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RESuUMO

LEITE, N.F.B. Estudo DFT e in silico de complexos de Bi(lll) com
ligantes ditiocarbamatos com propriedades antitumorais. 2024. 106
p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual do Piaui.
Teresina.

Complexos de bismuto com ditiocarbamato tém atraido a atencédo de pesquisadores
em funcao de suas diversas aplicacdes tais como antimicrobiana, antileishmanial e
anticancer. Esses complexos apresentam elevada atividade citotéxica contra células
cancerigenas. Estudos mostram que estes complexos possuem maior atividade que
os farmacos cisplatina, doxorrubicina e tamoxifeno. No presente estudo, investigamos
a capacidade de alguns métodos DFT em reproduzir a geometria e os espectros de
RMN de complexos de Bi(lll) com ligantes ditiocarbamatos selecionados, tendo por
base sua comprovada atividade antitumoral. Realizamos ainda o estudo DFT de suas
propriedades eletrénicas e a anadlise in silico da farmacocinética e das interacdes
desses complexos com as proteinas ERBB2 e ERBB3. A investigacdo DFT indicou
que o funcional M06-L com conjunto de base def2-TZVP fornece bons resultados na
previsdo da geometria, enquanto o funcional TPSSh com a base def2-SVP teve bons
resultados nos deslocamentos quimicos de RMN 3C. Os descritores de reatividade
mostraram que o complexo 4 € mais reativo, com grande possibilidade de atuar como
agente eletrofilico. Os mapas de potencial eletrostatico sugerem que o bismuto e os
enxofres s&o as principais regides de reatividade eletrofilica. Os resultados in silico
para o complexo 1 predizem seu potencial como candidato a farmaco, uma vez que
apresentou parametros farmacocinéticos que sugerem boa absorcao e biodistribuicao.
O complexo 2 apresentou indices de hepatotoxicidade desfavoraveis. Os complexos
3 e 4 apontaram potencial para causar interacdes medicamentosas ou efeitos
colaterais. O complexo 4 revelou ainda que pode causar arritmias. O alinhamento das
sequéncias dos receptores, realizado na plataforma Clustal Omega, revelou boa
similaridade estrutural com poucas mutacdes nos residuos do sitio de cada quinase.
As proteinas modeladas na plataforma Phyre2, apresentaram valores de
Ramachandran acima de 90%, indicando modelos de boa qualidade, além de RMSD
abaixo de 2 A comparados com os modelos experimentais. O blind docking realizado
indica que os complexos 1 e 4 sdo capazes de interagir com o sitio ativo dos
receptores. O complexo 4 apresentou melhores interagcdes com os aminoacidos do



sitio, gerando energias de ligacao mais baixas e mais favoraveis. Esses resultados
instigam e servem de base para futuros estudos DFT e in silico de complexos de Bi(lll)
ditiocarbamatos.

Palavras-chave: DFT. Bismuto(lll). Ditiocarbamato. RMN. Docking.



ABSTRACT

Bismuth complexes with dithiocarbamate have attracted the attention of researchers
because of their various applications, such as antimicrobial, antileishmanial and
anticancer. These complexes have high cytotoxic activity against cancer cells, and
studies show that these complexes have greater activity than the drugs cisplatin,
doxorubicin, and tamoxifen. In this study, we investigated the ability of some DFT
methods to reproduce the geometry and NMR spectra of Bi(lll) complexes with
dithiocarbamate ligands, selected on the basis of their proven antitumor activity. We
also carried out a DFT study of their electronic properties and an in silico analysis of
the pharmacokinetics and interactions of these complexes with the ERBB2 and ERBB3
proteins. The DFT investigation indicated that the M06-L functional with the def2-TZVP
basis set provides good results in geometry prediction, while the TPSSh functional with
the def2-SVP basis set had good results in '*C NMR chemical shifts. The reactivity
descriptors showed that complex 4 is more reactive, with a high possibility of acting as
an electrophilic agent. The electrostatic potential maps suggest that bismuth and
sulfurs are the main regions of electrophilic reactivity. The in silico results for complex
1 predict its potential as a drug candidate, since it showed pharmacokinetic parameters
that suggest good absorption and biodistribution. Complex 2 showed unfavorable
hepatotoxicity indices. Complexes 3 and 4 showed potential for causing drug
interactions or side effects. Complex 4 also showed that it could cause arrhythmias.
The alignment of the receptor sequences, carried out on the Clustal Omega platform,
revealed good structural similarity with few mutations in the residues at the site of each
kinase. The proteins modeled on the Phyre2 platform showed Ramachandran values
above 90%, indicating good quality models, as well as RMSD below 2 A compared to
the experimental models. The blind docking carried out indicates that complexes 1 and
4 can interact with the active site of the receptors. Complex 4 showed better
interactions with the site's amino acids, generating lower and more favorable binding
energies. These results encourage and serve as a basis for future DFT and in silico
studies of Bi(lll) dithiocarbamate complexes.

Keywords: DFT. Bismuth(lll). Dithiocarbamate. NMR. Docking.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

O interesse no estudo dos complexos Bi(lll) ditiocarbamato esta em ascenséo gracas a
sua ampla diversidade estrutural e sua interessante aplicagdo como agentes biologicos. A
disponibilidade dos sitios de ligacdo dos dois atomos de enxofre no ditiocarbamato confere
aos complexos uma grande variedade de geometria e interagbes. Complexos
ditiocarbamatos de bismuto tém se mostrado muito Uteis como agentes anticancer, pois
os ligantes ditiocarbamato modulam a toxicidade associada aos metais, permitindo que o
ion metalico chegue aos locais alvo, tornando-o menos disponivel para reagcbées que
provoquem efeitos colaterais e prejudiciais.

1.1 Complexos de bismuto ditiocarbamatos

Os medicamentos a base de metais (metalofarmacos) surgem como uma
alternativa aos usuais compostos organicos. Alguns ions metalicos possuem um papel
importante em sistemas bioldgicos e, atualmente, metalofarmacos sdo empregados
no tratamento e diagndsticos de varias doengas [1,2]. A principal vantagem dos
farmacos a base de metais com ligantes organicos é devido a sua capacidade de
formar complexos, variando o numero de coordenacao, geometria e estado de
oxidacao [1]. Algumas estratégias sao adotadas na sintese e aplicacbes de
metalofarmacos. A mais comum considera o sinergismo entre um ligante organico e
ion metalico, resultando nos seguintes efeitos: (i) aumento do tempo de resisténcia do
farmaco, o que permite atingir o alvo biolégico; (ii) modulagao da toxidade do metal
devido a presencga do grupo organico.

Complexos de bismuto com ligantes ditiocarbamato tém despertado o interesse
dos pesquisadores devido a suas propriedades estruturais e diversas aplicacdes em
quimica medicinal e na area de materiais. Esses compostos apresentam diferentes
atividades bioldgicas, tais como antimicrobiana [3], antileishmanial [4] e anticancer
[5,6]. Além disso, alguns desses compostos sdo usados como catalisadores e

precursores para preparacao de sulfetos desses elementos [7].
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O bismuto possui um elevado potencial em aplicacdes biolégicas devido a sua
excepcional baixa toxidade quando comparado aos outros elementos do grupo 15,
como o arsénio e antiménio [8]. Além disso, € bem conhecido que o Bi tem a
capacidade de interagir com biomoléculas, tais como, nucleotideos/nucleosideos,
aminoacidos, peptideos e proteinas. Estudos indicam que as proteinas/enzimas sao
0s provaveis alvos bioldgicos de farmacos de Bi, em particular proteinas ou enzimas
que possuem residuos de cisteina e histidina no seu sitio ativo [9]. No entanto, o
mecanismo molecular de acao dos farmacos de Bi ainda nao é claro.

Recentemente, Li et al. [10] descobriram que o Bi(lll) é capaz de inibir a enzima
urease, a qual é apontada como novo alvo biolégico de drogas a base desse elemento.
Além do que, o carater tiofilico do Bi(lll) permite inibir enzimas bacterianas como por
exemplo, metalo-B-lactamases que contem residuos de cisteina em seu sitio ativo.

Tem-se constatado que ligantes ditiocarbamato (DTCs) possuem propriedades
interessantes para aplicacdées medicinais devido a sua capacidade de inibir enzimas,
afetando assim o ambiente biologico [11]. Esses compostos possuem diversas
aplicacbées, atuando como pesticida, fungicida, agentes antivirais, bactericida,
antimicrobiano, antitumoral, e na especiacao quimica de metais [6,12]. Os DTCs sao
considerados extremamente importantes devido as suas extensas aplicacdes
bioldgicas na area medicinal. Em virtude de seu colossal escopo farmacoldgico, tem
sido um assunto de interesse para muitos pesquisadores ao redor do mundo [13].
Além disso, esses compostos possuem caracteristicas que podem controlar a
toxidade, biodisponibilidade e seletividade de candidatos a metalofarmacos.

Ditiocarbamatos sao ligantes quelantes capazes de formar complexos estaveis
com varios metais representativos e de transicdo. A capacidade dos ligantes
ditiocarbamatos em coordenar-se a diferentes metais pode ser atribuida as estruturas
canbnicas que 0s seus anions podem exibir nos complexos. Existem trés formas
ressonantes diferentes para os DTCs, como mostrado na Figura 1.1. Nas formas
ressonantes A e C, a ligacao simples C—N favorece a deslocalizacao da carga —1 entre
os atomos de enxofre e carbono, contribuindo para estabilizacao de metais moles com
baixo estado de oxidacao. Por outro lado, o carater de ligacao dupla entre o carbono
e nitrogénio na estrutura B contribui para estabilizacdo de metais duros com alto
estado de oxidacdo. De modo geral, a principal contribuicdo para estabilidade dos
complexos de ditiocarbamato deve-se a forma de ressonancia B [6].
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Figura 1.1. Estruturas de ressonéancia do ditiocarbamato.
Fonte: adaptado de Adeyemi e Onwudiwe [6].

Os ditiocarbamatos podem se ligar a um ou quatro atomos de metal de
transicdo em nove maneiras diferentes, conforme ilustrado na Figura 1.2. De longe, a
mais comum delas é o modo quelante simples (l). Nela as duas interacdes de enxofre
com o metal sdo aproximadamente iguais, e o ligante pode ser considerado como uma
rede de quatro elétrons doador. Este modo de ligacdo é encontrado para todos os
metais de transicdo em todos estados de oxidacao acessiveis [6,14]. Ao fazer isso,
forma um angulo (S-M-S) variando de 65° a 80° dependendo do tamanho do ion
metalico ligante. Os comprimentos das ligacdes metal-enxofre também dependem do
metal e variam de 2,25 A a 2,55 A [15].
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Figura 1.2. Modos de coordenagé&o possiveis do ditiocarbamato.
Fonte: adaptado de Hogarth [14].

Quando o modo de ligagdo bidentada ndo é favorecido, como no caso (l),
devido a disposicao de outros ligantes coordenados, o ditiocarbamato liga-se de forma

monodentada como no caso (Il). Esta forma de ligacdo também é encontrada quando
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ha uma modificacdo em uma das ligagdes M-S, devido a fraca coordenacédo de um
dos atomos de enxofre na metade do ditiocarbamato [6]. Em alguns casos, os atomos
de enxofre coordenam-se com o metal de forma desigual, resultando em uma
estrutura assimétrica denominada anisiobidentada, como no modo (lll) [14]. Este
modo de coordenacao leva a ligagdes carbono-enxofre longas e curtas, e foi relatado
para muitos complexos de ditiocarbamato de grupo principal e de transicao [16,17].

O modo de ligagdo (IV) ndo é particularmente comum. Nesta forma de
coordenacado, cada um dos atomos de S coordena-se separadamente a um centro
metalico e é encontrado, principalmente, em complexos de ditiocarbamato de ouro.
No modo de coordenacao (V), os atomos de enxofre ligam-se a cada atomo de metal
com uma coordenacgao de ponte entre atomos alternados de enxofre e de metal. Para
o modo de ligacao de (VI) a (IX), os ligantes de ditiocarbamato formam uma ponte
com dois atomos de metal de varias maneiras. No modo (VI), todas as trés interacdes
metal-enxofre tém distancias de ligacdo semelhantes, com os atomos de enxofre
ligando-se de forma simétrica aos metais. No modo (VIl), as interagdes séao
semelhantes, mas a terceira ligacao de enxofre metalico em ponte é assimétrica. No
caso dos modos de ligacao (VIIl) e (IX), o ligante ditiocarbamato cobre trés ou quatro
atomos de metal, respectivamente. Esses modos de coordenacdao sao restritos
principalmente aos metais de transi¢cdo e sdo muito incomuns [6,14].

O crescente interesse em complexos metalicos de ditiocarbamato é devido a
sua facilidade sintética e possibilidade de funcionalizacdo das unidades de
ditiocarbamato, o que pode potencialmente influenciar nas suas caracteristicas
estruturais e eletrénicas, afetando assim as suas propriedades bioldgicas [4].

1.2 Atividade antitumoral de complexos de Bi ditiocarbamatos

O cancer é um problema de saude publica mundial. Estimativas da Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) indicam que houve quase 20 milhdes de novos casos de cancer no ano de
2022. E previsdes indicam que o numero de novos casos chegara a 35 milhdes em
2050, um aumento de 77% em relagao a 2022 [18].

Um dos principais desafios no tratamento do cancer € a reducdo dos efeitos
colaterais dos medicamentos. Visando superar as limitagdes dos farmacos contendo

platina, como a resisténcia adquirida e os efeitos colaterais, um niumero crescente de
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compostos de bismuto vem sendo estudados como alternativa para o tratamento do
cancer, uma vez que geralmente apresentam baixa toxicidade para células humanas
nao cancerigenas e sao toxicos para células malignas [19].

O bismuto oferece novas oportunidades para novos mecanismos de acao no
tratamento do cancer [20]. Os compostos de bismuto ndo apenas inibem as células
cancerosas diretamente, mas também reduzem os efeitos colaterais dos
medicamentos anticancer a base de platina, como a cisplatina e seus analogos [21].

Compostos de bismuto tém mostrado agcédo antineoplasica contra linhagens de
células tumorais malignas em uma variedade de estudos [5,22—-24]. Compostos
contendo Bi com ligantes como tiossemicarbazona / tiocarbonohidrazona, hidrazina,
ditiocarbamato e haleto, assim como varios nanomateriais radiossensiveis a base de
bismuto, sdo os candidatos mais promissores com atividade quimioterapica
significativa [25].

Estudos mostraram que as caracteristicas do ligante podem influenciar a
atividade antitumoral dos complexos de Bi, uma vez que eles sdo parcialmente
dependentes do tipo, da lipofilicidade e dos efeitos eletronicos dos ligantes. Observa-
se que complexos de bismuto contendo ligantes quelantes geralmente tém atividade
citotdxica superior contra células cancerosas em comparagdo com compostos
contendo ligantes monodentados [19].

A quelacdo do tiol geralmente melhora a solubilidade e a lipofilicidade dos
compostos a base de bismuto, resultando assim na potencializacdo da atividade
antitumoral. Uma vez que os tiocompostos de bismuto podem ser rapidamente
trocados por tidis livres por conta da ligacéo Bi-S cineticamente |abil, o Bi®* possui alta
mobilidade no interior das células, tornando-o mais apropriado para atingir os alvos
biolégicos desejados [19].

Complexos de Bi(lll) com ditiocarbamato apresentaram elevada atividade
citotoxica contra células humanas de cancer de mama (MCF-7) e do colo do utero
(HeLa) [5,17,24]. Esses complexos foram mais ativos que os farmacos padrao
cisplatina, doxorrubicina e tamoxifeno, exibindo de 21-53 vezes maior atividade que a
cisplatina contra as células HeLa e de 158-340 vezes maior contra as células MCF-7
[17]. Complexos de dietilditiocarbamato de bismuto mostraram ser um potente
citotoxico in vitro contra linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7 e EVSA-T),
renal (A498), de pulmao (H226), de ovario (IGROV), melanoma (M19 MEL) e de célon
(WIDR) [5,17,22].
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1.3 Quimica Computacional

O desenvolvimento e a utilizacdo de métodos de quimica computacional para
estudo de diferentes sistemas quimicos tém colaborado de forma bastante
significativa para a evolucao da ciéncia quimica como um todo [26]. A quimica
computacional esta voltada a obtencdo de resultados relevantes para problemas
quimicos, e nao diretamente no desenvolvimento de novos métodos tedéricos, embora
haja uma forte interacao entre a quimica teorica tradicional e a quimica computacional
[27]. A Quimica Computacional € um campo interdisciplinar da Quimica que auxilia
todas as suas especialidades, tecnologias e industrias afins [28].

Os métodos tedricos que constituem a quimica computacional podem ser
divididos em dois grupos: os métodos de quimica quantica, fundamentados na solucao
da equacado de Schrédinger; e os métodos de mecanica molecular, que utilizam
modelos matematicos contendo a inclusao de parametros empiricos com o propdsito
de descrever a energia total e a estrutura molecular de um determinado sistema.
Como exemplo de métodos quanticos, tém-se os ab initio; 0s semiempiricos e
baseados na teoria do funcional de densidade. Para os métodos de mecénica
molecular estdo contidos a dindmica molecular e o Monte Carlo [26].

A quimica computacional pode ser utilizada para modelar um sistema molecular
antes de realizar a sintese de compostos no laboratério. Embora os modelos
computacionais nao sejam perfeitos, muitas vezes sdo bons o suficiente para
descartar 90% dos possiveis compostos inadequados para o uso pretendido, sendo
extremamente 0til, uma vez que a sintese de um unico composto pode exigir meses
de trabalho, desperdicio de matérias-primas, além de gerar residuos tdxicos [29].

Seus métodos sdo utilizados para calculos de propriedades de moléculas ja
conhecidas ou ainda nao sintetizadas. Desde estruturas eletrénicas e conformacoes
de moléculas isoladas até os diferentes tipos de energia, dindmica e reatividade de
sistemas moleculares. E utilizado também para anélise e tratamento de informagdes
quimicas, oriundas de experiéncias laboratoriais, monitoramento instrumental e
simulacdes de eventos préximo das médias experimentais. Por exemplo, previsdo de
espectros de RMN, infravermelho e massa que complementam a comprovacao de
sinteses quimicas [28].
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1.4 Objetivos

1.4.1 Gerais

> Investigar a geometria, estrutura eletrénica, propriedades farmacocinéticas de
complexos de bismuto com ligantes ditiocarbamatos e suas interacbes com

proteinas associadas ao cancer.

1.4.2 Especificos

» Avaliar a qualidade de 10 funcionais DFT e 2 conjuntos de bases na predicao
dos parametros estruturais de complexos de Bi(lll) com ligantes
ditiocarbamatos;

» Estudar as propriedades estruturais dos complexos em fase gasosa e em
solucdo, a partir de calculos de otimizacdo de geometria e frequéncia
vibracionais;

» Avaliar o efeito dos substituintes nas unidades de ditiocarbamato sobre as
propriedades eletronicas e estruturais dos complexos;

» Calcular o gap de energia HOMO-LUMO, potencial eletrostatico molecular e
alguns descritores de reatividade quimica dos compostos;

> Investigar as propriedades farmacocinéticas dos complexos de Bi(lll) com
ligantes ditiocarbamatos selecionados a fim de predizer seu potencial
farmacoldgico;

> Investigar a interagdo dos complexos de Bi(lll) ditiocarbamatos com os
principais alvos envolvidos na progressao do cancer, por meio de estudos de
ancoramento molecular com os receptores do fator de crescimento epidérmico
ERBB2 e ERBBS3.
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Capitulo 2

REFERENCIAL TEORICO

Este capitulo apresenta uma breve visdo dos aspectos tedricos DFT e in silico empregados
no estudo. Inicialmente, é realizada a apresentagao dos fundamentos do método Hartree-
Fock, da teoria funcional da densidade e dos conceitos de conjunto de base. Em seguida,
s8o apresentados os fundamentos de potencial efetivo de carogo e solvatacéo, e, por fim,

o capitulo trata das caracteristicas do estudo in silico.

2.1 Método Hartree-Fock (HF)

O método Hartree-Fock € um método de estrutura eletrénica que serve como
uma primeira aproximacao para obter solucdo da equacédo de Schrddinger. Esse
método serve ndo sé como uma boa aproximacao para sistemas com muitos elétrons,
mas também constitui um ponto de partida propicio para outros modelos mais precisos
de estrutura eletrénica molecular.

Na aproximagédo HF, é considerado o modelo de particula independente e o
principio de exclusdo de Pauli para compor a funcao de onda atdémica. Em vez dos
orbitais espaciais, devemos usar orbitais de spin e tomar uma combinacéo linear
antissimétrica de produtos de orbitais de spin. Um determinante de Slater de orbitais
de spin fornece a antissimetria adequada [30].

As equacdes diferenciais para obter os orbitais HF apresenta a forma geral

-~

Fo; = &; i=123,..,n (21)

onde ¢; € o i-ésimo spin orbital, F é o operador de Fock (ou de Hartree-Fock), e o
autovalor ¢; é a energia do spin orbital i [30].

Escrevemos o hamiltoniano de um atomo multieletrénico como

n
~ ~ I,
i=1

i#j



Capitulo 2 - Referencial Teodrico 24

onde h; é o hamiltoniano apenas do elétron i e Vij € o termo de interacao entre os
elétrons i e j [31]. Para implementar o método, devemos supor que o estado
multieletrénico pode ser escrito como o produto dos estados individuais de cada

elétron:

(pl(lr 2' 3' ) Tl) = ¢1(1)¢2(2)¢3(3) l/)n(n)r (23)

onde ¥, (1) = ¢;(r)x(a) = P (r,) representa o estado spin-orbital do elétron 1, ou
seja, a funcdo de onda espacial do elétron no estado i e com spin a. Porém, devido
ao postulado de simetrizacéo, o estado fisico do sistema deve ser expresso por um
determinante de Slater

?a(q1) @plq) - @u(q1)
1 [(Pa(CIz) 9p(q2) <pv(q2)]

V(41,9293 > qn) = (2.4)

=

Lpa('qn) §03th) <pv('qn)J'

Usamos o principio variacional para minimizar o valor esperado da energia do
estado fundamental, variando as func¢des ¥, (n). Desta forma, os orbitais corretos séo

aqueles que minimizam a energia [31]. O valor esperado € escrito como,

_ IO,
E=(P|H|Y) = (¥ W) + (¥ Ez Vii| ). (2.5)

i#j

n
2.

i=1

Portanto, o método HF, utilizado para tratar sistemas atdmicos ou moleculares
de muitos corpos, visa obter a fungdo de onda eletrénica do sistema. Lidando com
funcbes de onda antissimetrizadas, representa um refinamento do método Hartree. O
método baseia-se no principio variacional e na suposicao de que podemos escrever
a funcao de onda global como um determinante de Slater, com cada elétron ocupando
um estado orbital especifico (spin-orbital) e interagindo com um potencial efetivo
decorrente dos elétrons que ocupam outros orbitais [30,31].
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2.2 Teoria Funcional da Densidade (DFT)

Métodos computacionais baseados na teoria funcional da densidade (Density
Functional Theory — DFT) [32,33] tém sido amplamente aplicados no estudo e
predicdo de varias propriedades de complexos de metais representativos e de
transicdo. A popularidade dos métodos DFT no calculo das propriedades de diferentes
sistemas moleculares se deve a uma boa relacao entre a exatidao dos calculos € um
custo computacional relativamente baixo, quando comparado com os métodos ab
initio [34,35].

A DFT é um método fundamentado na mecanica quantica, aplicados em Fisica
e Quimica para pesquisar a estrutura eletrénica de sistemas com muitos elétrons, em
particular atomos e moléculas. Essa teoria é fundamentada na densidade eletrénica,
ao invés de funcdes de onda. A grande vantagem da DFT em relacdo aos métodos
ab initio padrées estd na melhora da velocidade computacional e do ganho de espacgo
em memoria [36]. E frequentemente aplicada em diversos estudos como: estrutura,
propriedades magnéticas e de spin; espectroscopia eletrénica e vibracional e outras
caracteristicas de complexos metélicos, envolvendo inclusive sistemas biolégicos
[37,38].

Inicialmente proposta por Thomas e Fermi em 1927, a DFT tinha como base os
estudos quanticos fundamentados na densidade eletrdnica levando em consideracao
um modelo estatistico para a disposicdo dos elétrons em um atomo. No entanto, a
energia calculada através deste método apresentou erros na precisao dos resultados.
O principio basico da DFT é que em um sistema eletrénico a energia pode ser escrita
como uma fungdo da densidade de probabilidade eletrdnica (p). Se conhecemos a
densidade p(r) do estado eletrénico fundamental, podemos, teoricamente, calcular

todas as propriedades do sistema, inclusive sua energia [39].

Ey = Eolp] (2.6)

Hohenberg e Kohn [32] sugeriram em 1964, um modelo em que a energia exata
de um sistema de muitos elétrons poderia ser determinada através de sua densidade
eletrbnica, ressaltando apenas para a existéncia de um funcional de densidade. A
Teoria do funcional da densidade de Kohn-Sham [33] é atualmente a teoria de

estrutura eletrénica mais amplamente utilizada na quimica, ciéncia dos materiais e
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outros campos relacionados. Kohn e Sham, em 1965, substituiram o modelo original
de muitos elétrons por um modelo auxiliar de particulas independentes. Assim, o
teorema indica um caminho para a constru¢cdo de um funcional de densidade. As
equacoes do método consideram a correlagéo eletrénica, além da interacao de troca
entre os elétrons. Com isso, a energia pode ser calculada como o funcional da

densidade eletronica a seguir:

Eo[P] = T[p] + Ene [P] + Eee[p] (2.7)

Onde T|p] € a energia cinética, E,.[p] é a energia de atracao elétron-nucleo. A
energia E,, é dividida em duas partes, uma parte coulombiana J[p] e uma parte de
troca EXC|[p], incluindo-se correlagdes implicitamente nos dois termos e reescrevendo

teremos [39]:

Eolp] = Tlp] + Enelp]l + J[p] + EXClp] (2.8)

O modelo de Kohn-Sham apresenta uma dificuldade em determinar com
exatiddo a parte do funcional de troca e correlacdo eletrbnica, visto que a forma
analitica exata do potencial de troca-correlagao nao € conhecida. Muitos trabalhos tém
se dedicado ao desenvolvimento e teste das diversas aproximagdes dos funcionais
de troca-correlacao [40—44].

Apesar da consideravel confianga atribuida aos resultados dos célculos DFT, é
importante destacar que a quimica computacional de compostos metalicos ainda
enfrenta uma série de desafios que podem reduzir a exatiddo das estruturas
calculadas, energias relativas e outras propriedades [45]. As propriedades e
reatividades dos compostos metélicos séo, frequentemente, influenciadas por efeitos
relativisticos e spin-orbita dificeis de descrever [46].

Em muitos casos, o erro mais comum é a imprecisdo nas geometrias
calculadas, uma vez que o pré-requisito para calculos quimicos-quanticos confiaveis
sdo geometrias moleculares exatas [47]. Os efeitos podem ser ainda maiores em
propriedades com maior sensibilidade a mudancgas estruturais, como no caso de
célculos de deslocamentos quimicos de RMN [48-50]. Assim, a diferenca entre os
métodos de DFT encontra-se, entdo, na selecdo da forma funcional da energia de
troca-correlagao.
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A magnitude dos erros nos calculos pode divergir muito de sistema para
sistema e, muitas vezes, a Unica solucao é a execucao de estudos sistematicos de
validagdo. O desempenho de cada funcional de troca-correlagdo ndao é uniforme,
depende da propriedade avaliada e do tipo de sistema em estudo [51]. Sendo assim,
a validacao do desempenho de funcionais de densidade tornou-se uma etapa crucial
antes do uso da DFT para o calculo de uma determinada propriedade quimica [52].

chemica| accuracy

double-hybriq

hartr €e worlq

Figura 2.1. Escada de Jac6 dos funcionais de troca-correlagéo.

Os funcionais de densidade podem ser divididos em cinco categorias de acordo
com a abordagem da escada de Jac6 de Perdew e Schmidt [53] (ver Figura 2.1).
Nessa hierarquia, a primeira categoria corresponde a aproximacao de densidade local
de spin (LSDA) dependente apenas da densidade eletrénica. A segunda, equivale a
aproximacao de gradiente generalizado (GGA) e depende da densidade eletronica e
seu gradiente reduzido. A terceira, representa a aproximacao de gradiente meta-
generalizado (meta-GGA) que depende de gradientes de densidade de ordem mais
alta ou da densidade de energia cinética que envolve derivadas dos orbitais ocupados
Kohn-Sham. A quarta classe corresponde aos funcionais hibridos e meta-hibridos de
gradiente generalizado, que sdo combinacdes de funcionais GGA e meta-GGA com
troca Hartree-Fock. E a quinta categoria equivale a descricao totalmente nao-local
[43,51,54]. Nessa perspectiva, cada nivel inclui algo mais aos elementos das classes
inferiores mantendo seus fundamentos. Embora cada categoria tenha pontos fortes e
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fracos particulares, o resultado geral para a maior parte das propriedades é uma
melhoria na qualidade dos resultados e um aumento no custo computacional ao
passar dos niveis mais baixos para os mais altos [51].

2.3 Conjuntos de Funcoes de Bases

A precisdo do calculo da estrutura eletronica esta essencialmente associada
ao conjunto de funcdes de base selecionado para representar os orbitais moleculares.
A utilizacdo de um numero infinito de fungdes de base forneceria uma energia de
Hartee-Fock equivalente a obtida pela expressao variacional. No entanto, um conjunto
de bases infinito ndo € computacionalmente viavel. A energia limitante é intitulada
Limite de Hartree-Fock. E, apesar de ser a menor energia possivel de ser alcangada,
nao corresponde ao valor exato de energia para o estado fundamental da molécula,
visto que o método HF-SCF nédo engloba os efeitos de correlacado [31]. Espera-se,
desse modo, que quanto mais completo estiver o conjunto de fungdes de base, melhor
sejam os resultados obtidos.

Existem dois tipos de fungdes de base frequentemente utilizados em calculos
de estrutura eletrdnica: Orbitais do Tipo Slater (Slater Type Orbitals — STO) e Orbitais
do Tipo Gaussiano (Gaussian Type Orbitals — GTO) [27]. O primeiro tipo de funcdes
foi sugerido por Zener [55] e Slater [56] em 1930 com o intuito de simplificar os orbitais
hidrogendides utilizados até entdo, comprometendo minimamente a caracteristica da

descrigao dos orbitais atébmicos. A forma dos STOs € representada por:

K(r,6,9) = NY;,,, (8, p)r"1e=S" (2.9)
onde N € a constante de normalizacao, Y sdo fungées harménicas esféricas e ¢ €
um expoente positivo.

As funcées GTOs foram adotadas por Boys em 1950 [57] e sdo as mais

utilizadas em calculos ab initio, sobretudo em coordenadas cartesianas, cuja forma é:

H(X, Y,z a) = Nijk(x - xO)i(y - yO)J(Z - ZO)ke_a,lT_rOl2 (210)
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onde Nijk € a constante de normalizacao; (xo, yo, zo) sdo as coordenadas do centro da
funcdo Gaussiana em ro; (x, y, z) sao as coordenadas eletrbnicas em r; e « é um
expoente positivo. Os expoentes i, j, k s4o numeros inteiros positivos que estdo
relacionados a simetria da fungéo, ou seja: quando i + j + k = 0, a Gaussiana € do tipo
s;quando i+ j + k =1, a Gaussiana é do tipo p; quando i + j + k = 2, a Gaussiana é
do tipo d, e assim sucessivamente. A principal vantagem dos GTOs é que o produto
de duas Gaussianas em diferentes centros equivale a uma fungdo Gaussiana simples,
equidistante num ponto entre os dois centros [31].

Para aprimorar a descricdo dos orbitais atdmicos nos extremos, n fungdes
Gaussianas, centradas no mesmo nucleo atémico, sdo ajustadas linearmente para

formar uma funcéao Unica, intitulada de funcdo Gaussiana contraida

n

Xu = Z d;jub; (2.11)

J

sendo d o coeficiente de contracao e 6 a fungao Gaussiana primitiva. Dessa forma, os
orbitais moleculares em termos de fungdes de base, quando expressos por

combinacoes lineares de fungées Gaussianas contraidas, sao escritos como

Y = Z CuiXu (2.12)

u

O processo de contragao tende a aumentar a energia orbital, visto que diminui
o numero de coeficientes de expansao (cu) a serem otimizados, reduzindo,
simultaneamente, o custo computacional.

Existem duas maneiras de contrair um grupo de funcdes primitivas: a contracao
geral, onde todas as funcdes primitivas participam da formacao de todas as funcdes
contraidas, de determinado momento angular, mas com coeficientes de contracéo
diferentes; e a contracdo segmentada, onde um conjunto de primitivas € dividido em
subconjuntos sujeitos a contracdo, ou seja, cada funcdo primitiva participa da
formacao de uma fungédo contraida [27]. Sdo exemplos de contracdo geral as de

Huzinaga [58] e as de correlacdo consistente sugeridas por Dunning [59]. Como
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exemplos de contragdo segmentada temos o0s conjuntos de base de valéncia
separada e os de Dunning [60].

Podemos classificar os conjuntos de bases conforme o numero de fung¢des que
ela apresenta em: base minima, conhecida como single zeta (SZ); e base estendida,
podendo ser do tipo double zeta (D2), triple zeta (TZ), quadruple zeta (QZ), etc. e base
de valéncia desdobrada (ou dividida), onde existe uma combinacdo de funcdes. ou
estendida.

Nas bases minimas, o numero de func¢des utilizadas € o menor possivel,
apresentando baixo custo computacional e sendo muito util em analises qualitativas
de estruturas moleculares. Entretanto, ndo geram resultados quantitativos com alta
qualidade. Como os resultados das propriedades quimicas e fisicas atingidos com os
conjuntos de bases minimas normalmente séo insatisfatérios, € necessario empregar
conjuntos de bases maiores, com o intuito de melhorar os resultados, utilizando-se,
assim, a base estendida. Esse conjunto de base tem por finalidade melhorar
consideravelmente a precisdo dos calculos atdmicos e moleculares, pois ha menor
imposicao de restricbes ao posicionamento dos elétrons no espaco. Porém, a
ampliacdo do conjunto de bases, interfere no custo computacional dos calculos,
precisando de maior tempo para sua realizacao [61].

Os orbitais mais externos em ligagbes quimicas sofrem distor¢cdes se
comparados com os orbitais atdmicos. Dessa maneira, em célculos de propriedades
quimicas, os elétrons apresentam uma maior probabilidade de ocupar regides mais
distantes do nucleo e, para se ter uma maior precisdo dos resultados dessas
propriedades, € essencial o acréscimo de fun¢des de maior momento angular do que
os orbitais atdbmicos ocupados no estado fundamental. Essas fungdes séao
denominadas de funcdes de polarizacao [27]. Podem ainda ser inseridas ao conjunto
de base, as denominadas fung¢des difusas que apresentam menores valores de
expoente e que descrevem os orbitais mais distantes do nucleo. Sao utilizadas para
retratar pares de elétrons livres, anions, sistemas em estados excitados, atomos
metalicos, dimeros com ligacbes de hidrogénio e propriedades moleculares que
dependem da distribuicado de carga em regides mais distantes do nucleo, como a
polarizabilidade [62,63].

Um conjunto de base que utiliza valéncia desdobrada sdo os conjuntos
desenvolvidos por Ahlrichs e colaboradores e que, na versdao mais atual, é

representada pelo prefixo def2- [64,65]. Essas bases foram produzidas para todos os
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elementos entre H-Rn e contém a descricdo de alguns orbitais do carogo por um
pseudopotencial para elementos entre Rb-Rn. Na construcdo dessas bases, o
pseudopotencial € aplicado a poucos orbitais, possibilitando desse modo a adicao de
efeitos relativisticos a base, conservando um certo numero de elétrons tratados
explicitamente.

Essa familia de bases possui fungdes de variados tamanhos, sendo elas: a
def2-SV(P) que apresenta o menor tamanho e fungdes de polarizacao para atomos
pesados; o conjunto def2-SVP que tém funcao de polarizacédo para os hidrogénios e
atomos pesados; as fungdes de caracteristicas triplo-zeta, def2-TZVP com um grupo
de polarizacéo e def2-TZVPP com dois grupos de polarizacao; e os maiores grupos
dessa familia, com fungdes quadruplo-zeta, as formas def2-QZVP e def2-QZVPP. As
funcdes que possuem dois grupos de polarizacao sao recomendadas para métodos
pds-Hartree-Fock, com forte correlagao.

2.4 Potencial Efetivo de Caroco (ECP)

Sistemas contendo atomos pesados, com numeros atémicos elevados,
apresentam alguns problemas, entre eles o grande numero de elétrons e os efeitos
relativisticos, que sdo gradativamente mais importantes a medida em que a carga
nuclear efetiva aumenta. Os elétrons do carogo sdo pouco sensiveis a modificacées
no ambiente quimico, diferente dos elétrons de valéncia, que atuam diretamente nas
ligacdes quimicas. E preciso muitas funcdes de base para descrever esses orbitais
mais internos, elevando consideravelmente o custo computacional. Estas dificuldades
podem ser contornadas com o uso de uma fungdo apropriada que substitua os
elétrons do caroco, de modo que somente os elétrons das camadas mais externas
possam ser tratados explicitamente [27,66].

O potencial efetivo de carogo (Effective Core Potential — ECP) é um operador
de um elétron que substitui os operadores de dois elétrons de Coulomb e troca da
equacao de Hartree-Fock que surgem de interagcdes entre os elétrons do caroco e os
elétrons de valéncia [30]. O método foi desenvolvido por Hellmann em 1935 e consiste
numa ferramenta bastante Gtil em calculos de estrutura eletrénica, possibilitando
reduzir o numero de fungdes de base aplicadas para descrever os elétrons de carogo
e incluir de forma efetiva efeitos relativisticos, além de reduzir o custo computacional,

algo que se torna critico para elementos pesados [66].
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De maneira geral, os efeitos da interacdo de Coulomb e de troca de elétrons do
caroco sao simulados, e uma série de operadores entra em acao para garantir que os
elétrons dos orbitais da camada de valéncia ndo se sobreponham aos elétrons do
caroco. A construcao do potencial efetivo para um orbital de valéncia com momento

angular [ é feita a partir da Equacao de Hartree-Fock

1 Z l+1) . .
<—§V$ ——t—a that Vnuc> Wi = efpi (2.13)

sendo Z a carga nuclear e V,,, e .. 0s operadores de Coulomb e troca, atuando,
respectivamente, nos orbitais de valéncia e internos.

Utilizando um potencial efetivo para descrever os elétrons internos teremos:

1 Zeg N I[(l+1)
2 r 2r2

+ V,val + I73]‘) Xil = GiIXil (2-14)

onde V, é o potencial efetivo, x; ¢ um pseudo orbital derivado de ¥}, €/ é o autovalor
original do orbital HF, Z, € o valor da carga nuclear subtraidos os elétrons internos e

V', representa uma modificagcdo em V,,; devido ao potencial efetivo.

2.5 Solvatacao

As moléculas, na fase gasosa e em pressoes baixas ou moderadas, podem ser
tratadas sem interagdo, isoladas, e isso favorece consideravelmente a modelagem
tedrica, uma vez que o sistema de interesse € definido inteiramente pela prépria
molécula. No entanto, a maioria dos processos quimicos ocorre em solugédo, sendo
importante estudar o efeito do solvente.

Os efeitos da solvatacdo podem ser divididos em dois grupos principais: a
solvatacao nao especifica ou de longo alcance, que incluem polarizacao e orientacao
dipolo; e a solvatagdao especifica ou de curto alcance, que engloba ligacbes de
hidrogénio, interacdo van der Waals, estrutura do invélucro do solvente, dindmica
solvente-soluto, efeitos de transferéncia de carga e efeitos hidrofébicos [27].

Os efeitos nao especificos sdo principalmente a polarizacdo do solvente e a

orientacdo dos momentos multipolares elétricos do solvente pelo soluto, em que a
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interacao dipolo é geralmente a mais importante. Esses efeitos causam uma triagem
das interacdes de carga, fazendo com que a constante dielétrica (macroscopica) seja
maior que 1. Os efeitos especificos (interagcbes microscédpicas) estdo localizados,
principalmente, na primeira camada de solvatagdo, embora a segunda camada de
solvatacao também possa ser importante para ions com carga multipla. As interacdes
microscopicas dependem da natureza especifica da molécula do solvente e da forma
e capacidade de estabelecer liga¢cdes de hidrogénio [27].

Existem duas maneiras fundamentais de tratar a solvatacao
computacionalmente: a explicita ou micro solvatacdo e a implicita ou continua. A
solvatagdo explicita coloca moléculas de solvente ao redor da molécula de soluto,
enquanto a solvatagédo implicita coloca a molécula de soluto em uma cavidade em
meio continuo que simula o mar de moléculas de solvente. H4 também um método
hibrido, tratando o solvente explicito e implicitamente [67].

A solvatacao pode ser compreendida como o processo de transferéncia de uma
molécula de meio gasoso para um meio condensado, onde o soluto € movido de uma
posicao fixa na fase gasosa para uma posicao fixa em solucédo, conservando-se
constantes a temperatura, a pressao e a composicao do solvente. A energia livre de

solvatagao (AGsowatacio) € @ quantidade fundamental mais importante que descreve a

interacdo do soluto com o solvente circundante, também chamada de energia livre de
transferéncia, e se refere a mudanca na energia livre para a passagem de uma
molécula da fase gasosa para a fase condensada.

Uma das maneiras utilizadas para se avaliar o efeito do solvente no sistema é
tratd-lo de maneira continua, onde o solvente é representado implicitamente por um
continuo dielétrico polarizavel de mesma constante dielétrica (¢) do solvente que
interage eletrostaticamente com o soluto. Esse, entretanto, € colocado em uma
cavidade de formato adequado no meio. A formag&o de uma cavidade no meio possui
um custo energético. Em outras palavras, gera uma desestabilidade, enquanto as
interacdes entre soluto e solvente acrescentam estabilidade. A distribuicdo de carga
elétrica do soluto polariza o meio que atua de volta na molécula, produzindo uma
estabilizacao eletrostatica. Para o auxilio energético, pode-se ainda considerar um
componente repulsivo de troca [27]. A energia livre de solvatacdo pode ser escrita

como uma soma dos componentes,

AGsolvatagéo = AGcavidade + AGdispersz?w + AGtroca eletrostatica (2-15)
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O termo eletrostatico pode ser calculado de diferentes maneiras, sendo uma
delas com a utilizacdo da equagéao de Poisson:

(2.16)

_ A4np(r)
VE(r) = —

onde ¢ € o potencial eletrostatico, p € a distribuicao de carga, € a constante dielétrica
e r o vetor posicdo. A equacao de Poisson se aplica a meios dielétricos que sao
polarizados de forma linear pela distribuicdo de carga p. Ela descreve a conexao entre
a distribuicdo de carga, o potencial eletrostatico e a constante dielétrica. Para os
modelos implicitos, € € o Unico parametro que distingue um solvente do outro, portanto
solventes com 0 mesmo valor de € sdo tratados da mesma forma [67].

O modelo continuo de solvatacdo mais utilizado é o modelo continuo
polarizavel (Polarizable Continuum Model— PCM) [68] que emprega uma cavidade de
van der Waals formada por raios atémicos de van der Waals interligados, escalonados
por um fator empirico, uma descricdo detalhada do potencial eletrostatico e
parametriza as contribuigcdes de cavidade/dispersdo com base na area de superficie.

O modelo de triagem semelhante a condutor (Conductor-like Screening Model
— COSMO) [69] também utiliza cavidades de formato molecular e representa o
potencial eletrostatico por cargas atdbmicas parciais. O COSMO foi originalmente
implementado para métodos semiempiricos, mas também tem sido empregado em
conexao com métodos ab initio. Pode ser considerado um caso limite do modelo PCM,
onde a constante dielétrica é definida como infinita.

Outro modelo de solvatagdo implicita € o baseado na densidade eletrénica
(Solvation Model Density — SMD) [70] que foi desenvolvido para predizer a energia
livre de solvatacao de solutos neutros e idbnicos em agua e em solventes ndo aquosos.
O modelo SMD é fundamentado no tratamento do campo de reacao auto consistente
da densidade eletrostatica que envolve uma interacdo da equacao nao homogénea
de Poisson pelo protocolo IEF-PCM (Integral Equation Formalismo PCM) e no
protocolo dispersao-cavidade-solvente-estrutura para contribuicdo ndo eletroestatica
da energia livre de solvatagéo.

O CPCM (Conductor-like PCM) [71] é uma implementagdo do PCM no formato
do COSMO que simplificou o calculo por usar um meio com ¢ infinita e introduzir a
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constante dielétrica como uma correcao ao modelo. Esse modelo entende o solvente
como um condutor polarizavel, o que possibilita descrever moléculas que interagem
com solventes polares [72].

2.6 Estudos in silico

Com os crescentes avangos tecnoldégicos na area digital, a Quimica
Computacional proporciona hoje uma das melhores e mais proeminentes formas de
se analisar as propriedades terapéuticas de compostos. Avaliando dados, que vao
desde o melhor encaixe com o alvo farmacolégico ou mesmo a predicdo das
caracteristicas toxicologicas, os estudos in silico desempenham papel fundamental
nas pesquisas para desenvolvimento de novos medicamentos [73].

O estudo das propriedades quimicas de candidatos a novos farmacos faz-se
necessario em virtude da procura pela minimizacao dos efeitos colaterais e otimizagao
dos efeitos terapéuticos. Por meio dos estudos, os dados obtidos podem contribuir
para um direcionamento na otimizagdo molecular do composto, gerando novos
produtos com caracteristicas aprimoradas, sendo mais seguros e eficazes para uso.
Os recursos computacionais sao tecnologias eficientes para acelerar o processo de
descoberta de novos farmacos, onde sao inclusas etapas de triagem, quimica
combinatéria e calculos de propriedades intrinsecas as moléculas dos possiveis
farmacos, como absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade (ADMET),
sendo estes parametros de farmacocinética e toxicidade [74,75].

A andlise computacional das estruturas quimicas obtidas de fontes naturais
auxilia na predi¢do da toxicidade de compostos, podendo fornecer dados a respeito
das alteragcbes quimicas necessarias a fim de se promover otimizacdo das
propriedades quimicas do composto. A simplificacao ou adicao molecular apresenta-
se como uma alternativa proeminente, permitindo otimizacdo das propriedades
quimicas e farmacoldgicas de compostos. Atualmente, dispde-se de grande variedade
de programas computacionais e bancos de dados sobre compostos quimicos, que
auxiliam pesquisadores por todo o globo no estudo dos atributos farmacolégicos e
toxicologicos de compostos [76,77].

Para verificar por métodos computacionais o potencial de uma molécula como
um bom candidato a fa&rmaco, dentre as varias técnicas, utiliza-se a de Lipinski, a qual

estabelece que, para uma molécula ser considerada possivel farmaco com boas
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caracteristicas farmacocinéticas, a mesma deve apresentar valores para quatro
parametros multiplos de 5, sendo: (i) log P maior ou equivalente a 5, (i) massa
molecular igual ou menor que 500, (iii) aceptores de liga¢cées de Hidrogénio menor ou
igual a 10, e (iv) doadores de ligacoes de hidrogénio menor ou igual a 5. No resultado,
a molécula pode violar apenas 1 dos parametros para ser um bom candidato a
farmaco. Ressalta-se ainda que tais regras sao Uteis, pois permitem uma previsao
adequada quanto a disponibilidade oral para novas moléculas [76,78].

Uma das metodologias para a descoberta de novos farmacos trata-se da
técnica de structure based drug design (SBDD), ou planejamento de farmacos
baseado em estrutura, que utiliza informacdes detalhadas sobre a estrutura
tridimensional de uma proteina alvo para projetar moléculas que se ligam a ela de
maneira especifica e com alta afinidade. O objetivo € desenvolver ligantes com
atributos eletrostaticos e estereoquimicos especificos para atingir uma alta afinidade
de ligacao com o receptor. Os processos envolvidos na SBDD consistem em etapas,
onde inicialmente analisa-se a estrutura do alvo conhecido. Em seguida, s&o
conduzidos estudos para identificar possiveis ligantes, onde os mais promissores séo
sintetizados para avaliacao de suas propriedades biol6gicas, como poténcia, afinidade
e eficacia, por meio de estudos in silico e in vitro [79].

A técnica SBDD €& amplamente utilizada por empresas farmacéuticas e
cientistas, onde inumeras medicacbes disponiveis atualmente no mercado foram
identificadas por meio desta metodologia. A Food and Drugs Administration (FDA),
orgao regulatério de drogas e alimentos nos Estados Unidos, semelhante a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil, aprovou algumas medicacdes
obtidas a partir da técnica de SBDD, como o Amprenavir, farmaco utilizado no
tratamento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), o Raltitrexed, sendo
um antitumoral, e a Norfloxacina, um potente antibacteriano [75].

O ancoramento (acoplamento ou docking) molecular é um dos métodos mais
frequentemente utilizados na SBDD, em virtude de sua capacidade de prever a
conformacao de ligantes, geralmente micromoléculas, dentro de um local de ligacao
ao alvo. A partir de 1980, quando surgiram os primeiros algoritmos de ancoramento,
a técnica tornou-se essencial na descoberta de novos medicamentos. Inicialmente, as
técnicas de ancoramento molecular demonstravam apenas as ligacbes entre uma
micro e macromolécula, mas recentemente, o acoplamento também se aplica na

previsao de ligacdes entre macromoléculas, como duas proteinas [79,80].
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Essencialmente, o objetivo do ancoramento molecular é realizar uma previsao
de um complexo ligante-receptor por métodos computacionais. O encaixe entre ligante
e receptor pode ser obtido por duas etapas inter-relacionadas: primeiro, por
amostragem das conformagdes do ligante no sitio ativo da proteina; segundo,
classificando tais conformacdes da etapa 1 por meio de pontuagdes, que, por sua vez,
apontam o grau de afinidade de um ligante com o alvo proposto [81].

O processo de identificacdo molecular proteina-ligante é conduzido por uma
combinacao de efeitos entalpicos e entrépicos que podem ser estimados por meio da
energia livre de ligacao de Gibbs (46) que, por sua vez, esta diretamente associada a

constante de equilibrio de ligacao (Kzq), a qual pode ser calculada experimentalmente:

AG = AH —TAS = RT InK,, (2.17)

onde 4H corresponde a variacao de entalpia, 7a temperatura absoluta, 45 a variacao
de entropia e R a constante universal dos gases. A constante K., € estabelecida
experimentalmente em relagdo a um estado de referéncia. Normalmente utilizando
uma concentracdo de 1 M e 25 °C para sistemas bioldgicos [74]. Quanto mais negativo

for 4G, mais espontanea sera a ligacao.
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Capitulo 3

METODOLOGIA COMPUTACIONAL

O presente estudo foi realizado em duas etapas. Na primeira fase, investigamos a
capacidade de alguns funcionais DFT predizer as geomelrias e 0s deslocamentos
quimicos de RMN, comparando os resultados com as métricas obtidas por suas estruturas
cristalograficas. Na segunda parte, calculamos alguns descritores de reatividade para os
complexos, realizamos o estudo in silico de seus pardmetros farmacocinéticos e
toxicolégicos e avaliamos, através de ancoramento molecular, suas interagbes com 0s

sitios de ligagdo de proteinas envolvidas no cancer de mama.

3.1 Definicao dos complexos para analise

Os complexos de Bi(lll) ditiocarbamatos foram selecionadas para estudo com
base em sua comprovada atividade anticancer destacada no trabalho de revisao
realizado por Kowalik, Masternak e Barszcz [5].

A partir dessa investigacao foi realizada a busca por estruturas cristalograficas
de complexos disponiveis no Cambridge Structural Database (CSD). As referéncias
das estruturas cristalograficas dos complexos escolhidos para o estudo sao fornecidas
na Tabela 3.1 e suas representacbes estdo na Figura 3.1. Eles variam em tamanho,

geometria e grupos substituintes na unidade ditiocarbamato.

Tabela 3.1. Lista de complexos de bismuto(lll) ditiocarbamato estudados.

Complexos Nomes Cddigos CSD  Referéncia
(1) Cloro-bis(N,N-dimetilditiocarbamato) de bismuto(lll) ZlyLuQ [17]

(2) Tris(N,N-dimetilditiocarbamato) de bismuto(lll) GIWPUY [16]

(3) Tris(pirrolidilditiocarbamato) de bismuto(lll) AXOQEJO1 [82]

(4) Tris(N-metil-N-fenilditiocarbamato) de bismuto(lIl) JISLON [82]
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Figura 3.1. Estruturas 2D dos complexos de bismuto (lll) ditiocarbamato investigadas.

3.2 Estudo DFT

Todos os calculos DFT foram realizados usando o pacote Gaussian 09, versao
D.01 [83], no Laboratério de Modelagem Molecular de Reagbes Quimicas (LMMQ) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). O programa GaussView 5.0.8 [84] foi
utilizado para importar estruturas moleculares, construir orbitais moleculares de
fronteira e superficies de potencial eletrostatico molecular, além de visualizar os
resultados obtidos.

3.2.1 Avaliacao dos funcionais DFT na predicao geométrica

Para avaliar a capacidade do método DFT na predicdo das geometrias dos
complexos Bi(lll) no estado fundamental, as suas estruturas foram otimizadas em fase
gasosa e em DMSO com os conjuntos de bases def2-SVP [64,65,85] e def2-TZVP
[64,65,86], em combinacdo com potencial efeito do caroco (ECP) relativistico para o
Bi [66,87]. Esses conjuntos de bases foram empregados porque usam potenciais
efetivos do carogo para elementos pesados, substituindo os elétrons internos. Isso
nao apenas reduz o custo computacional, mas também aumenta a precisao devido a
inclusao implicita de efeitos relativisticos [88]. O efeito solvente foi considerado

empregando-se o modelo continuo polarizavel (CPCM) [71,72]. As geometrias de
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minimo nas superficies de energia potencial foram confirmadas pelos célculos das
frequéncias vibracionais.

No estudo, consideramos dez funcionais de troca-correlagdo. Foram
investigados os funcionais DFT com base na aproximacao do gradiente generalizado
(GGA) BP86 [89,90], PBE [91,92] e OLYP [93,94], o funcional M06-L [95,96] do grupo
meta-GGA, o hibrido B3LYP [97,98], os meta-hibridos-GGAs M06-2X [99] e TPSSh
[100—102] e os hibridos separados por faixa CAM-B3LYP [103] e wB97XD [104]. Além
disso, o efeito da correcdo de dispersdo no hibrido B3LYP-D3 [105,106] também foi
avaliado.

Foram considerados trés parametros estatisticos para avaliar a performance
dos funcionais DFT na predicdo da geometria dos complexos: (i) o desvio médio
quadratico (RMSDswp) da superposicdo entre as estruturas experimentais e
calculadas; (ii) o RMSDpoy de todos os atomos do poliedro de coordenacao; (iii) e o
desvio médio absoluto entre as distancias de ligacdo Bi-L (MADsi-L) experimentais e
calculadas (onde L = S ou Cl). As expressdes que calculam esses parametros séo

mostradas nas equacées 1 e 2, respectivamente.

> > 2
RMSD = j ﬁl(ri'exﬁ’\]_ Ficale) (3.1)
1 N
MAD = NZ |dexp - dcalc| (3.2)
i=1

Na equagdo 1, fie, € Ficac S80 respectivamente os vetores 3D do atomo i na
estrutura experimental e calculada, e N é igual ao numero de atomos em cada
estrutura. Na equagdo 2, d.,, € d.. S80 as disténcias de ligacdo experimentais e
calculadas.

As otimizagbes de geometria foram iniciadas a partir de estruturas
cristalogréficas disponiveis no CSD. As informac¢des sobre as referéncias das
estruturas cristalinas dos complexos de Bi(lll) selecionados para o estudo foram
fornecidas na Tabela 3.1.
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3.2.2 Calculos de RMN *C e 'H

Os deslocamentos quimicos de *C e 'H dos complexos foram calculados a
partir das geometrias otimizadas calculadas no nivel M06-L/def2-TZVP/ECP/CPCM
em solvente DMSO. Este método foi selecionado com base em sua precisdao na
previsdo da geometria entre todos os funcionais DFT avaliados. Os desvios quimicos
de RMN foram calculados usando o método do Orbital Atdmico com a Incluséo de
Gauge (GIAO) [107-109]. A geometria otimizada do tetrametilsilano (TMS) com o
mesmo método foi utilizado como padrao interno para o deslocamento quimico de
RMN computado. Nove funcionais foram testados considerando GGA (BP86, PBE,
OLYP), meta-GGA (M06-L), hibrido (B3LYP), meta-hibrido-GGAs (M06-2X e TPSSh)
e hibridos separados por faixa (CAM- B3LYP e wB97XD). Além disso, a influéncia do
uso do conjunto de bases def2-TZVP e def2-SVP foi explorada. Os resultados
calculados de RMN foram comparados aos experimentais [17,22], utilizando desvio

médio absoluto (MAD) e coeficiente de correlagao linear (R?).

3.3 Propriedades eletronicas

As superficies de potencial eletrostatico molecular dos complexos, as energias
dos orbitais moleculares de fronteira HOMO (Orbital Molecular Mais Alto Ocupado) e
LUMO (Orbital Molecular Mais Baixo Desocupado), bem como o GAP de energia
HOMO-LUMO foram calculados usando as estruturas otimizadas em DMSO com
método MO06-L/def2-TZVP/ECP/CPCM. Para o potencial eletrostatico molecular foi
definido valores fixos de densidade eletronica (isosuperficie) de 0,001 e/bohr3. Esse
valor foi sugerido por Bader [110] e € considerado padrdo no calculo do potencial
eletrostatico de varias moléculas.

A partir das energias dos orbitais de fronteira, foram avaliados os descritores
de reatividade quimica: potencial de ionizacao (l), afinidade eletrénica (A), dureza (n),
potencial quimico eletrénico (u) e eletrofilicidade (w), utilizando as seguintes

equacodes:

[ =~ —Egomo (3.3)
A~ —Epymo (3.4)
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_ Erumo — Enomo

3.5
5 (3.5)
Erumo + Enomo

= 3.6
> (3.6)

2

m
= 3.7
) 2 (3.7)

3.4 Estudo in silico

Os estudos in silico ADMET foram utilizados para realizar uma previsao sobre
os parametros farmacoldgicos dos complexos e o ancoramento molecular (do inglés
molecular docking) para apontar a forca das interagdes e, consequentemente,
estipular qual dos complexos estudados apresentam maior atividade frente ao sitio
catalitico da proteina.

3.4.1 Predicoes ADMET

Para andlise farmacocinética dos complexos, foram realizadas predigdes de
parametros importantes de Absorcado, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e
Toxidade, empregando o servico web pkCSM (https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/)
[111].

O radar de estrutura quimica e biodisponibilidade dos complexos foi calculado
utilizando ferramenta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/) [112] para avaliar
a semelhanga com farmacos com base na lipofilicidade, peso molecular, area de
superficie polar topologica (TPSA), solubilidade (log S), fracdo de carbono de
hibridizacao sp3 e ligacdes rotativas.

Outras propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas, como coeficiente de
particao entre n-octanol e agua (log Pow), nUmero de doadores e aceptores de ligacao
de hidrogénio, absorcdo gastrointestinal passiva e penetracdo na barreira
hematoencefélica foram calculadas e exploradas. Os resultados foram analisados
empregando as regras de Lipinski [78] e Veber [113] que ajudam a avaliar as
caracteristicas farmacocinéticas de candidatos a farmacos.
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3.4.2 Ancoramento molecular (Molecular Docking)

3.4.2.1 Alinhamento de sequéncias e identificacdo dos sitios ativos das proteinas

O alinhamento foi realizado por meio da plataforma Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/idispatcher/msa/clustalo) [114]. Para tal, as sequéncias das
principais proteinas envolvidas nos processos de angiogénese e progressao celular
foram obtidas na plataforma UniProt (https://www.uniprot.org/) [115], sendo a ERBB2
(UniProt ID: P04626) e a ERBB3 (UniProt ID: P21860), bem como as sequéncias e
posicdes dos aminoacidos do sitio de ligacdo do ATP, sendo posteriormente
submetidas para analise no Clustal Omega. Com os dados resultantes, foi possivel
avaliar a porcentagem de similaridade estrutural e a conservagédo ou mutagdes no sitio
do ATP.

Com o alinhamento realizado na etapa anterior, as informacdes dos sitios de
ligacdo do ATP em cada proteina foram identificadas de acordo com os dados
disponiveis na plataforma UniProt. Realizou-se entdo a marcacdo desses

aminoacidos e verificou-se o0 alinhamento entre cada subtipo das proteinas.

3.4.2.2 Modelagem comparativa de proteinas (ou por homologia)

As sequéncias das proteinas selecionadas foram utilizadas para a modelagem
comparativa, tendo por base proteinas com estruturas resolvidas que possuissem
similaridade estrutural. A plataforma Phyre? [116] foi utilizada para a modelagem
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). A estrutura tridimensio-
nal gerada foi baixada e submetida a sobreposi¢cao no software UCSF Chimera 1.16
[117] com as proteinas moldes identificadas pelo Phyre? na plataforma Protein Data
Bank (https://www.rcsb.org/) [118,119], sendo ERBB2 (PDB ID: 7ERZ2, identidade de
sequéncia: 78%) e ERBB3 (PDB ID: 2R4B, identidade de sequéncia: 45%),
selecionando-se assim a com o menor RMSD. Espera-se que proteinas com boa
estrutura modelada apresentem RMSD de até 2 A, comparadas ao modelo de
referéncia [120].

Ademais, realizou-se a anélise da qualidade dos modelos de proteinas geradas
através da plataforma SAVES (https://saves.mbi.ucla.edu/), utilizando o PROCHECK
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[121], segundo o grafico de Ramachandran [122,123], que descreve as posi¢cdes dos
angulos diedros Phi e Psi dos residuos de cada proteina.

3.4.2.3 Ancoramento molecular

Os estudos de ancoramento molecular foram realizados para estudar a
interacao (afinidade) e modos de interacao dos receptores com os ligantes utilizando
o programa Molegro Virtual Docker 7.0.0 (MVD) [124]. As estruturas dos ligantes
utilizados foram otimizadas pelo método M06-L/def2-TZVP/ECP/CPCM.

As proteinas modeladas na etapa anterior foram submetidas aos processos de
ancoramento molecular. O método selecionado foi o blind docking, ou docking cego,
onde nao ha restricao de local especifico para docking, criando-se uma grid box que
preencha toda a estrutura da proteina, permitindo ao programa selecionar o local de
melhor ligacao para o ligante. Tal método foi utilizado para verificar a predisposi¢éo
do ligante de se encaixar no sitio de ligagdo do ATP. Para o blind docking, as
estruturas das proteinas modeladas foram protonadas na plataforma PDB2PQR [125],
utilizando os parametros de pH 7,4 e campo de forca PARSE [126].

Potenciais sitios de ligagdo (cavidades) foram detectados usando o algoritmo
de predicdo de cavidade baseado em grid. Os receptores e os ligantes foram
preparados no MVD e o mapa com o ligante foi escolhido com um espacamento de
grade de 0,30 A. O parametro selecionado para fungdo de pontuacgdo foi MolDock
score [GRID] e algoritmo de busca MolDock SE a partir do raio da esfera de docking
de 35 A, apresentando as coordenadas x = -57,44,y = -3,24 e z = -22,53 A para a
ERBB2 e x = 32,12,y = 7,39 e z = -14,87 A para a ERBB3, com o intuito de demarcar
a esfera de busca envolvendo toda a proteina.

O numero de execugdes foi definido em 50, as interagdes maximas em 1500, o
tamanho maximo da populacdo em 50, maximos de passos em 300, fator de
vizinhanca em 1.00 e o numero maximo de conformacodes (poses) em 10. Apds 0 uso
dos parametros do programa (Docking wizard) o ancoramento foi realizado. A analise
das interacdes tridimensionais e bidimensionais entre proteina e ligante foi realizada
com os softwares UCSF ChimeraX 1.4rc202205290614 [127,128] e BIOVIA Discovery
Studio Visualizer v21.1.0.20298 [129].

Além do docking com os complexos de Bi(lll) ditiocarbamatos, foi realizado o

mesmo procedimento com inibidores que possuem experimentos in vivo e in vitro
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comprovando a inibicao das quinases dos receptores. Os inibidores selecionados com
base na literatura para os receptores ERBB2 e ERBB3 foram os compostos
PD158780, com ICs0 de 49 nM e 52 nM para cada isoforma do receptor [130] e
AZD8931 (Sapitinib) com 1Cso de 3 nM e 4 nM, respectivamente [131-134]. As
estruturas dos inibidores PD158780 (PubChem ID: 4707) e AZD8931 (PubChem ID:
11488320) foram obtidas na plataforma PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
[135].
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho investigou a qualidade de alguns funcionais DFT predizer os pardmetros
estruturais de complexos Bi(lll) com ligantes ditiocarbamatos. Foram utilizados diferentes
meétodos DFT para calcular os comprimentos, os dngulos e os deslocamentos quimicos
8C e 'H dos complexos para encontrar o mais confiavel. As suas reatividades e
propriedades eletrénicas foram avaliadas utilizando indices de reatividade global
calculados a partir das energias dos orbitais moleculares de fronteira. Além disso, foi
realizado o estudo das superficies de potenciais eletrostaticos moleculares para
determinar quais regiées dos complexos sdo nucleofilicas e eletrofilicas mais reativas
gquando expostas a potenciais biolégicos reativos. Por fim, simulacées de ancoramento
molecular foram realizadas para prever o modo de interacdo desses ligantes dentro dos
sitios ativos das proteinas ERBB2 e ERBB3.

4.1 Avaliacao dos funcionais DFT na predicao geométrica

Um dos objetivos deste trabalho foi identificar os métodos DFT que melhor
reproduzem a geometria experimental de compostos de Bi(lll) com ligantes
ditiocarbamatos. Foram avaliados o desempenho de dez funcionais comumente
usados juntamente com dois conjuntos de bases em fase gasosa e solucdo. Ao
combinar esses fatores, otimizamos a geometria de cada complexo usando 40
métodos diferentes (ver Tabela A.1 no apéndice A).

A Figura 4.1, mostra os valores médios de RMSDsup, RMSDpoly € MADBi-L para
todos os complexos Bi(lll). Como pode ser observado, ndo ha uma variacdo
consideravel entre os métodos computacionais testados, exceto para o funcional
OLYP. O estudo sugere que o uso do conjunto de base def2-TZVP combinado com
CPCM reproduz com boa exatiddo a geometria dos complexos para a maioria dos

funcionais avaliados.
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Figura 4.1. Valores médios de: (a) desvio quadratico médio de todos os atomos
(RMSDsuwp); (b) desvio quadratico médio dos atomos do poliedro de coordenagéo
(RMSDpoly); (c) desvio médio absoluto das ligagdes entre Bi-ligante (MADsi-L).

Bursch et al. [88] argumenta que um conjunto de bases triplo zeta (def2-TZVP)
para otimizagOes de estrutura em estudos termoquimicos sao suficientes, e aumentar
o nivel é geralmente um gasto exagerado de recursos computacionais. Afirmam ainda
que, mesmo 0s conjuntos de bases duplo zeta (def2-SVP) bem balanceados,
combinados com correc¢des de dispersao para atenuar o impacto estrutural, podem

fornecer resultados uteis.
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A ampliacéo do conjunto de base de def2-SVP para def2-TZVP promove uma
melhoria no calculo, porém percebe-se que o principal fator para uma maior exatidao
na predigcdo da geometria € a escolha do funcional da densidade.

A andlise da Figura 4.1a indica que os métodos com melhor exatiddo das
geometrias do estado fundamental nos complexos apresentam valores de RMSDsup
inferiores a 0,400 A. Além disso, podemos observar na Figura 4.1b que a maioria dos
métodos conseguem descrever bem o poliedro de coordenacdo com RMSDypoly abaixo
de 0,180 A, e na Figura 4.1c que os comprimentos de ligacdo entre os atomos do
ligante e de bismuto possuem valores médios de MADsi.. menores que 0,060 A, nos
métodos mais exatos.

Na Tabela A.2, disponivel no apéndice A, verificamos que a maior parte dos
métodos apresenta valor de RMSDsup na faixa entre 0,4-0,7 A. Os funcionais M06-L e
wB97XD foram mais exatos nesse parametro com valores de RMSDsup em torno de
0,3 A, ambos no conjunto de base def2-TZVP/ECP/CPCM. Como evidéncia negativa
para esse critério estatistico tivemos os funcionais GGA BP86 e OLYP. O BP86 teve
valor médio dos RMSDsup de 1,0 A na base def2-SVP e o OLYP teve valor médio de
1,5 A nos quatro métodos analisados.

A observacao dos resultados do RMSDpoy evidencia a capacidade da base
def2-TZVP/ECP/CPCM predizer com maior exatiddo a geometria dos complexos de
Bi, pois sete funcionais utilizando esse método tiveram valores médios na faixa de 0,1
A (ver Tabela A.3 no apéndice). Corroborando com o parametro estatistico anterior, o
funcional OLYP também teve desempenho ruim nessa métrica, com valor médio do
RMSDpoly de 0,6 A, visto gue os métodos intermediarios tiveram valores médios entre
0,2-0,3 A. A performance positiva nesse critério foi do hibrido separado por faixa
wB97XD que apresentou valores médios abaixo de 0,2 A nos quatro métodos
calculados.

O MADei.L foi o parametro estatistico que obteve valores mais préximos entre
os métodos utilizados, como podemos observar na Figura 4.1c e na Tabela A.4
(apéndice). A média dos melhores resultados ficou entre 0,05-0,07 A com uma
diferenca de mais ou menos 0,01 A entre os funcionais. O uso da base TZVP com
CPCM apresentou melhor resultado em todos os funcionais. O funcional que
apresentou maior precisdo nessa métrica foi o hibrido GGA incluindo a correcao
empirica de dispersao de Grimme, B3LYP-D3, com MADsi.L de 0,053 A. Observa-se

que os métodos com funcional OLYP apresentaram valores médios de MAD muito
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elevados em comparacao com os demais, reforcando a incapacidade do método em
predizer a geometria dos complexos como ja havia sido apontado nos resultados de
RMSDsup € RMSDpoly.

Os 40 métodos analisados foram ranqueados com base nos valores médios e
desvio padrdo de RMSDsup (RMSD = 0,336-1,527 A) e sdo listados na Tabela A.1
(apéndice). E possivel observar na Tabela 4.1, que traz os dez métodos com o melhor
desempenho a partir da relagdo (média + desvio padrdo), que os funcionais M06-L e
wB97XD apresentaram resultados melhores no RMSDsup., com uma diferenca média
de 0,001 A. Realizando a mesma andlise no RMSDpoy, Observa-se que o funcional
CAM-B3LYP teve o melhor desempenho, seguido de perto pelos funcionais wB97XD
e B3LYP-D3. Ja para o desvio médio absoluto das distancias de ligagdo entre o
bismuto e os sitios de coordenacgao do ligante, o melhor resultado foi identificado no
funcional BSLYP-D3 seguido do B3LYP e M06-L com uma diferenca média de 0,003
e 0,005 A, respectivamente. Em ambos, os resultados indicam melhor concordancia
usando base def2-TZVP com CPCM.

Tabela 4.1. Comparacéao dos 10 principais métodos classificados pelo RMSDsup.

Rank* Métodos RMSDsw (A) RMSDgoy (A)  MADsi-L (A)
10 MO06-L/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,336 +0,110 0,124 +0,062 0,055 + 0,008
2°  wB97XD/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,351 +0,096 0,121 £0,060 0,055+ 0,017
3°  wB97XD/def2-TZVP/ECP 0,379+0,152 0,146 +0,111 0,072 + 0,036
40 B3LYP-D3/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,410 +0,140 0,132 +0,049 0,053 + 0,004
59 MO6-L/def2-SVP/ECP/CPCM 0,404 +0,152 0,175+0,111 0,076 0,014
6° MO06-2X/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,400 +0,160 0,122 £0,071 0,056 + 0,012
7° MO06-L/def2-SVP/ECP 0,422 +0,159 0,182+0,113 0,078 + 0,027
8° MO06-2X/def2-TZVP/ECP 0,410 +0,203 0,154 £0,128 0,072 + 0,033
9° B3LYP-D3/def2-TZVP/ECP 0,461 +0,184 0,163+0,105 0,066 + 0,029
102 MO06-2X/def2-SVP/ECP/CPCM 0,443 +0,214 0,157 +0,121 0,063 + 0,021

* O ranking foi realizando levando em consideracéao a relacdo média + desvio padrdo do RMSDsyp.

A Figura 4.2 apresenta a superposicao entre as geometrias dos complexos
calculados com os dois melhores métodos e as estruturas de raios-X correspondentes
(dados completos na Tabela A.1). Em a1 o RMSDsup foi de 0,449 A, enquanto no b1
o valor foi de 0,466 A. Em vista disso, por uma diferencga de 0,017 A, o funcional M06-
L mostrou um desempenho melhor. Essa mesma diferenca foi observada no complexo
3 (a3 = 0,306 A e b3 = 0,289 A), mas com exatiddo maior no wB97XD. A maior
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diferenga na predicdo geométrica entre os dois métodos foi observada no complexo
2. O a2 teve RMSDsup de 0,170 A e 0 b2 0,230 A. Desse modo o M06-L foi 0,06 A
mais exato. No complexo 4 o desempenho dos funcionais foi muito proximo,
praticamente o mesmo (a4 = 0,418 A e b4 = 0,420 A), diferenciando-se na posicéo do

anel aromético.

1 4

Figura 4.2. Comparacéo entre a estrutura cristalografica (azul) e as calculadas (verde)
dos complexos de Bi(lll) com ligantes ditiocarbamatos empregando o método (a) M06-
L/def2-TZVP/ECP/CPCM e (b) wB97XD/def2-TZVP/ECP/CPCM.

Na Figura 4.2 é possivel observar que ambos os métodos ndo conseguem
predizer com exatiddo um dos ligantes ditiocarbamatos no complexo 1, bem como
seus grupos metila e o &tomo de cloro, elevando assim o valor do RMSD. No complexo
2 percebe-se que ha uma boa predi¢cdo da geometria e que a principal diferenca em
relacdo a estrutura cristalografica estd nas metilas. Os dois métodos também
conseguiram descrever bem a esfera de coordenagdo do complexo 3, sendo
perceptivel que as diferencas se encontram nos anéis da pirrolidina. Os grupos
fenilicos e metilicos sdo os principais responsaveis pelas distincbes no complexo 4. O
poliedro de coordenacdo foi bem representado pelos dois métodos, mas o
posicionamento dos grupos substituintes no ditiocarbamato tiveram contrastes em

comparacao com a molécula experimental.
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Tabela 4.2. Comparacdo entre os comprimentos de ligacéo (A) e angulos (2) dos poliedros de coordenagao das estruturas
experimentais e dos quatro complexos estudados com os funcionais M06-L, wB97XD e B3LYP-DS3.

e Comprimentos de ligacao (A) Angulos de ligacao (°)
Raios-X MO6-L wB97XD B3LYP-D3 Raios-X MO6-L wB97XD B3LYP-D3

Cl-Bi-S1 80,33 88,51 88,57 88,79
Cl-Bi-S2 147,38 153,95 154,55 154,39

Bi—Cl 2,816 2,711 2,695 2,712 Cl-Bi-S3 79,99 88,21 89,05 89,22
Bi—S1 2,683 2,728 2,681 2,721 Cl-Bi-S4 124,94 108,82 109,28 111,06

’ Bi-S2 2,701 2,804 2,785 2,807 S1-Bi-S2 67,07 65,50 65,98 65,60
Bi-S3 2,648 2,613 2,578 2,610 S1-Bi-S3 82,80 84,63 86,52 86,94

Bi—-S4 2,937 2,896 2,911 2,919 S1-Bi-S4 129,83 144,10 145,57 144,60

S2-Bi-S3 96,39 87,59 89,14 89,48

S2-Bi-S4 79,97 92,67 92,92 91,47

S3-Bi—-S4 63,87 65,41 65,33 65,23

S1-Bi-S2 65,99 64,62 64,40 64,44

S1-Bi-S3 89,49 87,51 89,21 89,07

S1-Bi-S4 87,22 86,70 90,07 89,60

S1-Bi-S5 92,48 87,42 88,96 89,07

Bi-S1 2,611 2,607 2,576 2,604 S1-Bi-S6 86,79 86,65 89,50 89,60

Bi-S2 2,838 2,962 2,982 2,984 S2-Bi-S3 136,02 133,48 134,11 133,95

Bi—-S3 2,807 2,809 2,757 2,813 S2-Bi-S4 78,40 78,24 79,32 79,30

2 Bi-S4 2,803 2,919 2,930 2,936 S2-Bi-S5 135,70 133,37 134,38 133,94
Bi-S5 2,829 2,810 2,759 2,813 S2-Bi-S6 78,22 78,19 79,60 79,30

Bi-S6 2,927 2,921 2,934 2,936 S3-Bi-S4 63,82 62,89 63,02 62,68

S3-Bi-S5 77,78 76,92 77,20 77,99

S3-Bi-S6 138,97 139,55 140,15 140,66

S4-Bi-S5 141,60 139,58 140,22 140,66

S4-Bi-S6 156,30 156,13 156,82 156,62

S5-Bi-S6 61,61 62,86 62,95 62,68
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Bi-S1
Bi-S2
Bi-S3
3 Bi-S4
Bi-S5
Bi-S6

Bi-S1
Bi-S2
Bi-S3
4 Bi-S4
Bi-S5
Bi-S6

2,586
2,866
2,779
2,832
2,814
2,960

2,713
2,922
2,572
3,039
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Figura 4.3. Estrutura dos complexos de Bi(lll) ditiocarbamatos, mostrando a
numeracao dos atomos no poliedro de coordenacao.

Na Tabela 4.2, estdo relacionadas as distancias e os angulos de ligacao na
esfera de coordenacéo da estrutura de raio-X e dos quatro complexos, otimizados
com o conjunto def2-TZVP/ECP/CPCM com os trés funcionais apontados com melhor
desempenho no RMSDsup: M06-L, wB97XD e B3LYP-DS3. A identificagdo dos atomos
do poliedro de coordenacao é mostrada na Figura 4.3. O centro metalico do complexo
1 é pentacoordenado por quatro atomos de enxofre e um atomo de cloro. O complexo
apresenta geometria piramidal quadrada distorcida em cada unidade monomérica. Os
angulos equatoriais na estrutura cristalografica CI-Bi—S1 = 80,33%, S1-Bi—-S2 = 67,079,
S2-Bi—-S4 = 79,97°, S4-Bi—Cl = 124,94° e os angulos basais situados entre S3—-Bi—-S4
= 63,87 e S3-Bi—S1 = 96,39, indicando o alto desvio de sua geometria ideal. Esses
desvios se devem as repulsdes entre os pares de elétrons livres localizado no bismuto
e nas ligag6es covalentes Bi—S ou Bi—Cl de acordo com a teoria de repulsdo eletrdnica
entre os pares de elétrons na camada de valéncia (VSEPR) [17].

O complexo apresenta na estrutura de raio-X duas ligacdes bismuto-enxofre
mais fortes, com comprimentos de ligacdo Bi-S mais curtos (Bi-S1 = 2,683 A e Bi-S3
= 2,648 A) e duas ligacdes mais fracas com distancias Bi—S mais longas (Bi-S2 =
2,701 A e Bi-S4 = 2,937 A). Nos casos em que os atomos de enxofre se coordenam
com o metal de maneira desigual, resultam em uma estrutura assimétrica denominada
anisobidentado [15].
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Este modo de coordenagdo com comprimentos de ligacdo carbono-enxofre
diferentes tem sido relatado para muitos complexos de ditiocarbamato de grupo
principal e de transicdo [6]. A distancia de ligacdo Bi—Cl é de 2,816 A, sendo maior
que o comprimento tipico (2,49 A) e mais curta que a soma dos raios de van der Waals
de bismuto e cloreto (4,2 A) [136,137].

Os centros metélicos dos complexos representados em 2, 3 e 4 (ver Figura 4.3)
sdo hexacoordenados por trés ligantes ditiocarbamatos, formando interagdes Bi—S
assimétricas (ver Tabela 4.2), denominados anisiobidentados. Exceto as interacdes
Bi-S3 = 2,807 A e Bi-S4 = 2,803 no complexo 2, que apresentam carater simétrico.
O grau de assimetria nas ligacoes Bi—S formadas pelos trés ligantes é variado com a
maior assimetria sendo encontrada nos complexos 2 e 3 no ligante S1, S2 e no
complexo 4 no ligante S3, S4. Assim sendo, estes ligantes ditiocarbamatos s&o
ortogonais aos outros dois. O poliedro de coordenacéao resultante se aproxima de uma
piramide pentagonal distorcida, devido ao seu par de elétrons solitarios
estereoquimicamente ativos. Na posicao axial encontramos a ligacdo Bi—S mais forte
((2) Bi-S1 = 2,611 A, (3) Bi-S1 = 2,586 A e (4) Bi-S3 = 2,572 A) e na posicéo
equatorial a ligagdo Bi—-S mais fraca ((2) Bi-S6 = 2,927 A, (3) Bi-S6 = 2,960 A e (4)
Bi-S4 = 3,039 A) [16,82].

A analise comparativa dos comprimentos de ligagdo entre os dados
cristalograficos e os otimizados listados na Tabela 4.2 aponta que no complexo 1 o
desempenho das distancias de ligacoes ficou bem distribuido entre os funcionais. A
ligacdo Bi—Cl foi descrita melhor pelos funcionais M06-L e B3LYP-D3, com uma
diferenca em relagdo ao dado experimental de 0,105 A e 0,104 A, respectivamente.
Na ligacdo Bi-S1 e Bi—-S2 se sobressaiu 0 wB97XD com diferenca de 0,002 A e 0,084
A em relagdo ao cristalografico. O M06-L foi melhor na ligagdo Bi-S3 (0,035 A de
diferenca) e o B3LYP-D3 na interacdo Bi-S4 (diferenca de 0,018 A).

No complexo 2, o funcional M06-L dominou na descricdo das ligagcdes
qguimicas. Foi inferior somente na interacdo Bi—S5 por uma diferenga minima para o
B3LYP-D3 (diferenca em relagdo & estrutura de raio-X M06-L = 0,019 A e B3LYP-D3
= 0,016 A). O funcional wB97XD descreveu melhor as interacdes Bi-S1, Bi-S3 e Bi—
S6 no complexo 3, enquanto o M06-L as interagdes Bi—S2 e Bi—-S4 e o BALYP-D3 com
a ligacao Bi—S5. Embora tenhamos feito esse realce, a diferenga de desempenho dos
trés funcionais para o composto 3 € minima. Para o complexo 4 observa-se que o

funcional wB97XD mostrou um desempenho melhor, ficando atras apenas do M06-L
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na ligagdo Bi—S2 (diferenca de 0,002 A no M06-L e 0,016 A no wB97XD) e do B3LYP-
D3 na Bi-S6 (diferenga de 0,024 A no B3LYP-D3 e 0,035 A no wB97XD).

Embora as distancias Bi—S relacionadas na Tabela 4.2 sejam maiores do que
o comprimento tipico da ligacao covalente, elas sao significativamente menores do
que a soma dos raios de van der Waals (4,2 A) [136,137]. Ao todo, foram selecionadas
23 distancias de ligacdes envolvendo o poliedro de coordenacao em torno do bismuto.
Dessas, o funcional M06-L teve um bom desempenho em nove, 0 wB97XD também
em nove e o BSLYP-D3 em cinco, corroborando com o que ja foi mostrado em relacéo
a proximidade no desempenho dos dois métodos com melhor predi¢cdo da geometria.

Os ditiocarbamatos sao ligantes de angulo de mordida (S-M-S) pequeno,
variando entre 64° e 80° nos complexos e, dependendo do tamanho do ion metalico
nos complexos quelantes, essa faixa pode ser ligeiramente mais ampla [14,15]. Na
analise dos angulos de ligagdo envolvendo o poliedro de coordenacao dos quatro
compostos estudados e relacionados na Tabela 4.2, observa-se que os angulos de
mordida estdo dentro da faixa prevista. Comparando os valores dos angulos
resultantes da otimizacao dos trés funcionais destacados com os experimentais, fica
evidente que o M06-L se sobressaiu. Nos complexos 1, 2 e 3, o método com funcional
MO6-L descreveu a maior parte dos angulos com resultados mais préximos do valor
cristalografico. Somente no complexo 4 o funcional wB97XD teve um desempenho
ligeiramente superior. Assim sendo, esse resultado corrobora o ranqueamento
apresentado na Tabela 4.1.

Como ja mencionado e observado na Tabela 4.1, os métodos utilizando o
funcional meta-GGA MO06-L e o hibrido separado por faixa wB97XD com conjunto de
base triplo zeta e tratado com CPCM, apresentaram bom desempenho nas
otimizacbes dos complexos. Bursch et al. [88] recomenda verificar se ha combinacdes
confiaveis de custo-beneficio e considerar meta-GGAs, pois os funcionais hibridos séo
mais precisos, mas também muito mais caros. Ademais, o funcional M06-L é
parametrizado para oferecer bom desempenho no estudo de termoquimica, cinética e
interacdes nao covalentes de grupos principais e de metais de transicdo e é

particularmente eficaz na previsao de geometrias e frequéncias vibracionais [95].
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4.2 Estudos de RMN *C e 'H

Os sinais quimicos de RMN '3C e 'H dos complexos foram calculados com nove
funcionais DFT nos conjuntos de bases def2-SVP e def2-TZVP em DMSO usando o
método GIAO [107-109], e comparados com os valores experimentais. Os valores
médios MAD e o coeficiente de correlagéo linear (R?) para os dados de RMN dos
compostos sdo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Valores de MAD (ppm) e R? do desvio de RMN '3C e 'H para os
complexos calculados com os nove funcionais nos dois conjuntos de bases.

Funcionais DFT
BP86 PBE OLYP MO6-L B3LYP M06-2X TPSSh CAM-B3LYP wB97XD

def2-SVP/ECP/CPCM

MAD 3C 55 5,6 6,5 6,2 4,7 19,2 3,2 8,5 7,1
R? 0,9930 0,9926 0,9930 0,9930 10,9926 0,9917 0,9929 0,9913 0,9916
MAD 'H 0,23 0,23 0,23 0,25 0,26 0,30 0,24 0,27 0,29
R? 0,9674 0,9690 0,9696 0,9665 0,9659 0,9654 0,9661 0,9656 0,9633
def2-TZVP/ECP/CPCM

MAD '3C 6,0 57 4,9 5,0 11,9 25,5 6,7 15,9 13,6
R? 0,9932 0,9929 10,9936 0,9934 0,9936 0,9919 0,9937 0,9925 0,9927
MAD "H 0,28 0,28 0,26 0,19 0,25 0,35 0,25 0,25 0,21
R? 0,9678 0,9687 0,9706 0,9618 0,9665 0,9667 0,9683 0,9672 0,9663

Os deslocamentos quimicos 'H calculados com ambos os conjuntos de base,
apresentaram desvios baixos em relagdo aos valores experimentais, como pode ser
observado na Tabela B1 (SVP: variando de 0,03 ppm a 0,67 ppm) e Tabela B2 (TZVP:
variando de 0,00 ppm a 1,05 ppm) disponiveis em apéndice B. A analise do MAD 'H
na Tabela 4.3, aponta que os funcionais tiveram resultados muito préximos, com
valores variando de 0,19 ppm a 0,35 ppm, sendo funcional M06-L o de maior
proximidade do valor experimental (MAD 'H = 0,19 ppm na base TZVP). Por outro
lado, o funcional M06-2X apresentou maior discrepancia em relacdo aos dados
experimentais de deslocamento quimico de 'H com MAD de 0,35 ppm na base triplo
zeta.

Para o célculo de RMN '3C, o funcional TPSSh apresentou melhor resultado,
com MAD de 3,2 ppm na base def2-TZVP. No segundo grupo de desempenho ficaram
os funcionais B3LYP na base SVP, OLYP na base TZVP e M06-L na base TZVP. O
desvio médio absoluto (MAD) para este grupo variou de 4,7 ppm a 5,0 ppm. O
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funcional M06-2X exibiu os maiores desvios em ambos os conjuntos de base (MADsve:
19,32 ppm e MADrzvp: 25,5 ppm) e em praticamente todos os nucleos, conforme
apresentado nas Tabelas B3 e B4 disponiveis nos apéndices. Isto indica que ndo é a
escolha mais adequada para célculos de RMN de *C de complexos de Bi(lll) com
ligantes ditiocarbamato.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.3, o conjunto de base
def2-SVP apresentou melhor precisdo no célculo dos sinais 'C e uma ligeira
vantagem para 'H, ja que os dois conjuntos de bases produzem resultados préximos.

Dentre os sinais de carbono, o sinal CS2 é importante na determinacédo do
poliedro de coordenacdo dos complexos de Bi(lll) ditiocarbamato. Olhando
especificamente para esse sinal na Tabela B3 é possivel observar que o funcional
TPSSh no conjunto de base SVP, apresenta os valores de deslocamento mais
préximos do experimental, com os menores valores de desvio (média de desvio para
0s quatro complexos de 2,6 ppm). Realizando a mesma observacao na tabela B4,
percebe-se que o funcional M06-L mostrou melhor resultado para esse sinal no
conjunto de base TZVP, com média para os quatro complexos de 1,3 ppm.

A analise de regressao linear dos sinais de RMN de 'H e '3C para complexos
revelou uma forte correlacédo, conforme representado nas Figuras C1-C4 em apéndice
C. Os valores de R? variaram de 0,9618 a 0,9937, mostrando uma relacédo consistente
e confiavel. Para o conjunto de bases def2-SVP, foram obtidos valores de R? entre
0,9633-0,9696 para 'H e 0,9913-0,9930 para '3C. No conjunto de bases def2-TZVP,
foram obtidos valores de R? na faixa de 0,9618-0,9706 para 'H e 0,9919-0,9937 para
13C. O melhor conjunto de resultados para RMN 'H foi obtido com o funcional OLYP
(R = 0,9706) e para RMN '3C com o funcional TPSSh (R? = 0,9937), ambos no
conjunto de base triplo zeta (ver Figura 4.4).

OLYP TPSSh
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Figura 4.4. Graficos de regressoes lineares entre os deslocamentos quimicos 'H e
13C experimentais e calculados a nivel OLYP ('H) e B3LYP-D3 ('3C) dos complexos
em DMSO no conjunto de base def2-TZVP.
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4.3 Avaliacao das propriedades eletronicas

As propriedades eletrdnicas dos complexos de ditiocarbamato de bismuto (l11)
foram calculadas no nivel tedérico MO06-L/def2-TZVP/ECP/CPCM para obter
informacgdes sobre reatividade, estabilidade e os sitios eletrofilicos e nucleofilicos nas
moléculas. Os descritores DFT de reatividade quimica calculados estédo listados na
Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Descritores DFT calculados no nivel M06-L/def2-TZVP/ECP/CPCM.

Descritores de Reatividade (eV)

Complexos Exomo ELumo AE 1 A n 1] w
1 -5,956 -2,302 3,653 5,956 2,302 1,827 -4,129 4,667
2 -5,491 -2,196 3,295 5,491 2,196 1,647 -3,843 4,483
3 -5,487 -2,157 3,330 5,487 2,157 1,665 -3,822 4,387
4 -5,457 -2,284 3,173 5,457 2,284 1,586 -3,870 4,721

eV: Elétron-volts; Exomo: energia do HOMO; Erumo: energia do LUMO; AE: gap de energia HOMO-
LUMO; I: potencial de ionizagéo; A: afinidade eletronica; n: dureza; u: potencial quimico eletrénico; w:
eletrofilicidade.

A estabilidade quimica da molécula pode ser analisada pelo estudo da dureza
e maciez quimicas. As moléculas com um gap de energia alto e baixo sdo chamadas,
respectivamente, de moléculas duras e moles. As moléculas duras sdo menos
polarizaveis do que as moles e necessitam de mais energia para a excitagdo. A
estrutura molecular mais estavel apresenta maior valor de AE. Por outro lado, o
sistema eletrénico com maior AE deve ser menos reativo quimicamente. Essa relacao
se fundamenta na teoria acido-base duro e moles de Pearson [138].

A estabilidade de uma molécula aumenta com a dureza e, com o0 aumento da
estabilidade, a reatividade diminui. A maciez é a reciproca da dureza, quanto maior a
maciez, menor a estabilidade de uma molécula. Os menores valores de n, claramente
apontam para um carater mais reativo. Portanto, o complexo 1 (n = 1,827 eV) é a
espécie mais dura e mais estavel. Isso significa que esse complexo resiste a troca de
densidade eletrénica com o ambiente e pode ser bom nucledfilo. Por outro lado, o
complexo 4 (n = 1,586 eV) é a espécie mais mole e menos estavel. Assim, poderia ser
bom eletréfilo.

O potencial quimico p mede a tendéncia de uma molécula perder elétron.

Quando p fica mais negativo, se torna mais dificil perder um elétron. Conforme
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mostrado na Tabela 4.4, o complexo 3 apresenta o maior valor de p (-3,822 eV)
sendo, portanto, 0 mais reativo e o complexo 1 o menos reativo (U = —-4,129 eV).

O indice de eletrofilicidade fornece as informagdes de reatividade, e mostra se
uma molécula é capaz de receber elétron. Um bom nucledfilo é caracterizado por um
valor mais baixo de w. Os resultados apontam que o complexo 3 apresenta um valor
mais baixo de w (4,387 eV), de modo que o composto & um bom nucleéfilo. Enquanto
o composto 4 mostrou eletrofilicidade mais alta (4,721 eV), podendo ser um bom
eletrofilo.

Uma das propriedades mais importantes usadas na quimica quantica € o orbital
molecular mais alto ocupado (HOMO) e o orbital molecular mais baixo desocupado
(LUMO). A energia HOMO esta associada a capacidade doadora de elétron, enquanto
a LUMO a capacidade receptora [139]. A energia do HOMO esta diretamente
relacionada ao potencial de ionizacao (I) e a energia LUMO a afinidade eletrénica (A)
[140]. As moléculas que apresentam maior valor de energia HOMO tendem a mostrar
melhores condi¢cbes para fornecer elétrons [141]. Sendo assim, o potencial de
ionizacao calculado para os complexos segue a ordem do 1 < 2 < 3 < 4. Quanto mais
baixa for a energia do LUMO maior sera a capacidade de aceitar elétrons [142]. Desta
forma, a ordem de afinidade eletronica calculada para os complexos € 3 <2 <4 < 1.

As Figuras 4.5 e 4.6 mostram os orbitais de fronteira para os complexos
estudados. Na molécula 1, os orbitais HOMO e LUMO estéo situados sobre os atomos
de carbonos ligados aos atomos de enxofres, nos enxofres e no bismuto. O cloreto
tem maior contribuicdo com o HOMO. Para os complexos 2, 3 e 4 observa-se que a
maior parte dos orbitais HOMO estdo localizados nos atomos de enxofre dos
ditiocarbamatos equatoriais, enquanto os orbitais LUMO estdo posicionados no
bismuto e nos atomos de enxofre dos ditiocarbamatos axiais.
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1 2

Figura 4.6. Orbitais de fronteira HOMO e LUMO para os complexos 3 e 4.

Orbitais moleculares de fronteira e suas energias sao importantes parametros
quimicos quéanticos usados para prever as regidoes mais reativas em sistemas
moleculares. Além disso, a diferenca de energia entre o orbital HOMO e o orbital
LUMO reflete a atividade bioldgica da molécula [139]. A diferenca de energia HOMO-
LUMO (AE) tem fundamental importancia com a reatividade quimica e a estabilidade
das moléculas, ou seja, moléculas mais reativas apresentam menores valores de AE,
porque a energia necessaria para retirar um elétron do orbital ocupado de mais baixa
energia sera menor. Analisando os valores do AE, o complexo 4 apresentou menor

valor (AE = 3,173 eV), sendo, portanto, o mais reativo.
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O potencial eletrostatico molecular € muito Util para compreender os locais de
ataques eletrofilicos e nucleofilicos e para a anélise de processos de reconhecimento
biolégico e interacbes de ligagdes de hidrogénio, pois fornece informagcdes sobre a
distribuicdo de carga nas moléculas [139,143,144]. Os mapas potenciais calculados
para os complexos estudados sdo mostrados na Figura 4.7.

Figura 4.7. Potencial eletrostatico molecular para os quatro complexos calculado no
nivel M06-L/def2-TZVP/ECP/CPCM.

As regides negativas, em vermelho, estao associadas a reatividade eletrofilica
e as regides positivas, em azul, estdo associadas a reatividade nucleofilica. Como
pode ser observado nos mapas dos complexos, as regides negativas compreendem
no complexo 1 o cloro e nos complexos 2, 3 e 4 a regiao do poliedro de coordenagao,
abrangendo os atomos de enxofre e bismuto. As regides positivas englobam os
grupos metilicos, fenilicos e os anéis da pirrolidina.

4.4 Avaliacao dos estudos in silico

A previséao in silico de parametros farmacocinéticos de absorcao, distribuigéo,
metabolismo, excrecdo e toxidade, bem como fatores fisico-quimicos e de
biodisponibilidade fornecem informacdes primordiais na avaliacdo de candidatos a
novos farmacos.
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4.4.1 Estudo das predicoes ADMET

O radar de biodisponibilidade, construido através da ferramenta SwissADME,
apresentado na Figura 4.8 e a Tabela 4.5 apontam propriedades fisico-quimicas de
lipofilicidade, tamanho, solubilidade, polaridade, saturacao e flexibilidade que devem
ser consideradas numa rapida avaliacdo de biodisponibilidade oral. Para ser previsto
como bom farmaco administrado por via oral, a lipofilicidade (XLOGP3) deve conter
valores entre -0,7 e +5,0, 0 peso molecular (tamanho) tem que estar entre 150 e 500
g/mol, a polaridade (TPSA) situar-se entre 20 e 130 A2, a solubilidade (log S) ndo pode
ser superior a 6, a saturacao (fracao de carbonos com hibridizacdo sp3) nao deve ser
inferior a 0,25 e a flexibilidade n&o pode apresentar mais de 9 ligacdes rotativas. A

area rosa representa a faixa 6tima para cada propriedade [112].
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INSATU POLAR INSATU POLAR

INSOLU INSOLU

Figura 4.8. Radar com espaco fisico-quimico adequado para a biodisponibilidade oral
(area rosa) e a faixa prevista para os quatro complexos (em vermelho).

A analise dos dados mostra que o complexo 1 é o Unico que respeitou todos os
critérios de biodisponibilidade oral. O complexo 2, embora s6 tenha se enquadrado
nas propriedades de flexibilidade e saturacdo, apresentou valores de lipofilicidade e
solubilidade préximas do valor de referéncia. O complexo 4 foi que se revelou menos

viavel para administracao por via oral.
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Tabela 4.5. Propriedades fisico-quimicas previstas para os quatro complexos
realizados através do SwissADME.

Valor previsto para os complexos

Identificacao Parametro

1 2 3 4
Lipofilicidade (LIPO) Log Pow (XLOGP3) 4,39 5,39 6,85 10,06
Peso molecular (SIZE) Molecular weight (g/mol)* 484,87 569,63 647,74 755,84
Polaridade (POLAR) TPSA (A2)* 121,26 181,89 181,89 181,89
Insolubilidade (INSOLU) Log S (ESOL) -5,48 -6,57 -7,97 -10,86
Insaturacao (INSATU) Fraction Csp3 0,67 0,67 0,80 0,12
Flexibilidade (FLEX) Num. rotatable bonds** 2 3 3 6
Aceptor de ligacdo de H Num. H-bond acceptors* 0 0 0 0
Doador de ligacéo de H Num. H-bond donors* 0 0 0 0
Coeficiente de particao Log Pow (MLOGP)* 0,31 -0,01 1,66 3,81

*Parametros da regra de Lipinski [78]; **Parametros da regra de Veber [113].

A observagdo da Tabela 4.5 também permite verificar a semelhanca dos
complexos de Bi(lll) ditiocarbamato com farmacos utilizando a regra dos 5 de Lipinski
e o0s parametros sugeridos por Veber. De acordo com Lipinski [78] para ter atividade
por via oral, uma substancia ndo pode violar mais do que um dos seguintes critérios:
peso molecular menor que 500 g/mol; coeficiente de particdo octanol-agua (log P)
menor ou igual a 5; doadores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual 5 (numero total
de ligacbes nitrogénio-hidrogénio e oxigénio-hidrogénio); aceptores de ligacao de
hidrogénio menor ou igual a 10 (todos os atomos de nitrogénio ou oxigénio).

A massa molecular dos complexos 2, 3 e 4 sdo 569,63, 647,74 e 755,84 g/mol,
respectivamente, logo ndo estdo de acordo com a regra de Lipinski. O peso molecular
de uma substancia € um critério importante, pois quanto maior a massa molecular,
geralmente maior o volume da molécula e mais dificil € a sua passagem para o meio
intracelular. Este foi o Unico parametro violado pelos complexos. Portanto, conforme
a regra de Lipinski, ambos os complexos apresentam boa biodisponibilidade oral
teorica.

Veber [113] sugeriu outra regra ao analisar que a area da superficie polar
(TPSA) e o numero de ligagbes rotativas tem melhor poder de distincao para um
grande conjunto de substancias. Segundo ele, substancias que apresentam no
méaximo 10 ligacdes rotativas e uma superficie polar menor ou igual a 140 A2 tem boa
biodisponibilidade oral. Os complexos 2, 3 e 4 apresentaram um TPSA de 181,89 A2;
portanto, de acordo com os parametros de Veber, as estruturas ndo sao apropriadas

para serem utilizadas por via oral.
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Tabela 4.6. Previsbes ADMET para os quatro complexos realizados no pkCSM.

Valor previsto

Propriedade Parametro Unidade
1 2 3 4
Solubilidade em agua -3,975 -5,169 -5,681 -6,396 log mol/L
Permeabilidade ao Caco2 1,407 1403 1003 1,101  °%raepem
10-%cm/s
; Absorcao intestinal 88,755 87,003 86,2 85,859 % absorvida
ASOIEa0 o sabilidade da pele 2571 -2.778 -2,858 -2,706 log Kp
Substrato da glicoproteina P Sim Sim Sim Sim Sim/Nao
Inibidor da glicoproteina P | Nao Nao Nao Sim Sim/Né&o
Inibidor da glicoproteina P Il Nao Nao Néo Sim Sim/Nao
VDss 0,141 0,203 0,555 0,519 log L/kg
L Fracdo nao vinculada 0,591 0,534 0,381 0 Fu
Distribuicao -
Permeabilidade BBB 0,393 0,524 0,837 0,595 log BB
Permeabilidade do CNS -3,473 -3,992 -4,618 -0,98 log PS
Substrato do CYP2D6 Nao Nao Sim Sim Sim/Nao
Substrato do CYP3A4 Nao Nao Sim Sim Sim/Nao
Inibidor do CYP1A2 Sim Sim Nao Nao Sim/Nao
Metabolismo Inibidor do CYP2C19 Nao Sim Nao Sim Sim/N&o
Inibidor do CYP2C9 Nao Nao Nao Sim Sim/Néo
Inibidor do CYP2D6 Nao Nao Nao Nao Sim/Néo
Inibidor do CYP3A4 Nao Nao Nao Nao Sim/N&o
. Clearance Total -0,41 -12983 -1,328 -1.8 log mL/min/kg
Excregéo _ - - ~
Substrato renal OCT2 Nao Nao Nao Nao Sim/Nao
Toxicidade do AMES Nao Nao Nao Nao Sim/Nao
Dose méaxima tolerada 0,411 0,085 -0,447 0,2 log mg/kg/dia
Inibidor de hERG | Nao Nao Nao Nao Sim/Nao
Inibidor de hERG Il Nao Nao Nao Sim Sim/Né&o
L Tox. Oral Aguda em Ratos 3,618 3,671 3,447 2,542 mol/kg
Toxicidade ,
Tox. Oral Crénica em Ratos 1,131 0,952 0,162 0,783 log mg/kg Bw/dia
Hepatotoxicidade Nao Sim Nao Nao Sim/Néo
Sensibilizagdo cutanea Sim Nao Nao Nao Sim/Néo
Toxicidade de T. Pyriformis 1,462 0,77 0,332 0,395 log pg/L
Toxicidade de Minnow 2,061 2254 1,836 -1,857 log mM

Papp: coeficiente de permeabilidade aparente; Fu: Fracdo ndo vinculada; BB: coeficiente de particdo
da barreira hematoencefélica; PS: produto de permeabilidade-area de superficie; Bw: peso corporal.

Na Tabela 4.6 € apresentado o resultado das previsdes ADMET para os quatro

complexos realizados através da plataforma pkCSM, que pode caracterizar de forma

abrangente o perfil farmacocinético dos compostos. O conceito utilizado pela
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ferramenta pkCSM para prever os preditores, sdo assinaturas estruturais baseadas
em graficos que treinam o algoritmo de predicao codificando o padrao de distancias
entre os atomos. Além disso, utiliza-se de dados experimentais sobre propriedades
especificas de interesse, esses descritores podem entdo ser utilizados como
evidéncia para treinar modelos preditivos altamente precisos por meio de métodos de
machine learning (aprendizado de maquina). Tal capacidade preditiva pode ser uma
ferramenta computacional essencial para otimizagcao de propriedades e orientagdo de
iniciativas de triagem [111,145].

A solubilidade em agua de um composto (Log S) reflete a solubilidade da
molécula em agua a 25°C. Os farmacos lipossollveis sdo mais absorvidos que os
hidrossoluveis. A baixa solubilidade de varios farmacos em meio aquoso é uma das
grandes dificuldades ndo so6 para o desenvolvimento de formulagdes, mas sobretudo
para absorcdo, visto que para que um medicamento tenha sua absorcdo ideal é
necessario que esse faca parte de uma solucdo aquosa [146]. Nesse parametro, o
complexo 1 apresentou solubilidade moderada e os demais s&o praticamente
insoluveis. No entanto, os complexos indicaram uma boa absorcéao intestinal, visto que
a porcentagem de absorcao foi superior a 85% e para a molécula ser considerada mal
absorvida deve apresentar absorbancia menor que 30% [147].

O Caco-2 é outro parametro empregado para investigar a absorgéo intestinal
de farmacos e outros compostos. Ele é composto por células proveniente de
adenocarcinoma de célon humano que possuem a capacidade de se distinguir em
enterdcitos, absorvendo e transportando moléculas para varias partes do corpo [148].
No modelo preditivo pkCSM, compostos com valores para Caco-2 maiores que 0,90
sado considerados de alta permeabilidade. Os complexos estudados apresentaram
valores superiores 1,0 predizendo boa permeabilidade as células Caco-2.

A glicoproteina P é um transportador responsavel pelo efluxo de substancias
do meio intracelular para o meio extracelular, ela tem a fung&o de evitar a entrada de
farmacos na célula ou viabilizar a eliminacdo dos mesmos, sendo essencial na
protecao do organismo contra xenobidticos, uma vez que usa a energia da hidrolise
de moléculas de ATP para realizar o efluxo de moléculas nocivas ao organismo [149].
Os quatro complexos revelaram ser substratos da glicoproteina P, ou seja, podem ser
transportados por ela, e apenas o complexo 4 revelou ser inibidor dessa proteina,

evidenciando alta probabilidade de efluxo.
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O volume de distribuicdo no estado estacionario (VDss) é o volume teérico que
a dose total de um medicamento necessita para ser uniformemente distribuido no
plasma sanguineo. Quanto maior o VDss, mais o farmaco é distribuido no tecido e
nao no plasma[111]. De acordo com os parametros do pkCSM, a VDss é considerada
baixa se inferior a 0,71 L/kg (log VDss menor que —-0,15) e alta se acima de 2,81 L/kg
(log VDss maior que 0,45). Logo, os complexos 1 e 2 apresentaram volume de
distribuicdo moderado e os complexos 3 e 4 VDss alto (ver tabela 4.6).

O cérebro é protegido de compostos exdgenos pela barreira hematoencefalica
(BHE) ou blood-brain barrier (BBB). A capacidade de um farmaco atravessar essa
barreira € um parametro importante a ser considerado para ajudar a reduzir os efeitos
colaterais e toxidades ou para melhorar a eficacia de medicamentos cuja atividade
seja em nivel de sistema nervoso central [111]. Na predicdo do pkCSM um composto
com log BB maior que 0,3 atravessa facilmente a barreira hematoencefalica, enquanto
moléculas com log BB menores que —1 sdo mal distribuidas no cérebro. Como os
quatro complexos mostraram valores para log BB superior a 0,3 é esperado que eles
penetrem a BHE, sendo o complexo 3 o de maior valor previsto (log BB = 0,837).

Considerando-se a permeabilidade no sistema nervoso central (CNS), os
compostos com log PS maiores que -2 penetram no CNS, enquanto aqueles com log
PS abaixo de -3 séo considerados incapazes de penetrar no CNS [150]. Dessa forma,
somente o0 complexo 4 é capaz de penetrar o CNS, pois apresenta log PS de -0,98.
Os outros trés exibiram valores menores que -3.

As enzimas do citocromo P450 sdo encarregadas pela biotransformacdo ou
metabolismo de aproximadamente 80% dos farmacos de uso clinico [151]. No
metabolismo de farmacos, as isoenzimas pertencentes ao sistema CYP450 se
destacam pelo metabolismo de diversos xenobibticos. E a inibicdo dessas isoenzimas
€ uma das causas principais de interagdes medicamentosas, efeitos colaterais ou
toxicos, em virtude da purificacdo ser menor e do acumulo do farmaco ou dos seus
metabdlitos no organismo [152].

A predicao revelou que os compostos 1 e 2 ndo sao substratos das CYP2D6 e
CYP3A4, enquanto os complexos 3 e 4 mostram ser seus substratos, podendo,
portanto, ser metabolizado por elas. A CYP1A2 apontou ser inibida pelos complexos
1 e 2, a CYP2C19 pelos compostos 3 e 4 e a CYP2C9 pelo complexo 4. A inibicdo
das enzimas CYP2C19 e CYP2C9 tende a elevar as concentracoes plasmaticas

podendo causar efeitos adversos [153,154]. A inibicdo do CYP1A2 também pode
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ocasionar problemas, uma vez que sao importantes na definicido da eficacia e
toxicidade/carcinogenicidade de medicamentos e compostos estranhos [155].

O transportador de cation orgénico 2 (OCT2) desempenha um papel importante
na liberagcao renal de medicamentos e outros compostos endégenos. Uma substancia
que interage com esses receptores, servindo de substrato, pode levar a uma série de
interacées adversas e ao mal funcionamento dessas proteinas nas células renais
[111]. Todos os complexos analisados apresentaram resultados satisfatérios,
apontando que podem ser administrados em conjunto com inibidores de OCT2.

O teste de toxicidade AMES consiste em um ensaio bacteriano rapido e de alta
confiabilidade, que avalia o potencial genotéxico de compostos, medindo a
capacidade de induzir mutagcées em diversas cepas [156]. Os quatro complexos
apresentaram resultado negativo para o teste de AMES. A toxicidade em Tetrahymena
pyriformis fundamenta-se na experimentacdo para se obter a concentracdo minima
necessaria para promover 50% do crescimento dos microrganismos [157,158].
Valores superiores a -0,5 log pug/L sao considerados téxicos e todos os complexos
testados apresentaram valores positivos, indicando alta toxicidade. Também foi
analisada a toxicidade em peixes da espécie Fathead Minnows (Pimephales
promelas), a fim de verificar a concentracao letal capaz de matar 50% (LC50) dos
peixes [159]. Valores abaixo de 0,5 mM (log LC50 menor que -0,3) sao
representativos de toxicidade aguda. Somente o complexo 4 foi reprovado nesse
parametro.

Os canais de potassio codificados pelos genes hERG (human ether-a-go-go
gene), quando inibidos constituem uma das principais causas de sindrome do
intervalo QT longo, podendo causar arritmias ventriculares fatais [160,161]. Dessa
forma, farmacos que provocam inibicdo dos hERG | e Il ndo sdo favoraveis para
comercializagdo. Para esse critério, somente o complexo 4 foi considerado
desfavoravel, pois se revelou inibidor do hERG Il. Outro pardmetro extremamente
importante na predicdo de candidatos a novos farmacos é a hepatotoxicidade que
verifica se as substancias podem causar algum dano ao figado. A hepatotoxicidade é
um dos principais argumentos para decisdes regulatorias apds a comercializacao de
medicamentos, incluindo a retirada do mercado [162]. Nesse critério, 0 complexo 2
revelou-se hepatotoxico.

Portanto, os resultados in silico avaliados para o complexo 1 nesta analise

preliminar predizem seu potencial como candidato a farmaco, uma vez que
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apresentou parametros farmacocinéticos que sugerem boa absorcao e biodistribuicao.
O complexo 2 apresentou indices de hepatotoxicidade desfavoraveis, podendo causar
danos ao figado. Os complexos 3 e 4 mostraram ser substratos e inibidores das
enzimas do citocromo P450 tendo potencial, portanto, para causar interacdes
medicamentosas ou efeitos colaterais. O complexo 4 revelou ainda ser inibidor dos
genes hERG Il, podendo causar arritmias. Embora se trate de um estudo preliminar,
esses resultados servem de base para estudos futuros.

4.4.2 Estudo do ancoramento molecular

Os receptores HER (Human Epidermal Growth Factor Receptors)
desempenham um papel crucial na regulacdo da sinalizacdo celular normal,
influenciando processos como proliferacao, diferenciacdo e sobrevivéncia celular.
Esses receptores transmembranares, pertencentes a familia de receptores tirosina
quinase, sao ativados pela ligacdo de seus ligantes especificos, desencadeando
cascata de eventos intracelulares. No entanto, em contextos cancerigenos, mutacdes
nos genes que codificam esses receptores ou superexpressao dos mesmos podem
resultar em uma sinalizac&o celular desregulada, contribuindo para o desenvolvimento
e progressao de diversos tipos de cancer [163,164]. Assim, compreender 0s
mecanismos de regulacdo dos receptores HER é crucial para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas eficazes, visando o tratamento do cancer.

Na modelagem de proteinas, a presenca de fragmentos ausentes nas
estruturas modelo pode comprometer significativamente a precisao e a confiabilidade
dos estudos de ancoramento. Fragmentos ausentes podem resultar em conformacoes
incorretas ou em superficies de ligacdo incompletas, afetando a interacao proteina-
ligante e, consequentemente, a predicdo de afinidades e modos de ligagdo. Para
mitigar esses problemas, realizamos a modelagem das regides ausentes nas
proteinas, utilizando ferramentas de modelagem molecular para gerar estruturas
completas e mais representativas da conformagéo nativa. Essa abordagem assegura
que as interacdes entre a proteina e os ligantes sejam avaliadas de maneira mais
precisa, proporcionando dados mais confidveis e robustos para o entendimento dos
mecanismos moleculares e para o desenvolvimento de farmacos [165].

Proteinas de uma mesma familia possuem diversas sequéncias homologas. E

neste contexto, utilizam-se softwares de alinhamento multiplo de sequéncias, que visa



Capitulo 4 - Resultados e Discussao 69

comparar a similaridade estrutural entre duas ou mais proteinas. O alinhamento entre
as sequéncias das proteinas revelou similaridade estrutural e conservagdo da maioria
dos aminoacidos dos sitios ativos entre as proteinas de mesma familia. A Figura 4.9
representa o alinhamento realizado para as quinases dos receptores ERBB2 e
ERBBS3.

sp|P04626 | ERBB2_HUMAN AQMRILKETELRKVKVEGSGAFGTVYKGIWIPDGENVKIPVAIKVLRENTSPKANKEILD 769
sp|P21860 | ERBB3_HUMAN VLARIFKETELRKLKVLGSGVFGTVHKGVWIPEGESIKIPVCIKVIEDKSGRQSFQAVTD 758
Fok o kokokkokokok o kokokokokok kokokok o kok e kokok ek wokokkok kkk . ‘. . .
sp|P@4626 | ERBB2_HUMAN EAYVMAGVGSPYVSRLLGICLTSTVQLVTQEMPYGCLLDHVRENRGRLGSQDLLNWCMQI 829
sp|P21860 | ERBB3_HUMAN HMLAIGS LDHAHIVRLLGLCPGSSLQLVTQYLP LGSLLDHVRQHRGALGPQLLLNWGVQI 818

.. **** * * ***** * * ****** ** kk ok kkkk **

sp|P@4626 | ERBB2_HUMAN AKGMSYLEDVRLVHRDLAARNVLVKSPNHVKITDFGLARLLDIDETEYHADGGKVPIKWM 889
sp|P21860 | ERBB3_HUMAN AKGMYYLEEHGMVHRNLAARNVL LKSPSQVQVADFGVADLLPPDDKQL LYSEAKTPIKWM 878

%k % %k k *** *** ******* ¥EF  ede ek ok Kk *- * % % 3k % %k

(*) representa sequéncias conservadas, (.) mutagoes conservatlvas () mutacgdes semlconservatlvas
() mutacdo ndo conservativa.

Figura 4.9. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos com os sitios ativos de cada
proteina destacados em verde.

Para os receptores ERBB2 0s aminoacidos dos sitios ativos estao nas posicoes
726-734 e 753 e para os receptores ERBB3 estdo na 715-723, 742, 788-790 e 834-
839. No sitio ativo do ERBB2, os residuos sédo, na ordem destacada: Leu726, Gly727,
Ser728, Gly729, Ala730, Phe731, Gly732, Thr733, Val734, Lys753. Para o ERBBS3,
temos: Leu715, Gly716, Ser717, Gly718, Val719, Phe720, Gly721, Thr722, Val723,
Lys742, GIn788, Tyr789, Leu790, Asn834, Leu835, Ala836, Ala837, Arg838 e Asn839.

Dentre os aminoacidos do sitio ativo dos receptores ERBB, houve mutacao
semiconservativa, onde uma alanina (A730 no ERBB2) é substituida por uma valina
(V719 no ERBB3), e mutagédo nao conservativa de uma leucina (L7799 no ERBB2) por
uma tirosina (Y789 no ERBB3), e de um &cido aspartico (D845 no ERBB2) por uma
asparagina (N834 no ERBB3). Considerando as propriedades de cada residuo
descrito, a substituicao da alanina por valina mantém as caracteristicas apolares. Por
outro lado, a troca de leucina por tirosina faz com que as caracteristicas apolares no
ERBB2 passem a ser polares no ERBB3, e alteracdo do &cido aspartico por
asparagina muda a caracteristica acida no ERBB2 para neutra no ERBB3. Essas
mutacdes nos receptores, influenciam na forma que os ligantes poderéao se encaixar
com o sitio ativo dos receptores dependendo, também, das caracteristicas de cada

ligante.
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Com as sequéncias dos aminoacidos de cada proteina, a modelagem
comparativa (por homologia) resultou em proteinas com RMSD abaixo de 2 angstrons
(A), em comparagcao com a sobreposicdo de seus modelos selecionados na
plataforma Phyre2. Os valores de RMSD podem ser observados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Proteinas modelo e RMSD da sobreposi¢cdo com as proteinas modeladas.

PROTEINA PROTEINA MOLDE (PDB ID) RMSD (A)
ERBB2 7ER2 0.175
ERBB3 2R4B 0.839

A raiz do desvio quadratico médio reflete os valores resultantes da diferenca entre as proteinas modelo
e as modeladas por homologia.

As sobreposicoes tridimensionais entre os modelos criados (proteinas
modeladas) e seus modelos experimentais, depositados na plataforma Protein Data
Bank e selecionados na plataforma Phyre2, podem ser visualizados na Figura 4.10.

ERBB2 ERBB3

Figura 4.10. Sobreposicdo das proteinas modeladas (em verde) e os modelos
experimentais (em azul).

Para atestar a qualidade estereoquimica das proteinas modeladas, um grafico
de Ramachandran foi gerado para cada modelo construido utilizando o programa
PROCHECK (ver Figura 4.11). Os graficos de Ramachandran representam os
aminoacidos em suas posicoes favoraveis e nao favoraveis nos angulos diedro Phi
(p) e Psi (w) nas ligacoes peptidicas. O angulo ¢ localiza-se entre o carbono-a e o
nitrogénio do grupo amino e o angulo y corresponde a regidao formada entre o
carbono-a e o carbono do grupamento carboxila de cada aminoacido [122,166].
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Figura 4.11. Graficos de Ramachandran para as proteinas geradas por modelagem
comparativa.

Tabela 4.8. Valores obtidos no PROCHECK para a avaliagdo de qualidade dos
modelos tridimensionais gerados para as proteinas ERBB2 e ERBBS3.

Proteina RMF RPA RGP RNP
ERBB2 93,4 % 5,8 % 0,4 % 0,4 %
ERBB3 93,9 % 3,5 % 2,5 % 0,0 %

RMF: Regido Mais Favoravel; RPA: Regido Permitida Adicional; RGP: Regido Generosamente
Permitida; RNP: Regido Nao Permitida.

As regides A, B e L, ilustradas no grafico Ramachandran (Figura 4.11),
representam as zonas dos valores favoraveis (em vermelho), as mais permissivas (em
amarelo), permissivas (em amarelo claro) e nao permissivas (em branco), obtidos para
os angulos de torsdo (¢ e w) nas estruturas secundarias a-hélice, folha-B e loops.
Nota-se que a maior parte dos residuos se encontram nas regides mais favoraveis.
Apenas o residuo Lys765, com conformagdes consideradas ruins, em regidao néo
permitida foi encontrado no ERBB2. No entanto, esse amino4cido néo faz parte do
sitio ativo.

De acordo com Laskowski et al. [121], um modelo gerado é considerado de boa
qualidade quando mais de 90% dos aminodcidos localizam-se nas regides mais
favoraveis. O ERBB2 apresentou 93,4% dos seus residuos nas regides favoraveis,
enquanto o ERBB3 obteve 93,9%, conforme representado na Tabela 4.8. Desse
modo, as proteinas modeladas foram consideradas de boa qualidade.

Os complexos foram submetidos a um teste de ligagdo sem definicdo de area
na proteina, chamado de blind docking (docking cego), com o intuito de verificar se o
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ligante seria capaz de encontrar o sitio de ligacado da ATP. Esse procedimento é
importante para identificar possiveis regides, onde o ligante tenha maior afinidade com
a proteina.

A ATP é crucial na ativagéao das proteinas quinases, enzimas responsaveis pela
transferéncia de grupos fosfato para proteinas especificas, num processo conhecido
como fosforilacdo. A fosforilacdo mediada pelas quinases é fundamental para a
regulacao de muitas funcdes celulares, incluindo o ciclo celular, a sinalizagao celular
e 0 metabolismo. A ATP fornece a energia necessaria para que as quinases realizem
essa transferéncia de fosfato, ativando ou desativando alvos proteicos e modulando
suas atividades bioldgicas. Sem a ATP, as quinases ndo podem cumprir seu papel
regulador essencial, comprometendo a homeostase e a resposta adaptativa das
células [167].

O docking molecular realizado gerou dez poses de interacdao para cada
complexo ligante-proteina. A primeira pose em cada complexo foi ranqueada como a
de maior afinidade de ligacéo (mais negativa), sendo essa a selecionada para analise.
Uma representacdo tridimensional da ligacdo dos complexos na cavidade do sitio
ativo dos receptores pode ser observada na Figura 4.12 e os valores de menor energia
de afinidade entre os ligantes e as proteinas é apresentado na Tabela 4.9.

Figura 4.12. Encaixe dos quatro complexos de Bi(lll) ditiocarbamatos com cavidades
dos receptores (a) ERBB2 e (b) ERBBS.

Tabela 4.9. Valores de energia de interacao obtidos no ancoramento com a pose de
maior afinidade.
AZD8931 PD158780 Complexo1 Complexo2 Complexo3 Complexo 4
ERBB2 -132,407  -95,188 -84,302 -106,657 -122,918 -145,334
ERBB3 -142,171  -113,576 -83,798 -105,473 -128,012 -150,436
Valores de energia em kcal/mol.




Capitulo 4 - Resultados e Discussao 73

Os valores apontados na Tabela 4.9 sdo os valores mais provaveis para
explicar a interagao ligante-proteina, por serem os mais viaveis termodinamicamente,
uma vez que quanto menor a energia obtida, melhor o encaixe. Diante dos valores
previstos, foi constatado que o complexo 4 apresentou a melhor energia de interacao.

Inibidores das quinases dos receptores, AZD8931 e PD158780, com
experimentos in vitro e in vivo ja realizados para ERBB2 e ERBB3, foram selecionados
para comparagdo com 0s complexos. Através da analise comparativa entre as
energias de interacdo mais favoraveis dos compostos com as proteinas (Figura 4.13),
observa-se que na ERBB2 os complexos 1 e 2 tiveram valores proximos aos obtidos
com o inibidor PD158780, enquanto o complexo 3 a do inibidor AZD8931. Na ERBB3
o complexo 1 apresentou a energia de interacdo mais alta, ficando distante da energia
dos inibidores. O complexo 2 teve energia de interagdo préxima do PD158780 e o
complexo 3 do AZD8931. Dentre os ligantes propostos, o complexo 4 foi 0 que revelou
melhores valores de energia de interacao, com 12,927 kcal/mol mais baixo que a do
inibidor AZD8931 na ERBB2 e com 8,265 kcal/mol mais negativo na ERBBS,

comparando com mesmo inibidor.
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Figura 4.13. Energia de interagdo do ancoramento dos inibidores e dos complexos de
Bi(lll) ditiocarbamatos com os receptores ERBB2 e ERBBS.

As posicdes adotadas pelos ligantes no sitio ativo proporciona interagdes com
0s aminoacidos ai presentes e cada posicao pode levar a ligacées com aminoacidos
locais diferentes. Quanto melhor a energia de ligacao, mais forte sera a interacao que
ocorre entre os aminoacidos e as moléculas dos ligantes e, possivelmente, também
sera a posi¢ao assumida no meio biolégico. Nas Figuras 4.14 e 4.15 sao apresentadas
as interagdes dos inibidores e dos complexos com cada receptor nas posicoes de
melhor energia obtida.
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No blind docking realizado, o complexo 1 foi capaz de encontrar o sitio de
ligacao da proteina ERBB2, realizando interagdes de van der Waals com os seguintes
residuos do sitio: Leu726, Gly727, Ser728, Gly729, Ala730, Phe731, Thr733 e Val734.
Na proteina ERBB3 o ligante ficou situado em parte do sitio ativo, realizando intera¢ao
de van der Waals com os residuos Val723, Arg838 e Asn839 e interacado de hidrogénio
convencional com a Lys742, ambos do sitio de ligagao.

Os complexos 2 e 3 nado apresentaram bons resultados no procedimento
realizado, pois a regidao de maior afinidade com a proteina nao correspondeu ao sitio
de ligacdo com nenhum dos receptores. Apenas o complexo 2 na ERBB2 apresentou
interacdes de van der Waals com os residuos do sitio Leu726, Gly727 e Phe731, visto
que se fixou numa regido préxima do sitio de ligacdo. A presenca do complexo
interagindo com residuos vicinais podem resultar em um bloqueio fisico, impedindo o
acesso ao sitio catalitico por substratos ou outras moléculas.

O complexo 4 foi o que mostrou maior nimero de interagcbes com o0s
aminoacidos dos sitios de ligacao das duas proteinas, corroborando com seus valores
de energia de ligagdo mencionados anteriormente. O composto realizou intera¢des
variadas com praticamente todos os aminoacidos dos sitios de ligagao dos receptores.
Com o receptor ERBB2 houve as seguintes interacdes com aminoacidos do sitio: van
der Waals com a Gly727, Ser728, Gly729, Ala730, Gly732 e Thr733; pi-sigma com a
Phe731; pi-alquil com a Leu726, Phe731 e Val734. Com o receptor ERBB3 as
interag6es com residuos do sitio foram: van der Waals com Gly718, Phe720, Thr722,
Asn834, Arg838 e Asn839; ligacdes de carbono-hidrogénio com Gly716, Gly721,
GIn788 e Leu790; empilhamento pi-amida com Ser717; interacbes de alquil com
Leu715, Val723 e Tyr789; pi-alquil com Val719, Val723 e Lys742.

De acordo com Keogan e Griffith [9] e Li, Wang e Sun [10], em sistemas
bioldgicos, o ion Bi(lll) coordena-se preferencialmente a cisteina de uma proteina ou
peptideo, seguida por outros residuos, incluindo histidina, glutamato, aspartato e
tirosina. No caso dos complexos, a presenca dos ligantes ditiocarbamatos pode ser o
principal fator impeditivo (impedimento estéreo) de interagdo do Bi com os residuos.
Embora ndo tenha ocorrido interacbes diretas com o bismuto, observou-se a
existéncia de interagdes dos complexos com os referidos residuos.

Na ERBB2 houve interacéo de carbono-hidrogénio com a Glu757 no complexo
2 e 4 e com esse mesmo residuo, interacao de hidrogénio convencional no complexo

1. Ainda na ERBB2 ocorreu interagdo de enxofre no composto 2 e pi-enxofre no
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composto 4, ambos com o residuo Cys805. Com a ERBBS verificou-se: interacao de
carbono-hidrogénio com a Tyr941 no complexo 2; interacao de alquil com a Tyr941 no
complexo 3 e com a Tyr789 no complexo 4; interagdo de enxofre e pi-enxofre com a
Cys740 no complexo 4.

Barlaam et al. [132] apontaram em seus estudos que o inibidor AZD8931 fez
varios contatos hidrofébicos com os residuos Leu726, Gly727 e Cys805, contatos
curtos com Leu726 e Gly727 e proximidade do residuo Asp808 na proteina ERBB2.
Observamos que no docking dos complexos com a ERBB 2 houve interacbes com
esses residuos. Com a Leu726, houve interagdo de van der Waals nos complexos 1
e 2 e interagao pi-alquil no complexo 4. Com o residuo Gly727, houve interagdo de
van der Waals nos complexos 1, 2 e 4. O residuo Cys805, apresentou interagdo de
enxofre no complexo 2 e interagdo pi-enxofre no complexo 4. O residuo Asp808 foi
observado no complexo 4 realizando interagéo de van der Waals.

Analisando os resultados obtidos no ancoramento, o complexo 4 foi o que
mostrou as interagcdes mais interessantes. Além disso, as poses obtidas mostraram
que ele se encaixou melhor no sitio de ligacdo, de modo a proporcionar melhores
interacdes com os aminodacidos, gerando energias de interacdo mais baixas e,
portanto, mais favoraveis.

A atividade biolégica de um ligante estd associada a sua afinidade ao receptor-
alvo. Determinadas formas de conformacgédo na cavidade do sitio ativo da proteina
acontecem para potencializar os contatos com residuos especificos do receptor, o que
aumenta as contribuicbes eletrostaticas, hidrofébicas, e de Van der Waals na
formagdo do complexo. Para obtermos resultados mais conclusivos sobre essas
interagdes, é necessario um estudo utilizando dindmica molecular que descreve a
variacao do comportamento molecular como funcéo do tempo. Esse procedimento nos
possibilita obter modelos de moléculas muito mais proximos da realidade biol6gica,
pois inclui diretamente caracteristicas como a flexibilidade molecular e a temperatura
[74].
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Capitulo 5

CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, investigamos o desempenho de quarenta tipos de calculos
baseados em métodos DFT para prever as geometrias do estado fundamental dos
complexos Bi(lll) com ligantes de ditiocarbamato. Foram investigados dez funcionais,
dois conjuntos de bases e o efeito do solvente na previsdo dos parametros estruturais
dos compostos. Além disso, avaliamos o desempenho de dezoito métodos para
calcular os deslocamentos quimicos de RMN de 3C e 'H dos complexos na solugéo
de DMSO.

Os funcionais DFT M06-L, wB97XD e B3LYP-D3 em combinagdo com o
conjunto de bases def2-TZVP mostraram os melhores resultados na previsdo das
geometrias do estado fundamental dos complexos em comparacdo com dados
experimentais cristalograficos. Com base nos valores MADsi.L, esses métodos sdo
confiaveis para calcular comprimentos de ligagédo Bi—S e Bi—Cl. O efeito do solvente e
o conjunto de bases def2-SVP néo apresentaram influéncia perceptivel nos calculos
dos comprimentos das ligagdes Bi—S e Bi—Cl. Por outro lado, a inclusdo da solvatacao
para def2-TZVP leva a um aprimoramento na representacdo das distancias de ligacao.

A analise de RMN mostra que o aumento do conjunto de bases ndo aumenta a
precisdo dos calculos de deslocamento quimico de RMN '3C e 'H na maioria dos
metodos DFT avaliados. De acordo com as analises do MAD, o método TPSSh/def2-
SVP é o mais preciso para calcular os deslocamentos quimicos do *C. Para otimizar
0s calculos geométricos, sugerimos a utilizacdo do método MO06-L/def2-
TZVP/ECP/CPCM. Quanto ao estudo dos espectros de RMN dos complexos, sédo
recomendados os meétodos TPSSh/def2-SVP/ECP/CPCM. Esses métodos tém
apresentado bons resultados em comparacoes estatisticas com dados experimentais

e oferecem menor custo computacional.
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Os descritores de reatividade mostraram que o complexo 4 é mais reativo, com
grande possibilidade de atuar como agente eletrofilico em direcdo a um alvo biolégico,
enquanto o complexo 1 € menos reativo podendo ser bom nucledfilo. Os mapas de
potencial eletrostatico sugerem que o bismuto e os enxofres sdo as principais regides
de reatividade eletrofilica e que os grupos metilicos, fenilicos e os anéis da pirrolidina
estao associadas a reatividade nuclecfilica.

Neste trabalho, também foi realizado o estudo in silico dos parametros
farmacocinéticos de ADMET de ambos os complexos. Os resultados do complexo 1
mostram um perfil farmacocinético promissor indicando boa biodisponibilidade oral
tedrica, boa distribuicdo, metabolizacao, excrecao e toxidade, mas requer atengao na
CYP1A2 que se revelou ser inibidor. A predicdo para o complexo 2 revelou indices de
hepatotoxicidade inadequados. Os complexos 3 e 4 apontaram ser substratos e
inibidores das enzimas P450 podendo causar interagdes medicamentosas ou efeitos
colaterais. O complexo 4 mostrou ainda ser inibidor dos genes hERG Il podendo
causar arritmias.

As andlises de ancoramento molecular dos complexos mostraram valores de
energia exergdnico o que revela boa orientagdo e afinidade entre os complexos e as
estruturas das proteinas ERBB2 e ERBB3. Os complexos 1 e 4 mostraram ser
capazes de interagir com o sitio ativo dos receptores, sendo que o complexo 4
apresentou menor energia de ligagdo e um maior numero de interagdes com 0s
residuos de aminoacidos do sitio ativo dos receptores, indicando que, teoricamente,
apresenta promissora atividade inibitéria dos receptores ErbB.

Por fim, este trabalho instiga futuros estudos biol6gicos visto que os resultados
alcangcados sugerem que os complexos de Bi(ll) ditiocarbamatos apresentam um perfil

farmacocinético promissor.
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APENDICE A

RESULTADOS GERAIS DE RMSD E MAD

Conteudo:

Tabela A1. Valores de RMSD e MAD por métodos avaliados e classificados pelo
RMSDsup.

Tabela A2. Resultados gerais de RMSDsup por métodos avaliados para complexos de
Bi(lll) ditiocarbamato.

Tabela A3. Resultados gerais de RMSDyoly por métodos avaliados para complexos
de Bi(lll) ditiocarbamato.

Tabela A4. Resultados gerais de MADsi.L por métodos avaliados para complexos de
Bi(lll) ditiocarbamato.
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Tabela A1. Valores de RMSD e MAD por métodos avaliados e classificados pelo

RMSDsup.

Rank* Métodos RMSDswp (A)  RMSDpoy (A)  MADs:-L (A)
1 MO06-L/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,336 £0,110 0,124 +0,062 0,055 + 0,008
20  wB97XD/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,351 +0,096 0,121 +0,060 0,055+ 0,017
3°  wB97XD/def2-TZVP/ECP 0,379 +0,152 0,146+0,111 0,072 + 0,036
4°  B3LYP-D3/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,410+0,140 0,132+0,049 0,053 + 0,004
5°  MO06-L/def2-SVP/ECP/CPCM 0,404 +0,152 0,175+0,111 0,076 +0,014
62  MO06-2X/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,400 +0,160 0,122+0,071 0,056 + 0,012
7°  MO06-L/def2-SVP/ECP 0,422 +0,159 0,182+0,113 0,078 + 0,027
82  MO06-2X/def2-TZVP/ECP 0,410 +0,203 0,154 +0,128 0,072 + 0,033
9°  B3LYP-D3/def2-TZVP/ECP 0,461+0,184 0,163+0,105 0,066 + 0,029
10°  MO06-2X/def2-SVP/ECP/CPCM 0,443+0,214 0,157 +0,121 0,063 + 0,021
112 TPSSh/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,564 +0,114 0,125+0,068 0,056 + 0,014
122 B97XD/def2-SVP/ECP/CPCM 0,470 +0,229 0,155+0,113 0,063 + 0,019
13°  CAM-B3LYP/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,509 +0,190 0,124 +0,055 0,054 + 0,014
142  TPSSh/def2-SVP/ECP/CPCM 0,562 +0,152 0,153+0,109 0,066 + 0,019
15  CAM-B3LYP/def2-SVP/ECP/CPCM 0,507 +0,212 0,167 +0,116 0,063 + 0,021
162 MO06-2X/def2-SVP/ECP 0,474 +0,251 0,163+0,129 0,070 + 0,031
17°  B3LYP-D3/def2-SVP/ECP/CPCM 0,494 +0,233 0,172+0,100 0,072 +0,013
182  CAM-B3LYP/def2-SVP/ECP 0,515+0,226 0,175+0,130 0,070 + 0,036
192 MO6-L/def2-TZVP/ECP 0,527 +0,221  0,163+0,128 0,072 + 0,038
202  TPSSh/def2-TZVP/ECP 0,527 +0,221 0,163 +0,128 0,072 + 0,038
212 CAM-B3LYP/def2-TZVP/ECP 0,522 +0,228 0,163+0,128 0,072 + 0,038
22°  PBE/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,621 +0,135 0,146+0,071 0,057 +0,013
232 TPSSh/def2-SVP/ECP 0,570 +0,187 0,162 +0,121 0,068 + 0,025
24°  B3LYP/def2-SVP/ECP/CPCM 0,597 +0,196 0,207 0,089 0,075 + 0,013
252  wB97XD/def2-SVP/ECP 0,518+0,281 0,166+0,126 0,072 + 0,034
26°  BP86/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,651 +0,149 0,164 +0,071 0,058 + 0,011
27°  B3LYP/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,647 £0,155 0,167 0,059 0,056 + 0,005
282  B3LYP-D3/def2-SVP/ECP 0,532 +0,272 0,181 +0,113 0,076 + 0,027
29°  PBE/def2-TZVP/ECP 0,624 +0,181 0,162+0,102 0,065 + 0,024
302  PBE/def2-SVP/ECP 0,654 +0,158 0,181 +0,110 0,072 + 0,023
312 PBE/def2-SVP/ECP/CPCM 0,666 + 0,147 0,175+0,099 0,070 + 0,016
322 B3LYP/def2-SVP/ECP 0,629 +0,204 0,225+0,100 0,080 + 0,028
332 BP86/def2-TZVP/ECP 0,663+0,179 0,180+0,097 0,065 + 0,024
34°  B3LYP/def2-TZVP/ECP 0,652 +0,199 0,193+0,106 0,069 + 0,029
352 BP86/def2-SVP/ECP 1,006 +0,333 0,340 +0,202 0,082 + 0,024
362  BP86/def2-SVP/ECP/CPCM 1,000 +0,345 0,327 £0,207 0,079 + 0,015
379 OLYP/def2-TZVP/ECP 1,509 +0,371 0,574 +0,118 0,095 + 0,020
382 OLYP/def2-SVP/ECP/CPCM 1,503 +0,391 0,584 +0,127 0,095 + 0,003
392  OLYP/def2-TZVP/ECP/CPCM 1,490 + 0,405 0,559 +0,150 0,085 + 0,020
40°  OLYP/def2-SVP/ECP 1,527 +0,377 0,589 +0,101 0,100 + 0,017

* O ranking foi realizando levando em consideragao a relagao média + desvio padrao do RMSDsyp.
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Tabela A2. Resultados gerais de RMSDsup por métodos avaliados para complexos de

Bi(lll) ditiocarbamato.

. Complexos , .. Desvio
Método Média -
1 2 3 4 Padrao

BP86/def2-SVP/ECP 0,907 0,712 1,570 0,836 1,006 0,333
BP86/def2-SVP/ECP/CPCM 0,878 0,691 1,584 0,845 1,000 0,345
BP86/def2-TZVP/ECP 0,831 0,488 0,480 0,853 0,663 0,179
BP86/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,761 0,529 0,483 0,833 0,651 0,149
PBE/def2-SVP/ECP 0,876 0,606 0,437 0,696 0,654 0,158
PBE/def2-SVP/ECP/CPCM 0,848 0,653 0,443 0,721 0,666 0,147
PBE/def2-TZVP/ECP 0,813 0,445 0,442 0,796 0,624 0,181
PBE/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,750 0,523 0,453 0,758 0,621 0,135
OLYP/def2-SVP/ECP 0,964 1,538 1,577 2,028 1,527 0,377
OLYP/def2-SVP/ECP/CPCM 0,907 1,538 1,564 2,004 1,503 0,391
OLYP/def2-TZVP/ECP 0,957 1,495 1,585 1,999 1,509 0,371
OLYP/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,868 1,509 1,583 2,000 1,490 0,405
MO06-L/def2-SVP/ECP 0,625 0,192 0,379 0,494 0,422 0,159
MO06-L/def2-SVP/ECP/CPCM 0,621 0,197 0,367 0,432 0,404 0,152
MO06-L/def2-TZVP/ECP 0,740 0,239 0,386 0,743 0,527 0,221
MO06-L/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,449 0,170 0,306 0,418 0,336 0,110
B3LYP/def2-SVP/ECP 0,730 0,358 0,530 0,898 0,629 0,204
B3LYP/def2-SVP/ECP/CPCM 0,689 0,341 0,497 0,860 0,597 0,196
B3LYP/def2-TZVP/ECP 0,862 0,439 0,466 0,840 0,652 0,199
B3LYP/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,746 0,517 0,477 0,848 0,647 0,155
B3LYP-D3/def2-SVP/ECP 0,677 0,190 0,367 0,895 0,532 0,272
B3LYP-D3/def2-SVP/ECP/CPCM 0,634 0,194 0,358 0,791 0,494 0,233
B3LYP-D3/def2-TZVP/ECP 0,654 0,202 0,372 0,615 0,461 0,184
B3LYP-D3/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,456 0,213 0,370 0,599 0,410 0,140
MO06-2X/def2-SVP/ECP 0,656 0,157 0,309 0,775 0,474 0,251
MO06-2X/def2-SVP/ECP/CPCM 0,633 0,165 0,307 0,668 0,443 0,214
MO06-2X/def2-TZVP/ECP 0,692 0,142 0,325 0,483 0,410 0,203
MO06-2X/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,480 0,179 0,334 0,608 0,400 0,160
TPSSh/def2-SVP/ECP 0,767 0,421 0,348 0,742 0,570 0,187
TPSSh/def2-SVP/ECP/CPCM 0,752 0,497 0,351 0,647 0,562 0,152
TPSSh/def2-TZVP/ECP 0,740 0,239 0,386 0,743 0,527 0,221
TPSSh/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,640 0,489 0,421 0,707 0,564 0,114
CAM-B3LYP/def2-SVP/ECP 0,731 0,211 0,383 0,734 0,515 0,226
CAM-B3LYP/def2-SVP/ECP/CPCM 0,689 0,220 0,387 0,730 0,507 0,212
CAM-B3LYP/def2-TZVP/ECP 0,740 0,222 0,381 0,745 0,522 0,228
CAM-B3LYP/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,620 0,262 0,402 0,752 0,509 0,190
wB97XD/def2-SVP/ECP 0,695 0,199 0,297 0,883 0,518 0,281
wB97XD/def2-SVP/ECP/CPCM 0,648 0,198 0,293 0,739 0,470 0,229
wB97XD/def2-TZVP/ECP 0,618 0,216 0,290 0,391 0,379 0,152
wB97XD/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,466 0,230 0,289 0,420 0,351 0,096
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Tabela A3. Resultados gerais de RMSDpoly por métodos avaliados para complexos de

Bi(lll) ditiocarbamato.

. Complexos . Desvio
Método Média -
1 2 3 4 Padrao

BP86/def2-SVP/ECP 0,383 0,168 0,653 0,157 0,340 0,202
BP86/def2-SVP/ECP/CPCM 0,354 0,144 0,655 0,157 0,327 0,207
BP86/def2-TZVP/ECP 0,348 0,119 0,117 0,135 0,180 0,097
BP86/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,287 0,123 0,116 0,131 0,164 0,071
PBE/def2-SVP/ECP 0,370 0,102 0,122 0,128 0,181 0,110
PBE/def2-SVP/ECP/CPCM 0,345 0,103 0,119 0,132 0,175 0,099
PBE/def2-TZVP/ECP 0,338 0,093 0,100 0,116 0,162 0,102
PBE/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,270 0,101 0,099 0,116 0,146 0,071
OLYP/def2-SVP/ECP 0,414 0,650 0,650 0,642 0,589 0,101
OLYP/def2-SVP/ECP/CPCM 0,367 0,690 0,645 0,634 0,584 0,127
OLYP/def2-TZVP/ECP 0,373 0,633 0,676 0,614 0,574 0,118
OLYP/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,302 0,641 0,676 0,615 0,559 0,150
MO06-L/def2-SVP/ECP 0,378 0,104 0,118 0,129 0,182 0,113
MO06-L/def2-SVP/ECP/CPCM 0,368 0,106 0,111 0,117 0,175 0,111
MO06-L/def2-TZVP/ECP 0,385 0,097 0,084 0,088 0,163 0,128
MO06-L/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,231 0,077 0,084 0,108 0,124 0,062
B3LYP/def2-SVP/ECP 0,397 0,161 0,165 0,177 0,225 0,100
B3LYP/def2-SVP/ECP/CPCM 0,362 0,156 0,153 0,159 0,207 0,089
B3LYP/def2-TZVP/ECP 0,377 0,136 0,126 0,134 0,193 0,106
B3LYP/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,270 0,139 0,127 0,133 0,167 0,059
B3LYP-D3/def2-SVP/ECP 0,377 0,104 0,121 0,122 0,181 0,113
B3LYP-D3/def2-SVP/ECP/CPCM 0,345 0,107 0,119 0,116 0,172 0,100
B3LYP-D3/def2-TZVP/ECP 0,344 0,095 0,102 0,111 0,163 0,105
B3LYP-D3/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,218 0,101 0,103 0,108 0,132 0,049
MO06-2X/def2-SVP/ECP 0,385 0,072 0,093 0,101 0,163 0,129
MO06-2X/def2-SVP/ECP/CPCM 0,366 0,077 0,089 0,095 0,157 0,121
MO06-2X/def2-TZVP/ECP 0,376 0,077 0,080 0,084 0,154 0,128
MO06-2X/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,244 0,082 0,076 0,086 0,122 0,071
TPSSh/def2-SVP/ECP 0,369 0,067 0,094 0,118 0,162 0,121
TPSSh/def2-SVP/ECP/CPCM 0,340 0,072 0,088 0,112 0,153 0,109
TPSSh/def2-TZVP/ECP 0,385 0,097 0,084 0,088 0,163 0,128
TPSSh/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,242 0,078 0,079 0,101 0,125 0,068
CAM-B3LYP/def2-SVP/ECP 0,399 0,097 0,098 0,107 0,175 0,130
CAM-B3LYP/def2-SVP/ECP/CPCM 0,368 0,100 0,096 0,108 0,167 0,116
CAM-B3LYP/def2-TZVP/ECP 0,385 0,097 0,084 0,088 0,163 0,128
CAM-B3LYP/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,218 0,104 0,086 0,086 0,124 0,055
wB97XD/def2-SVP/ECP 0,384 0,095 0,094 0,092 0,166 0,126
wB97XD/def2-SVP/ECP/CPCM 0,350 0,098 0,092 0,079 0,155 0,113
wB97XD/def2-TZVP/ECP 0,337 0,093 0,081 0,072 0,146 0,111
wB97XD/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,224 0,103 0,083 0,075 0,121 0,060
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Tabela A4. Resultados gerais de MADsi.L por métodos avaliados para complexos de

Bi(lll) ditiocarbamato.

., Complexos . Desvio
Método Média -
1 2 3 4 Padrao

BP86/def2-SVP/ECP 0,117 0,057 0,093 0,063 0,082 0,024
BP86/def2-SVP/ECP/CPCM 0,095 0,059 0,093 0,070 0,079 0,015
BP86/def2-TZVP/ECP 0,105 0,047 0,050 0,056 0,065 0,024
BP86/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,074 0,045 0,051 0,063 0,058 0,011
PBE/def2-SVP/ECP 0,111 0,052 0,059 0,065 0,072 0,023
PBE/def2-SVP/ECP/CPCM 0,094 0,052 0,063 0,071 0,070 0,016
PBE/def2-TZVP/ECP 0,106 0,049 0,047 0,058 0,065 0,024
PBE/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,074 0,042 0,046 0,065 0,057 0,013
OLYP/def2-SVP/ECP 0,124 0,077 0,094 0,106 0,100 0,017
OLYP/def2-SVP/ECP/CPCM 0,094 0,097 0,092 0,099 0,095 0,003
OLYP/def2-TZVP/ECP 0,107 0,068 0,120 0,084 0,095 0,020
OLYP/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,069 0,073 0,118 0,079 0,085 0,020
MO06-L/def2-SVP/ECP 0,125 0,061 0,063 0,062 0,078 0,027
MO06-L/def2-SVP/ECP/CPCM 0,100 0,065 0,068 0,070 0,076 0,014
MO06-L/def2-TZVP/ECP 0,131 0,074 0,060 0,025 0,072 0,038
MO06-L/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,066 0,045 0,050 0,059 0,055 0,008
B3LYP/def2-SVP/ECP 0,128 0,069 0,066 0,055 0,080 0,028
B3LYP/def2-SVP/ECP/CPCM 0,098 0,071 0,070 0,063 0,075 0,013
B3LYP/def2-TZVP/ECP 0,118 0,061 0,054 0,043 0,069 0,029
B3LYP/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,064 0,056 0,053 0,052 0,056 0,005
B3LYP-D3/def2-SVP/ECP 0,123 0,062 0,063 0,058 0,076 0,027
B3LYP-D3/def2-SVP/ECP/CPCM 0,094 0,065 0,067 0,061 0,072 0,013
B3LYP-D3/def2-TZVP/ECP 0,115 0,057 0,052 0,039 0,066 0,029
B3LYP-D3/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,061 0,053 0,051 0,049 0,053 0,004
MO06-2X/def2-SVP/ECP 0,123 0,060 0,053 0,045 0,070 0,031
MO06-2X/def2-SVP/ECP/CPCM 0,099 0,050 0,053 0,052 0,063 0,021
MO06-2X/def2-TZVP/ECP 0,125 0,071 0,056 0,036 0,072 0,033
MO06-2X/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,073 0,060 0,047 0,043 0,056 0,012
TPSSh/def2-SVP/ECP 0,111 0,048 0,050 0,064 0,068 0,025
TPSSh/def2-SVP/ECP/CPCM 0,095 0,046 0,052 0,071 0,066 0,019
TPSSh/def2-TZVP/ECP 0,131 0,074 0,060 0,025 0,072 0,038
TPSSh/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,074 0,045 0,040 0,064 0,056 0,014
CAM-B3LYP/def2-SVP/ECP 0,129 0,065 0,054 0,034 0,070 0,036
CAM-B3LYP/def2-SVP/ECP/CPCM 0,098 0,058 0,054 0,044 0,063 0,021
CAM-B3LYP/def2-TZVP/ECP 0,131 0,074 0,060 0,025 0,072 0,038
CAM-B3LYP/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,063 0,068 0,054 0,032 0,054 0,014
wB97XD/def2-SVP/ECP 0,128 0,067 0,058 0,037 0,072 0,034
wB97XD/def2-SVP/ECP/CPCM 0,093 0,062 0,056 0,041 0,063 0,019
wB97XD/def2-TZVP/ECP 0,124 0,076 0,066 0,022 0,072 0,036
wB97XD/def2-TZVP/ECP/CPCM 0,060 0,072 0,062 0,027 0,055 0,017
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APENDICE B

DADOS COMPLETOS DE 6C E 6H

Conteudo:

Tabela B1. Deslocamentos quimicos de RMN 'H experimentais (Exp.), calculados e
desvio absoluto (AD) em ppm para complexos Bi(lll) calculados com base def2-SVP
definida em DMSO.

Tabela B2. Deslocamentos quimicos de RMN 'H experimentais (Exp.), calculados e
desvio absoluto (AD) em ppm para complexos Bi(lll) calculados com base def2-TZVP
definida em DMSO.

Tabela B3. Deslocamentos quimicos de RMN '3C experimentais (Exp.), calculados e
desvio absoluto (AD) em ppm para complexos Bi(lll) calculados com base def2-SVP
definida em DMSO.

Tabela B4. Deslocamentos quimicos de RMN '3C experimentais (Exp.), calculados e
desvio absoluto (AD) em ppm para complexos Bi(lll) calculados com base def2-TZVP
definida em DMSO.
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Tabela B1. Deslocamentos quimicos de RMN 'H experimentais (Exp.), calculados e desvio absoluto (AD) em ppm para complexos
Bi(lll) calculados com base def2-SVP definida em DMSO.

Funcionais DFT

SIS MRS Exp. BP86 PBE  OLYP MO6-L B3LYP MO06-2X TPSSh CAM-B3LYP  wB97XD
] CHa 330 316 316 317 319 3,13 3,20 3,17 3,11 3,11
AD 014 014 0.13 0.11 0.17 0.10 0.13 0.19 0.19
) CHs 341 321 321 3,21 319 317 3,24 3,21 3,14 3,13
AD 020 020 0.20 022 024 0.17 0.20 0.27 0.28
CHz 202 191 1,02 1,91 180 1,85 1,82 188 1,84 1,85
s AD 011 010 0.11 022 047 0.20 0.14 0.18 0.17
N-CHz 391 352 352 350 342 344 3.54 3.49 3.39 3.33
AD 039  0.39 0.41 049 047 0.37 0.42 0.52 0.58
CHs 284 344 342 340 338 340 3,51 3,44 3,37 3,36
. AD 0.60 058 0.56 054 056 0.67 0.60 0.53 0.52
CHaromico 742 733 735 7.30 730  7.33 7.99 7.34 7.45 7.51
AD 0.09 007 0.12 012 009 0.57 0.08 0.03 0.09

Tabela B2. Deslocamentos quimicos de RMN 'H experimentais (Exp.), calculados e desvio absoluto (AD) em ppm para complexos
Bi(lll) calculados com base def2-TZVP definida em DMSO.

Funcionais DFT

CamplEEs A Exp. BP86 PBE OLYP MO06-L B3LYP MO06-2X TPSSh  CAM-B3LYP  wB97XD
] CHs 3,30 352 3,51 3,50 3,49 3,48 3,52 3,49 3,45 3,41
AD 022 021 0,20 0,19 0,18 0,22 0,19 0,15 0,11
0 CHs 3,41 354 354 352 3,48 3,49 3,52 3,50 3,45 3,41
AD 013 0,3 0,11 0,07 0,08 0,11 0,09 0,04 0,00
CHe 202 217 2,18 2,19 1,95 2,12 2,09 2,14 2,10 2,03
3 AD 015 0116 0,17 0,07 0,10 0,07 0,12 0,08 0,01
N-CHz 3,91 394 394 393 3,89 3,84 3,89 3,86 3,78 3,78
AD 0,03 003 0,02 0,02 0,07 0,02 0,05 0,13 0,13
CHs 284 381 380 376 3,75 3,76 3,82 3,75 3,71 3,70
4 AD 097 096 0,92 0,91 0,92 0,98 0,91 0,87 0,86
CHaromético 742 779 782 777 7,44 7,81 8,47 7,79 7,92 7,86

AD 0,37 0,40 0,35 0,02 0,39 1,05 0,37 0,50 0,44
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Tabela B3. Deslocamentos quimicos de RMN '3C experimentais (Exp.), calculados e desvio absoluto (AD) em ppm para complexos
Bi(lll) calculados com base def2-SVP definida em DMSO.

Funcionais DFT

CEmpPTe e Exp.  BP86 PBE  OLYP M06-L B3LYP MO06-2X TPSSh CAM-B3LYP wB97XD
CHa 44,16 4461 4452 4369 4657 4385 4621 4364 43,56 44,27
] AD 0,45 0,36 047 241 0,31 2,05 0,52 0,60 0,11
CS:2 200,82 191,84 191,37 189,08 191,40 20747 237,04  197.33 216,80 213,23
AD 8,98 9,45 1174 942 635 36,22 3,49 1508 12,41
CHa 4400 4530 4520 4425 4692 4445 4658 4422 44,10 44,75
) AD 1,30 1,20 025 292 045 2,58 0,22 0.10 0,75
CS: 20200 19366 19317 190,71 193,18 20910 23950 199,22 218,96 215,31
AD 8,34 8,83 1129 882  7.10 37,50 2,78 16,96 13,31
CHz 2530 27,29 2743 2798 2721 2660 2606 26,67 25,37 25,27
AD 1,99 213 268 1,91 1,30 0,76 137 0,07 0,03
. N-CHz 5340 5455 5468 5406 5432 5331 5517 53,00 52,30 52,71
AD 115 128 066 092 0,09 177 0,40 110 0,69
CS: 19720 189,62 189,08 18656 189,16 20490 23456 19520 214,49 210,78
AD 7.58 8,12 1064 804 7,70 37,36 2,00 17.29 13,58
CHa 2840 4539 4520 4422 4652 4472 4688 4451 44,33 44,13
AD 16.99 1680 1582 1812 1632 1848 1611 15.93 16.73
CS: 20510 19735 19685 19407 19619 21318 24472 202,96 223 56 219,84
AD 7,75 8,25 1103 891 8,08 39,62 214 18,46 14.74
N-C 150,30 142,73 142,98 139,38 136,13 14518 16337 140,73 147 51 146,41
. AD 7,57 7,32 1092 1417 512 13,07 9,57 2,79 3,89
Caomaicc B 112,40 12273 12340 12141 11637 12572 14386 122,10 128,89 127,89
AD 1033 11,00 8,71 397 1332 3146 9,70 16,49 15,49
Caomaicoy 12930 12498 12574 12302 11892 12716 14550 123,90 130,02 129,32
AD 4,32 3,56 628 1038 214 16,20 5,40 0,72 0,02
Cuomaico 5 118,60 12385 12461 12201 11728 12628 14477 12331 129,40 128,58

AD 5,25 6,01 3,41 1,32 7,68 26,17 4,71 10,80 9,98
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Tabela B4. Deslocamentos quimicos de RMN '3C experimentais (Exp.), calculados e desvio absoluto (AD) em ppm para complexos
Bi(Ill) calculados com base def2-TZVP definida em DMSO.

Complexos Nucleos

Funcionais DFT

Exp. BP86 PBE OLYP MO06-L B3LYP M06-2X TPSSh CAM-B3LYP wB97XD
CHs 44,16 49,49 49,17 47,94 50,05 48,74 50,32 48,44 48,25 48,36
1 AD 5,33 5,01 3,78 5,89 4,58 6,16 4,28 4,09 4,20
CS: 200,82 202,03 201,50 197,54 199,26 217,53 245,05 206,21 227,35 222,17
AD 1,21 0,68 3,28 1,56 16,71 44,23 5,39 26,53 21,35
CHs 44,00 50,00 49,67 48,32 50,35 49,16 50,79 48,86 48,61 48,90
2 AD 6,00 5,67 4,32 6,35 5,16 6,79 4,86 4,61 4,90
CS2 202,00 204,92 204,40 200,22 203,00 220,66 249,16 209,26 230,82 225,52
AD 2,92 2,40 1,78 1,00 18,66 47,16 7,26 28,82 23,52
CHz 25,30 31,82 31,70 31,88 31,94 31,12 27,80 30,74 29,78 29,38
AD 6,52 6,40 6,58 6,64 5,82 2,50 5,44 4,48 4,08
3 N-CH: 53,40 60,33 60,23 59,12 58,43 59,20 60,94 58,47 58,13 57,65
AD 6,93 6,83 5,72 5,03 5,80 7,54 5,07 4,73 4,25
CS2 197,20 199,63 199,05 194,89 198,40 215,20 242,37 204,12 225,11 219,84
AD 2,43 1,85 2,31 1,20 18,00 45,17 6,92 27,91 22,64
CHs 28,40 50,13 49,74 48,37 50,35 49,52 51,90 49,16 48,99 48,68
AD 21,73 21,34 19,97 21,95 21,12 23,50 20,76 20,59 20,28
CS2 205,10 208,25 207,69 203,03 206,48 224,38 253,33 212,56 235,12 229,96
AD 3,15 2,59 2,07 1,38 19,28 48,23 7,46 30,02 24,86
N-C 150,30 154,09 154,26 149,75 144,43 156,86 172,13 151,46 159,23 156,15
4 AD 3,79 3,96 0,55 5,87 6,56 21,83 1,16 8,93 5,85
Caromatic B 112,40 130,89 131,24 127,57 122,70 133,92 150,85 129,34 137,57 135,05
AD 18,49 18,84 15,17 10,30 21,52 38,45 16,94 25,17 22,65
Caromaticy 129,30 133,78 134,11 129,83 128,08 136,17 153,14 131,51 139,16 138,01
AD 4,48 4,81 0,53 1,22 6,87 23,84 2,21 9,86 8,71
Caromatic® 118,60 132,84 133,15 128,96 128,90 135,42 151,90 130,83 138,51 138,11

AD 14,24 14,55 10,36 10,30 16,82 33,30 12,23 19,91 19,51
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APENDICE C

GRAFICOS DAS REGRESSOES LINEARES

Conteudo:

Figura C1. Gréaficos das regressdes lineares de RMN 'H para os funcionais DFT
estudados com a base def2-SVP definida em DMSO.

Figura C2. Gréaficos das regressoes lineares de RMN 'H para os funcionais DFT
estudados com a base def2-TZVP definida em DMSO.

Figura C3. Graficos das regressoes lineares de RMN '3C para os funcionais DFT
estudados com a base def2-SVP definida em DMSO.

Figura C4. Graficos das regressoes lineares de RMN '3C para os funcionais DFT
estudados com a base def2-TZVP definida em DMSO.
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Figura C1. Gréaficos das regressoes lineares de RMN 'H para os funcionais DFT
estudados com a base def2-SVP definida em DMSO.
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Figura C2. Gréaficos das regressoes lineares de RMN 'H para os funcionais DFT
estudados com a base def2-TZVP definida em DMSO.
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Figura C3. Graficos das regressoes lineares de RMN '3C para os funcionais DFT
estudados com a base def2-SVP definida em DMSO.
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Figura C4. Graficos das regressoes lineares de RMN '3C para os funcionais DFT
estudados com a base def2-TZVP definida em DMSO.



