Ru(I1)-Cl nos adultos formados a partir do
KP1019 em comparagdo com os complexos formados a partir do NAMI-A reduzido com os alvos
bioldgicos abordados neste trabalho. Com base ainda nos parametros estruturais para os competidores

bioldgicos cisteina e glutationa, observa-se que o comprimento de ligacdo Ru(ll)-GSH € menor
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quando comparado a distancia de ligacdo Ru-CYS. Este fato indica uma preferéncia do ion metalico
pelo tripeptideo.

As espécies oxidadas tanto para NAMI-A como para o KP1019 também foram estudadas e as
distancias de ligacdo para os adutos formados entre os complexos monoaquo-Ru'"' e os alvos
bioldgicos, cisteina e guanina nos sitios de ligacdo N3 e N7 esta mostrado na Tabela 4.3. Infelizmente,
n&o foi possivel obter convergéncia para o calculo de otimizag&o dos complexos monoaquo-Ru'"' com
a glutationa em nenhuma de suas conformagdes. As estruturas dos adutos formados serdo omitidas,
com o objetivo de dar maior fluidez ao texto e destacar diferengas quimicas que sdo mais relevantes.
Seguindo entdo a via C de reacdo mostrada na Figura 4.4, os produtos formados exibem também uma
geometria octaédrica distorcida em torno do centro metalico. Novamente é observado que a distancia
de ligacdo entre o centro metélico e a guanina, tanto no sitio N3 como no sitio N7 é menor quando
comparada a ligacdo Ru'"'-S da cisteina. Esta diferenca é novamente mais acentuada para o aduto

formado com sitio N7 da guanina, indicando um possivel sitio preferencial de ligacéo.
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(a) (b)

Figura 4.9 Estruturas otimizadas no nivel de teoria DFT para os adutos [RuClz(In).L]-1 com L = GN3 (a), GN7 (b) utilizando o funcional
TPSSh e fungdes de base def2-TZVP .
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Figura 4.11 Estruturas otimizadas no nivel de teoria DFT para os adutos [RuCls(In).L]-1 com L = GSH-linear (a), GSH-circular (b) e CYS (c)
utilizando o funcional TPSSh e fungdes de base def2-TZVP .
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Tabela 4.2 Valores dos parametros estruturais otimizados no nivel DFT para os adutos [RuCls(In)2L]™* com L = Cys, GSH, GN7 e GN3 utilizando o

funcional TPSSh e fungdes de def2-TZVP (Figuras 4.9 e 4.10).

Parametro Ru-Cys Ru-GSH inear) Ru-GN7 Ru-GN3

r(Ru-S) ou r(Ru-G) 2,428 2,400 2,064 2,166

Média r(Ru-N(In)) 2,008 2,012 2,015 2,025

Média r(Ru-CI) 2,444 2,449 2,416 2,427
Z S-Ru-N(In) ou £ G-Ru-N(In) 90 90 92 92
Z N(In)-Ru-N(In) 178 178 177 177
Z S-Ru-Cl ou £ G-Ru-Cl 95 90 89 93
Z S-Ru-Cl ou £ G-Ru-Cl (trans) 172 177 176 180
Z Cl-Ru-ClI 88 90 91 87
Z Cl-Ru-Cl (trans) 177 179 177 175

Comprimentos de ligacdo em A, angulos de ligacdo em graus.
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Tabela 4.3 Valores dos parametros estruturais otimizados no nivel DFT para 0s adutos monoaquo-
Ru(l1l)-L com L = Cys, GN7 e GN3 utilizando o funcional TPSSh e funcdes de def2-TZVP.

NAMI"-L
Parametro Ru-Cys Ru-GN7 Ru-GN3
r(Ru-S) ou r(Ru-G) 2,312 2,128 2,170
r(Ru-N(Im)) 2,106 2,068 2,086
r(Ru-S(DMS0)) 2,276 2,284 2,295
r(Média Ru-Cl) 2,405 2,405 2,346
KP1019"-L
r(Ru-S) ou r(Ru-G) 2,308 2,138 2,155
r(Ru-N(In)) 2,044 2,053 2,055
Média r(Ru-Cl) 2,398 2,337 2,348

Valores em A

Ao comparar os dados da Tabela 4.3 com as formas reduzidas dos compostos (Tabela 4.2 e
Tabela 4.3), observamos que enquanto ha um alongamento na distancia de ligacdo entre o ion
metélico e a guanina em ambos 0s sitios, a interacdo com a cisteina mostra-se mais favoravel nas
espécies oxidadas devido a diminuicdo 0,13 Ae 012 A para os adutos formados através do
monoaquo-Ru'", oriundos da reacéo de troca de ligantes do NAMI-A e do KP1019 respectivamente.
Esse resultado pode indicar uma possivel rota de reducdo dos complexos estudados nesse trabalho,
pois, como mostrado por Wang e colaboladores [21,22] os compostos a base de ruténio podem
interagir com ligantes doadores de enxofre como cisteina e glutationa atraves de um processo
oxi/redutivo que facilitaria a formacao da ligagdo a Ru-N7. De fato, utilizando apenas a distancia de
ligagdo como critério, observa-se nos compostos reduzidos a interagdo com as nucleobases sdo mais
favoraveis. Porém, para uma analise mais detalhada e quimicamente fundamentada outros fatores
devem ser levados em consideragéo, como superposi¢éo de orbitais, efeitos de doacdo e retro-doacgéo
eletronica entre outros.

A analise estrutural dos adutos formados pela rota D, tanto na posi¢ao cis quanto na posic¢ao trans
sera omitida, pois seus aspectos principais ja foram abordados nos sistemas discutidos até aqui. Porém

seus dados energéticos estardo expostos na Tabela 4.7.
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Analisaremos agora o0s adutos formados a partir da interagdo do complexo
[Ru(NHs)4(H20)(Pz)]** com as biomoléculas cisteina, glutationa e com a base guanina do DNA. As
geometrias dos adutos formados sdo mostrados nas figuras 4.11 e 4.12 mostram as estruturas
otimizadas para os adutos formados. Os dados geométricos obtidos estao relacionados na tabela 4.4.
Pela andlise destes valores em fase gas, observamos que as espécies coordenadas ao centro metalico
conferem a este sitio uma forma geométrica pseudooctaédrica. Novamente observamos uma
preferéncia dos complexos de Ru(ll) pela ligagédo ao sitio ativo N7 da guanina devido a um menor
comprimento para a ligacdo Ru-GN7 em relacdo a ligacdo Ru-GN3. Esta evidencia sugere e reforca
ser mais favoravel a ligacdo de complexos de ruténio a este sitio da base purinica do DNA. A
ocorréncia de ligagbes de hidrogénio entre o grupo carbonil da guanina e ligantes amonia, com
orientacdo favoravel no plano equatorial do complexo metalico, sdo uma provavel evidéncia da maior
estabilizacdo da ligacdo ao sitio N7 desta nucleobase. Além disso, os atomos N7 estdo mais
disponiveis para a ligagao nas nucleobases e apresentam menor impedimento estéreo.

A competicdo entre a base guanina e as espécies Cys e GSH, com ligantes S-doadores de elétrons,
por complexos de ruténio (I1) foi investigada e os parametros geométricos obtidos encontram-se,
também, listados na Tabela 4.4. Ao analisarmos os resultados para estes adutos observa-se que o
comprimento da ligagdo Ru-S varia muito pouco em fase gasosa. No entanto, nota-se uma
consideravel variacdo no angulo de ligacdo C-S-Ru de 115° a 122°, da cistéina a glutationa
coordenadas, respectivamente, o que pode propiciar um menor impedimento estérico sobre o &tomo
de S nas espécies Ru-GSH, tornando-o um pouco mais susceptivel a reacbes de substituicdo de

ligantes neste sitio de coordenacao do metal.
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(b)

Figura 4.12 Estruturas otimizadas no nivel de teoria DFT para os adutos [Ru(NH3)s(pz)L]?* com L = GN7 (a), (b) L= CYS utilizando
o funcional TPSSh e fungdes de base def2-TZVP .



110

(@) (b)

Figura 4.13 Estruturas otimizadas no nivel de teoria DFT para os adutos [Ru(NHs)4(pz)L]?* com L = GSH (estendida (a) e circular (b))
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Tabela 4.4 Valores dos parametros estruturais otimizados no nivel DFT para os adutos [Ru(NHs)4(pz)L]>* com L = Cys, GSH, GN7 e GN3.

Parametro Ru-Cys Ru-GSH inear) Ru-GSHcircular) Ru-GN7 Ru-GN3
r(Ru-S) ou r(Ru-G) 2,388 2,392 2,363 2,115 2,265
r(Ru-N(Pz)) 2,028 2,024 2.003 2,037 2,030
Média r(Ru-NHa) 2,132 2,128 2,128 2,139 2,137
2 S-Ru-N(Pz) ou
/ G-RUN(2) 173 173 172 179 178
Media £ S-Ru-NHs ou £ G-Ru- NH3 89 88 89 90 89
Média £ NH3-Ru-NHs 90 90 90 90 90
Média trans £ NHz-Ru-NH3 177 177 176 177 176
Z C-S-Ru 115 119 118 . .
Comprimentos de ligacdo em A, angulos de ligacdo em graus.
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4.3.2 InteracBes com alvos biologicos

Nesta secdo trés processos competitivos serdo descritos. O primeiro deles serd a formacédo dos
adutos através das espécies monoaquo-Ru", como esquematizado pela Equacio 4.1. No segundo
processo os compostos reagentes NAMI-H2O e KP1019-H>0 permanecem oxidados seguindo a rota
de reatividade E mostrada na Figura 4.4 e por fim a via mecanistica D’ em que 0s compostos sdo
primeiramente reduzidos e a interagdo com o alvo bioldgico se da apds a segunda reacéo de troca de
ligantes CI/H.0, também mostrado na Figura 4.4. A variagdo da energia livre de Gibbs em solucéo
(AGgsolugao)), para as reagdes analisadas neste trabalho, foi obtida levando-se em consideragéo o ciclo
termodinamico da Figura 4.5. Calculos de frequéncia vibracional foram realizados com o intuito de
se obter a correcédo térmica e a energia de ponto zero, com as quais analisamos a variagdo da energia
livre de Gibbs em fase gasosa (AGgs)). O efeito do meio solvente incluido pela aproximagéo do
solvente implicito COSMO forneceu os valores de AGg,yatacso- Nas reagdes de formagéo dos adutos
de Cys e GSH a ligacdo sulfidrila dos grupos tidis foram consideradas protonada nas espécies
reagentes. Observa-se, pela analise da Tabela 4.5 que a variacdo da energia de Gibbs em fase gas é
negativa e, portanto o processo é energeticamente favoravel para os adutos Ru-GN, no sitio N7, para
os complexos [RuCls(DMSO)(Im)L]? e [RuCls(In)2L]?, porém desfavoravel para o sitio N3 de
ambas espécies. Quando L=Cys ou GSH, observa-se que a interacdo em fase gas é desfavoravel para
ambos adutos [RuClz(DMSO)(Im)L]™ e [RuCls(In)2L]™. No entanto, a inser¢cdo do meio solvente
muda dramaticamente o perfil energético de interacdo e a energia livre dos adultos
[RuCl3(DMSO)(Im)L]™ e [RuClz(In).L]", em que L=Cys ou GSH, torna-se menor quando
comparado com a nucleobase. Em um recente trabalho Wang e colaboradores mostrou que complexos
a base de Ru segue um mecanismo de reacdo diferente da cisplatina na reacdo competitiva entre
ligantes S-doador como GSH e ligantes N-doador [21,22]. Nesse mecanismo a reacdo entre 0
complexo de ruténio e a GSH leva a formacgédo de um composto ruténio tiolato, que pode entdo sofrer
oxidacdo pelo dioxigénio para produzir um complexo sulfenato original. A oxidagdo da glutationa
coordenado no complexo thiolato parece fornecer uma rota fécil para o deslocamento da glutationa e
a formacéo da ligagdo Ru-N7. Isto pode proporcionar um mecanismo unico de agéo e explicar a falta
de resisténcia cruzada com os farmacos de platina, uma potencial vantagem clinica.

Através dos resultados mostrados na Tabela 4.5 é possivel concluir, considerando a energia livre
em solugio AGsolucio), que a interagdo dos complexos NAMI'"-H,0 e KP1019"-H,0 com o sitio GN3
é desfavoravel. A interagdo com a guanina no sitio GN7 da guanina é apenas ligeiramente favoravel
em solugio, com AGsolucio) = —0,4 kcal mol™ para NAMI"-H20 e —4,8 kcal mol™ para a interacio

com KP1019"-H,0. E interessante notar que a interacdo de ambos os complexos com a forma
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desprotonada do GSH e Cys, gerando os complexos [RuClz(DMSO)(Im)(Cys)]%, [RuCls(In)2(Cys)]*
, [RUCI3(DMSO)(Im)(GS)]%, [RuCls(In)2(GS)]%*, com carga total —2, é altamente desfavoravel para
acontecer em solucgdo. Isso pode ser atribuido a interacdo desfavoravel entre duas espécies carregadas
negativamente. Por outro lado, a coordenacdo do GSH na forma protonada é ligeiramente favoravel
para NAMI'"-H,O e KP1019"-H,O com energias livre de Gibbs de -0,7 e —2,6 kcal mol?,
respectivamente, para a reacdo de deslocamento de dgua. Além disso, o deslocamento de agua pela
cisteina protonada também é favoravel para ambos os complexos. Como é bem conhecido que NAMI-
A e KP1019 interagem com GSH sob condi¢do tamponada[23], esses resultados sugerem, portanto,
que os ligantes doadores de S podem interagir com os farmacos metalicos na forma protonada, o que
leva a uma energia livre de Gibbs negativa para a reacdo. Para ambos os complexos, a interacdo com
os alvos GN7 e GSH é da mesma magnitude, significando que estes ligantes podem competir pela
ligacdo ao metalofarmaco. E, no caso do KP1019, a interacdo com o Cys também é da mesma
magnitude. Os valores de energia livre positivos (ou apenas ligeiramente positivos) para a interacéo
dos complexos com os sitios GN3 e GN7 sugerem que o principal mecanismo de acdo do NAMI-A
e do KP1019 pode ndo envolver a interacdo direta com o DNA. De fato, foi demonstrado que a
atividade citotoxica do KP1019 é baseada em efeitos relacionados ao estresse do RE enquanto o
NAMI-A interage com algumas proteinas responsaveis pela replicacdo do DNA [10,11,12,16,18].
Para 0 aduto [Ru(NHs)4(Pz)L]?*, em que L=GN3,Cys, GSH ou GN7 observamos que a variagio
da energia livre de Gibbs no estado gasoso é favoravel para todos os adutos formados, exceto para o
Ru-GN3 para o qual nosso resultados e estudos tedricos anteriores com complexos correlatos de
ruténio (1) indicam ser desfavoravel esta ligacdo. Observa-se que a variacdo liquida para as reacdes
com os dois sitios ativos da nucleobase purinica do DNA fornece uma variacdo para a energia livre
de Gibbs em solugdo como um processo espontaneo em solucdo em relacdo a interagdo com o sitio
da guanina N7 e, novamente desfavoravel para a ligagdo ao sitio GN3. Em relagdo aos adutos, nos
quais temos a formacdo das ligagdes Ru-S, nota-se pela analise dos resultados que a variacdo da
energia livre de Gibbs em solugcdo é negativa sendo o processo espontaneo termodinamicamente.
Ressalta-se ainda a grande diferenca em relagdo ao AG em solugdo para os adutos de cisteina e
glutationa, sendo estes energeticamente mais favoraveis. A diferenca de reatividade entre o
[Ru(NHs)s(Pz)L]** e os complexos NAMI'"-H,0 e KP1019"-H,O pode ser explicada também
observando a carga total destes complexos. Enquanto [Ru(NHs)4(Pz)L]?* apresenta carga total
positiva com valor +2, complexos NAMI'"-H,0 e KP1019"-H,0 apresentam carga negativa -1. Por
esse motivo, a interacdo com grupos sulfidrilas desprotonados (carregados negativamente) é mais

favoravel para a espécie carregada positivamente.
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Reavaliando a Figura 4.11(b) podemos perceber que a formacao de ligacGes de hidrogénio do
grupo carboxilato do residuo de glicina e do oxigénio da carbonila do residuo central de cistéina com
amonias equatoriais ao centro metélico podem estar influenciando no processo reacional global.
Nossos resultados mostraram que a variacdo da energia livre de Gibbs em solugéo sofre influencia da
conformacéo adotada pelo ligante GS ao redor da esfera de coordenacéo do centro metalico de Ru(ll).
Nossos resultados mostram ainda que a formacdo dos adutos de ruténio (I1) de interesse podem ser
alvo de competicBes, pois, mais de uma interagdo sio energeticamente favoraveis. E importante
ressaltar que nosso estudo é exclusivamente termodindmico, e a cinética destes processos reacionais
certamente desempenha um papel importante na interacao preferencial.

Avaliando o segundo processo reacional competitivo em que 0s compostos reagentes NAMI-
H20 e KP1019-H,0 permanecem oxidados (rota E - Figura 4.4) é possivel concluir com base nos
dados apresentados na Tabela 4.6, que a interagdo dos complexos NAMI'"'-H,0 e KP1019"'-H,0 ¢
desfavoravel para todos os alvos bioldgico, a excecdo do sitio N7 da guanina. A interacdo com a
guanina no sitio GN7 ¢ apenas ligeiramente favoravel em solugdo, com AGsolucio) = —4,8 kcal mol™
para a interacdo com KP1019'"'-H,0. Esses valores contrastam com os dados encontrados para as
espécies reduzidas, em especial para 0 NAMI-A, que apresenta AGsolucio) N€gativo para o sitio GN7
da guanina. No entanto, observa-se um decréscimo no valor positivo das energias livres de interacdo
com os demais sitios (GN3 e CYS). Esse fato, pode estar relacionado com a maior carga positiva do
centro metalico que é capaz de interagir mais fortemente com uma regido negativa. Levando em conta
a definicdo de Lewis, seria um acido mais forte que seu analogo na forma reduzida. Contudo, outros
pardmetros também devem ser analisados, como a cinética da reacdo, estabilizacdo do campo

cristalino, entre outros.
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Tabela 4.5 Energia livre de Gibbs calculada (em kcal mol™?) para a reagdo dos complexos Ru(I1)-monoaquo (NAMII-H,0, KP101911-H,0 e
[Ru(NH3)4(pz)H20]**) com a nucleobase de guanina nos locais N3 (GN3) e N7 (GN7), cisteina (CYSH) e glutationa (GSH).

AG(solugao) (kcal/mol)

_ ) [RUCI3(DMSO)(Im)(H20] [RUCls(In)2(H2071 [Ru(NHs)4(Pz)H-0]*
Biomolécula (L)
(NAMI"-H-0) (KP1019"-H20)

GN3 11,3 0,9 10,0
GN7 -0,4 -4.8 -6,1
CYSH? 20,0 18,1 -1,7

(-11,9) (-4,1)
GSHP 32,9 24,6 -32,2

[-0,7] [-2,6]
GSH — circular 27,6 18,6 -26,3

* As reacOes envolvidas nos célculos estdo esquematizadas na equacéo 4.1 Para cada reacdo, um ciclo termodinamico, como exemplificado na figura
4.5, foi usado. AGsol é a energia livre de Gibbs para a reacdo em solucdo calculada de acordo com a equacdo 4.2. As energias livres de Gibbs foram
calculadas no nivel teérico de TPSSh/Def2-TZVP /SMD a 298,15 K. 2 Valores obtidos entre parénteses foram obtidos para a reacdo de deslocamento
da agua pelo ligando CYSH neutro. ° Valores entre parénteses foram obtidos para a reacéo de deslocamento da agua pelo ligante GSH neutro.
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Ja para 0 KP1019, ndo se observa uma mudangca significativa no perfil energético da energia
livre de Gibbs entre as espécies monoaquo reduzidas e oxidadas. Em ambos os casos 0 AGgsolugio) €
favoravel apenas para o sitio N7 da guanina e curiosamente em ordem de grandeza proxima. Em
relagdo a insercdo do meio solvente, observa-se uma influéncia significativa apenas para o
AAGqsolvatagio) do aduto formado com a cisteina, revelando um efeito estabilizador anunciado quando
comparado com os demais alvos bioldgicos.

Em um estudo recente, Shah e colaboradores [40] investigaram os mecanismos de reacdes do
NAMI-A e seus produtos mono e di-hidrolisados no sitio N7 da guanina, utilizando teoria do
funcional de densidade no nivel de teoria (M06-2X/LanL2DZ/6-31G**) em fase gas. Nesse estudo
ficou evidenciado a importancia da reacdo de aquacdo na ativacdo do NAMI-A e também que
mesmo as espécies hidrolisadas oxidadas interagem com o sitio N7 da guanina. A energia livre de
interagéo é ligeiramente favoravel da ordem de -2,3 kcal mol™. Nossos resultados demonstram que
tal interagdo € desfavordvel por um valor também ligeiramente positivo, essa discordancia de
resultado pode estar relacionada com o nivel de teoria utilizado nos trabalhos. Porém, é evidente em

ambos trabalhos que a insercdo do meio solvente favorece a interacdo com a nucleobase do DNA.

Tabela 4.6 Variagao da energia livre de Gibbs em solugdo (AG(solugdo))* para as reagdes de
formacdo dos adutos com as espécies metalicas oxidadas.

L [RUCI3(DMSO)(Im)L]° [RUCI5(In)2L]°

AG(gés) AAG(solvata(;éo) AG(squgéo) AG(gés) AAG(soIvatagéo) AG(squgéo)

CYS 156,76 -148,01 8,75 142,79 -136,78 6,01
GN7 2,27 -1,15 1,13 -5,26 0,71 -4,55
GN3 5,38 1,50 7,0 -5,99 7,19 1,20

Valores em kcal mol™; para L= GN3, GN7 q=0¢e paraL=CYS q=-1.

O terceiro processo competitivo é o D’ (Figura 4.4) em que 0S compostos sao
primeirameiramente reduzidos e a interacdo com o alvo bioldgico se da apos a segunda reacéo de
troca de ligantes CI/H2O. As energias livres de solvatacdo foram obtidas utilizando o ciclo

termodinamico mostrado na Figura 4.5 e seus valores estdo sumarizados na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7 Variacdo da energia livre de Gibbs de solugdo (AG(solug@o))* para as reagdes de formacao dos
adutos entre os alvos bioldgicos GN3,GN7,CYS e as espécies metalicas di-hidrolisados obtidas no nivel
TPSSh/DEF2-TZVP//SMD de teoria.

Biomolécula Isbmeros Cis

(L) Ru'"-NAMI-2H,0 Ru"-KP1019-2H,0

AG(gés) AAG(soIvata(;éo) AG(so lugéo) AG(gés) AAG(solvatagéo) AG(solut;éo)

Guanina (sitio N3) -8,0 7,1 -0,9 -11,0 10,0 -1,0
Guanina (Sitio N7) -11,37 1,06 -10,32 -19,64 8,00 -11,64
Cisteina (CYS) 158,71 -148,65 10,06 139,55 -118,14 21,41

Isbmeros Trans

Ru"-NAMI-2H,0 Ru'-KP1019-2H,0

AG(gés) AAG(soIvatagéo) AG(so lugdo) AG(gés) AAG(soIvatagéo) AG(solugéo)

Guanina (sitio N3) -10,75 9,55 -1,21 -11,04 8,74 -2,30
Guanina (Sitio N7) -2,27 -0,14 -2,41 -24,30 19,68 -4,58
Cisteina (CYS) 161,67 -140,83 20,84 56,58 -48,68 7,89

*\/alores em kcal.mol*

Os dados apresentados na Tabela 4.7 revelam que multiplas aquac6es favorecem a interacao
dos complexos reduzidos Ru'"'-2H,0 com a nucleobase do DNA em ambos os sitios. Esse resultado
ressalta a importancia da reagéo de troca de ligantes na ativacao dos metalofarmacos a base de ruténio,
bem como a influéncia da reducgéo do ion metalico nos processos de interacdo dos complexos. Nossos
resultados se mostram mais uma vez em linha com a investigagdo de Shah e colaboradores [40], em
que foi estudado a influéncia da reacdo de aquacdo na reatividade do NAMI-A e seus derivados
oxidados com o sitio N7 da guanina.

Retomando o esquema apresentado na Figura 4.4, concluimos com base nos valores de energia
livre que enquanto o NAMI-A apresenta uma preferéncia explicita em ser ativado através da redugéo
e, por conseguinte pela reacdo de troca de ligantes, o0 KP1019 é indiferente pelo menos ao estado de

oxidacdo na interacdo com alvos biologicos selecionados. Isso fica claro analisando os resultados
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energeéticos oriundos da via E em que as espécies monoaquo-Ru(l11) interage com alvo bioldgico L,
gerando o composto Ru(l11)-L (compostos oxidados). Atraves dos dados mostrados nas Tabelas 4.5
e 4.6, observa-se que ndo ha mudanca no perfil de interacdo do composto KP1019 reduzido ou
oxidado, enquanto para o NAMI-A, o perfil muda drasticamente, isto é, as interaces s&o
desfavoraveis para todas as biomoléculas. J& pela via D’, é observado uma diminuicéo da energia
livre de solvatacdo entre as espécies diaqua e guanina em ambos 0s sitios, indicando que multiplas
aquacoes favorecem a ativacdo de ambos os complexos em uma escala maior que a reducéo.
Portanto, segundo os resultados apresentados a via preferencial de reacdo seria a via D, em que
0 composto €é inicialmente reduzido e em seguida sofre duas rea¢Ges de troca de Cl- por H.O
subsequentes. Por fim, os compostos cis e tras-Ru(ll) gerados interage com os alvos bioldgicos L.
Novamente, é importante lembrar que nosso estudo é de carater apenas termodinamico e que a
sequéncia dos eventos ou, as vias preferidas, dependerdo ainda da cinética destas reacfes, do
potencial de reducdo das espécies, concentracdo de cloretos e estabilidade termodindmica dos

complexos formados.

4.4 Conclusao

Nesta etapa do trabalho avaliamos, atraves de ciclos termodindmicos, a variagdo da energia
livre de Gibbs em solucdo para a formacao de adutos Ru-X em que X = cisteina (Cys), glutationa
(GSH), guanina nos sitios GN7 e GN3. Foram verificadas trés possibilidades com o intuito de
avaliar a competicdo entre os alvos bioldgicos, o efeito da reducdo bem como da reacdo de aquacao
na ativacdo dos complexos NAMI-A e KP1019. Pela andlise dos resultados estruturais, obtidos no
nivel TPSSh/def2-TZVP verificamos que as estruturas apresentam geometria octaédrica distorcida
em torno do atomo de ruténio.

Para a primeira possibilidade, expressa através da Equacdo 4.1, em que os complexos foram
primeiramente reduzidos e depois sofreram uma reacdo de aquacéo, foi observado que a variagdo
da energia de Gibbs em fase gas ¢é energeticamente favoravel para os adutos Ru-GN, tanto no sitio
N3 como no sitio N7, para os complexos [RuCl3(DMSO)(Im)X]! e [RuCls(In)2X]?
respectivamente. Porém, quando X=Cys ou GSH, observa-se que a interacdo em fase gas €
desfavoravel para ambos adutos [RuClz(DMSO)(Im)L]™ e [RuCls(In)2L]". Além disso, foi mostrado
que a insercdo do solvente altera dramaticamente o perfil energético de interacdo dos complexos
estudados com os alvos bioldgicos. Para os adutos formados a partir do [Ru(NHs)4(Pz)L]?* foi
observado que a variagdo da energia de Gibbs em fase gas € energeticamente favoravel praticamente

para todos os adutos, exceto para 0 adulto de Ru-GN3.
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Os resultados energéticos mostraram ainda uma provavel competicdo entre a glutationa e a
nucleobase do DNA pela substitui¢do ao centro metalico de ruténio ao deslocar a molécula de agua,
nos adutos formados a partir dos complexos [RuCls(DMSO)(Im)X]* e [Ru(NH3)s(Pz)L]*" ,pois,
ambas as reagdes sdo energeticamente espontaneas. Tem sido mostrada na literatura reagcdes sobre
sitio Ru-S de coordenacao em complexos de ruténio (11) em que a ligagdo Ru-GS sofre um processo
de oxidacao[21,22]. Tal possibilidade indica uma provavel rota para o deslocamento da ligagdo S
na glutationa pela nucleobase GN7 do DNA. Acredita-se que moléculas de &gua possam atuar como
doadores de atomos de oxigénio nesta via de reacdo. Com isso esta mudanca estrutural na ligacéo
Ru-S, formando o complexo sulfenato do tipo Ru-SOG, antes de uma nova ligacdo quimica ao DNA,
podem ser indicios de favorecimento ao processo de oxidacdo. Os valores de energia livre
desfavoraveis (ou apenas ligeiramente favoraveis) para a interagdo dos complexos com guanina nos
locais N3 e N7 sugerem que o mecanismo principal de acdo de NAMI-A e KP1019 pode ndo
envolver a interagdo direta com o DNA.

A segunda possibilidade analisada é semelhante mostrada pela Equacéo 4.1, porém, a espécie
reativa permanece em sua forma oxidada. Aqui, o objetivo € verificar o efeito da reducdo na
interacdo dos compostos NAMI'"'-H,0 e KP1019"'-H,0 com os alvos biolégicos selecionados. Os
resultados mostraram que, enquanto 0 NAMI-A apresenta uma preferéncia explicita em ser ativado
através da reducdo e, por conseguinte pela reacdo de troca de ligantes, 0 KP1019 é indiferente pelo
menos ao estado de oxidacdo na interacdo com alvos bioldgicos selecionados, pois, ndo ha mudanca
no perfil energético de interacdo do composto KP1019 reduzido ou oxidado.

Ja aterceira via mecanistica, teve por objetivo avaliar a influéncia da reacdo de troca de ligantes
na reatividade dos compostos reduzidos NAMI"-2H,0 e KP1019"-2H,0 com as biomoléculas
selecionadas. Por esse motivo, dois ligantes cloretos foram substituidos por ligantes aguas na
posicao cis e na posicdo trans. Os resultados revelam que multiplas aquac@es favorecem a interacédo
dos complexos reduzidos Ru'"-2H.O com a nucleobase do DNA em ambos o0s sitios. Na posi¢io
trans o sitio N3 € menos favorecido, pois encontra-se com maior impedimento estérico comparado
ao sitio N7 que é mais espontaneo na posi¢ao cis.

Como nota final, é importante mencionar que, apesar dos acordos com algumas evidéncias
experimentais, nosso estudo foi focado na termodindmica do processo, para discutir as interacdes
preferenciais. No entanto, a cinética dos processos estudados neste trabalho certamente
desempenhara um papel importante na determinacdo da via preferencial para essas interacoes

competitivas.
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Capitulo 5 — Entendendo a Estrutura Eletronica e a Natureza dos
Mecanismos de Interacéo do Oxido Nitrico com NAMI-A

5.1 Introducao

Os complexos de ruténio tém sido investigados como farmacos anticancer que podem ser uma
alternativa viavel aos medicamentos tradicionais de platina devido a sua baixa toxicidade [1-3].
Entre o grande grupo de complexos de ruténio sintetizados estdo trans-tetracloreto de
(dimetilsulféxido) imidazole rutenato (111) [Im] trans-[RuCls(Im)(DMSO)], conhecido como
NAMI-A que destaca-se pela sua atividade anti-metastatica e baixa citotoxicidade - em média, mais
de 1000 vezes menos citotdxico em relagdo a cisplatina- [4]. Em camundongos, o0 NAMI-A
demonstrou excelente atividade e seletividade contra metéastases pulmonares de varios tumores
metastaticos sélidos, incluindo um NSCLC (Non-small-cell lung carcinoma) de origem humana
enxertado em camundongos [5-7]. Em virtude dessas propriedades, 0 NAMI-A foi o primeiro
composto a ser testado em seres humanos e se tornou um marco no campo de pesquisa de farmacos
anticancerigenas envolvendo metais [8]. No entanto, apesar de numerosas investigacdes, o alvo
molecular do NAMI-A e por que ele é inativo em tumores primarios ainda é desconhecido.

Vérias tem sido as propostas de mecanismo de acdo do NAMI-A, como mostrado no Capitulo
4. Entre essas propostas esta a hipdtese de que os efeitos bioldgicos do NAMI-A se devem
aparentemente a ligacdo do ruténio aos colagenos da matriz extracelular e das integrinas (proteinas
intermediadoras na comunicacao entre o citoesqueleto celular e proteinas plasmaticas) da superficie
celular, levando ao aumento da adesdo e a reducdo da invasividade das células cancerosas. Essa
hipbtese € suportada pelo trabalho de Harris et al. que revela com base na imagem de fluorescéncia
de raios X de células individuais uma internalizacdo de NAMI-A bastante modesta comparado ao
KP1019, como mostra a Figura 5.1[9].

Atraveés da Figura 5.1 é possivel observar claramente que KP1019 e NAMI-A tém diferentes
destinos celulares. Enquanto células tratadas com KP1019 apresentam uma co-localizacéo de P com
Ru (Figura 5.1 (A)), indicando captagdo do farmaco no nucleo, ndo houve mudanga na distribuicao
elementar celular apds tratamento com NAMI-A (Figura 5.1 (B)). Outra observacao interessante, é
que em células tratadas com KP1019 ha uma mudanca na distribui¢do de ferro, indicando que o
ruténio entra nas células via receptores de transferrina e pode alterar o metabolismo do ferro. Por

outro lado, a auséncia de mudangas significativas no conteudo elementar ou distribui¢éo no interior
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da célula (em particular, ferro), € indicativo de que NAMI-A ndo é internalizado pela célula, ou seja,

0 sitio de ligacao primario é extracelular [9].

.
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Figura 5.1 Micrografia Optica, espalhamento de raios-X (SA) e mapas de distribuicdo elementar de
XRF de P, S, K, Cl, Fe, Cu, Zn e Ru de uma célula SH-SY5Y tratada com 200 uM KP1019 (A) e
NAMI-A (B) durante 4 h. As densidades maximas da area sdo dadas em pgcm2 para cada elemento.

Retirada da referéncia [9].

Dessa forma, a atividade de NAMI-A contra metastases ja desenvolvidas é talvez mais
razoavelmente atribuida as suas propriedades anti-angiogénicas, que foram confirmadas na

membrana corioalantdica de pinto e no modelo de cérnea de olho de coelho [10,11]. Por outro lado,
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a modesta captacédo celular de ruténio estd de acordo com seus efeitos escassos no nivel citosolico
[9]e sua baixa citotoxicidade.

A angiogénese € a formacao de novos vasos capilares a partir de vasos sanguineos ja existentes,
para melhorar a isquemia patoldgica cronica, cicatrizacdo de feridas, crescimento tumoral e também
favorecer o processo de metéstase [12]. Tem sido mostrado que o ambiente de hipdxia € um
sinalizador para 0 mecanismo de crescimento desses novos vasos, devido a maior necessidade de
fluxo sanguineo em células cancerigenas [13,14]. Dessa maneira a angiogénese é considerada
responsavel pelo crescimento de tumores primarios de suas metastases e, portanto, identificada
como alvo para o controle farmacol6gico de tumores malignos [15-17]. O primeiro artigo que
indicava a participacdo do NO (6xido nitrico) na angiogénese foi publicado por Pipili-Synetos e co-
autores [18], desde entdo diversos estudos tem se dedicado a compreender o mecanismo de
formagdo de novos capilares e mostrando que o NO esté diretamente envolvido na angiogénese [19-
23].

O NO tem ampla atividade em todas as fases dos tumores malignos e, em baixas concentracdes,
atua como uma via de desinibicdo; promover o crescimento do cancer ou aumentar a metastase;
entre outros. Em altas concentracdes, o0 NO é capaz de suprimir a progressao do cancer, induzindo
a apoptose e diminuindo o efeito angiogénico e metastatico [24-26]. Devido ao envolvimento do
NO nos diversos eventos que contribuem para a progressao tumoral e a capacidade dos complexos
de ruténio de interagirem com o NO, uma teoria de que essa molécula sinalizadora € um dos alvos

da atividade antimetastaticado NAMI-A tem sido proposta [10,11].

5.1.1. Uma breve apresentacdo do oxido nitrico — NO - sua quimica de
coordenacéo e reatividade de complexos nitrosilados de ruténio

Suponhamos que ao ler esta Tese vocé consiga armazenar em sua memoria tardia parte do que
foi apresentado aqui. Para isso, vocé estara, provavelmente, fazendo uso de uma das moléculas
mais simples e versateis do seu organismo: o 6xido nitrico (NO). Apesar de ser uma molécula
diatbmica, esta longe de ser um sistema simples a ser estudado devido a sua instabilidade no
ambiente bioldgico e sua curta duracdo. No entanto, tem sido objeto de intensa investigacdo nas
ultimas décadas devido a sua importancia em funcdes bioquimicas, potenciais acdes terapéuticas
para diferentes distdrbios malignos e o mais importante, por sua producdo endogena. Por esses
motivos, a Revista Science considerou 0 NO como a Molécula do Ano em 1992 [27].

A funcdo bioldgica desempenhada pelo NO é dependente de sua concentracdo. Em baixas

concentragdes atua, por exemplo, como transdutor de sinal em muitos processos fisioldgicos, e em
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altas concentrag¢fes, como mecanismo de defesa citotdxico contra patdgenos ou tumores [28-31].
Estudos tém mostrado, porém, que em altas concentrac@es e longo periodo de exposi¢do o NO pode
causar doenca inflamatdria intestinal [32], disturbios degenerativos [33] e cancer [34,35].

A producdo endogena do NO foi considerada uma quebra de paradigma na sinalizacdo
molecular de mamiferos [36], pois, 0 NO era até entdo conhecido pela sua alta toxicidade por ser
também um radical livre que o torna um agente quimico altamente reativo. In vivo o NO é sintetizado
por trés enzimas conhecidas como NO sintase (NOS) [37,38]. Nesse processo, 0 aminoacido L-
arginina € transformado em um intermediario NG-hidroxi-L-arginina e por fim o nitrogénio
guanidino terminal juntamente com O séo transformados em NO e L-citrulina pela agéo das NOS.
O rendimento da reacdo é dependente da disponibilidade de varios cofatores e cosubstratos, tais
como nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), flavina adenina dinucleotideo (FAD)
e tetrahidrobiopterina(BH4). Além disso, a quantidade de NO produzida no interior da célula é
dependente do tipo das isoformas de NOS utilizada, podendo variar de nano molar (nM) a micro
molar (uM) [30,31,39-41].

Do ponto de vista quimico, o NO possui configuracio eletronica (16)%(16%)? (20)%(2m)*(2n)*
como mostrado na Figura 5.2 e é, portanto, classificada como um radical. O elétron desemparelhado
¢ oriundo do atomo de nitrogénio que possui um numero impar de elétrons. A coordenagdo com
sitios metélicos normalmente é realizada pelos elétrons ndo-ligados do nitrogénio, embora as vezes

possa coordenar pelo oxigénio [42].
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Figura 5.2 Diagrama de orbitais moleculares para a molécula NO. Adaptada Ref [42].
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O fato de haver um elétron desemparelhado em orbital anti-ligante (27;), como mostra a Figura
5.2, torna 0 NO uma espécie bastante reativa, sendo capaz de assumir uma forma cati6nica ou ainda
formar dimeros com diferentes estados de spin [43]. O modo de coordenagdo do 6xido nitrico com
um centro metélico € dependente do seu estado de oxidagdo formal. Assim, se 0 NO se coordena
via estado de oxidacdo NO' ou NO-, devemos esperar coordenacdo do tipo angular a fim de
maximizar a interacdo HOMO/SOMO([44, 45]. Ja para o estado de oxidacdo formal NO* é esperado
um angulo de ligacdo préximo ao linear [46, 47]. Coordenacdes através do 4&tomo de oxigénio e em
ponte também sdo possiveis de acontecer, embora sejam mais raras. A Figura 5.3 mostra uma

representacdo esquematica dos modos principais de coordenagdo do NO com o centro metélico.

o 0
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Figura 5.3 Principais modos principais de coordenacdo do NO ao centro metalico. (a) linear e (b)
angular.

Os modos de coordenacéo, no entanto, ndo dependem apenas do ligante NO, s&o influenciados
também pelo metal em que sera realizado a coordenacdo e seu estado eletronico. Normalmente,
guando hé orbitais d suficientemente baixos em energia e vazios ou com elétrons desemparelhados,
o0 elétron desemparelhado do NO pode ser transferido para o metal provocando uma coordenagéo
de NO™.

Para o ruténio, normalmente os complexos {RuNO}", com n = 6, sendo n a soma dos elétrons
dos orbitais d do Ru e dos elétrons presente no orbital = do NO, o estado fundamental
apresentacoordenacdo linear e multiplicidade de spin singleto [49]. Nos estados tripletos, esses
complexos geralmente assumem a coordenacdo angular porque ha um deslocamento de densidade
eletronica em dire¢do aos orbitais m* do NO. Como um caso geral, os complexos de {RuNO}° ndo

sofrem reagdes de substituicdo de NO em condi¢bes termodindmicas normais, e isso deve ser
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realizado por meio de processos quimicos ou fotoquimicos redutores [48, 49]. Essas observagdes
mostram que elucidar a natureza dessa interacdo Ru-NO é uma tarefa complexa.

Em um trabalho muito recente, Li e colaboradores [50] investigaram teoricamente 0 mecanismo
da reacdo de nitrosilagdo dos complexos monohidrolisados de NAMI-A, bem como suas
subsequentes reagdes de hidrolise de complexos nitrosilo de ruténio nos estados singleto e tripleto.
As energias livres de ativacdo foram calculadas combinando o método QM/MM (ABEEM) com a
teoria de perturbacdo da energia livre, e 0 meio solvente explicito foi simulado por um campo de
for¢a polarizavel ABEEMon. Os resultados indicam que o angulo Ru-N-O do complexo ruténio
nitrosilo com a forma [Ru'"'-NO] esta na faixa de 135,6 —138,4, indicando uma coordenagdo angular
e dos complexos nitrosil de ruténio com a forma [Ru'-NO*] esta num intervalo de 172,9 —179,6, ou
seja, 0 NO doa o elétron desemparelhado para o &tomo Ru(lll) e os estados de oxidagdo formais
tornam-se [Ru""NO*]. Outra informac&o importante é que os dados de energia livre de ativacio
mostram uma coexisténcia dos estados de spin singleto e tripleto no complexo nitrosila de ruténio
em solucdo aquosa. Esse resultado demonstra uma interacdo competitiva entre os estados de spin,
além de explicitar reacdes de troca de ligantes envolvendo NO nem sempre ocorrem com apenas
uma transferéncia de elétrons. De fato, no trabalho de Rodrigues e Rocha [51] foi mostrado que a
formacdo de [Ru(NHs)s(NO)]** em seu estado singleto mais estavel pode ocorrer através de pelo
menos dois cruzamentos de superficies singleto-tripleto.

Castellarin e colaboradores [52] investigaram os modelos celulares os macréfagos murinos
peritoneais e as linhas de células endoteliais EA.hy926, mimetizando in vitro o processo
angiogénico. Nessa publicagdo foi mostrado que o NAMI-A reduz a producdo e a liberag&o de 6xido
nitrico (NO) pelas células endoteliais de EA.hy926 e, consequentemente, inibe sua capacidade
invasiva, também inibe fortemente a angiogénese em esponjas de matrigel implantadas
subcutaneamente em camundongos saudaveis. Estes dados suportam a atividade anti-angiogénica
dos compostos de ruténio testados e contribuem para explicar a atividade seletiva de NAMI-A contra
metastases de tumor solido, o compartimento do tumor no qual a angiogénese esta fortemente
envolvida.

Oszajca e colaboradores [53] por sua vez estudaram reatividade de NAMI-A em relagcdo ao NO
em solucéo aquosa sob condicdes fisiologicas (pH = 7,4, [NaCl] = 0,1 M, T = 37 °C). Os resultados
apresentados apontam que o NAMI-A pode interferir, sob condicdes fisioldgicas, no metabolismo
do NO através da formacdo do complexo [Ru'-NO*]. Contudo, sob condicGes selecionadas, os
complexos nitrosil ndo podem liberar o 6xido nitrico via reducdo de um elétron. 1sso se deve ao
potencial de reducdo relativamente baixo do grupo NO* ligado a Ru'" (-0,69 V), determinado em

estudos eletroquimicos.
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Diante da importancia do controle sistemético do contetdo de NO livre em tumores como uma
nova abordagem para inibir a angiogénese tumoral e das evidéncias tedricas e experimentais
revelando que a interacdo entre 0 NAMI-A (em especial seus produtos de hidrélise) com o NO séo
favoraveis, temos por objetivo neste capitulo explorar o mecanismo detalhado da nitrosilacdo do
aduto monoaquo-NAMI-A (NAMI'"-H,0).

5.2 Metodologia Tedrica

Para melhor compreensdo, os complexos derivados de NAMI-A[Ru(Cl)4(Im)(DMSO)]:
[Ru(Ch3(Im)(DMSO)(H20)], primeiro produto de hidrolise e [Ru(Cl)z3(Im)(DMSO)(NO)]" produto
de nitrosilagio serdo denominados de NAMI-A-H20 e NAMI-A-NO, respectivamente.

A otimizacdo de geometrias de todos os estados estacionarios dos complexos, incluindo os
minimos e os estados de transicdo, foi realizada no software ORCA [54,55] usando o nivel de teoria
DFT [56], o funcional hibrido B3LYP [57] e o conjunto de base def2-TZVP [38], todos em fase
gasosa e acompanhados por analises vibracionais. Para acelerar os célculos, as abordagens
Resolution of Identity (RI) [39] e Chain of Sphere (COS) [40] foram utilizadas para os termos de
Coulomb e termos de troca da matriz Fock, respectivamente. As estruturas de camada aberta foram
tratadas com o formalismo néo restrito Hartree-Fock (UHF) ou Kohn-Sham (UKS).

As superficies de energia potencial (PES) para as reacGes foram construidas usando a
abordagem de caminho de novas energias, em que escolhemos uma coordenada interna que deve
contribuir mais para 0s processos de reacao e mantemos fixa em uma faixa de valores, enquanto o
restante das coordenadas é totalmente otimizado. Neste trabalho, em que a principal reacdo estudada
é a nitrosilagdo de NAMI-A-H:0, a coordenada escolhida foi a ligacdo Ru-NO, que foi mantida fixa
em 10 passos iguais entre 3,8 A e 2,0 A, enquanto o restante do sistema foi otimizado. Estes célculos
foram realizados no mesmo nivel de teoria DFT/def2-TZVP em que as otimizacbes foram feitas
também em fase gasosa. Como mostramos anteriormente em nosso grupo [51], os complexos do
tipo {Ru-NO}® geralmente tém dois estados de spin acessiveis, sendo estes 0s estados singleto e
tripleto. Portanto, as PESs do sistema NAMI-A-H20 + NO foram construidos em ambos os estados
eletronicos. Esta abordagem de diferentes superficies eletrdnicas para 0 mesmo sistema usada neste
trabalho ja foi explorada do ponto de vista termodindmico[50]. Aqui, usaremos uma perspectiva
diferente para desvendar os aspectos mecanisticos, com foco na natureza da estrutura eletrénica dos
sistemas.

Para esse tipo de reacdo, também mostramos que as superficies singleto e tripleto podem se

cruzar em mais de um ponto. Esses cruzamentos devem ser relevantes para o0 mecanismo de captacéo
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de NO. Com as estruturas iniciais dos pontos mais proximos aos cruzamentos de superficie entre 0s
estados singleto e tripleto, (MECP- minimum energy crossing point) [61-63] foram realizadas
buscas utilizando o mesmo nivel de teoria.

Para avaliar a quantidade e as caracteristicas da correlagéo estatica do sistema, foram realizados
calculos de densidade de ocupagdo fracional (FOD) [64,65]. Nesses calculos, escolhemos os orbitais
com ocupacdo fracionaria entre 1,98 e 0,02 para serem selecionados como espacos ativos para
calculos adicionais CASSCF (Complete Active Space Self Consistent Field) [66,67]. Os calculos do
FOD foram feitos com as configuragfes padrdo do ORCA, que usa o0 DFT com o conjunto de
funcOes def2-TZVP e funcional TPSS [49].

Célculos CASSCF geralmente ndo sdo diretos, mesmo para um conjunto de sistemas similares.
Portanto, apesar de usar a abordagem inicial para escolher os espacos ativos com base nos resultados
do FOD, isso nem sempre levou a convergéncia e ajustes nos espacos ativos dos calculos tiveram
que ser feitos individualmente. O conjunto de base def2-TZVP foi utilizada para tratar todos os
elétrons do sistema com correcdes escalares-relativisticas de segunda ordem incluidas de acordo
com o hamiltoniano Douglas-Kroll-Hess (DKH) [50]. Os efeitos do acoplamento spin-orbita (SOC
- spin-orbit coupling) [51] também foram levados em consideracdo, conforme implementado no
programa ORCA. Em relacdo a energética, todos os calculos do CASSCF tiveram alguma
quantidade de correlacdo dindmica incluida através das correcdes perturbativas na abordagem
NEVPT2 [52,53]. Quando incluidos, os efeitos do solvente (na dgua) foram contabilizados pelo
método de solvente implicito CPCM [54] em conjunto com as corre¢fes SMD do modelo de Truhlar

e Cramer [55], conforme implementado no programa ORCA.

5.3 Resultados e Discussao
5.3.1 Resultados geométricos

A Figura 5.4 mostra as estruturas otimizadas dos complexos NAMI-A, NAMI-A-H>0O e NAMI-
A-NO, sendo que a Ultima possui estruturas para os estados de spin acessiveis singleto e tripleto.
Complementarmente, a Tabela 5.1 resume os resultados das estruturas geométricas mais
importantes para os complexos. Como podemos ver na Figura 5.4, todas as espécies tém uma
geometria octaédrica distorcida, em que o centro metalico €, em principio, Ru®*. As possibilidades
singleto e tripleto para os complexos NAMI-A-NO surge do fato de que ambos Ru®** e NO possuem
um elétron desemparelhado (sistema {RuNO}®), que podem se unir, formando o estado singleto
final e mais estavel [51-53], ou pode ficar desacoplado, formando o estado tripleto. Pode-se observar
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que os resultados da Tabela 5.1 indicam uma boa concordancia com valores experimentais [77] o

que geralmente € verdade para calculos DFT/B3LYP.
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Figura 5.4 Estruturas otimizadas: (a) NAMI-A; (b) NAMI-H20; (c) NAMI-NO singleto e (d)
tripleto realizadas no nivel B3LYP / DEF2-TZVP de teoria.
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Foi verificado que a inclusdo do solvente implicito ndo altera significativamente o comprimento
médio das ligacOes de ruténio em todas as posicoes de coordenadas, com apenas alguma distorcao
significativa (~ 0,01 A) para a ligagio Ru-H20 no complexo NAMI-A-H20.

Tabela 5.1 Pardmetros estruturais dos complexos otimizados NAMI-A, NAMI-H2.0, NAMI-
NO em estados singleto e tripleto no nivel B3LYP/DEF2-TZVP em fase gasosa.

RUCI{(DMSO)Im]*  [RuCl3(H20)(DMSO)Im]  RuCl3(NO)(DMSO)Im]*  RuClz(NO)(DMSO)Im]

r(Ru-S) 2,317(2,30)** 2,318 2,422 2,423
r(Ru-Im) 2,114(2,08) 2,145 2,129 2,122
Vledia r(Ru-Cl) 2,406(2,34) 2,348 2,402 2,377
r(Ru-H,0) o 2,239 L L
r(Ru-NO) . o 1,735 1,913

2 (Ru-N-O) - o 1778 141,1

* Estado singleto. Distancias de ligagio em A e angulos em graus.
** Referéncia [76]: NAMI-A - analogo ao sal de sédio NAMI-A

5.3.2 Estados de transicao, reatividade

Para se tornar uma espécie ativa no ambiente biolégico, o NAMI-A sofreré reacdo de hidrolise
devido a diferenca na concentracdo de ions cloreto [CI], no plasma sanguineo e no citoplasma das
células. Assim, fornecendo um local de coordenacdo para reagdes de troca de ligante [78-81]. Esta
etapa é amplamente estudada na literatura e ndo sera abordada neste trabalho. No entanto, o reagente
considerado sera o principal produto da reacdo de solvélise do NAMI-A: o complexo NAMI-A-

H20. A reacgdo a ser estudada esta esquematizada na equagdo 5.1.

[RUCI3(H20)(Im)(DMSO)] + NO — [RuCly(NO)(Im)(DMSO)] + H,0 5.1

Tanto 0 NO como 0 NAMI-A-H20 tém um elétron desemparelhado, por esse motivo, existem
pelo menos trés possibilidades para a substituicdo da molécula de agua por NO no complexo NAMI-
A-H>0 mostra a Figura 5.5. A primeira possibilidade seria a reagdo ocorrer apenas na superficie de

energia singleto (via A), a segunda seria apenas pela superficie de energia potencial tripleto (via B).
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A Ultima opgdo s6 pode acontecer desde que haja pelo menos um cruzamento de superficie

envolvendo os estados singleto e tripleto. Esses tipos de reacfes, quando ha pelo menos uma

mudanca na configuracdo do spin, sdo chamadas de reacdes proibidas por spin e geralmente exigem

uma abordagem tedrica diferente da teoria do estado de transi¢do (TST - Transition State Theory).

Neste trabalho, usamos ferramentas de quimica quéntica para investigar o mecanismo geral da

reacdo de captura de NO pelo complexo NAMI-A-H20, que abrange todas as possibilidades

discutidas acima.
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Figura 5.5 Possiveis rotas para a substituicdo da H2O por NO no complexo NAMI-H2O. Na via A, a reagdo
segue uma curva de energia potencial exclusivamente singleto e na via B a troca de ligantes H>O-NO é realizada

na superficie de energia potencial tripleto.
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Pela Figura 5.5 € possivel observar que a espécie reagente NAMI-A-H20 em seu estado dubleto
se aproxima da molécula—com um elétron desemparelhado — NO formando uma espécie pre-reativa
em que ha uma mistura de estado de spin singleto e tripleto. O estado predominante dependera
dentre outros fatores da energia e ocupacédo dos orbitais d do metal, no entanto, a formacgéo de
espécies tanto singleto como tripleto sdo possiveis. Assumindo em um primeiro momento que a
espeécie pré-reativa seguira a superficie de energia potencial exclusivamente singleto (via (A)).

Para o caminho da superficie singleto, foi caracterizado um estado de transi¢éo (TS) com uma
frequéncia imaginaria de 122,6i cm™. O deslocamento nuclear associado a esta frequéncia mostra
um movimento concertado envolvendo a saida de H2O e a entrada de NO. A distancia entre H20 e
NO até o centro do ruténio é de 2,887 e 2,216 A, respectivamente. Ao longo da reacéo, a distancia
r(Ru-H20) aumenta de 2,201 A no reagente para 2,887 A no TS, enquanto a distancia r(Ru-NO)
diminui de 3,721 A no reagente para 2,216 A no TS. No produto, a distancia r(Ru-H20) = 4,021 A,
r(Ru-NO) = 1,746 A e 0 angulo Ru-NO = 170 °. Com base nas variacdes de distancia de ligacéo
entre o reagente e o estado de transi¢do e também entre o produto e o estado de transicao é possivel
calcular a taxa de quebra da ligagdo Ru-H-O e formacéo da ligacdo Ru-NO. Os resultados mostram
que ha 31% de quebra de ligacdo e 27% de formacdo de ligacdo, indicando que a reagdo segue um
mecanismo concertado de carater dissociativo.

A energia livre de Gibbs foi considerada para verificar a espontaneidade da formacédo dos adutos
resultantes da interagdo do NAMI-H2O com o NO, para as vias (A) e (B), a partir da aproximagéo
da correcdo térmica pela energia do ponto zero (ZPE) em 298,15 K. A ZPE foi obtida por meio do
calculo de frequéncia descrito na metodologia tedrica no nivel B3LYP/def2-TZVP. Nesse sentido,
a energia livre no vacuo (AGgas) ¢ definida como a soma entre a energia eletronica e a correcao

térmica de acordo com a Equacéo 5.2;

AGyss = AE + Grorm 5.2

Em que AGgqs € a variacdo de energia livre de Gibbs da reacdo em fase gasosa, AE € a energia
eletronica e Gy, @ COrrecao térmica.

A Figura 5.6 mostra os valores da energia livre de ativacao e da reacdo para 0 mecanismo de
troca H.O-NO exclusivamente singleto para o complexo [RuClz(H20)(Im)(DMSO)]. R1, TS1 e P1
representam o aduto reagente, o estado de transi¢céo e o aduto produto da reacéo, respectivamente.
Os valores em vermelho referem-se as espécies solvatadas e serdo discutidos abaixo. E conhecido
que o produto [RuCIl3(NO)(Im)(DMSO)] é de baixo spin (S = 0). Portanto, nesse processo reativo,
podemos tomar como hipdtese que o NO doa seu elétron ndo emparelhado ao Ru, de modo que o
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Ru(I) seja reduzido a Ru(ll) resultando assim na configuracdo [Ru'-NO*]. Essa hipétese sera

investigada um pouco mais adiante em termos dos calculos CASSCF.

1 TS1 Estado Singleto
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Figura 5.6 Perfil de energia potencial para a reacdo de troca de ligantes H20-NO no estado de spin

singleto. R1 refere-se ao reagente, TS ao estado de transi¢do e P1 ao produto.

A Figura 5.6 mostra que a energia livre de ativacdo da reacdo no estado singleto ¢é 4,03 kcal
mol e a energia livre total é -38,05 kcal mol™ em fase gés, indicando que o processo é favoravel. O
efeito do meio solvente foi incluido utilizando o modelo continuo CPCM, em que séo consideradas
apenas a energia de cavitacdo e as interacdes eletrostaticas. Os calculos foram feitos no nivel tedrico
B3LYP/def2-TZVP/CPCM(SMD). A energia livre total serd entdo dada pela equagéo 5.3:

AGgo, = AGgés + A(AGsolvatagéo)

Em que AG,,, € a variacdo de energia livre de Gibbs da reacdo da solugdo, AG 4, € a variacdo
de energia livre de Gibbs da reacdo da fase gasosa e A(AGsowatacao) € @ Variagdo da variagdo da

energia livre de Gibbs envolvida na solvatacdo das espécies.

5.3
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Os resultados obtidos através da Equagdo 5.3, mostra que a incluséo do solvente aumenta a energia
livre de ativacdo para 7,43 kcal.mol™* e diminui discretamente a energia livre total da reacio. Este
resultado indica que 0 processo em meio aquoso permanece espontaneo, porém, tem sua taxa de
reacdo diminuida. Como o processo reacional estudado neste capitulo trata-se da saida do ligante
H->O para a entrada do ligante NO, é esperado que a inclusdo de moléculas de agua mesmo em um
modelo de continuo dielétrico desloque o equilibrio no sentido dos reagentes, tornando a reacao
mais lenta.

Para o caminho da superficie exclusivamente tripleto (via (B)), foi caracterizado um estado de
transicdo com frequéncia imaginaria menor comparada ao singleto de 71,0i cm™, sendo as distancias
entre o grupo de saida e o grupo entrada ao ion central maior, 3,557 e 3,675 A, respectivamente. Ao
longo do caminho da reagdo, a distancia r(Ru-NO) aumenta 1,341 A (2,216 A no reagente para
3,557 A em TS), enquanto a distancia r(Ru-NO) diminui 1,127 A (4,802 no reagente para 3,675 A
em TS). No aduto do produto, a distancia r(Ru-H20) = 4,840 A, r (Ru-NO) = 1,913 A e 0 angulo
Ru-NO = 141°. O estado de transi¢do envolvendo o mecanismo tripleto, por outro lado, possui 61%
de taxa de quebra da ligacdo e 92% de formacdo da ligacdo, indicando um mecanismo concertado
de caréater associativo.

Os dados energéticos em fase gas e em solucdo para a reacdo de troca de ligantes H,O-NO no
estado de spin tripleto, calculados no mesmo nivel de teoria do estado singleto, foram avaliados
pelas Equacbes 5.2 e 5.3, respectivamente, e na Figura 5.7 é possivel observar o perfil da energia
livre dos caminho de reacdo para [RuCls(H2O)(Im)(DMSO)] ocorrendo no estado de spin do
tripleto. A energia livre de ativacao da reacdo no estado tripleto, calculado pela Equacédo 5.2, é maior
comparada ao estado singleto, assumindo um valor de 13,80 kcal.mol™* e a energia livre total é 3,16
kcal.mol™ em fase gés, indicando que o processo ¢ desfavoravel. Porém, a inser¢do do meio solvente
(valores em azul) no nivel de teoria B3LYP/DEF2-TZVVP/CPCM/SMD e através da Equagéo 5.3,
muda o perfil do processo reacional, tornando-o o favoravel com uma energia livre total de -1,05
kcal.mol™. Ja a energia livre de ativagio aumenta para 14,46 kcal.mol indicando novamente uma
diminuicdo na taxa de reacdo quimica. Este fato novamente deve-se ao efeito do solvente no

equilibrio quimico.
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Estado Tripleto
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Figura 5.7 Perfil de energia potencial para a reagdo de troca de ligantes H20-NO no estado de
spin tripleto. R2 refere-se ao reagente, TS2 ao estado de transi¢do e P2 ao produto, todos no
estado de spin tripleto.

No caminho de reacdo tripleto, o elétron desemparelhado do NO ndo s se acopla ao elétron
desemparelhado do Ru, como também permanece com a maior parte de sua densidade no NO, nédo
havendo transferéncia de carga significativa. Essa afirmacdo também sera investigada por meio dos
estudos CASSCF.

Comparando as Figuras 5-6 e 5-7, é possivel observar que tanto o produto tripleto
[RU"'Cl4(Im)(NO)] como o produto singleto [Ru''Cls(Im)(NO)*]" podem ser formados em solugéo
aquosa. Aléem disso, a reacdo é espontanea no estado de spin singleto e tripleto e ocorre mais rapida
no estado de spin singleto comparado ao estado de spin tripleto. Os resultados apresentados aqui
estdo de acordo com o trabalho recente de Li e colaboradores [50], discutido na introducdo desse
capitulo. Entretanto, temos que levar em conta que os reagentes podem néo existir inicialmente no
estado total singleto, portanto faz-se necessaria uma analise mais aprofundada da estrutura
eletronica do sistema por calculos multiconfiguracionais como 0 CASSCF. A terceira possibilidade

mecanistisca para a reacao de troca de ligantes H.O-NO analisada nessa Tese, envolve o cruzamento



137

entre as superficies de energia singleto e tripleto em um ou mais pontos da reagéo, se considerarmos
a reacdo se processando apenas através de superficies unicas de Born-Oppenheimer a cada
momento. Essa possibilidade é considerada, tendo em vista que tanto o NO (S = 1/2) como o
complexo [RuCIl3(H20)(Im)(DMSO)] (S = 1/2) possuem separadamente um elétron
desemparelhado. Assim, embora possamos pensar nessas rea¢es ocorrendo em qualquer uma das
superficies, a multiplicidade de spin do produto final seréd preferencialmente singleto, visto que este
é significativamente mais estavel e o Unico verificado experimentalmente [50-53]. Em outras
palavras, a reacdo deve envolver pelo menos um ponto de cruzamento de superficie. Esse tipo de
transicdo ndo-radiativa entre estados eletrébnicos com duas multiplicidades de spin diferentes é
chamado de cruzamento entre sistemas e pode ser adequadamente investigada usando a teoria do
estado de transicdo ndo-adiabatica (NA-TST) [62, 62, 83], que envolve a determinacdo de um ou
mais pontos de cruzamento de energia minima ou MECP - Minimo Energy Crossing Point). O
MECP é o ponto de minimo em um subespago completo das superficies de energia potencial, € a
obtencdo de sua estrutura é largamente dependente do nivel de teoria utilizado. Para calcular a
probabilidade de transicdo entre as duas curvas, é necessario calcular o acoplamento spin-orbita no
MECP, o que geralmente requer calculos multiconfiguracionais, impondo assim restricdes ao
tamanho do sistema em estudo. No entanto, com base nas propriedades do MECP, uma descri¢do
qualitativa do processo pode ser obtida [62] e, esta foi a abordagem utilizada neste trabalho.

Na Figura 5.8, é possivel observar que a reacdo ocorre da direita para a esquerda com a
formacdo do complexo Ru-nitrosil. Como podemos ver, a reacdo de formacao comeca na superficie
tripleto de menor energia com os spins desemparelhados. A medida que o NO se aproxima do centro
metalico, as duas superficies se cruzam em 3,14 A, antes da regifo do estado de transicdo da
superficie da tripleto. A estrutura e energia associada a este MECP, foi obtida usando as sugestdes
de Harvey et al. [62] e implementado no programa ORCA. Neste ponto, a reacdo pode seguir a
superficie de energia potencial singleto com uma pequena barreira energética comparada ao tripleto,
ou continuar em sua superficie de origem, que apresenta uma barreira de ativacao qualitativamente
bastante superior. E importante ressaltar que essas mudancas de superficies sdo proibidas por spin
e impactam diretamente na cinética da reacdo. Analisando ainda a Figura 5.8, observamos que uma
aproximagcéo adicional do NO ao complexo de Ru"" (rRu-NO = 1,853 A) ao longo da superficie
singleto atinge o MECP-II, no qual ha possibilidade de outro salto para a superficie tripleto. A
estrutura obtida para este MECP foi muito préxima do MECP-I, indicando que talvez esses pontos
correspondem a duas estruturas proximas de MECP na costura de intersecdo entre as duas
superficies. No entanto, essa diferenciacdo nédo é possivel com a analise qualitativa realizada. Apos

MECP-II, outro ponto de cruzamento é obtido no MECP-III, no qual ha possibilidade de ocorrer



138

um salto final do tripleto para a superficie singleto (rRu-NO = 1,975 A), gerando o produto final

[RuCl3(NO)(Im)(DMSO)] no estado singleto.
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Figura 5.8 Superficie de energia potencial singlete e tripleta para a reacdo de troca de ligante H,O-NO

calculado no nivel B3LYP/def2-TZV/P de teoria.

Os pontos de cruzamento 1l e 111, podem ser vistos como minimos locais na costura da regido
de intersecdo, ambos préximos ao ponto minimo de cruzamento de energia global. Vale a pena notar
gue o processo inverso, a liberacdo de NO dos complexos de nitrosil (da esquerda para a direita na
Figura 5.8) tem barreiras de energia muito diferentes. A liberacdo do complexo singleto
[RuCI3(NO)(Im)(DMSO)] possui energia de ativagdo ~ 25 kcal mol™?, muito semelhante ao valor
obtido para o complexo nitrosil Ru(Il). No entanto, a liberacdo do estado tripleto pode ser muito
favoravel através do MECP, tendo energia de ativacdo menor (~ 18 kcal mol™). Este resultado

sugere que, se o0 complexo singleto for excitado para o estado tripleto, a liberagdo de NO pode ser

aumentada grandemente.

5.3.3 CASSCF

Como foi visto anteriormente, para o0 processo reacional ocorrendo na superficie singleto, em
determinado momento da reacdo, seja antes, durante ou depois da formacéo do estado de transicao,

o elétron desemparelhado do NO deve ser transferido para o centro metalico de forma a se obter o
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produto que possui coordenagdo linear e, portanto, deve ter configuracdo [Ru''NO*]. Afim de
investigar essa afirmacdo, foram realizados calculos CASSCF e SA-CASSCF a partir das trés
estruturas de cada ponto estacionario localizado nas superficies singleto e tripleto, utilizando-se a
metodologia descrita na se¢do de detalhes computacionais.

A tabela 5.2 mostra as energias totais computadas com CASSCF+NEVPT2 para as estruturas
dos estados estacionarios obtidas com os calculos DFT. Nos célculos de Estado Médio, SA (State
Averaged), a funcdo de onda total é aproximada pela média ponderada da funcdo de onda de cada
estado eletrénico. Para os calculos realizados neste trabalho, foi dado um peso igualitario de 50%
para cada um dos estados singleto e tripleto. Nesta tabela, a menor energia total para cada estado
estacionario esta marcada em negrito.

Como podemos ver, para o caso dos reagentes, a menor energia total corresponde a fungéo de
onda SA para as geometrias DFT/tripleto. Assim, a estrutura eletrénica mais estavel & melhor
descrita pela geometria DFT/tripleto com uma funcdo de onda composta pela média dos estados
singleto e tripleto, e ndo s6 por um unico estado de spin. Isso € esperado pois a longas distancias o
elétron desemparelnado do NO e do Ru ndo interagem e, portanto, ndo deveriam existir
significativas diferencas entre singleto e tripleto.

Para o estado de transicdo (TS), 0 mesmo é verdade, e novamente a estrutura eletrénica que
melhor descreve esse estado é a geometria DFT/tripleto com a funcdo de onda SA. Também se
verifica que a funcdo de onda SA tem a mesma energia da funcdo puramente tripleto, o que é um
indicativo que o estado singleto tem a mesma energia do estado tripleto, e nessa estrutura de TS 0s
elétrons desemparelhados ainda ndo se acoplam. Esse resultado é interessante pois indica que o
mecanismo de reacdo acontece primeiro com o rearranjo dos atomos e formacdo de um estado de
transicdo, para que em seguida com a orientacdo adequada, forme-se o produto singleto em que 0s
dois elétrons antes desemparelhados se acoplam. Essa hipétese sera aprofundada na préxima secao.
Para os produtos, como esperado, a fungdo de onda CAS total é melhor descrita pelo estado 100%
singleto na geometria singleto. Isso néo significa necessariamente que o estado fundamental dos
produtos ndo tem nenhuma contribuicdo do estado tripleto, mas apenas que 0 peso deste é muito

menor que do estado singleto.
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Tabela 5.2 Energias CASSCF e SA-CASSCF (50% singleto e 50% tripleto) com correcdo NEVPT2 dos pontos estacionarios dos caminhos de reacéo

calculados pela DFT.*

Reagentes TS Produtos
CAS SA-CAS CAS SA-CAS CAS SA-CAS
g-sing* -7044,776303 -7045,425769 -7045,564376 -7045,465137 -7045,634316 -7045,582499
g-trip* -7045,572162 -7045,586165 -7045,573647 -7045,573606 -7045,560354 Nao Converg

g-sing = geometria dos estados estacionarios da superficie do estado singleto computados pela DFT.
g-trip = geometria dos estados estacionarios da superficie do estado tripleto computados pela DFT.
* Resultados em u.a.



141

Tomando-se as energias mais estaveis, em negrito, para cada um dos pontos estacionarios
mostrados na Tabela 5.2 podemos construir um novo perfil reacional que esta mostrado na Figura
5.9, e corresponde ao perfil SA-CASSCF, em que podemos considerar uma aproximagdo mais
realista do sistema, transitando entre uma combinacéo dos estados monoconfiguracionais singleto e
tripleto da DFT. Pode-se observar na figura que a nova energia de ativagdo é de 7,53 kcal mol™?,
com uma energia total de reacdo de aproximadamente -30 kcal mol™, o que é uma combinagéo dos
resultados unicamente DFT, e é totalmente compativel com os dados experimentais contidos na

literatura [50-53]. Deve-se reforcar que essa energia é puramente eletronica e em fase gasosa.
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Figura 5.9 Perfil de energia potencial para a reagdo de troca de ligantes H20-NO corrigida via
método SA-CASSCF/NEVPT2 (50% singleto + 50% tripleto). R2 refere-se ao reagente no estado

tripleto, TS2 ao estado de transi¢do no estado tripleto e P1 ao produto no estado no estado singleto

As Figuras 5.10 e 5.11 contém os orbitais do espaco ativo CASSCF(4,4) que contém maior
contribuicdo dos orbitais m(NO) e d(Ru) para as estruturas estacionarias da Figura 5.9. Como
podemos ver, nos reagentes e no estado de transi¢do, ndo ha ainda a combinacéo dos orbitais dos

elétrons desemparelhados de cada reagente, de forma que o sistema é composto por NO° e Ru'"".
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Assim, o rearranjo atbmico se dara antes do acoplamento dos spins. Por outro lado, no produto
singleto, podemos verificar que os orbitais HOMO e HOMO-1 possuem um maior carater de d(Ru),
enquanto o LUMO e LUMO+1 um maior carater m*(NO) com d(Ru), formando um estado
fundamental de predominancia Ru''NO*. Entretanto, os orbitais LUMO e LUMO+1 ainda tem uma
ocupacdo relevante de aproximadamente 0,20 frente a ocupacédo de 2,80 dos orbitais HOMO e
HOMO-+1, indicando que ainda ha uma contribuicdo relativamente grande da ordem de 7% do
estado Ru''NQ°,

Reagentes

" -

LUMO

HOMO HOMO

Estado de Transicao

H] » (]
HOMO-1 HOMO LUMO

Figura 5.10 Orbitais CASSCF de fronteira otimizados (espaco ativo) para os reagentes e estado

de transicdo mostrados no novo perfil de reacdo da Figura 5.9.
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Produtos

LUMO

HOMO-1 HOMO

Figura 5.12 Orbitais CASSCF de fronteira otimizados (espaco ativo) para os produtos mostrados no novo perfil de reacédo da Figura 5.9.
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5.3.4 Cruzamento entre sistemas e MECP

Utilizando o tratamento da funcéo de onda CASSCF, chegamos a um mecanismo em que agora
os estados singleto e tripleto dos reagentes e do estado de transicdo ndo se encontram mais
separadamente, mas sim combinados em uma funcdo de onda total melhorada. Entretanto, em algum
momento da reacao esses spins devem se acoplar, gerando o produto singleto. A Tabela 5.3 mostra
o valor do desdobramento de energia tripleto-singleto além da constante de acoplamento spin-orbita
(SOC), calculados com 0 método SA-CASSCEF, para as estruturas localizadas ao longo da SEP do
estado tripleto, mostrado na Figura 5.9. Podemos ver que o desdobramento entre os estados assim
como a SOC permanece proximo de 0 até uma distancia r(Ru-NO) de 2,80 A, que é um pouco menor
do que a do estado de transicéo localizado na Figura 5.5. Mais um indicativo que, ap6s o estado de
transicao os elétrons desemparelhados comecdo a se acoplar. Podemos observar que a partir desse
ponto existe uma variagao entre as estabilidades dos estados singleto e tripleto, com um aumento
consideravel do valor de SOC até o valor maximo de ~ 70 cm™ no ponto do MECP-III. Portanto,
apos o rearranjo atdmico, o cruzamento entre sistemas com consequente acoplamento dos spins
eletronicos deve acontecer no ponto do MECP-IIl, em que concomitantemente haverd a
transferéncia de carga NO —Ru. A Figura 5.12 contém os orbitais SA-CASSCF da estrutura do
MECP-III e corrobora com essa afirmacdo. Nela, pode-se verificar que os orbitais de fronteira do
MECP, diferentemente do estado de transicdo, mostram uma ja significativa combinacédo

*(NO)*d(Ru), caminho pelo qual a superficie singleto deve ser atingida.

v
W

(a) ()

Figura 5.13 Orbitais CASSCF de fronteira (espacgo ativo) para o MECP-III. (a)
orbital HOMO (b) orbital LUMO.
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Tabela 5.3 Desdobramento energético tripleto-singleto (AEt-s) e constante de acoplamento spin-Orbita (SOC) para estruturas localizadas na

superficie de energia potencial tripleto como mostrada na Figura 5.9.

rRu-NO (A) 3,80 3,60** 340 3,20 3,00 2,80 2,60 2,40 2.20 2,00 1,97 (MECP)
AEts* (kcal moll) 0,03 003 0,02 0,01 -0,01 2,59 -0,56 -0,62 1,73 8,66 0,00
SOC (cm) 0,16 019 020 0,12 0,24 7.49 4,68 8,97 28,11 58,61 66,19

* Nivel SA-CASSCF/NEVPT2
**r(Ru-NO) —regido - TS = 3,6
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5.3.5 Conclusao

Neste capitulo, a interagdo do complexo NAMI-H20 com o NO foi investigada no nivel de teoria
B3LYP/DEF2-TZVP através de 3 possiveis mecanismos. Em dois deles apenas uma superficie de
energia potencial Born—Oppenheimer (SEP) foi tratada, sendo a primeira exclusivamente singleto e
a segunda exclusivamente tripleto. A terceira possibilidade envolveu cruzamento de ambas as
superficies em um ou mais pontos da reacao.

Analisando primeiro as vias de SEP exclusivas, os resultados mostraram que em fase gas apenas
0 produto singleto mais estavel é formado com AG = -30,05 kcal mol™, enquanto a formagdo do
produto tripleto apresenta um AG positivo no valor de 3,16 kcal mol™. Além disso foi possivel
observar que a cinética da SEP singleto é aproximadamente trés vezes mais rapida comparada a SEP
tripleto. A insercdo do meio solvente no nivel de teoria B3LYP/def2-TZVP/CPCM(SMD) altera o
perfil reacional, tornando espontanea a formacdo do produto em ambos estado de spin, porém,
provoca uma dimunuicdo na cinética da reacdo. Este resultado, mostrou a necessidade do uso de
célculos multiconfiguracionais como 0 CASSCF. Além disso, tanto o NO (S = 1/2) como o complexo
[RuCl3(H20)(Im)(DMSO)] (S = 1/2) possuem separadamente um elétron desemparelhado e assim 0s
reagentes podem ndo existir inicialmente no estado total singleto ou tripleto e sim em uma mistura de
ambos.

O resultado multiconfiguracional mostrou que a estrutura eletrénica mais estavel para o reagente
é melhor descrita pela geometria DFT/tripleto com uma fun¢éo de onda composta pela média dos
estados singleto e tripleto. O mesmo foi observado para o estado de transicdo, indicando que o
mecanismo de reacdo acontece primeiro com o rearranjo dos atomos e formacdo de um estado de
transicdo para depois haver acoplamento de spin. Para os produtos, como esperado, a fungdo de onda
CAS total é melhor descrita pelo estado 100% singleto na geometria singleto. De posse dessa
informacdo é possivel concluir que o mecanismo corrigido se passa por um reagente e estado de
transicéo tripletos e a formacéo de um produto singleto. As energias eletronicas corrigidas apresentam
valores de 7,53 e -30 kcal mol™ respectivamente.

Para estudar as transi¢cdes entre os estados de spin, foi determinado primeiramente 3 MECP’s
(MECP - Minimo Energy Crossing Point)), a analise estrutural permitiu concluir que os MECP 1 e 1l
sdo muito parecidos e, por isso, convergem para somente um, totalizando 2 MECP’s relevantes.
Utilizando o tratamento da funcdo de onda CASSCF, foi possivel concluir que o cruzamento entre

sistemas com consequente acoplamento dos spins eletrdnicos deve acontecer no ponto do MECP-III,
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em que concomitantemente haverd a transferéncia de carga NO —Ru e a formacéo do produto de
configuracdo [Ru""NO].

Nossos resultados permitem concluir que a captagdo do NO pelo NAMI-H2O pode ser uma
possivel rota mecanistica que justifica a robusta atividade antimetastica do NAMI-A, pois, a
concentracdo de NO livre estd intimamente ligada com a progressdo do tumor através da formacéao
de novos vasos sanguineos (angiogénese). Sendo o NAMI-A capaz de abstrair o NO, sua
concentracdo € diminuida e como consequéncia a progressdo do tumor maligno é afetada. Os dados
de energia livre de Gibbs de ativacdo revelam uma barreira relativamente baixa, indicando que a
cinética de troca de ligantes H2O/NO é compativel com as taxas de reacdo ocorridas em meio

bioldgico.
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Capitulo 6 — Comentarios finais e perspectivas

O desenvolvimento deste trabalho possibilitou estudar e entender, mediante a aplicacdo de
ferramentas modernas tedrico-computacionais, propriedades estruturais, eletrénicas e energéticas de
compostos de coordenacdo com importancia bioldgica, cujo centro metélico apresente os ions Ru (1)
e Ru (I11).

No capitulo 3 a influéncia da reacéo de aquacdo nos potenciais de redugdo dos complexos NAMI-
A, KP1019 e [Ru(NHs3)3(Pz)(CI)]** foi avaliada. Os resultados estruturais, utilizando o nivel de teoria
TPSSh/def2-TZVP, revelaram estruturas com geometria octaédrica distorcida em torno do atomo de
ruténio. Nossos resultados mostraram também que enquanto o potencial de reducdo dos compostos
NAMI-A e o [Ru(NHs)s(Pz)(CI)]** sdo sensiveis a troca de ligantes, o potencial de reducio do
KP1019 permanece constante com a aquacao. Este resultado indica que 0 mecanismo de acdo desses
farmacos pode ser diferente. Outra observacdo importante foi a de que, tanto para os complexos
quanto para seus produtos de hidrdlise, o potencial de reducgdo é acessivel biologicamente indicando
que a forma reduzida dos complexos aqui estudados bem como seus produtos de hidrélise séo
relevantes para a sua atividade antitumoral.

No capitulo 4 deste trabalho avaliamos, através de ciclos termodindmicos, a variacdo da energia
livre de Gibbs em solucio para a formacio de adutos Ru'-X onde X = cistéina (Cys), glutationa
(GSH), guanina nos sitios GN7 e com o intuito de avaliar a competicdo entre 0s alvos bioldgicos. Os
resultados energéticos mostraram uma provavel competicdo entre a glutationa e a nucleobase guanina
do DNA pela substituicdo de dgua ao centro metalico, nos adutos formados a partir dos complexos
[RUCI3(DMSO)(Im)X]-1 e [Ru(NHs)4(Pz)L]?*. Observamos também que o solvente desempenha um
papel importante na estabilizacdo da formac&o dos adutos. Essa analise pode ser um indicativo de um
possivel mecanismo de reducdo dos complexos para posterior interagdo com DNA. O efeito da
reducdo bem como da reacdo de aquacdo na ativacdo dos metalofarmacos NAMI-A e KP1019
também foram avaliados. Foi possivel observar a diferenca de comportamento quimico entre ambos
metalofarmacos indicando uma possivel explicacdo para o diferente mecanismo de acdo desses
farmacos. Enquanto o KP1019 é insensivel ao estado de oxidacdo na interacdo com as biomoléculas,
o NAMI-A apresenta uma preferéncia explicita em ser ativado através da reducdo. No entanto,
multiplas aquagdes favorecem a interagdo dos complexos reduzidos Ru'"-2H,O com as biomoléculas

selecionadas nesta Tese.
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O capitulo 5 foi dedicado a compreensdo do mecanismo de reacdo de troca de ligantes H.O/NO
no cento metalico. Esta é uma etapa importante do trabalho, pois nosso objetivo é dar luz ao efeito
antimetastatico com NAMI-A. Nossos resultados mostraram que em solucdo aquosa a reacdo €
energeticamente favoravel tanto para o estado tripleto quanto para o estado singleto, sendo necessario
0 uso de métodos multiconfiguracionais. O resultado multiconfiguracional mostrou que a estrutura
eletrdnica mais estavel para o reagente e estado de transicdo é melhor descrita pela geometria
DFT/tripleto com uma funcdo de onda composta pela média dos estados singleto e tripleto. Para os
produtos, a funcdo de onda CAS total é melhor descrita pelo estado 100% singleto na geometria
singleto. Ou seja, primeiramente h4 um rearranjo atbmico para a formacao do estado de transicdo e
posteriormente acoplamento dos spins eletrénicos e formagdo do produto de configuracdo [Ru'"NO™].
O fato da reacdo ser energeticamente favoravel pode indicar ser essa uma possivel via antimetastica
do NAMI-A, pois, a concentracdo de NO livre estd diretamente ligada com a progressdo do tumor
através da formacdo de novos vasos sanguineos. Sendo o NAMI-A capaz de abstrair o NO, sua
concentracdo é diminuida e como consequéncia a progressao do tumor maligno € afetada.

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho, nota-se que muito ainda pode ser feito no sentido
de se obter maior compreensdo e maiores detalhes quimicos relevantes aos sistemas promissores
estudados. Dentre essas acdes destaca-se a necessidade de investigar o mecanismo de reducdo dos
complexos aqui estudados, bem como seu modo de interacdo com outros agentes redutores
bioldgicos, tais como NADH, glutationa e &cido ascorbico. Essa é uma etapa importante para auxiliar
no desenho de novos farmacos com atividades antitumorais especificos e também para prevenir
reacOes paralelas no caminho da troca até o alvo.

Foi mostrado na introducdo deste trabalho que compostos de Ruténio, se ligam prontamente a
nitrogénios imidazdlicos de residuos histidil acessiveis na superficie de algumas proteinas. Acredita-
se, portanto, que proteinas como a transferrina e albumina sdo importantes para o transporte destes
farmacos para o interior das células. No entanto, o papel geral e a importancia das interacdes dos
medicamentos a base ruténio com proteinas séricas ndo foram validados e permanecem altamente
controversos. Desta forma o estudo da interagdo destes farmacos com tais proteinas, avaliando as

constantes de associagao/dissciacdo em solucdo se torna indispensavel.
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