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RESUMO GERAL

Os casos de cancer tém aumentado significativamente em todo o mundo.
Entre os varios tipos de cancer, o de mama tem se destacado, pelos altos indices
de ocorréncia em mulheres com idades entre 40 e 59 anos. Atualmente, apesar
da disponibilidade de quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia, algumas
enzimas da classe quinase tém sido exploradas como alvos terapéuticos contra o
cancer de mama, como, por exemplo, tirosina quinase e fosfatidilinositol 3-
quinase. Derivados de benzotiaz6is sdo potentes inibidores das enzimas
quinases. Além disso, alguns desses derivados, 0s compostos fenilbenzotiazois,
sao altamente seletivos e tém atividade atitumoral in vitro e in vivo, destacando-
se 0 composto 2-(4’-aminofenil)benzotiazol (ABT), que exibe atividade
nanomolar in vitro contra algumas células do cancer de mama em humanos.
Outro membro da classe fenilbenzotiazéis, 2-(2'-hidroxifenil)benzotiazol (HBT),
também tem sido bastante explorado, devido as suas caracteristicas fluorescentes
em determinados ambientes. Além dessa caracteristica fluorescente, alguns
derivados benzotiazois também podem se coordenar com radioisétopos (por
exemplo **Tc) e atuar como radiofarmacos, que sdo medicamentos que contém
um radionuclideo, e sdo usados, frequentemente, na medicina nuclear para o
diagnostico ou tratamento de vérias doencas, incluindo o cancer. Assim, neste
trabalho, foram obtidos, teoricamente, os pardmetros espectroscépicos de
fluorescéncia e RMN, a fim de investigar as propriedades estruturais e
eletronicas dos compostos fenilbenzotiazdis. Os resultados indicam que esses
compostos podem ser utilizados como sondas espectroscopicas para
biomoléculas. Nesse sentido, sugere-se que a aplicacdo desses compostos na
medicina nuclear diagndstica contra o cancer de mama pode ser promissora.

Palavras-chave: Céancer de mama. Fenilbenzotiazéis. Radiofarmacos.
Espectroscopia de fluorescéncia. Espectroscopia de RMN



GENERAL ABSTRACT

The cases of cancer have significantly increased worldwide. Among the
various types of cancer, breast cancer has been highlighted by the high rates in
the women aged 40-59 vyears. Currently, despite the availability of
chemotherapy, radiotherapy and hormonotherapy, some enzymes of the kinase
class have been exploited as therapeutic targets against breast cancer, for
example, the Tyrosine kinase and Phosphatidylinositol 3- kinase enzymes.
Benzothiazoles derivatives are potent inhibitors of kinases enzymes, in addition,
some of these derivatives, the phenylbenzothiazoles compounds, are highly
selective and have antitumoral activity in vitro and in vivo, highlighting the 2-
(4'-aminophenyl)benzothiazole (ABT) compound, that displays in vitro
nanomolar activity against some breast cancer cells in humans. Another member
of the class phenylbenzothiazoles, the 2- (2'-hydroxyphenyl) benzothiazole
(HBT), also has been extensively explored due to its fluorescent characteristics
in certain environments. Besides this fluorescent characteristic, some
benzothiazole derivatives can also coordinate with radioisotopes (e.g. **Tc) and
act as radiopharmaceuticals, which are drugs containing a radionuclide, and are
often used in nuclear medicine for the diagnosis or treatment of various diseases,
including cancer. Thus, in this work we have theoretically obtained the
spectroscopic parameters of fluorescence and NMR in order to investigate the
structural and electronic properties of phenylbenzothiazoles. The results indicate
that these compounds can be used as spectroscopic probes for biomolecules. In
this sense, it is suggested that the application of these compounds in the nuclear
medicine diagnosis of breast cancer can be promising.

Keywords: Breast cancer. Phenylbenzothiazoles. Radiopharmaceuticals.
Fluorescence spectroscopy. NMR spectroscopy.
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PRIMEIRA PARTE

INTRODUCAO GERAL E REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO GERAL

O ndmero de casos de cancer tem aumentado de maneira consideravel
em todo o mundo, sendo um dos mais graves e antigos problemas enfrentados
pela humanidade (DUNN, 2012). Nesse contexto, o cancer da mama € um dos
principais problemas de salude do mundo ocidental, onde mais de 1 milhdo de
novos casos ocorrem a cada ano, principalmente em mulheres com idade entre
40 e 59 anos (JEMAL et al., 2010; GALVAO et al., 2011).

Os tratamentos ja conhecidos contra o cancer de mama incluem
intervengdes cirlrgicas e/ou quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia
(MALZYNER; CAPONERO; DONATO, 2000; SILVA, 2008). Atualmente, um
dos potenciais alvos terapéuticos no combate ao cancer de mama € a classe das
enzimas quinases. De fato, devido ao grande envolvimento em um conjunto
diversificado de fungdes celulares, atualmente essas enzimas tém sido estudadas
como alvos terapéuticos contra varias doencas (por exemplo, asma, doencas do
sistema nervoso central e diabetes, entre outras) (SILVA et al., 2009), inclusive
0 céncer de mama, destacando-se as enzimas tirosina quinase (TK) e
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (BISCARDI et al.,, 2000; FRY, 2001;
AGRAWAL et al., 2005; BHUVA; KINI, 2010; ZHANG et al., 2010; ANGELO
etal., 2011; HINOHARA et al., 2012).

Recentemente, em estudos de Bhuva e Kini (2010) e Angelo et al.
(2011), foi demonstrado que derivados de benzotiazois sdo potentes inibidores
das enzimas quinases (BHUVA; KINI, 2010; ANGELO et al., 2011). Além

disso, é amplamente conhecido na literatura que alguns derivados benzotiazois,
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como, por exemplo, os compostos fenilbenzotiazdis, sdo altamente seletivos e
tém atividade atitumoral in vitro e in vivo (TZANOPOULOU et al., 2010). O
composto lider dessa série, 2-(4’-aminofenil)benzotiazol (ABT, Figura 4B),
exibe atividade nanomolar in vitro contra algumas células do cancer de mama
em humanos (SHI et al., 1996; TZANOPOULOQU et al., 2010).

E importante comentar que outro membro da classe fenilbenzotiazol, o
2-(2'-hidroxifenil)benzotiazol (HBT), tem sido bastante explorado em estudos de
espectroscopia de fluorescéncia (BARBATTI et al., 2009; KUNGWAN et al.,
2012), devido as suas caracteristicas fisico-quimicas. Esse composto pode sofrer,
em determinados ambientes, transferéncia intramolecular de prétons no estado
excitado (ESIPT) (BARBATTI et al., 2009; KUNGWAN et al., 2012).

Além desta caracteristica fluorescente, € conhecido, de acordo com a
literatura, que alguns derivados benzotiazois também podem se coordenar com
radiois6topos e atuar como radiofarmacos (TZANOPOULOU et al., 2010).
Segundo Tzanopoulou et al. (2010), o composto ABT pode ser utilizado para
transportar o radioisétopo de escolha para o tecido doente, facilitando as
aplicacdes diagndsticas e terapéuticas do cancer de mama (TZANOPOULOU et
al., 2010).

Os radiofarmacos sdao medicamentos que contém um radionuclideo e séo
utilizados, frequentemente, na medicina nuclear, para o diagndstico ou o
tratamento de vérias doencas, incluindo o céncer (BANERJEE; PILLAI;
RAMAMOORTHY, 2001; LIU, 2007; LIU, 2008). Um dos radiofarmacos mais
comumente utilizados sdo aqueles baseados em complexos metalicos de tecnécio
(Tc) (TZANOPOULOU et al., 2006), destacando-se os nucleos *Tc (BUHL;
GOLUBNYCHIY, 2008) e seu isdmero nuclear metaestavel *™Tc
(TZANOPOULOU et al., 2006). De acordo com dados encontrados na literatura,

alguns radioisotopos de Tc podem ser ndcleos promissores para o estudo de
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ressonancia magnética nuclear (RMN) e ressonancia magnética de imagens
(MRI) (BUHL; GOLUBNYCHIY, 2008).

Nesse sentido, as abordagens tedricas para calcular os parametros
espectroscopicos de fluorescéncia e RMN vém sendo exploradas de forma muito
eficiente (BUHL; GOLUBNYCHIY, 2008; BARBATTI et al., 2009). Os
calculos baseados na teoria do funcional de densidade (DFT) sdo capazes de
fornecer valores precisos para muitas propriedades espectroscopicas (ZILM;
DUCHAMP, 1993; KAUPP; BUHL; MALKIN, 2004; RAMALHO; BUHL,
2005). Além disso, o método DFT pode ser utilizado para moléculas maiores,
tais como sistemas bioldgicos, uma vez que é uma técnica de baixa demanda
computacional (HELGAKER; JSZUNSKI; RUUD, 1999; RAMALHO; BUHL,
2005) e é capaz de descrever uma grande parte da correlagdo eletronica
(HELGAKER; JSZUNSKI; RUUD, 1999; BUHL, 2002; HELGAKER; PECUL,
2004). Porém, é preciso manter em mente que, para estudos em que séo descritas
transigBes eletronicas em estados excitados, torna-se necessario utilizar recursos
adicionais, como a Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo
(TD-DFT) (BARBATTI et al., 2009).

Com base nesse contexto, e visando possiveis aplicacdes diagnosticas e
terapéuticas contra o cancer de mama, objetivou-se, neste trabalho, investigar a
transferéncia de protons no estado excitado do composto 2-(2'-hidroxi-4’-
aminofenil)benzotiazol (HABT) no sitio ativo da enzima tirosina quinase e seus
efeitos na fluorescéncia. Além disso, buscou-se prever o deslocamento quimico
do ndcleo *Tc para o composto 2-(4’-aminofenil)benzotiazol complexado com
%Tc e investigar suas modificacdes estruturais em diferentes ambientes.

No intuito de alcancar os objetivos propostos, este trabalho esta dividido
em duas partes. Na primeira, verificam-se uma abordagem geral sobre o tema e
estudos ja descritos na literatura; na segunda, sdo descritos os resultados deste

trabalho, em dois artigos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer

O numero de casos de cancer tem aumentado de maneira consideravel em
todo 0 mundo, sendo um dos mais graves e antigos problemas enfrentados pela
humanidade (DUNN, 2012). Essa doenga constitui a segunda maior causa de
morte, depois das doencas cardiovasculares (MARTIN; LI, 2011), representando
cerca de 13% de todas as causas de mortes no mundo. Segundo a Sociedade
Americana do Cancer, 7,6 milhGes de pessoas morreram de cancer, no mundo,
em 2007 (BHUVA,; KINI, 2010).

O céncer é um grupo de doencas em que as células podem ser agressivas
(crescem e se dividem sem respeitar os limites normais), invasivas (invadem e
destroem tecidos adjacentes) e/ou metastaticas (disseminacdo para outros locais
no corpo) (BHUVA; KINI, 2010).

A formacao de tumores, sejam eles benignos ou malignos, é denominada
de neoplasia, do latim “novo crescimento” (CHANDRASOMA; TAYLOR,
1999). O termo cancer faz referéncia a tumores malignos e, provavelmente,
deriva do termo em latim para caranguejo, devido a forma como os tumores
atingem os tecidos, com extensdes semelhantes a garras (KUMAR et al., 2005).

Um tumor se constitui a partir de alteragdes genéticas no DNA de uma
célula isolada, seguida por proliferacdo celular excessiva e de forma autbnoma
ndo regulada. Em ambito molecular, h4 quatro classes de genes normais
reguladores que s&o alvos dessa lesdo genética. Uma das classes envolve genes
responsaveis pela proliferacdo de células normais, os proto-oncogenes (gene
normal que se torna um oncogene devido a uma mutagdo ou ao aumento de
expressdo génica). Ha também genes que inibem o crescimento dos supressores

de tumor, genes envolvidos no reparo do DNA e genes responsaveis pela
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regulacdo da morte celular programada (apoptose) (CHAVES et al., 1999;
KUMAR et al., 2005).

Uma vez que o cancer esta relacionado a um distarbio de crescimento e
comportamento celular, suas causas devem ser analisadas em niveis celulares e
subcelulares. A incidéncia do céancer pode ser influenciada por fatores
geogréficos, ambientais, idade e predisposicdes genéticas (KUMAR et al., 2005;
OLIVEIRA, 2009).

Um dos tipos de cancer mais frequentes no mundo, e 0 mais comum
entre as mulheres, é o cancer de mama. No Brasil, as taxas de mortalidade por
cancer de mama continuam elevadas, isso porque, na maioria dos casos, a
doenca é diagnosticada em estagios avangados. Sendo assim, ele representa a
primeira causa de morte por cancer na populacdo feminina brasileira
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2013).

2.2 Cancer de mama

Nos Ultimos anos, o cancer de mama foi o tipo de neoplasia maligna de
maior incidéncia entre as mulheres brasileiras (MOURA et al., 2006; FREITAS-
JUNIOR et al., 2010). Mais de 1 milh&o de novos casos ocorrem a cada ano em
todo 0 mundo, sendo a primeira causa de morte em mulheres com idade entre 40
e 59 anos (JEMAL et al., 2010; GALVAO et al., 2011).

No ano de 2006, foi estimado em 48.930 o nimero de novos casos de
cancer de mama no Brasil, correspondendo a 51,66 casos por 100 mil mulheres.
Ja em 2010, a estimativa foi de 49.400 novos casos no Brasil, com risco
estimado de 49/100 mil mulheres (MATOS; PELLOSO; CARVALHO, 2011).
No ultimo ano (2012), essa taxa aumentou ainda mais, tendo sido estimados
52.680 novos casos, que representam uma taxa de incidéncia de 52,5 casos por
100.000 mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2012).



20

O céancer de mama é uma doenca adquirida ou hereditéria e pode ser
influenciada por varios fatores, como 0s ambientais, 0s emocionais, 0S
alimentares e os fatores reprodutivos (GALVAO et al., 2011).

A partir do momento em que a mulher descobre que tem um nddulo na
mama, da-se inicio a um processo interno de davidas e incertezas que podem ou
ndo ser "amenizadas" por meio do exame fisico e de exames radioldgicos
(MALUF; MORI; BARROS, 2005).

A maioria dos tumores malignos de mama é classificada como carcinoma
ductalinfiltrante  (FARIAS; SOUZA; AARESTRUP, 2005; RAMOS;
LUSTOSA, 2009). Esse tipo de cancer de mama se desenvolve nos ductos
(canais) de leite. O cancer de mama ndo é uma doenca exclusiva de mulheres,
podendo apresentar-se em homens, mesmo que seja raro. Calcula-se de 6 a 8
anos o periodo para que um nodulo atinja 1 cm de didmetro, na mama. Essa
lenta evolugdo possibilita a descoberta ainda cedo dessas células, uma vez que as
mamas sejam periodicamente examinadas (RAMOS; LUSTOSA, 2009).

Os nddulos podem ser palpaveis ou ndo, podendo o cancer de mama ser
detectado precocemente por meio de diferentes estratégias, tais como o
autoexame das mamas, realizado mensalmente pela propria mulher, viabilizando
a descoberta de alteracGes existentes e o exame clinico anual, em que o
mastologista analisa o histérico familiar e realiza o exame da mama (palpagdo).
Com isso, se 0 mastologista perceber a presenca de qualquer anormalidade,
poderd solicitar alguns exames, como, por exemplo, a mamografia (RAMOS;
LUSTOSA, 2009), que é considerada o principal método diagndstico do cancer
em estagio inicial (SCLOWITZ et. al., 2005; RAMOS; LUSTOSA, 2009).

O tratamento primério do cancer de mama é a mastectomia, intervengéo
cirtrgica que pode ser restrita ao tumor; se atingir tecidos circundantes pode
ocorrer a retirada da mama, dos linfonodos da regido axilar e de ambos os

masculos peitorais. A intervencdo mais frequente, realizada em torno de 57%
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dos casos, € a mastectomia radical modificada, aquela que remove toda a mama
juntamente com os linfonodos axilares. Além disso, geralmente, sdo necessarios
tratamentos complementares, como a radioterapia, A quimioterapia e/ou a
hormonioterapia (MALZYNER; CAPONERO; DONATO, 2000; SILVA,
2008).

Dentre as vérias estratégias que, atualmente, estdo em desenvolvimento
para o tratamento do cancer de mama, a inibi¢do de algumas enzimas quinases
apresenta resultados promissores (BISCARDI et al., 2000; FRY, 2001;
AGRAWAL et al., 2005; BHUVA; KINI, 2010; ZHANG et al., 2010; ANGELO
etal., 2011; HINOHARA et al., 2012).

2.3 Alvos moleculares: enzimas quinases

As proteinas quinases sdo a maior familia de proteinas em eucariotos e
também sdo a chave central da comunicacdo no controle intracelular, na
regulacéo e na transducdo de sinais. O mecanismo regulador das quinases inclui
fendmenos que vao desde alteragcBes quimicas e estruturais da proteina até o
controle transcricional (SILVA et al., 2009). Por isso, um entendimento
detalhado do mecanismo de controle dessas proteinas tem sido foco de interesse
de muitas pesquisas, principalmente como alvos terapéuticos contra varias
doencas, como, por exemplo, asma, doencgas do sistema nervoso central, diabetes
(SILVA et al., 2009) e, inclusive, o cancer de mama (BISCARDI et al., 2000;
FRY, 2001; AGRAWAL et al., 2005; BHUVA,; KINI, 2010; ZHANG et al.,
2010; ANGELO etal., 2011; HINOHARA et al., 2012).

As tirosinas quinases (TKSs) sdo enzimas que catalisam a fosforilagdo de
proteinas por meio da transferéncia de um grupo fosfato de ATP (adenosina
trifosfato) para residuos de tirosina (Figura 1) (SILVA et al., 2009; AVILA;

ROMEIRO, 2010). O dominio tirosina quinase consiste de um loop N-terminal
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formado por cinco folhas p e uma a hélice, enquanto o dominio C-terminal é
formado, principalmente, por o hélices. O ATP se liga na cavidade entre os dois
loops (AVILA; ROMEIRO, 2010).

GOOH COOH

|
(T‘,H—(H‘,AQOH + AP 9H—c©opof' + ADP
NH, 2 TK NH, H,

Tirosina Fosfotirosina

Figura 1 Reacdo catalisada pela enzima tirosina quinase (TK) (SILVA et al.,
2009)

O genoma humano contém cerca de 90 TK (KRAUSE; VAN ETTEN,
2005). Essas enzimas estdo diretamente relacionadas com a regulacdo da
proliferagdo celular (BHUVA; KINI, 2010). Uma desregulacdo das TKs pode
causar alteracdes significativas em muitos processos celulares, tais como
proliferacdo de transcricdo, a angiogénese e a inibicdo da apoptose,
contribuindo, assim, para uma variedade de doengas, incluindo o céancer e
doencas do sistema nervoso central (HICKS et al., 2010).

Estas enzimas, usualmente, atravessam a membrana plasmatica das
células e tém dominios extracelulares capazes de se ligarem a moléculas do meio
extracelular e um dominio intracelular que, quando ativado, catalisa a reacéo
enzimatica envolvida. Também podem ter um receptor no citoplasma ou, ainda,
na membrana nuclear (ISMAEL; SEGALLA; ROSA, 2007).

As TKs podem ser subdivididas em receptoras (EC 2.7.10.2) e ndo
receptoras (EC 2.7.10.1). As TKs receptoras (RTKs) sdo proteinas
transmenbranicas, ativadas por um ligante extracelular. Por outro lado, as TKs
ndo receptoras sdo semelhantes a sequéncia de um dominio de proteina
conhecida como Src e podem ser reguladas por diferentes mecanismos (SILVA
et al., 2009).
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Um exemplo de receptor da enzima TK é o EGFR (receptor do fator de
crescimento epidérmico). O EGFR é membro da familia ErbB, cuja expressao é
frequentemente observada em tumores de mama, de bexiga e colorretal
(BHUVA,; KINI, 2010). Nos seres humanos existem quatro membros da familia
ErB: EGFR (ou ErbB-1), ErbB-2 (ou HER2), ErbB-3 (ou HER3) e ErbB-4 (ou
HER4) (MILLER; BALKO; ARTEAGA, 2011). Além de regular a TK, esses
receptores também tém a funcdo de ativar outra enzima da familia quinase, a
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K - classe 1) (MILLER; BALKO; ARTEAGA,
2011).

As enzimas PI3Ks (EC 2.7.1.137) pertencem a familia das quinases
intracelulares e sdo responsaveis pela fosforilagdo do grupo 3’ hidroxila do
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (Figura 2) (KIM et al., 2011). Elas sdo divididas
em trés classes (I, Il e 111), sendo a classe I dividida em duas subclasses, A e B.
Essa divisdo € realizada de acordo com as diferencas estruturais e as
especificidades com os substratos lipidicos (ANGELO et al., 2011). As PI3Ks
classe | tém sido estudadas mais extensivamente por constituirem uma das
principais vias de transducdo de sinais ativadas por receptores da superficie
celular, incluindo o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), bem
como receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (FRY, 2001). As PI3Ks classe
I, geralmente, apresentam duas subunidades, uma catalitica e outra reguladora.
Todas as subunidades cataliticas da classe | apresentam um peso molecular de,
aproximadamente, 110 kDa, com isso, sdo classificadas como pl110a, p110p,
p1105 (classe 1A) e p110y (Classe IB) (HIRSCH; COSTA,; CIRAOLO, 2007).

O dominio catalitico é composto por dois loops: loops N-terminal e C-
terminal. O menor loop, N-terminal, é constituido de cinco folhas B e trés a
hélices. J& o loop C-terminal é constituido somente de a hélices. Entre os dois
loops esté o sitio ativo, o qual liga substrato e ATP (BURGER et al., 2011).



24

204P0
+ ADP
o ATP O\Ff’p
O. 4 PI3K 0,0 OH_/ ™0 o
OH OH .4 ~0 0 0
X o s
0" R
0._-0
bo Y
hg ;
R
Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato

Figura 2 Reacdo catalisada pela enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)
(STEIN, 2001)

Assim como as TKs, as PI3Ks também estdo envolvidas em um
conjunto diversificado de funcdes celulares, como, por exemplo, metabolismo,
sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo celular. Com base nesse contexto,
essas enzimas tém sido amplamente estudadas como alvos para o tratamento de
vérias doencas, inclusive o cancer de mama (BISCARDI et al., 2000; FRY,
2001; AGRAWAL et al., 2005; BHUVA; KINI, 2010; ZHANG et al., 2010;
ANGELO et al., 2011; KIM et al., 2011; HINOHARA et al., 2012). Na Figura 3
estdo representadas as estruturas cristalograficas das enzimas TK (STAMOS;
SLIWKOWSKI; EIGENBROT, 2002) e PI3K (ANGELO et al., 2011), bem
como as cavidades dos sitios ativos com volumes de 247,0 A’ e 3850 A®,

respectivamente.
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247,0 A3

(A)

385,0 A3

(B)

Figura 3 Estruturas cristalograficas: (A) EGFR tirosina quinase complexada com
0 composto 4-anilinoquinazolina (Cddigo PDB: 1M17) (B) PI3K
complexada com o composto N-{6-[2- (metilsulfanil)pirimidin-4-il]-1,3
- benzotiazol-2-il}-acetamida (Codigo PDB: 3QJZ). Os ligantes estdo
representados em lilas e as cavidades, em verde
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Como descrito anteriormente, as proteinas quinases apresentam um
dominio catalitico que contém uma fenda, na qual se liga uma molécula de ATP.
A inibicdo alostérica, que altera a conformacdo espacial dessas enzimas e,
consequentemente, bloqueia os sitios de ligacdo do ATP (SILVA et al., 2009),
tem apresentado resultados promissores na busca de novos métodos para o
tratamento do cancer de mama. Recentes estudos mostram que os derivados
benzotiazois sdo potentes inibidores das proteinas quinases e competem pelos
sitios de ligacdo do ATP (BHUVA, KINI, 2010; ANGELO et al., 2011).

2.4 Derivados benzotiazois

Um derivado azolico é caracterizado por um anel de cinco membros
com heterodtomos nas posicdes 1 e 3, sendo o da posicdo 3 sempre um
nitrogénio (Figura 4A). Quando este anel de cinco membros é condensado com
um anel benzénico, formam os compostos da classe dos heterociclos
benzazélicos (GRANDO, 2009). Além disso, a introdugdo de grupamento fenila
na posicao 2 leva a formagao dos fenilbenzazoélicos. Diferentes heteroatomos na
posicdo 1 podem formar diferentes derivados, como fenilbenzoxazol (X=0),
fenilbenzimidazol (X=NH) e fenilbenzotiazol (X=S) (Figura 4A) (GRANDO,
2009).

Os fenilbenzotiazo6is sdo compostos altamente seletivos e tém atividade
atitumoral in vitro e in vivo (TZANOPOULOU et al., 2010). O composto lider
dessa série, 2-(4’-aminofenil)benzotiazol (ABT, Figura 4B), exibe atividade
nanomolar in vitro contra algumas células do cancer de mama em humanos (SHI
etal. 1996; TZANOPOULOU et al., 2010).

Sua atividade foi descoberta pela primeira vez em 1990 e seu
desenvolvimento como agente antitumoral ocorreu, principalmente, em

Nottingham, contando com a colaborag¢éo de um nimero grande de laboratérios
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em todo o mundo, destacando os EUA, por meio do Instituto Nacional do
Céncer (INC) e os membros da Organizacdo Europeia para Pesquisa e
Tratamento do Cancer (BRADSHAW; WESTWELL, 2004).

2 OO
NN % N i
(A) (B)

Figura 4 Compostos do tipo fenilbenzazdlicos, em que X= O, NH ou S (A);
estrutura do composto ABT (B)

2.4.1 Benzotiazol: dupla fluorescéncia

De acordo com a literatura, outro membro da classe fenilbenzotiazol, o
2-(2'-hidroxifenil)benzotiazol (HBT, Figura 5), tem sido bastante explorado
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, ou seja, no estado excitado, o
composto HBT € caracterizado por uma forte mudanca na estrutura, causada
pela ultra-rapida transferéncia intramolecular de prétons (ESIPT) (Figura 5A)
(BARBATTI et al., 2009; KUNGWAN et al., 2012). Para o HBT no vacuo e em
solucéo, o processo ESIPT pode ocorrer como mostrado na Figura 5.

A forma enol é a predominante no estado fundamental (So) e apresenta
forte ligacdo intramolecular entre o hidrogénio do grupo enol e o nitrogénio do
grupo imina (Figura 5A). Ap6s uma fotoexcitacdo, o primeiro singleto excitado
(S;) da forma enol é populado; em seguida, ocorre a tautomerizacao, ou seja, a
forma enol é convertida no tautbmero ceto por meio da transferéncia
intramolecular do hidrogénio para o nitrogénio (ZHAO et al., 2012). Essa
conversao ocorre porgue, no estado excitado (S;), 0 grupo doador se torna mais

acido e o grupo aceptor mais basico, sendo, assim, a forma ceto mais estavel.
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Uma vez que o S; da forma ceto é populado, o tautbmero relaxa ao estado
fundamental com emisséo de fluorescéncia (Figura 5A) (ZHAO et al., 2012).
Uma vez que o ESIPT é muito mais rapido (cerca de 30-50 fs) do que o
decaimento radiativo, a fluorescéncia é observada, na maioria das vezes, pela
forma ceto do composto HBT (Figura 5A). Entretanto, dependendo do ambiente
(por exemplo, solventes polares ou apolares), o processo ESIPT pode ser
parcialmente ou completamente inibido, uma vez que o solvente pode formar
ligacédo de hidrogénio com o grupo hidroxila do HBT, aumentando o rendimento
quéntico de fluorescéncia da espécie enol (Figura 5B). Isso abre a possibilidade
da criacdo de marcadores com duas cores fluorescentes, tal como indicado na

Figura 5 (BARBATTI et al.,, 2009; KUNGWAN et al., 2012; ZHAO et al.,
2012).
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Figura 5 Esquema da transferéncia de prétons no estado excitado (ESIPT) do
composto HBT (ZHAO et al., 2012)

Nesse contexto, unindo as propriedades farmacologicas e fisico-
quimicas dos compostos fenilbenzotiazois, sugere-se que essa classe de

compostos deve ser funcionalizada, de tal maneira que possa agir sobre as
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celulas tumorais, entregar medicamentos em locais especificos ou fornecer
informacdo de imagem como um marcador fluorescente (atuando como
biossensores).

Além dessa caracteristica fluorescente, € conhecido na literatura que
alguns derivados benzotiazois também podem se coordenar com radioisotopos e
atuar como radiofarmacos (TZANOPOULOU et al., 2010). Segundo
Tzanopoulou e colaboradores (2010), o composto ABT (Figura 4B) pode ser
utilizado para transportar o radioisétopo de escolha para o tecido doente,
facilitando as aplicacBes diagnosticas e terapéuticas contra o cancer de mama
(TZANOPOULOU et al., 2010).

2.5 Radiofarmacos de derivados benzotiazobis

Os radiofarmacos comecaram a ser utilizados em 1905, ap6s a
descoberta dos raios X, por Wilhelm Conrad Roentgen, em 8 de novembro de
1895 (SANTOS-OLIVEIRA; CARNEIRO-LEAO, 2008). Também conhecidos
como drogas radioativas, os radiofarmacos sdo medicamentos que contém
radionuclideos responsaveis em emitir radiacdo (CALLAHAN et al., 2001) e sdo
usados rotineiramente na medicina nuclear (LIU, 2008).

Dependendo de suas aplicagfes médicas, os radiofarmacos podem ser
divididos em duas classes principais, que sdo a diagndstica e a terapéutica. Eles
também podem ser classificados de acordo com suas caracteristicas de
biodistribui¢do: aqueles em que a distribui¢do é determinada, exclusivamente,
por suas propriedades fisico-quimicas, e aqueles em que a principal distribuicdo
é determinada por sua capacidade de ligagdo ao receptor ou outras interacdes
bioldgicas (LIU, 2008).
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2.5.1 Radioatividade (radionuclideos)

A radioatividade se baseia em um processo no qual radionuclideos
instaveis transforman-se espontaneamente em outro mais estavel, emitindo
particulas (o, P~ ou B*) e/ou radiagdes eletromagnéticas (raios y) (OLIVEIRA et
al., 2006).

As radiagdes B e y apresentam um poder penetrante maior do que as
particulas o, no entanto, sdo as que originam menores danos biolégicos. Esses
danos bioldgicos potencializam-se com a ionizacdo em meios aquosos (como,
por exemplo, é o caso do corpo humano), provocando a quebra das moléculas de
agua e a formacéo de radicais livres que, por sua vez, podem danificar o material
bioldgico (OLIVEIRA et al., 2006).

Nesse contexto, aplicacdes de diagndstico em medicina nuclear utilizam
radiofirmacos que apresentam na sua constituicdo, principalmente,
radionuclideos emissores de radiacdo y ou positrons B*, uma vez que o
decaimento desses radionuclideos da origem a uma radiacdo eletromagnética
penetrante que consegue atravessar 0s tecidos e pode ser detectada
externamente. Por outro lado, os radiofarmacos mais utilizados para terapia séo
aqueles que incluem, em sua composicao, radionuclideos emissores de particulas
(a ou B), cuja acdo se baseia na destruicdo seletiva de tecidos (OLIVEIRA et al.,
2006).

Os radiofarmacos atualmente disponiveis na medicina nuclear sdo
moléculas ligadas a elementos radioativos, como, por exemplo, o tecnécio-99m,
0 rénio-186/188, o iodo-123, o indio-111, o galio-67 e o talio-201, entre outros
(ARAUJO, 2005).
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2.5.2 Tecnécio: propriedades espectroscopicas

O tecnécio (Tc, Z=43) foi descoberto em 1937, por Carlo Perrie e Emilio
Gino Segré. Esse nome vem do adjetivo grego technetos, ou artificial, e foi
utilizado pelo fato de o tecnécio ter sido o primeiro elemento quimico preparado
de forma artificial (MURPHY; FERRO-FLORES, 2003; ARAUJO, 2005).

O Tc é um metal da segunda série de transicdo da tabela periddica,
pertencente a familia 7B e esta localizado entre 0 molibdénio e o ruténio e entre
0 manganés e o rénio. Todos os is6topos conhecidos do Tc sdo radioativos,
desde o Tc-90 ao Tc-110, e incluem oito pares de isbmeros nucleares (¢ um
estado metaestdvel de um &tomo causado pela excitagdo de um proton ou
néutron no seu nicleo atémico), entre eles 0 **Tc e seu isbmero metaestével
¥"Tc (MURPHY; FERRO-FLORES, 2003; ARAUJO, 2005; ABRAM;
ALBERTO, 2006). De todos os 19 isdtopos conhecidos do Tc, 0 *Tc é o mais
estavel (BERMUDEZ et al., 2001).

De acordo com a literatura, alguns radioisétopos de Tc podem ser
nicleos promissores para estudo de RMN e MRI (BUHL; GOLUBNYCHIY,
2008). Com base nesse contexto, Tzanopoulou et al. (2006), sintetizaram o
complexo de *™Tc conjugado com o composto ABT (Figura 6)
(TZANOPOULOU et al., 2006).

CO cO

OO

Figura 6 *Tc (CO)s-(NNO) conjugado com o composto ABT
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O *™T¢ é um monoemissor gama de baixa energia (Ey = 140 keV) e tem
tempo de meia-vida (t;, = tempo necessario para reduzir & metade a atividade
inicial de um radionuclideo) relativamente curto, 6,02 h e ndo emite radia¢do do
tipo particulado (o, B) (ABRAM; ALBERTO, 2006). Com isso, esse
radiois6topo tem sido utilizado rotineiramente na medicina nuclear diagnostica.

O radionuclidio *™Tc é produto do decaimento radioativo do
molibdénio-99 (**Mo), ou seja, cerca de 87% dos atomos de **Mo de uma
amostra desintegram-se por emissdo de radiagdo B~ e originam nicleos de *™Tc
que, por sua vez, desintegram-se por emissao de radiacdo gama para originar o
%Tc que se desintegra a *Ru (ruténio-99) (ABRAM; ALBERTO, et al., 2006)
(Esquema 1). O radios6topo *Tc apresenta um tempo de meia-vida longo (ty, =
2,2 x 10° anos) e emissio B (Emax = 0,29 MeV), e é similar aos radiois6topos de
rénio ***Re (Ema= 1,07 MeV) e ***Re (Enax = 2,12 MeV), que também emitem
radiacdo P e, de acordo com a literatura, j& sdo utilizados na medicina nuclear
para aplicacbes de radioterapia (TZANOPOULOU et al., 2006;
TZANOPOULOU et al., 2010).

De acordo com Buhl e Golubnychiy (2008), a espectroscopia de RMN
pode ser considerada uma potente técnica utilizada para a caracterizacdo dos
complexos de Tc (BUHL; GOLUBNYCHIY, 2008).
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660 Mo

[B-(13 %) 9mTe  (6,02h)

(2,2x 10° anos)

B.
99Ru

Esquema 1 Diagrama do decaimento do Mo (MARQUES; OKAMOTO;
BUCHPIGUEL, 2001; ABRAM; ALBERTO, 2006)

2.6 Técnicas espectroscopicas

As técnicas espectroscopicas tém sido empregadas em muitas linhas de
pesquisa e em diversas areas, como, por exemplo, na quimica, na fisica e na
biologia, entre outras. Dentre as varias técnicas espectroscopicas utilizadas
atualmente, neste trabalho foram abordadas a espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear e a espectroscopia de fluorescéncia.
2.6.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é considerada uma poderosa
técnica espectroscopica para a determinacdo da estrutura e da geometria
molecular. A propriedade de interesse na RMN é o spin nuclear (I), ou seja,
nicleos que apresentam | = 0 (por exemplo, o **C) ndo apresentam momento
magnético e, consequentemente, sdo inativos na RMN. Por outro lado, nlcleos
com valores de | inteiros ou fracionérios apresentam atividade (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL, 1991; FREITAS; RAMALHO, 2013). O *Tc é um
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exemplo de nucleo que apresenta spin fracionario, | = 9/2 (GORSHKOQV et al.,
2003).

Espectros de RMN sdo obtidos monitorando-se transi¢des de spin
nuclear sofridas por ndcleos atdmicos submetidos a um campo de inducdo
magnética. Em tais condicBes, a energia envolvida nessas transicdes é
guantizada; sendo o deslocamento quimico (6) um dos pardmetros fundamentais
da RMN, esta diretamente relacionado com a frequéncia da radiacéo absorvida
por um nucleo ao sofrer esse processo. Essa frequéncia (v) depende, por sua vez,
da intensidade do campo de inducdo magnética, B, a que o0 nlcleo se encontra
submetido (Eq. 1):

v=""|8,| &

em que y é a chamada constante magnetogirica, que depende exclusivamente do
nicleo monitorado (SANDERS; HUNTER, 1993).

Em um espectrdmetro de RMN, a amostra é submetida a um campo de
inducdo magnética B, contudo, os nicleos presentes nessa amostra ndo estdo
efetivamente submetidos a este campo. Isso acontece porque, quando

submetidos a B, os elétrons interagem com ele e, dessa maneira, passam a criar

eles mesmos um campo magnético induzido I§(toda a carga elétrica em

movimento cria um campo de indugdo magnética), cuja intensidade é

proporcional a do campo externo I§0 (GIL; GERALDES, 1991):

IB1=08,| @
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em que a constante de proporcionalidade entre | Ble ‘EO‘ é chamada constante

de blindagem e designada por . Assim, um nucleo presente na amostra estara

submetido a um campo de indugdo magnética efetiva | B, de intensidade dada

pelar Equagéo 3.
|B|=18,|-IB'|=18,|-c|B)| =B, | (1-0) 3)

Os deslocamentos quimicos dos diversos nucleos de uma molécula
dependem do ambiente eletronico (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL,
1991) que circunda cada um deles (Eqg. 2 e 3) e essa dependéncia se encontra
expressa pela constante de blindagem o. O deslocamento quimico é um

numero pequeno e adimensional, geralmente expresso em partes por milhdo
(ppm) (Eq. 4).

6= Oreferéncia — Onicleo 4)
2.6.2.1 Fatores que influenciam a constante de blindagem

A partir de argumentos mecanico-quanticos, é possivel expressar a
constante de blindagem o como uma combinagdo linear de vérios termos, de

acordo com a Eq. 5 (SAIKA; SLICHTER, 1954).

AA AA AB -
=04 +0m, +Za to (5)
B=A

Nesta Equagdo, a primeira parcela, U,fi’:, representa a chamada

contribuicdo diamagnética para a blindagem nuclear. Esse termo estd
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intimamente associado & simetria da nuvem eletrdnica ao redor do nucleo
(LAMB, 1941). Quando submetido ao campo de inducdo magnética externa, a
nuvem eletrbnica passa a executar um movimento de rotagdo ao redor do ndcleo,
de forma tal que é criado um campo magnético que se opde ao campo aplicado.
Trata-se de algo semelhante ao descrito pela Lei de Biot-Savart do
eletromagnetismo (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 1993), tendo como
efeito liquido uma blindagem do ndcleo. Trata-se da parcela mais importante nos
deslocamentos quimicos de préton, em gue a nuvem eletrdnica tem uma simetria
bastante préxima da esférica e correlaciona-se bem com a eletronegatividade do
grupo vizinho. A férmula de Lamb (LAMB, 1941) para a contribuicdo

diamagnética é dada pela Equacéo 6.
_ &
o =3~ fpe rdr (6)

A Equacdo 5 mostra que a constante de blindagem é fungdo da
densidade eletrdnica (o.) e da sua distribui¢do ao redor do nucleo. De fato, como
é do nosso conhecimento, diversos outros fatores devem afetar os elétrons e sua
distribuicdo no atomo, especialmente a existéncia de ligagdes quimicas e os
efeitos do meio onde se encontram os atomos ou as moléculas. Sabe-se que a
chamada constante de blindagem, o, € uma quantidade de alta complexidade,
visto que ela, por defini¢do, deve incluir todos os efeitos no deslocamento

quimico do nacleo atdmico que sejam de origem eletrénica.

O segundo termo da Equacdo 5, o2 , é chamado contribuicdo

para !
paramagnética, sendo a parcela mais importante para deslocamentos quimicos de
nacleos como Carbono-13. A correcdo paramagneética, op, que, ao invés da

blindagem diamagnética que é originada nos elétrons das camadas internas, esta
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relacionada com os elétrons de valéncia e as ligacfes quimicas, € representada
pela chamada equacdo de Ramsey (Eq. 7) em coordenadas esféricas (RAMSEY,
1950; FACELLI, 2011):

Jp_ < 0|Zr38¢60| 0> (7)

Na Equacdo de Ramsey (RAMSEY, 1950), ¥, é a funcdo de onda
eletronica no estado fundamental, AE é a energia média de excitacdo eletronica
referente ao estado fundamental e r é a distincia média do orbital em
consideracdo ao nucleo. Neste caso, como a blindagem € inversamente

proporcional a AE, o efeito é mais importante em ndcleos com mais elétrons.

O terceiro termo da Equacdo 5, ZO'AB, representa as contribuigdes
B=A

interatdmicas para os deslocamentos quimicos, ou seja, a contribui¢do de grupos
vizinhos. Aqui se destacam os classicos efeitos de anisotropia dos atomos
pesados, dos grupos carbonila e nitrila e das correntes de anel presentes em
compostos aromaticos. O (ltimo termo, o, engloba todos os fatores
intermoleculares que afetam os deslocamentos quimicos, especialmente o0s
efeitos do solvente (SAIKA; SLICHTER, 1954).

2.6.2 Espectroscopia de fluorescéncia

Em alguns estudos tem sdio demonstrado que a espectroscopia de
fluorescéncia € uma promissora técnica com alta sensibilidade para diagnostico
de varias doencas (SHAHZAD et al., 2009; SHAHAZAD; EDETSBERGER;
KOEHLER, 2010; WElI et al., 2013).
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Dois estados sdo importantes no mecanismo de absorcdo e emissdo de
luz de uma molécula: o estado fundamental e o primeiro estado excitado
(LAKOWICZ, 2006). A fluorescéncia (denominada processo radioativo) é
caracterizada pelas transi¢oes n*— 7 (entre orbitais pi antiligantes — orbital pi
ligante) e em menor escala n*— n (entre orbitais pi antiligantes — orbitais néo
ligantes) (LAKOWICZ, 2006).

As transigdes eletronicas que ocorrem durante o processo de absorgao de
luz estdo diretamente relacionadas com a estrutura molecular responsavel pela
absorcdo dessa energia (cromoforos) em uma determinada faixa da radiagéo e,
além disso, sdo de diferente natureza. Qualquer alteragdo na estrutura do
cromoforo pode influenciar significativamente o comprimento de onda
absorvido (FORESTIER, 2008; CORREA, 2010).

A emissdo de energia ocorre do nivel eletrénico excitado de mais baixa
energia. Uma vez que a molécula é excitada, ela pode emitir radiagdo e voltar ao
estado fundamental por meio do processo de fluorescéncia ou desativar-se para o
estado fundamental por dois caminhos: cruzamento entre sistemas (IC, do inglés
internal conversion) ou conversdo intersistemas (ISC, do inglés intersystem
crossing). O IC ocorre entre spins de mesma multiplicidade (singleto (S,) —
singleto (S,); tripleto (T,) — tripleto (T1)). Por outro lado, ISC é observado entre
spins de diferentes multiplicidades (singleto — tripleto), ocorrendo, assim, o
processo conhecido como fosforescéncia (LAKOWICZ, 2006; ZHAO et al.,
2012). Esses processos descritos anteriormente sdo caracterizados como néo
radioativos (competem com a fluorescéncia) e podem ser visualizados de forma
resumida pelo diagrama de Jablonski (um fisico polonés) (Figura 7)
(LAKOWICZ, 2006). Esse diagrama ilustra os estados eletrénicos de uma
molécula, bem como as possiveis transi¢es eletrdnicas entre esses estados. Os

estados estdo organizados verticalmente por energias e agrupados
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horizontalmente por multiplicidade de spin. As transicdes radiativas s&o
indicadas por setas retas e cheias.

S 2
]
I ~
! Conversdo
! interna
[ Cruzamento

S t intersistemas

1 —  lorersistemas 7
——————————————— 1
Fosforescéncia

Figura 7 Diagrama de Jablonski simplificado

A energia de transicdo eletronica é igual & diferenga de energia entre o
primeiro e o Gltimo nivel enérgetico. Portanto, a transicio de energia E (J mol™)
é determinada pela Equagéo 8 (LAKOWICZ, 2006):

hc (8)

em que h é a constante de Planck (h = 6,63 x 103 J.s), ¢ é a velocidade da luz e
A é o comprimento de onda (nm). Portanto, cada transi¢do ocorre COM uma
energia especifica e, assim, em um comprimento de onda especifico e Unico
(LAKOWICZ, 20086).

O rendimento quantico de fluorescéncia (Q) € a razdo entre 0 nimero de

fétons emitidos e o numero de f6tons absorvidos, como descrito na Equagéo 9:
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Q=—— 9)

em que I' é a taxa emissiva da molécula fluorescente e k. é a taxa ndo radioativa
de decaimento para o estado fundamental (So).

O tempo de vida do estado excitado é definido pela média do tempo que
a molécula gasta no estado excitado para retornar ao estado fundamental.
Geralmente, o tempo de vida (t) fluorescente pode variar de 10° a 10™s e é
determinado pela Equacdo 10 (LAKOWICZ, 2006).

1
— 10
‘ ' + k,, (0

A emissdo de fluorescéncia é um processo aleat6rio e poucas moléculas
emitem seus fétons precisamente (LAKOWICZ, 2006). O tempo de vida da
molécula fluorescente na auséncia de um processo nao radiativo é chamado de

tempo de vida intrinseca ou natural, e é dada pela Equacao 11.

11)

Muitas moléculas absorvem radia¢do ultravioleta ou visivel, porém,
poucas apresentam fluorescéncia. A presenga de uma estrutura suficientemente
rigida € uma condigdo fundamental para que ocorra a fluorescéncia. O derivado
benzotiazol, HBT (Figura 5), é um exemplo de composto que apresenta uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular (BARBATTI et al., 2009; KUNGWAN et
al., 2012; ZHAO et al., 2012). Essa ligacdo intramolecular proporciona ao

composto uma maior rigidez estrutural, contribuindo, assim, para a emisséo de
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fluorescéncia. Além da rigidez estrutural, outros fatores também podem
contribuir para emissdo de fluorescéncia, como a planaridade da molécula,
conjugacdo de elétrons m e aromaticidade (LAKOWICZ, 2006; GRANDO,
2009).

Varios estudos tedricos tém sido realizados no intuito de se obter
pardmetros espectroscopicos de diversas moléculas (BUHL; GOLUBNYCHIY,
2008; BARBATTI et al., 2009; RAMALHO; PEREIRA; THIEL, 2011) e é

nesse contexto que entram os métodos de quimica computacional.
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3 QUIMICA COMPUTACIONAL

A unido entre ciéncia e tecnologia vem provocando, nas Ultimas
décadas, varias transformaces que implicam no desenvolvimento de ambas
(LACERDA JUNIOR, 2007). Nos Gltimos anos, uma grande quantidade de
informacdes tem sido processada rapidamente devido ao avango e a sofisticagdo
da informética (LEAL; MOITA NETO, 2010). Além disso, com o auxilio de
novas ferramentas e metodologias computacionais, resultados precisos vém
sendo obtidos na tentativa de simular uma variedade de parametros fisico-
quimicos e bioldgicos. Uma das grandes vantagens dos métodos computacionais
é seu baixo custo frente a métodos experimentais, visto que simulagGes podem
ser feitas e aplicadas com sucesso para estudo de uma ampla faixa de problemas
de interesse quimico, como, por exemplo, cinética de reagdo (estados de
transicdo), propriedades magnéticas (tensor blindagem e constante de
acoplamento), estabilidade conformacional e reatividade, entre outros
(LACERDA JUNIOR, 2007).

A aplicacdo de métodos computacionais para solucionar problemas
quimicos estende-se as areas nas quais a quimica desempenha um importante
papel, direto ou indireto. Nesse contexto, um conhecimento mais detalhado de
compostos ativos (farmacos), bem como suas propriedades fisico-quimicas e
interagbes com um receptor, podem ser avaliadas, preditas e simuladas
utilizando métodos de quimica computacional (JENSEN, 2007; MATOS et al.,
2011; CUNHA; MANCINI; RAMALHO, 2012; MANCINI et al., 2012;
KARPLUS; LEVITT; WARSHEL, 2013). Seguindo essa mesma linha de
aplicacdo em biotecnologia, novos compostos podem ser modelados e propostos
como potenciais protétipos para o diagnéstico de diversas doengas, em particular

neste trabalho, o cancer de mama.
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3.1 Métodos de mecéanica molecular

Os métodos baseados na mecanica molecular (MM) utilizam as leis da
fisica classica para predizer propriedades estruturais e moleculares. Esse tipo de
calculo ignora os movimentos dos elétrons e calcula a energia de um sistema
como uma funcéo apenas das posi¢des nucleares. 1sso torna a MM um método
adequado para lidar com sistemas contendo um numero grande de &tomos,
como, por exemplo, proteinas (HIGGINS; TAYLOR, 2001; FRANCA, 2004).

O conjunto de equagBes empiricas e parametros utilizados em cada
esquema da MM ¢é chamado de campo de forgas. Cada campo de forca é
parametrizado para um tipo especifico de sistema. No caso de sistemas
biomoleculares, os campos de forcas mais utilizados séo CHARMM (BROOKS
et al., 1983; MACKERELL et al., 1998; NAMBA; SILVA; SILVA, 2008),
GROMOS (VAN GUNSTEREN; BERENDSEN, 1987; VAN GUNSTEREN et
al., 1996; NAMBA; SILVA; SILVA, 2008), AMBER (WEINER et al., 1984;
WEINER et al., 1986; NAMBA; SILVA; SILVA, 2008) e OPLS
(JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996; JORGENSEN;
TIRADO-RIVES, 1988; NAMBA; SILVA,; SILVA, 2008).

A maioria dos campos de forcas é composta por um simples conjunto de
quatro componentes que correspondem as forgas intra e intermoleculares do
sistema (JESEN, 1999), ou seja, os campos de forgas séo descritos como a soma
de vérios termos de energia, incluindo os termos para &tomos ligados
(comprimentos e angulos de ligacdo, angulos diedros) e os termos para atomos
ndo ligados (interacfes de Van Der Waals e de Coulomb) (JESEN, 1999;
NAMBA,; SILVA; SILVA, 2008). Um tipico campo de forgas pode ser descrito
pela Equacdol?.
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w2 2]

em que E(r") é a energia potencial total, que é uma funcéo das posicdes (r) de N

M=

Er)= ) ﬁ(r, —r)+ Y %(0, =0,0)°+ YV, [1+cos(no - )]+

N
ligagdes éangulos torgdes =1

J

particulas (normalmente atomos). O primeiro termo modela as interacdes entre
pares de 4tomos ligados, modelados aqui pelo potencial harménico que da o
aumento na energia quando o seu comprimento ri desvia do valor de referéncia
ri,o. O segundo termo é uma soma sobre todos os angulos de valéncia (dngulos
A-B-C) na molécula, novamente modelada usando um potencial harménico. O
terceiro termo é o potencial torcional que modela como a energia varia quando
as ligagbes giram. A quarta contribuicdo é o termo n&o ligado, que é calculado
entre todos os pares de atomos (i e j) que estdo em diferentes moléculas ou na
mesma molécula, mas separados por, no minimo, trés ligacdes.

Em um campo de forgas simples, o termo ndo ligado é usualmente
modelado usando um termo de potencial de Coulomb para interacGes
eletrostaticas e um termo de potencial de Lennard-Jones para as interacfes de

van der Waals, como representado na Equagéo 12.

3.1.1 Ancoramento molecular (docking)

Neste trabalho foi realizado o estudo de ancoramento molecular, a fim
de se obter os deslocamentos quimicos dos ncleos **C e *Tc no sitio ativo da
enzima PI3K.

O processo de ancoramento molecular envolve a predicdo da
conformac&o do ligante e sua orientacdo dentro do sitio de interacdo da proteina.

Para entender o mecanismo de interagdo de um farmaco, é essencial
saber o posicionamento tridimensional para a sua interacdo molecular com a

proteina alvo. A predicdo da geometria e da energia de interagdo é de grande
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interesse para o planejamento de novos medicamentos (IWATA et al., 2000).
Uma das conformagdes estruturais mais confidveis é obtida por analise de raios
X de cristais do complexo ou RMN, mas ndo é facil obter dados experimentais
de todos os inibidors de interesse. A simulacdo computacional do ancoramento
molecular (docking) é uma das mais importantes técnicas de investigacdo das
interacbes moleculares entre a proteina e o ligante (SILVEIRA, 2003;
GUIMARAES, 2010). Nesse tipo de simulagio é possivel encontrar a estrutura
mais estavel do complexo proteina-ligante e calcular essa estabilidade relativa.
Os valores da funcdo utilizada no ancoramento (docking scoring

function), Es.re, Sa0 definidos pela Equagéo 13:

Escore = Einter + Eintra (13)

em que o termo E;qr, que corresponde a energia de interacdo ligante-proteina, é

definido de acordo com a Equacéo 14.

Einter = Z Z |:EPLP (ij } 3320%} (14)

icligante  jeproteina ij

O primeiro termo, Ep p, representado na Equagdo 13, é um termo de
energia potencial que utiliza dois conjuntos diferentes de parametros: um para a
aproximacao do termo estéreo (van der Waals) entre atomos e outro potencial
para a ligacdo hidrogénio. O segundo termo é responsavel por descrever as
interacOes eletrostaticas entre os atomos. O valor numérico de 332,0 fixa as
unidades de energia eletrostatica para kcal mol™ (THOMSEN; CHRISTENSEN,
2006; RAMALHO et al., 2009).

O termo E;yyra, que corresponde a energia interna do ligante, é definido de

acordo com a Equacdo 15.
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Eintra= Z Z EPLP(ij: + Z Al—cosﬁ.@—goj» Epenalizad

ieligante jeligante ligacoesflexiveis (15)

As duas primeiras somas referem-se a todos os pares de atomos do
ligante, excluindo-se os pares de atomos conectados por duas ligagcBes. O
segundo termo refere-se a energia de tor¢do, em que 0 é o angulo de torgdo da
ligacdo. A média da contribuicdo de torcdo da ligacdo da energia € utilizada se
diversas torgBes séo determinadas. O Gltimo termo, Epenalizada (termo de correcéo),
atribui uma penalidade de 1.000 se a distancia entre dois 4&tomos pesados (mais
de duas ligagdes distantes) for menor que 2,0 A, punindo conformagoes
inexistentes do ligante. Em resumo, essas funcdes séo utilizadas para ancorar
automaticamente uma molécula flexivel em uma molécula molde (proteina).

A técnica de ancoramento molecular encontra uma média de estruturas
estaveis do ligante na proteina e calcula essa estabilidade relativa. Para encontrar
a estrutura de menor energia, sem qualquer suposi¢do prévia, é necessario
analisar todos os modos de interacdo, considerando a flexibilidade
conformacional do ligante a ser introduzido no sitio ativo da proteina. Como
esses dois problemas estdo interligados, eles podem ser resolvidos ao mesmo
tempo. Contudo, o nimero de combinagdes envolvidas &€ muito grande
(MIZUTANI; TOMIOKA; ITAI, 1994).

3.1.2 Dinamica molecular (classica)

Os célculos de dinamica molecular (DM) sdo fundamentados nos
principios da mecénica cléssica e fornecem informagdes sobre o comportamento
dindmico microscopico, dependente do tempo, dos atomos individuais que
compdem o sistema (HOLTJE et al., 2003; NAMBA,; SILVA,; SILVA, 2008).
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A DM pode ser empregada tanto para sistemas com elétrons, atomos,
quanto para sistemas macromoleculares (TUCKERMAN; MARTYNA, 2000;
GONCALVES, 2009). Quando se trata de sistemas biomoleculares, utilizam-se
calculos da mecénica classica, porém, quando o sistema envolve reacGes
quimicas, sdo empregados alguns termos quénticos (KARPLUS; PETSKO,
1990; FRANCA, 2004).

Os célculos de DM consistem da solu¢do numérica, passo a passo, da
equacdo de movimento de Newton, que pode ser descrita para um sistema

atémico simples pelas Equacfes 16 e 17.

Fi(t) = ma; 6)
av (ry)
Fi(t) =-—=—= (17)

em que F; representa a forca que atua sobre cada particula do sistema em um
instante de tempo t, e a; € a aceleragdo do &tomo i de massa m; (NAMBA,
SILVA; SILVA, 2008).

Quando ja se define o campo de forgas (ver se¢do 3.1), é possivel
determinar a forga que atua sobre cada a&tomo, calculando-se a primeira derivada
da energia potencial obtida do campo de forgas escolhido com relagdo a posicéo
dos nucleos (Equacdo 17) (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). Essas equagdes
séo resolvidas simultaneamente em um pequeno espago de tempo. Com isso se
tem a trajetéria de cada atomo do sistema com relagdo ao tempo. O conjunto de
propriedades e configuracbes mantidas constantes durante a integracdo das
equacdes de Newton, e que representam o estado do sistema, é chamado de

ensemble. Dentre as varias op¢des de ensemble, se destacam o NVT (com
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namero de particulas, volume e temperatura constantes) e 0 NPT (com ndmero
de particulas, pressdo e temperatura constantes). Essas duas alternativas de
ensemble foram desenvolvidas para controlar seperadamente a temperatura e a
pressdo no sistema (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).

Existem algumas condigdes iniciais que sdo essenciais para simulacdes
de DM. Por exemplo, para se realizar um célculo de DM € importante
especificar as posi¢Oes iniciais das particulas que compdem o sistema.
Geralmente, elas sdo situadas na posicdo de uma rede cristalina para evitar
sobreposicOes indesejaveis entre elas (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). O
sistema é montado dentro de uma caixa que pode adotar diferentes geometrias,
mas, geralmente, se utiliza uma caixa cUbica. No caso de sistemas
biomoleculares, sdo adicionadas moléculas de aguas dentro do sistema e, na
caixa, € aplicado o modelo de condigdo periddica de contorno, evitando que as
moléculas de dgua escapem do meio (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).

Antes de se iniciar as simulacbes de DM, o sistema deve ser
minimizado, a fim de evitar maus contatos entre os atomos (NAMBA; SILVA;
SILVA, 2008). A minimizagdo, ou otimizac&o, do sistema é feita a fim de obter
uma energia préxima do minimo local. Os algoritmos de minimiza¢do mais
utilizados sdo o método do maximo declive (steepest descent), 0 método dos

gradientes conjugados e o método quasi Newton Raphson.

3.1.2.1 Método do méaximo declive

O método do méximo declive (WIBERG, 1965; JESEN, 1999) é um
método de primeira derivada que converge vagarosamente nas proximidades do
minimo, mas é poderoso para configuragdes distantes de um minimo de energia.
De modo geral, com esse algoritmo é possivel melhorar estruturas

cristalogréficas pouco refinadas, otimizar as construidas graficamente ou
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construir estruturas a partir de informacbes de RMN ou por modelagem
comparativa (JESEN, 1999; FRANCA, 2004).

3.1.2.2 Método dos gradientes conjugados

Um método mais sofisticado de busca de um minimo da fungéo energia,
além de utilizar a informacéo sobre a primeira derivada (gradiente), leva em
conta o caminho jé percorrido na busca do minimo. Esse método, denominado
“gradientes conjugados”, permite, em geral, uma convergéncia mais rapida que
0 método do maximo declive que utiliza somente a informagédo do gradiente na
coordenada atualizada. O método dos gradientes conjugados utiliza, para a
determinagdo do passo seguinte, além do valor do gradiente no ponto atual, o
valor do gradiente obtido no passo anterior (JESEN, 1999; FRANCA, 2004).

3.1.2.3 Método quasi Newton-Raphson

O método Newton-Raphson utiliza tanto as derivadas primeiras quanto
as derivadas segundas da funcdo. Assim, além de usar as informacdes do
gradiente, utiliza a curvatura para predizer onde a funcdo mudara a direcdo ao
longo do gradiente (JESEN, 1999, NAMBA,; SILVA; SILVA, 2008).

3.2 Métodos de mecénica quantica

Os métodos quanticos utilizados em modelagem molecular baseiam-se,
em geral, na equacdo fundamental da mecénica quéntica que, para uma particula,
pode ser escrita com a Equacdo 18 (JENSEN, 2007; FREITAS; RAMALHO,
2013):
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~om £+ + 5 + V@) ¥rt =ik o

(18)

em que ¥ é a fungdo de onda que descreve o sistema, sujeito a um potencial
externo V. O termo entre chaves corresponde ao operador hamiltoniano H, que
fornece a energia do sistema ao ser aplicado & fun¢éo de onda que o descreve.

O hamiltoniano total é composto por termos relativos a energia cinética
dos nicleos e elétrons, T, e T, respectivamente, e também as energias potenciais

resultantes das interagdes entre esses dois tipos de particulas (Equacéo 9).

H= Tn+ Te + Vel + Vne + Vee + Vnn (19)

Quando os potencias sdo independentes do tempo, tem-se uma equagéo

mais simplificada, em que E ¢ a energia do sistema (Equacéo 20).

2
V24 V() v =ElT (20)
em que
2. 02, 92 02
V=St ot @1)

A equacdo de Schrodinger, HW(F)=EWY(F), pode ser resolvida
analiticamente apenas para alguns problemas simples, como o atomo de
hidrogénio. Para outros atomos e moléculas, apenas solucGes aproximadas
podem ser obtidas. A determinacdo dessas solugBes é auxiliada pelo principio

variacional, no qual a energia de uma funcdo de onda aproximada é sempre igual
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ou maior que a energia da solucdo exata (JENSEN, 2007; FREITAS;
RAMALHO, 2013).

Uma aproximacdo bastante utilizada é a de Born-Oppenheimer, que
desconsidera 0 movimento dos nicleos da molécula, uma vez que a massa
nuclear é vérias vezes maior que a massa dos elétrons. Assim, a equacgdo de
Schrodinger é resolvida apenas para os elétrons descritos por uma fungdo de
onda puramente eletrénica, na presencga de um potencial produzido pelos nucleos
que assumem posigdes fixas no espaco (JENSEN, 2007; SANT ANNA, 2009).
Outra aproximagdo que também pode ser empregada é a desconsideracdo de
efeitos relativisticos, que sdo normalmente despreziveis para dtomos das trés
primeiras linhas da tabela peridédica (JENSEN, 2007; FREITAS; RAMALHO,
2013).

A partir dessas aproximagdes, existem duas formas gerais de resolver a
equacdo de Schrodinger: nos métodos ab initio, um modelo para a funcéo de
onda é utilizado, incluindo todos os elétrons dos &tomos em questéo, e a equagao
é resolvida utilizando-se somente constantes fundamentais; os metodos
semiempiricos utilizam uma forma simplificada do hamiltoniano, além de
pardmetros baseados em dados experimentais, sendo considerados somente 0s
elétrons da camada de valéncia (JENSEN, 2007).

A funcdo de onda aproximada para a molécula pode ser montada a partir
de combinagBes lineares dos orbitais atbmicos envolvidos. Um requisito da
fung&o de onda é atender ao Principio de Pauli, segundo o qual a funcdo de onda
total tem que ser necessariamente antissimétrica (isto é, deve mudar de sinal) em
relacdo ao intercAmbio de qualquer par de elétrons. Os orbitais atdmicos sdo
substituidos por orbitais de spin ¢, constituidos pelo produto do orbital por uma
funcgdo de spin. A funcéo de onda para preencher os requisitos de antissimetria é,
entdo, representada por um determinante de Slater (¢) que, para N elétrons e N

orbitais de spin, é dado pela Equacéo 22.
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No método Hartree-Fock, as repulsdes entre os elétrons sdo tratadas de
forma média, ou seja, consideram-se cada elétron como sujeito ao potencial de
atracdo do ndcleo e um potencial médio de repulsdo dos outros (N-1) elétrons.
Este efeito é decorrente da utilizagdo de apenas um determinante de Slater para a
descri¢do da funcdo de onda. Essa aproximacao leva as equacGes de Hartree-
Fock, cuja solugdo é obtida indiretamente, de forma a determinar a melhor
fung&o de onda possivel com um Unico determinante. Inicialmente, um conjunto
de orbitais de spin aproximados é formulado e as equagdes de Hartree-Fock séo
resolvidas, gerando um novo conjunto de orbitais de spin. Essa sequéncia é
repetida até que se atinja um critério de convergéncia. Esse procedimento é
conhecido como campo autoconsistente (self consistent Field, SCF) (JENSEN,
2007).

Nas simulagdes de dindmica molecular quantica (DMQ), a energia do
sistema e suas derivadas sdo obtidas a partir de um tratamento mecénico
quéntico (REGA; IYENGAR; VOTH, 2004). Tradicionalmente, simulacbes de
DMQ envolvem a convergéncia da funcdo de onda do sistema para cada passo
da simulacdo. A DMQ apresenta vantagens significativas para estudos que
envolvem estruturas e propriedades eletrbnicas de sistemas moleculares
complexos. Porém, uma das suas desvantagens é o elevado custo computacional,
quando comparado aos métodos de dindmica molecular classicos (ver secao
3.1.2). Nesse contexto, algumas abordagens para contornar esse problema da
demanda computacional tém sido investigadas, como, por exemplo, os célculos

dindmicos utilizando um lagrangiano estendido (Equagdo 23) (SCHLEGEL et
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al., 2002; IYENGAR; SCHLEGEL; VOTH, 2003; REGA; IYENGAR; VOTH,
2004).

Os célculos de DMQ que utilizam um lagragiano estendido sdo
particularmente bem adaptados para simular sistemas caracterizados por um
elevado nimero de grau de liberdade (REGA; IYENGAR; VOTH, 2004). Nessa
abordagem, a fungdo de onda é propagada juntamente com os graus de liberdade
nucleares classicos e por um ajuste do tempo relativo dos movimentos
eletrbnicos e nucleares. Um exemplo de método de trajetéria de dindmica
molecular com lagragiano estendido é o ADMP (do inglés atom-centered density
matrix propagation), que utiliza fungdes de base para um atomo central e uma
matriz de densidade de propagacdo. Essa abordagem é bem adequada para a
dindmica de sistemas quimicos complexos (REGA; IYENGAR; VOTH, 2004).
Para 0 método ADMP, o lagragiano do sistema pode ser escrito como (Equacao
23)

1 1
Lapwp =5Tr VIMT +>Tr (sWps}2 — E RP —Tr [A(PP—P)] (23)

em que R, V e M representam as posi¢Oes nucleares, as velocidades e as massas,
respectivamente; P é matriz de densidade; W é a velocidade da matriz de
densidade e | representa o tensor massa ficticio para os graus de liberdade
eletrénico; E (R,P) representa a funcdo da energia potencial ab initio; o
laplaciano multiplicador de matriz (A) ¢é wusado para aplicar N-
representabilidade, ou seja, restricGes sobre o nimero total de elétrons e uma
poténcia na matriz de densidade de uma particula (REGA; IYENGAR; VOTH,
2004).

Algumas vantagens especificas do método ADMP frente a outros
métodos de DMQ incluem a liberdade para tratar rigorosamente todos o0s

elétrons do sistema ou usar pseudopotenciais; a capacidade de utilizar
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razoavelmente grande passos de tempo por meio da utilizagdo de um tensorial de
massa ficticia e um menor valor para essa massa (em outras palavras, permite
reter os 4&tomos de hidrogénio no sistema e ndo substitui por is6topos mais
pesados); emprega grande variedade de funcionais precisos e eficazes de troca e
correlacdo incluindo os funcionais hibridos e tem boa eficiéncia computacional
devido ao uso de menos fungBes de base e maiores passos de tempo
(SCHLEGEL et al., 2002).

Além disso, uma grande vantagem da ADMP sobre os métodos de
campo de forga é que métodos de estrutura eletrénica podem descrever de forma
mais apropriada, por exemplo, interacdes especificas entre o solvente e o soluto,
além de descrever a quebra e a formagdo de ligacdo (SCHLEGEL et al., 2002;
IYENGAR; SCHLEGEL; VOTH, 2003; REGA; IYENGAR; VOTH, 2004;
PHATAK; SUMNER; IYENGAR, 2012; NAM, 2013).

3.2.1 Métodos DFT e TD-DFT

A teoria do funcional da densidade (DFT, do inglés density functional
theory), que usa a densidade eletrdnica como variavel fundamental (em vez da
funcdo de onda), é a base de uma nova classe de métodos de calculo da estrutura
eletrbnica, em plena expansdo e com grandes potencialidades. Ele emergiu como
uma alternativa aos tradicionais métodos semiempiricos e ab initio (por
exemplo, Hartree-Fock ou pds-Hartree-Fock) no estudo de propriedades do
estado fundamental de sistemas moleculares. Além disso, tem apresentado boa
concordadncia com os dados experimentais  disponiveis (KOCH;
HOLTHAUSEN, 2001; CRAMER; TRUHLAR, 2009).

Comparado aos métodos HF e semiempiricos, 0 método DFT apresenta
a vantagem de incluir de forma implicita a correlacdo eletrénica nos célculos
(KOCH; HOLTHAUSEN, 2001; FERREIRA, 2011; ROCHA, 2013). Além
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disso, 0 método DFT tem sido bastante explorado, devido a possibilidade de
estudar sistemas com elevados nimeros de atomos a um custo computacional
relativamente menor com relacdo aos métodos ab initio. Isso se deve ao fato de
que, usando a densidade eletrdnica, a integral para repulsdo de Coulomb
necessita ser feita somente sobre a densidade eletronica, que é uma fungédo
tridimensional, como N2, em que N é o nimero de fungdes de bases. J& os
métodos ab initio escalam acima de N* (KIRKPATRICK; GELATT; VECCI,
1983).

As vantagens citadas anteriormente sdo as principais responsaveis pela
emersdo da aproximacdo DFT como um meétodo computacional tangivel e
versatil. Nesse sentido, a DFT é empregada com sucesso na obtencdo de dados
termodindmicos, estruturas moleculares, campos de forcas e frequéncias,
estruturas de estados de transicao, espectroscopia ultravioleta, EPR (ressonancia
paramagnética eletrénica), fotoeletrbnica e RMN (ressonancia magnética
nuclear), bem como na determinacdo de barreiras de ativacdo, momentos de
dipolos e outras propriedades eletronicas (FUKUI, 1981; JORGENSEN;
TIRADO-RIVES, 1988; LEE; YANG; PARR, 1988; BECKE, 1993; DUARTE;
ROCHA, 2007).

A DFT se baseia na teoria proposta por Thomas e Fermi, em que a
energia cinética e a energia de Coulomb dos elétrons eram expressas somente
pela densidade (THOMAS, 1927; FERMI, 1928). Ou seja, 0 método DFT é
baseado na densidade eletronica, designada por p(r), uma funcdo tridimensional
que carrega toda informacao do sistema. Um funcional de densidade é utilizado
para obter a energia para a densidade eletrénica, e a minimizacdo desse
funcional leva & energia do estado fundamental do sistema multieletrénico. E
preciso ter em mente que um funcional é uma funcdo de uma funcgéo que, nesse

caso, é a densidade eletronica. Existe uma gama de diferentes funcionais que
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podem apresentar vantagens e/ou desvantagens na descricdo de um sistema
(KOCH; HOLTHAUSEN, 2001; FERREIRA, 2011; ROCHA, 2013).
O teorema da existéncia de Hohenberg e Kohn (1964) prova que existe

um unico funcional, tal que

E[p(r)] = Eelec (24)

em que Egec € a energia eletronica exata.

Além disso, demonstra-se que a densidade do elétron obedece ao
teorema variacional (KOCH; HOLTHAUSEN, 2001).

A fim de resolver a energia pelo método DFT, Kohn e Sham propuseram

que o funcional tem a forma, de acordo com a equagéo

E[p(N]=T.Lo(N]+V.[o(N]+V.Lo(N]+E,[o()] (25)

em que o termo da energia potencial de atracdo ndcleo-elétron V, €

nuclei

Z.
Vulp(n)]= 2, [=p(n)ar (26)

i ‘_k|

Ve, € a energia potencial de repulséo elétron-elétron, dada pela Equagéo 27

Vo= | j%dqde @n

d

e Ey é um termo que inclui todos os efeitos de correlagdo eletrénica. Em geral,

esse termo é dividido em uma energia de troca E, e uma energia de correlagéo
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E.. A dificuldade no método DFT ¢, portanto, a definicdo do funcional E,. e é
nesse aspecto que os varios métodos diferem.

Os métodos LDA (do inglés local density approximation) assumem que
a densidade pode ser tratada uniformemente em ambito local. Dessa forma, o
termo E,. é funcdo apenas da densidade eletrénica. Uma consideravel melhora
foi obtida por meio das aproximacdes do gradiente generalizado (GGA). Os
métodos GGA (do inglés generalized gradient approximation) consideram a
densidade eletrbnica como ndo uniforme, de forma que suas derivadas sdo
incluidas nos funcionais. Métodos hibridos incluem uma mistura da energia de
troca resultante do célculo HF com funcionais de troca e correlagdo da teoria
DFT e, geralmente, sdo considerados o0s mais precisos (KOCH;
HOLTHAUSEN, 2001; JENSEN, 2007).

Como mencionado anteriormente, o método DFT ¢é utilizado para
calculos de sistemas multieletronico no estado fundamental. Ou seja, no caso
dos estudos em que sdo descritas transicdes eletronicas em estados excitados, é
preciso utilizar recursos adicionais, como a teoria do funcional da densidade
dependente do tempo (TD-DFT, do inglés time dependent density functional
theory).

3.2.1.1 Teoria do funcional da densidade dependente do tempo (TD-DFT)

A TD-DFT é uma extensdo da DFT, na qual se baseia em principios da
mecénica quéantica dependente do tempo (JENSEN, 2007). Devido ao sucesso da
aplicagdo do método DFT no estado fundamental, a descricdo de estados
dependentes do tempo (estados excitados), em termos do funcional da
densidade, tem sido realizada. Por meio desse método é possivel obter resultados

de energias de excitagcBes, assim como as propriedades espectroscopicas
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(absorgdo e emissdo) de uma molécula (BARBATTI et al., 2009; SALZMANN
et al., 2009).

A equacdo de Schrodinger dependente do tempo para um sistema de N
elétrons e coordenadas r = (ry....ry) pode ser expressa de acordo Equacdo 28
(BURKE; GROSS, 1998).

i%‘{’r,t =Hrnrt ¥Yrt

(28)
Assim, o hamiltoniano do sistema fica na forma
Hrt =T(@,t)+00,t)+ Vext r,t (29)
em que T representa a energia cinética e U, a repulsdo de Coulomb entre os

elétrons. Além disso, os elétrons estdo sob a influéncia de um potencial externo

dependente do tempo Vext (Equacdo 30).

=

Vext = Vet (13, 1) (30)
i=1

O método TD-DFT ¢ baseado no teorema de Runge e Gross (1984). De
acordo com esse teorema, para um dado sistema de elétrons em um determinado
estado inicial, existe uma relacdo entre 0 v, e a densidade eletronica
dependente do tempo p r,t . De posse do teorema Runge-Gross (RUNGE;
GROSS, 1984) é possivel escrever uma equagdo de Kohn-Sham (KS)
dependente do tempo (Equacéo 31).



59

) v
iz @D = =t Vs p (00 @i D) &

3.2.2 Métodos quanticos relativisticos

Um efeito importante, mas, em geral, considerado apenas para elementos
das linhas inferiores da tabela periddica, € o efeito relativistico (JENSEN, 2007).
Neste trabalho, foram utilizados os métodos relativisticos teéricos como 0s
métodos ZORA (do inglés zero order relativistic aproximation) e ZORA-SO
(ZORA com correcdo para o acoplamento spin-Orbita), implementados no
software ADF (Amsterdam Density Functional) (TE VELDE et al., 2001). A
equacdo ZORA ¢ obtida reescrevendo-se a expressdo da energia (Equacédo 32) e
expandindo-a no parametro E/(2mc? — V) (TE VELDE et al., 2001).

pZCZ

E=——"
2myc?2 -V

+V (32)

Utilizando-se somente os termos de ordem zero, obtém-se o hamiltoniano
ZORA (Equacgéo 33) (TE VELDE et al., 2001).

C2

—— 0. \Y
2mc?z — V o-p+

Hzora = 0.P

2 2

c N mc
. Piomez— v Pi (2mc2 — V)2

1

G. VW Xp +V
(33)

Os efeitos de spin-Orbita (SO) resultam da interacdo do momento
magnético do elétron com o campo magnético gerado pelo seu préprio

movimento na oOrbita. A inclusdo de corre¢cBes SO pode tornar o calculo muito
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mais acurado, pois os termos escalares relativisticos sdo invariantes com relacéo
a simetria molecular (TE VELDE et al., 2001).

3.2.3 O modelo continuo polarizavel

O modelo continuo polarizavel (PCM, do inglés polarizable continuum
model) foi utilizado neste trabalho para a descri¢do do solvente. Esse modelo foi
introduzido por Tomasi e colaboradores (TOMASI; PERISCO, 1994; TOMASI;
MENNUCCI; CANCES, 1999) e baseia-se numa descri¢cdo do solvente como
um meio macrosclpico continuo, de propriedades particulares (constante
dielétrica, coeficiente de expansdo térmica, etc). De acordo com o PCM, a
molécula de soluto € introduzida numa cavidade aberta no meio do dielétrico,
cujo formato guarda correspondéncia com a geometria do soluto (TOMASI,;
PERISCO, 1994; TOMASI; MENNUCCI; CANCES, 1999).

A cavidade em que se encontra o soluto é definida por esferas centradas
nos nucleos dos atomos do soluto. As interacdes soluto-solvente se manifestam
através do campo de reacdo do solvente, gracas a presenca do dielétrico. Na
versdo quanto-mecéanica do método, somente a molécula do soluto é estudada
guanto-mecanicamente e sua interacdo com o solvente considerada por meio de
um potencial de interagdo Vg, que atua como uma perturbacdo do soluto no

vacuo (Equacéo 34)

H°W° =E°¥° (34)

em solucéo (Equagéo 35)

[H°+ V] W =EY¥ (35)
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em que H°é o hamiltoniano do soluto no vacuo e ¥°e W, as funcdes de onda
do soluto no vacuo e em solucdo, respectivamente.

Na Equacdo 35 pode-se adotar a aproximacdo de Born-Oppenheimer e
proceder-se a separacdo do hamiltoniano do sistema em uma parte nuclear e
outra eletrdnica, realizada por meio da correspondente fatoracdo de ‘¥ numa
componente eletronica e outra nuclear. Nesta equagdo (Equacgéo 35), refere-se a
funcdo de onda eletrbnica com o hamiltoniano eletrénico dependendo
diretamente das coordenadas dos elétrons e parametricamente das coordenadas
dos nucleos do soluto (TOMASI; PERISCO, 1994).

O potencial de interacdo \7R pode ser dividido em duas componentes

distintas, uma dependendo explicitamente da funcdo de onda eletronica do

soluto (¢) e outra ndo.
Ve =Va () +Vy (36)

em que o termo \7;{ (¢) tem a forma \7F; (@) = A(¢¢*), sendo A o operador
integral conveniente para expressar 0s efeitos do meio solvente sobre o sistema
(TOMASI; PERISCO, 1994).

Voltando a Equacéo 36, é possivel observar que o potencial de interacdo

soluto-solvente foi desmembrado numa parte dependente da funcdo de onda
eletrbnica do soluto (#) e numa outra, \7; , independente desta. A parte ndo

eletrostatica dessa Gltima componente ainda pode ser subdividida em duas
outras, relativas a origem fisica das interacdes (Equacdo 37) (TOMASI;
PERISCO, 1994):
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A A

V, =V, +

cavitagdo

repulséo+vdisperséc (37)
v,

estérico

3.2.4 Teoria quantica de &tomos em moléculas

A teoria quantica de atomos em moléculas (QTAIM, do inglés Quantum
Theory of Atoms in Molecules) visa ao estudo da estrutura eletronica e de
ligacBes quimicas, sendo bastante eficaz na caracterizacdo de ligagOes intra e/ou
intermoleculares (BADER; NGUYEN-DANG, 1981; OLIVEIRA et al., 2009;
OLIVEIRA; ARAUJO, 2010). De acordo com 0s conceitos mecanico-quantico
da QTAIM, as propriedades observaveis de um sistema quimico estdo contidas
em sua densidade eletronica molecular, p(r). Em outras palavras, a p(r) é usada
como um observdvel mecanico-quantico para a execucdo de integracoes
numéricas, em que o vetor gradiente (Vp) é considerado condigdo bésica para
determinar a topologia molecular (OLIVEIRA; ARAUJO, 2010).

A partir de uma sequéncia de Vp é que sdo obtidas todas as trajetérias ou
linhas de contorno da densidade eletrénica, sendo essas trajetorias definidas por
um ponto especifico no espago, conhecido como atrator. As trajetorias do
gradiente da densidade eletrdnica se moldam para descrever um sistema quimico
e se originam de um ponto localizado entre dois atratores, denominados pontos
criticos de ligacdo (BCP, do inglés bond critical point) (OLIVEIRA; ARAUJO,
2010). Quando duas trajetorias de Vp direcionadas aos ndcleos sdao formadas a
partir de um Unico BCP, elas sdo chamadas de linhas interatdmicas (IL, do
inglés interatomic lines) O°‘BRIEN; POPELIER, 1999; OLIVEIRA; ARAUJO,
2010) ou trajetdrias de ligacdo (BP, do inglés bond path) (POPELIER, 1999;
OLIVEIRA; ARAUJO, 2010). o « quando um BP interliga dois atratores,

significa que esses dois ndcleos formam uma ligacdo quimica. A localizacdo dos
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BCP é feita por meio do laplaciano da densidade eletronica (Vip), o qual é dado

pela equacéo 38.

0%2p 0%p 0%p
V2p = 7t 7 t g =t t (38)

em que os trés autovalores (A, A.e A,) de p tém dois valores negativos (L.e L) e
um positivo (A.). As trés derivadas de p mostradas na Equacéo 38 séo obtidas a
partir da diagonalizacdo de uma matriz simétrica (3 x 3). Essa diagonalizacéo
representa uma rotacdo das coordenadas do sistema molecular mediante uma
sobreposi¢do com os eixos de curvatura (X, y e z) do BCP, e é nesse ponto em
que o laplaciano é calculado para ser utilizado como parametro na modelagem
topologica da ligacdo quimica (FRENKING; ESTERHUYSEN; KOVACS,
2006; OLIVEIRA; ARAUJO, 2010)

O sinal do V2p tem a propriedade de descrever a concentragio de
densidade eletrdnica em uma determinada zona de ligagdo e pode trazer
informacBes fundamentais para a compreensdo do sistema quimico
(GRABOWSKI et al., 2006; OLIVEIRA; ARAUJO, 2010). Por exemplo, se
VZp < 0, tem-se que a densidade eletrénica se acumula nos BCPs das ligacoes
quimicas, enquanto, se V2p> 0, os nlcleos atdbmicos suportam toda a
concentracdo de carga (BADER; NGUYEN-DANG, 1981; OLIVEIRA;
ARAUJO, 2010). A equacio 39 relaciona V2p com o0s parametros topoldgicos

energéticos em um determinado ponto critico.
1
szp =2G+V (39)

H=G+V (40)
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em que G representa a energia cinética; V, a energia potencial e H, a densidade
de energia total. De acordo com Rozas e colaboradores (ROZAS; ALKORTA,;
ELGUERO, 2000), as liga¢des de hidrogénio (LHs) sdo classificadas com base
nos valores de VZp e H. Por exemplo, se V?p >0 e H> 0, tem-se que as LHs s&o
fracas e médias; para LHs fortes, V2p>0e H < 0 e, no caso de LHs muito fortes,
tém-se V2p < 0 e H < 0. Para Koch e Popelier, outros critérios também podem
ser levados em consideragdo para se determinar a existéncia das LHs, entre eles,
os valores de p e V2p devem estar nos intervalo de 0,002-0,040 au e 0,024-0,139
au, respectivamente (KOCH; POPELIER, 1995).

Por meio da densidade eletronica p e do Laplaciano V2p obtidos pelo
QTAIM, muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de elucidar
fendmenos quimicos, proporcionando, assim, uma descri¢do quéntica sobre a
localizagdo e o comportamento dos atomos em uma ligagdo quimica
(OLIVEIRA; ARAUJO, 2010).

3.2.5 Método hibrido: mecanica quantica e mecanica molecular

O método hibrido mecénica quantica e mecéanica molecular (QM/MM)
tem se destacado para tratar reagdes em sistemas biomoleculares, como, por
exemplo, proteinas, acidos nucleicos, carboidratos, etc. Os métodos de mecénica
quantica (QM) sdo utilizados para descrever as reagcdes quimicas e outros
processos eletrdnicos, como transferéncia de carga ou excitagdes eletrénicas.
Porém, os métodos QM sdo restritos para tratar sistemas com até algumas
centenas de atomos. No entanto, a dimensdo e a complexidade conformacional
de algumas biomoléculas exigem a utilizacdo de métodos que podem descrever
um grande numero de 4tomos e, além disso, permitir simulacGes em escalas de

tempo de dezenas de nanossegundos e é nesse contexto que entram 0s métodos
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de mecénica molecular (MM) baseados em campos de forga (SENN; THIEL,
2009).

Com isso, para modelar grandes sistemas moleculares, uma opcdo é
combinar as duas técnicas e usar um método QM para a regido quimicamente
ativa (por exemplo, substratos e cofatores em uma reacdo enzimatica) e um
tratamento MM para o0 ambiente (por exemplo, proteina e solvente). Os estudos
envolvendo o método hibrido QM/MM proporcionam uma boa precisdo do
sistema a um esforgo computacional razoavel (SENN; THIEL, 2009).

Uma ilustracdo geral da divisdo do sistema em partes QM e MM é
mostrada na Figura 8. Todo o sistema (S) é particionado pela regido interna (1),
gue € tratado por mecanica quantica (QM) e a regido exterior (Q), que é descrita

por um campo de forga (parte MM).

S: QM/MM

Q: MM

Figura 8 Particionamento do sistema total (S) em dois shsistemas: interior (I) e
exterior (Q). O anel escuro representa a regido de fronteira (entre as
regides QM e MM) (SENN; THIEL, 2009)

O formalismo QM/MM pode acomodar qualquer combinagdo dos
métodos QM e MM. A escolha do método QM segue 0s mesmos critérios nos
estudos puros de QM (ver secBes 3.2). Essencialmente, 0 método QM deve ser
capaz de realizar um tratamento do campo autoconsistente (SCF), na presenca de
um campo externo que representa o modelo de carga MM (point-charge)
(SENN; THIEL, 2009). Atualmente, as aplicagbes QM/MM em sistemas
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biomoleculares usam o DFT (ver secdo 3.2.1) como método QM, devido a sua
precisdo nos resultados e um razodvel esforco computacional, quando
comparado aos outros métodos ab initio (MATOS, et al.,, 2011; CUNHA;
MANCINI; RAMALHO, 2012).

O ChemShell é um exemplo de programa que tem sido bastante
utilizado em aplicagdes QM/MM para sistemas biomoleculares (SENN; THIEL,
2009). A maioria dos célculos de QM/MM atualmente utilizados é representada

pela Equacéo 41.
Eommm (8) = Eym (@) + Equ () + Egm-mm (1, Q) (41)

em que Eyy (Q) representa a energia do subsistema MM; Ey (1), a energia do
subsistema QM e o termo Egp—yy (I, Q), coleta as energias de interagéo entre
0s dois subsistemas, incluindo ligacbes, interacfes de van der Waals e
eletrostaticas para os atomos que estdo entra as regibes QM e MM. O termo

Eom-mm (1, Q) € representado pela Equagéo 42.

EQM—MM (1,0 = Eé’M—MM + 551‘\14"'—/1\41\4 +E5%V1—MM (42)
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4 OBJETIVOS

A partir do exposto, este trabalho foi realizado com os objetivos de: 1)
investigar a transferéncia de prétons no estado excitado do composto 2-(2'-
hidroxi-4’-aminofenil)benzotiazol (HABT) no sitio ativo da enzima tirosina
quinase e seus efeitos na fluorescéncia e 2) prever o deslocamento quimico do
nicleo **Tc para o composto 2-(4’-aminofenil)benzothiazol complexado com
%Tc e investigar suas modificacdes estruturais em diferentes ambientes.

Baseado nesse contexto, parametros espectroscépicos de fluorescéncia e
de RMN para os compostos fenilbenzotiazois citados anteriormente foram

calculados e serdo abordados nos artigos 1 e 2, respectivamente.
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SPECTROSCOPIC PROPERTIES OF APROTOTYPICAL BREAST
CANCER DRUG: EXPLORING DUAL FLUORESCENCE IN
PHENYLBENZOTHIAZOLE DERIVATIVES FOR IMAGING

MARKERS
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Daiana T. Mancini, Kakali Sen, Mario Barbatti, Walter Thiel, Teodorico C.
Ramalho

ABSTRACT

The phenylbenzothiazole (PBT) compounds show antitumor properties
and are highly selective. In this work, we have explored the combined quantum-
mechanical/molecular-mechanical (QM/MM) approach to perform calculations
in the ground and excited states of the four different QM regions (QM-1 to QM-
4). All QM/MM ground-state geometry optimizations were carried out using the
density functional theory DFT/B3LYP/TZVP and for excited-states,
optimizations were performed using (time dependent) density functional theory
TD-DFT/B3LYP/TZVP. The protein environment (Tirosine Kinase) was
represented by the CHARMM force field. The results highlight that there can
occur two fluorescence bands in the Tirosine Kinase active site, corresponding
to the enol and keto forms of the 2-(2'-hydroxy-4’-aminophenyl)benzothiazole
(HABT). This fact opens opportunity to possible application of this compound
as a fluorescent probe in breast cancer diagnostics.


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fpubs.acs.org%2Fjournal%2Fjacsat&ei=q_ToUqHCGeuhsATt8oGgAw&usg=AFQjCNEck4O1Wa5q9VwjGyXo3ururRqocQ&bvm=bv.60157871,d.cWc
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fpubs.acs.org%2Fjournal%2Fjacsat&ei=q_ToUqHCGeuhsATt8oGgAw&usg=AFQjCNEck4O1Wa5q9VwjGyXo3ururRqocQ&bvm=bv.60157871,d.cWc
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1 INTRODUCTION

In spite of much progress in prevention, diagnosis and treatment, cancer
is still one of the most serious problems facing humanity, causing many deaths
and having a great and limiting influence on the quality and development of life
in many countries.! The breast cancer is one of the major health problems among
women, representing the first cause of death in women between 40-59 years
old.?

The phenylbenzothiazoles (PBT) compounds are highly selective and
possess potent antitumor properties in vitro and in vivo.** From the medical
standpoint, the original leading compound in this series, 2-(4’-
aminophenyl)benzothiazole (ABT; see Fig. 1), exhibits nanomolar in vitro
activity against certain human-breast cancer cell lines with a characteristic
biphasic dose-response relationship.*>® Its chemical activity is connected to
docking properties’ of this molecule to the protein Tyrosine Kinase (TK). This

enzyme occupies a central position in cellular proliferation control.®®

S
N

Figure 1 Structure of the 2-(4’-aminophenyl)benzothiazole compound

From the physical-chemical standpoint, another member of the PBT
class, the 2-(2'-hydroxyphenyl)benzothiazole (HBT; Fig. 2), is well known by its
strong Stoke Shift (about 150 nm) caused by ultrafast intramolecular proton
transfer in the excited-state (ESIPT).'>*? Molecules exhibiting ESIPT have been
intensively studied for presenting an important role in chemistry and
biochemistry.'®** For HBT in gas phase and in solution, this process occurs as

indicated in Figure 2. After photoexcitation, the singlet excited state (S;) of the
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enol form is populated, then an ultrafast ESIPT process occurs and the keto form
at the S, is produced, which is stabilized by the intramolecular hydrogen bond.*
Besides the radiative decay, two deactivation processes can occur: the
intersystem crossing (ISC), leading to the formation of the keto tautomer triplet
excited state (T;) and the isomerization to the trans-keto form. Since the ESIPT
is much faster (30-50 fs) than the radiative decay, the fluorescence observed is
often due to the keto tautomer (Fig. 2A).*? However, depending on the
environment, the ESIPT emission can be partially or completely inhibited, thus
increasing the fluorescence quantum vyield of the enol species (Fig. 2B), this

opens the possibility of creating two-color fluorescent markers.
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Figure 2 Excited-state proton transfer and two-color fluorescent scheme for HBT

Over the past decade, a series of methodologies for excited state
calculations have been made available for investing the ESIPT process.*'* All
of them are restricted either by computational or conceptual issues.’*** The
application of accurate ab initio methods, such as MS-CASPT2 or CC3, is still
limited in practice to rather small molecules, being of limited interest for the
kind of molecules that we will investigate. On the other hand, time-dependent

density functional theory TD-DFT, multi-reference semiempirical and multi-
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reference DFT methods have grown in importance to provide ways to treat
excitations of relatively large molecules under controlled computational
costs. 8

Based on this context, our goal is to evaluate the electronic-structure
properties of 2-(2'-hydroxy-4’-aminophenyl)benzothiazole (HABT)-Tyrosine
Kinase complex. Furthermore, in order to reach a possible application to breast
cancer diagnostics, the role of the chemical environment on the excited-state
proton transfer of HABT within the TK enzyme and its impact on the

fluorescence parameters were evaluated.

2 EXPERIMENTAL

2.1. System Preparation and MD Simulation

For the classical dynamics calculation, we used the crystal structure of
the 1M17 protein with a resolution of 2.6 A (PDB code: 1M17)."”® The
construction of (HABT-enzyme) complex was performed by the overlap of
HABT with the 4-anilinoquinazoline compound complexed in the 1IM17 crystal
active site using the MOLDEN software.’ In this procedure, the HABT
coordinates are copied to the .pdb file of the crystal structure.

The resulting system consisting of protein, HABT and crystallographic
water molecules was solvated with TIP3P water molecules (in cubic boxes
containing around 30.426 water molecules and two CI ions). The propKa

21-23

module of the PDB2PQR suite of programs was used to adjust the
protonation states of ionizable residues. In addition, the protonation states of His
residues as well as the orientation of site chains for the residues Asp and Cys
were checked. Preparatory minimization and molecular dynamics simulations

were performed with the NAMD 2.6 program.*
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The minimized system was then submitted to MD simulations in two
steps. Initially, in order to ensure a balance of the solvent molecules around the
residues of the protein at the NVT state, 1ns of MD at 300K and physiologic pH
was carried out considering the entire system as fixed, except the water
molecules. Subsequently, at the NPT state, 1ns of MD simulation at 300K and
physiologic pH was performed with harmonic restraints. Finally, an MD
production run without restraints was performed for 20 ns at NPT for completing
the preparation of the system with a total of the 4000 frames. To analyze the
structures generated after the MD steps, plots of random mean square deviation
variation (RMSD) as well as H-bond distances between amino acid residues and
HABT along the MD simulation were developed using the visual molecular

dynamics (VMD)?® program.

2.2. AIM calculations

The topological properties of electron density in the O...H chemical
bond were performed using the Atoms in Molecules (AIM) theory of Bader as
implemented in the AIM2000 program.?® The AIM parameters localized at bond
critical points (BCP) are useful tools for the characterization of chemical bonds.
Moreover, these properties can be used to correlate with the reactivity efficiency
of the compounds toward the inert molecule of interest.”*** In the present work,
the BCP was located in th7esH...Onagt and waerH...Opagt bonds of all the
conditions (QM-1 to QM-4). At the BCP, the electron density p(r) and Laplacian
V?p(r) were performed. For applications, p(r) has been used as a measure of the
hydrogen bond strengths and the VZp(r) shows the regions where p(r) is

concentrated or depleted.**
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2.3. QM/MM calculations

The QM/MM** calculations were carried out with the ChemShell®
package. The MM part was described by the CHARMM/TIP3P*"*® force field.
The electrostatic interaction between QM and MM atoms was taken into account
by including all MM point charges in the part of the QM Hamiltonian.

All QM/MM ground-state (gs) geometry optimizations were carried out
using the density functional theory DFT/B3LYP/TZVP and for excited-states
(ex), optimizations were performed using (time dependent) density functional
theory TD-DFT/B3LYP/TZVP¥** with the TURBOMOLE* (version 6.3)
program package. Both techniques employed the HDLC* optimizer in
ChemsShell. The ground-state and excited-states geometry was optimized for all
possible QM region combinations (QM-1 to QM-4) and for the enol/keto forms
of HABT. The QM energies (Eqm), MM energies (Euw), total energies (Eiotar)
(see supporting information) as well as the AE were calculated for the HABT
enol and keto forms in the ground-state and excited-states geometry.

The energy barriers (transition states - TS) for the intramolecular proton
transfer (TS?) and isomerization to trans-keto form (about 90° twist of the
NCCC dihedral angle) (TS") at the excited-state for the all conditions were
calculated with TD-DFT. In order to determine the relative rate constants to

cross the energy barriers TS® and TS®, we have employed Eq. 1.*

#
kq AE} _ AEY AAET
Sl pmi=1 oTRT Eq. 1
ki RT -
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3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Molecular Dynamics Simulation

Since the time-scale accessible to QM/MM simulations is very
restricted, no extensive equilibration is possible and care must be taken to start
from reasonably well pre-equilibrated configurations. To this end, we first
prepared a classical system through an MD simulation using the CHARMM
force field.

Figure 3 shows the RMSD protein along the simulation. The RMSD
analysis can give an idea of how much the three-dimensional structure has
fluctuated over time as well as allow the monitoring of local fluctuations, for
instance, the residues with increased mobility along the MD simulation. It can be
observed that among 2010-2020 frames, approximately, the system present a
deviation of 1 A. This deviation, however, is precisely the loop, which is far
from the active site. Hence, this result suggests the stability of the system along
the simulation (Figure 3).
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Figure 3 Rmsd from the MD simulation for the entire system
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During the MD simulation we observed that amino acid residues of the
TK active site form hydrogen bonds with the compound HABT. In addition, the
residues Glu738, Thr766 and Lys721 remain close to HABT, performing
hydrogen bonds (Figure 4) i.e., these residues are important for maintaining the
stability of the compound in the TK active site .

After the MD simulation, the QM regions were selected. The QM region
is composed of the main residues of the TK active site that shows hydrogen
bonds (with distance of less than 2.3 A) with HABT as well as some water

molecules (Figure 5).
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Figure 4 Hydrogen bond distances between amino acids and HABT along the
MD simulation
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Figure 5 Illustration of various QM regions (solid bonds, thick atoms represent
the QM region and thin atoms the MM region) for the HABT enol form
in the TK enzyme active site

3.2. Intermolecular hydrogen bonds strength and geometrical parameters

for the QM regions in the excited state

The electron density is commonly used to estimate the intermolecular
hydrogen bonds. The electron distribution of a molecule is an excellent starting
point to gain chemical insight into a molecule or an aggregate of molecules.*>*
Among all known electron density methods, an appealing theory that takes
advantage of this observation is the ‘‘Atoms in Molecules’” model (AIM),*
which is based on the charge density partition of a molecule into atoms in a
natural way by using the concept of gradient path. In this regard, the bonding
characteristics between Thr766 and HABT as well between water and HABT for
all conditions have been investigated through the use of the AIM. We have

investigated the tn7esH...Opapt and waerlH...Onast (Figure 6) because these
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intermolecular hydrogen bondings can influence in the intramolecular proton
transfer, which is a common procedure for this compound in the excited state
(see Figure 2).

For the AIM calculations, we located the BCP in the tn766H...Onagt and
waterH.. . .Opagt Of the all conditions, i.e., points where the charge density function
(p(r)) are a minimum along the bond path and maximum in the other two
directions. According to literature, a fairly good linear correlation exists between
the charge densities at BCP and the strength of the linkages.* Local properties at
BCPs convey valuable information about the molecular structure e.g., they can
characterize ionic bonds, hydrogen bonds, van der Waals forces as well as
covalent bonds. We have also evaluated the Laplacian of the charge density
V(1) (Table 1).

Our study on the electronic topologies of the interactions tn7esH. ..OpagT
and yaeH. ..Opast Was concentrated on the BCPs with positive Vzp(r) (Vzp(r) >
0). According to Koch and Popelier (1995) the existence of the hydrogen bond
can be estimated by a BCP with a positive V?s(r) (i.e. V?s(r) > 0, range from
0.024 to 0.139 au, and an order of magnitude a hundredth (i.e. 10?) of p(r)
value.® Based on this context and in line with the results shown in Table 1, the
existence of the intermolecular hydrogen bonds (w7seH...Onast and
waterH...Opagt) in all conditions (Figure 6) can be confirmed, corroborating,

then, with results observed in the MD simulation.
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Table 1 Electron density (p) and Laplacian (V?) for the intermolecular hydrogen
bonds between Thr766 and HABT as well as water and HABT in all

QM regions
Conditions Species p(r) (a.u) V2(r) (a.u)
QM-1 ThrresH1...O2uaBT 0.02444 0.09342
QM-2 ThiresHL...02pa6T 0.02181 0.08637
waterH3...021aBT 0.01278 0.05071
QM-3 thrresH1...O2haBT 0.02393 0.09094
QM-4 waterH4...021aBT 0.02565 0.09760

Furthermore, the AIM analysis of its electron density distribution, p(r),
was carried out to investigate the hydrogen bonds and revealed a BCP in all the
internuclear region O...H. Higher values of the p(r) indicates a strong hydrogen

bond33,46

i.e., the p(r) values shown in Table 1 put in evidence that, in Condition
4, HABT shows a stronger intermolecular hydrogen bond with the water
molecule (p(r) = 0.02565) when we compare to Condition 2 that also presents a
hydrogen bond with the water molecule. This was expected, since in Condition 2
the H4 of the water is closer (1.91 A) than the O2-HBT. Furthermore, the O4—
H4...02 angle (174°) favors this intermolecular bond (Table 2, Figure 6).
Turning now to Condition 1, HABT shows a stronger intermolecular hydrogen
bond with Thr766 residue (po(r) = 0.02444) when we compare to Condition 2 and
3 (Table 1). In Condition 1, the atom H1 from the amino acid residue Thr766 is
closer (1.93 A) than the 02-HBT and the O1—H1...02 angle (165°) also favors

this intermolecular bond (Table 2, Figure 6).
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Figure 6 QM/MM excited state optimized structures. The MM region as well as
some residues of the QM region were omitted for a better visualization

Table 2 Selected bond lengths (A), bond angles (°) of the HABT intermolecular
hydrogen bonds with Thr766 and the water molecule for all conditions
in the excited state

Conditions Species B3LYP/TZVP

QM-1 r(H1...02) 1.93
9(01-H1...02) 165.0

QM-2 r(H1...02) 2.00
r(H3...02) 2.25

9(01-H1...02) 143.0

9(03—-H3...02) 146.0

QM-3 r(H1...02) 1.94
9(01-H1...02) 158.7

QM-4 r(H4...02) 1.91

9(04-H4...02) 172.0
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3.3. QM/MM study: Analysis of the ESIPT; Intersystem Crossing (ISC) and
Torsional Coordinate

Currently, different theoretical methods have been employed to
determine the vertical excitation energies for HBT in vacuum and
solution.®***2 Among those several theoretical methods, TD-DFT is considered
a promising approach.™*® In fact, this method has grown in importance, because
it can provide ways for excited-state calculations of relatively large molecules
under controlled computational costs. In this work, we have used the TD-DFT
method and the popular functional B3LYP to determine the first singlet excited
state, the triplet and the transition state energies relative to the minimum of the
enol form of HABT in the ground-state geometry (see Table 3).

The energy barriers for the intramolecular proton transfer (TS?) and
isomerization to the trans-keto form (about 90° twist of the NCCC dihedral
angle) (TS") at the excited-state also was calculated for the different QM regions
of the enol and keto forms of HABT in the excited-state geometries in a
biological system, i.e., in the active site of the TK enzyme (Table 3). For those
reaction intermediates, the electronic properties were calculated with the TD-
DFT method at the B3LYP/TZVP level. Equation 1 was used to obtain the
relative rate constants of HABT to cross the energy barriers TS® and TS® (Table
4). It should be kept in mind that, a higher ki/k; value indicates a much slower
passage by energy barriers, i.e. for the TS*and TS". Our data point out the rate
order for the intramolecular proton transfer (TS®) is k{ > k$> k¢ > k$ while the

isomerization to trans-keto form (TS®) is k? > k2> k2 > k2 (Table 4).
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Table 3 Singlet (S), triplet (T) and transition state (TS) energies relative to the
minimum of the enol form in the ground-state (gr) geometry AE (eV).
Energy barriers AE” (eV) for different QM regions of the enol and keto
forms in the ground-state and excited-state (ex) geometry within of the

active site
AE (eV)

Geometry State QM-1 QM-2 QM-3 QM-4
enol (gr) So 0.000 0.000 0.000 0.000
S 3.747 3.691 3.741 3.577

enol (ex) So 0.138 0.146 0.196 0.099
S 3.475 3.542 3.539 3.476

enol (ex) TS? 3.541 3.638 3.628 3.723
keto (gr) So 0.123 0.074 0.142 0.005
S 3.384 3.431 3.466 3.287

keto (ex) So 0.527 0.607 0.611 0.567
S 3.081 3.071 3.066 2.836

keto (ex) TS 3.082 3.085 3.179 2.966
Twist-keto So 2.432 2.310 2.484 2.871
S 2.647 2.402 2.979 2.865

keto (ex) T 2.366 2.496 2.516 2.317

Relative energy barriers AE” (V)

enol (ex) TS*- S 0.066 0.096 0.089 0.247
keto (ex) TS'- S, 0.001 0.014 0.113 0.130
keto (ex) S— T, 0.716 0.575 0.550 0.519

® Transition state energy for the intramolecular proton transfer (enol to keto form) in the
excited state
® Transition state energy for the keto to twist-keto form in the excited state
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Table 4 Transitions state (TS® and TS") energies (AE?) and rate constants (k)
relative to the minimum for Condition 1

Energy barriers (TS?)

Conditions AE;"" - AE;"" (eV) 1

kf
QM-1 0.000 1.000
QM-2 0.030 1.029
QM-3 0.023 1.022
QM-4 0.181 1.189

Energy barriers (TS)

AEP? - AE*7 (eV) Kb

K?
QM-1 0.000 1.000
QM-2 0.013 1.012
QM-3 0.112 1.113
QM-4 0.129 1.129

& Transition state energy for the intramolecular proton transfer (enol to keto form) in the
excited state
® Transition state energy for the keto to twist-keto form in the excited state

From Figures 7A, 7B and 8C, it is possible to observe that the barrier for
ESIPT is small in Conditions 1-3, 0.066, 0.096 and 0.089 eV, respectively
(Table 3). On the other hand, this barrier is large for Condition 4, 0.247 eV
(Figure 8D and Table 3). In other words, in Conditions 1-3 the ESIPT process

k3

. k¢
occurs more ea5|ly(ﬁ= 1.000, a
i i

= 1.029 andi—i = 1.022 eV) than in

Condition 4 (:—: =1.189 eV) (see Table 4).

The reaction paths show three conditions connected with Thr766

(Conditions 1-3, Figure 5), ESIPT takes place and keto emission (blue) and
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internal conversion is the main pathway to deactivation. In the fourth condition,
ESIPT is disrupted and emission from enol (violet) is the main deactivation
pathway (see, Figure 8D). The difference in the energy barrier values of
Condition 4 when compared to the other conformations evidence that the
electronic effect of the Thr766 amino acid residue can significantly contribute to
the ESIPT process. In this case, our data put in evidence that the hydrogen
bonding with the Thr766 can compete with intermolecular hydrogen bonding
between the OH group of HABT and water molecules in the TK active site,
favoring the ESIPT process, which is not observed in Conformation 4. Previous
studies have shown that the intermolecular hydrogen bond between the OH
group of the compound and the solvent protic (especially water) can interrupt the
proton transfer.***2

According to literature, besides the radiative decay, two deactivation
processes can occur: the intersystem crossing (ISC) as well as torsional
coordinate.™ In this work, we observed that the ISC process in the TK active site
does not occur, i.e, the phosphorescence does not compete with the fluorescence
process, since there is a high energy barrier between the first singlet excited (S;)
of the keto form and its triplet excited (T;). For all conditions, this energy barrier
is higher than 0.5 eV (see Table 3), hindering the crossing of the compound from
the S; to T, state (Figures 7 and 8).

Other important aspect investigated was the NCCC dihedral angle
torsion of HABT in the active site. The planar form is an important chemical
characteristic that contributes to fluorescence emission, increasing the
interaction as well as the m-conjugation. This study shows that in the excited
state, the barriers for the torsional coordinate (from keto to twist-keto form) is
small for Conditions 1-3 (Figures 7A, 7B, 8C) and large for 4 (Figure 8D). This
fact was expected, since as previously discussed, the keto tautomer formation is

more difficult to be observed in Condition 4.
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3.4. Perspective for dual application of HABT

In fact, it is well-known that in polar solvents, HBT can form hydrogen
bonds and two fluorescence bands are observed for the compound, one around
380 nm corresponding to the enol form and another band around 550 nm due to

the keto form. On the other hand, in gas phase only the band corresponding to
the keto form is observed (550 nm).****°
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It is worth mentioning that for Condition 3, where all amino acids
residues and water molecules are present in the QM region (Figure 5), our
theoretical findings reveal two fluorescence bands around 372 and 506 nm
corresponding to the enol and keto form of HABT, respectively. In order to
evaluate the chemical environment effect on the wavelength values of HABT,
we have performed theoretical calculations in gas phase using the same
geometry of the compound in Condition 3. Our results point out that the
wavelength value for the keto form of HABT in gas phase is around 565 nm.

Our data thus puts in evidence, that the spectroscopic parameters of
HABT are very sensitive to structural and electronic effects generated by the
chemical environment (e.g. vacuum or protein). Certainly, this fact opens the
possibility of using benzothiazol derivatives as prototype structures to probe
structural modifications in biological systems as well as to act as a fluorescent
probe in the active site of enzymes related to cancer.

It should be kept in mind that ABT shows therapeutic applications
against breast cancer.®* Furthermore, previous studies indicate that HBT
isomers, for instance 2-(3-hydroxyphenyl)benzothiazole, also have antitumor
activity in the human breast cell lines MCF-7 (51.8 uM).>*

Although, in recent years, much research has been devoted to the study
of the intramolecular proton transfer in excited-state of HBT in vacuum and

solution; 112

application of fluorescence parameters of HBT derivatives in
biological systems has lagged behind. HABT, an HBT derivative, is formed by
introduction of an amino group in HBT, which leads to a shift of about 15 nm in
vacuum corresponding to the keto form. To date, no first-principles approach
has emerged aiming to investigate the spectroscopic parameters of HABT.
Regarding this outlook and focusing on the results obtained in this work, we can

suggest a dual application, diagnostic as well as therapeutic of HABT
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derivatives for the treatment of cancer. At the theoretical level, the present
application demonstrates the feasibility of this approach.
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4 CONCLUSIONS

The results obtained, by MD simulations using the CHARMM force
field, showed that the Glu738, Thr766 and Lys721 amino acids residues, as well
as some water molecules, were important to maintain the stability of HABT in
the Tirosine Kinase active site, performing hydrogen bonds during the simulated
time. The AIM calculations confirmed the results obtained in the MD
simulation.

In this work, we have explored the combined quantum-
mechanical/molecular-mechanical (QM/MM) to perform theoretical calculations
in the ground (DFT), as well as excited states (TD-DFT), of four different QM
regions (QM-1 to QM-4). In general, our investigations indicate that
fluorescence in the TK active site can occur. One example is Condition 3 that
shows two fluorescence bands corresponding to enol and keto forms. In line
with this result, we can suggest that the Glu738, Thr766 and Lys721 amino acid
residues, as well as some water molecules, were important for maintaining the
planar form of the HABT compound in the active site.

Finally, our theoretical findings point out that the use of HABT can be a
promising approach and opens the opportunity to employ benzothiazol
derivatives as prototype fluorescent probes in diagnostics against breast cancer.
To our knowledge, this is the first application of this methodology. We hope that
our results will stimulate new experimental and full-dimensional theoretical

investigations that could assess the validity of this assumption.
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Supporting Information Available: Extended information of the QM energies
(Eom), MM energies (Euw), the total energies (Eww) Calculated for the HABT

enol and keto forms in the ground-state and excited-state geometries.

Table S1 QM energies (a.u.), MM energies (a.u.), total QM/MM energies (a.u.)
for QM-1 region

Energy (a.u.)

Geometry States Eom Emm Eommm
enol (gs) So -1564.173546 -99.626453 -1663.800000
S; -1564.035853 -99.626453 -1663.662306
S -1564.018141 -99.626453 -1663.644594
enol (ex) So -1564.165124 -99.629787 -1663.794911
S; -1564.042510 -99.629787 -1663.672297
S -1564.020288 -99.629787 -1663.650075
enol (ex) TS -1564.039307 -99.630559 -1663.669866
keto (gs) S -1564.166413  -99.629077 -1663.795490
Ss -1564.046545 -99.629077 -1663.675622
S; -1564.030058 -99.629077 -1663.659135
keto (ex) So -1564.150783 -99.629858 -1663.780641
S; -1564.056922 -99.629858 -1663.686780
S -1564.028699 -99.629858 -1663.658557
keto (ex) TS -1564.057673 -99.629073 -1663.686746
Triplet-keto T, -1564.083191 -99.629858 -1663.713049
twist-keto So -1564.083390 -99.627247 -1663.710637

S -1564.075474 -99.627247 -1663.702721
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Table S2 QM energies (a.u.), MM energies (a.u.), total QM/MM energies (a.u.)
for QM-2 region.

Energy (a.u.)

Geometry States Eowm Emm Eommm
enol (gs) So -1620.931925 -97.047142 -1717.979067
S; -1620.796292 -97.047142 -1717.843434
S -1620.774921 -97.047142 -1717.822063
enol (ex) So -1620.921602 -97.052104 -1717.973706
S; -1620.796791 -97.052104 -1717.848895
S -1620.770440 -97.052104 -1717.822544
enol (ex) TS -1620.794478 -97.050902 -1717.845379
keto (gs) So -1620.908848 -97.067484 -1717.976332
S; -1620.785474 -97.067484 -1717.852958
S -1620.776441 -97.067484 -1717.843925
keto (ex) So -1620.882850  -97.073924 -1717.956774
S; -1620.792282 -97.073924 -1717.866206
S -1620.765481 -97.073924 -1717.839405
keto (ex) TS -1620.792271 -97.073420 -1717.865691
Triplet-keto T, -1620.813420 -97.073924 -1717.887344
twist-keto So -1620.817188 -97.076998 -1717.894186

S -1620.813778 -97.076998 -1717.890775
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Table S3 QM energies (a.u.), MM energies (a.u.), total QM/MM energies (a.u.)
for QM-3 region

Energy (a.u.)

Geometry States Eowm Emm Eommm
enol (gs) So -1717.095012 -99.394573 -1816.489585
S; -1716.957524 -99.394573 -1816.352097
S -1716.941241 -99.394573 -1816.335814
enol (ex) So -1717.087172 -99.395196 -1816.482368
S; -1716.964332 -99.395196 -1816.359528
S -1716.945241 -99.395196 -1816.340437
enol (ex) TS -1716.960827 -99.395414 -1816.356241
keto (gs) So -1717.091625 -99.392757 -1816.484381
S; -1716.969447 -99.392757 -1816.362204
S -1716.958713 -99.392757 -1816.351470
keto (ex) So -1717.070746 -99.396383 -1816.467129
S; -1716.980534 -99.396383 -1816.376917
S -1716.952800 -99.396383 -1816.349183
keto (ex) TS -1716.980113 -99.392645 -1816.372758
Triplet-keto T, -1717.000744 -99.396383 -1816.397127
twist-keto So -1717.009401 -99.388905 -1816.398306

S -1716.991210 -99.388905 -1816.380114
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Table S4 QM energies (a.u.), MM energies (a.u.), total QM/MM energies (a.u.)
for QM-4 region

Energy (a.u.)

Geometry State: Eom Emm Eommm
enol (gs) So -1620.922156 -99.352549 -1720.274705
S; -1620.790685 -99.352549 -1720.143234
S -1620.769102 -99.352549 -1720.121651
enol (ex) So -1620.916362 -99.354699 -1720.271061
S; -1620.792255 -99.354699 -1720.146954
S -1620.767406 -99.354699 -1720.122105
enol (ex) TS -1620.785335 -99.352554 -1720.137890
keto (gs) So -1620.920296 -99.354576 -1720.274872
S; -1620.799329 -99.354576 -1720.153905
S -1620.792088 -99.354576 -1720.146664
keto (ex) So -1620.895087 -99.358766 -1720.253853
Ss -1620.811714 -99.358766 -1720.170480
S, -1620.781317 -99.358766 -1720.140083
keto (ex) TS -1620.816492 -99.349220 -1720.165712
Triplet-keto T, -1620.830791 -99.358766 -1720.189557
twist-keto So -1620.821441 -99.347737 -1720.169178

S -1620.821658 -99.347737 -1720.169396
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ARTIGO 2

%Tc NMR AS A PROMISING TECHNIQUE FOR STRUCTURAL
INVESTIGATION OF BIOMOLECULES:
THEORETICAL STUDIES ON THE SOLVENT AND THERMAL
EFFECTS OF PHENYLBENZOTHIAZOLE COMPLEX

Artigo redigido conforme norma da revista Magnetic Resonance in
Chemistry (MRC)

Daiana T. Mancini, Eugenio F. Souza, Melissa S. Caetano and Teodorico C.

Ramalho

ABSTRACT

The phenylbenzothiazole (PBT) compounds show antitumor properties
and are highly selective. In this paper, the **Tc chemical shifts based on the
(*™Tc)(CO);(NNO) complex conjugated to the antitumor agent 2-(4’-
aminophenyl)benzothiazole, is reported. Thermal and solvent effects were
studied computationally by quantum-chemical methods, using the density
functional theory (DFT- level BPW9l/aug-cc-pVTZ for the Tc and
BPW91/IGLO- 1l for the other atoms) to compute the NMR parameters for the
complex. We have calculated the **Tc NMR chemical shifts of the complex in
gas phase and solution using different solvation models (PCM and explicit
solvation). To evaluate the thermal effect, molecular dynamics (MD)
simulations were carried, using the atom-centered density matrix propagation
(ADMP) method at the DFT level (BP86/LanL2dz). The results highlight that
the ®Tc NMR spectroscopy can be a promising technique for structural
investigation of biomolecules, at the molecular level, in different environments.


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CC4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1002%2F%28ISSN%291097-458Xa&ei=-_ToUt3OH9bLsQSrvoCYBg&usg=AFQjCNGIvR_BFcCzyY8ehcL9GCG2srTD5Q&bvm=bv.60157871,d.cWc
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1 INTRODUCTION

Cancer is an old and serious problem facing humanity,! having a great
and limiting influence on the quality of life and development of many countries,
besides causing many deaths.® In this context, breast cancer is one of the major
health problems of the western world, where more than 1 million new cases
occur every year, mainly in women between 40-59 years old.**

Currently, drugs containing radionuclide, denominated
radiopharmaceuticals, are used frequently in nuclear medicine for the diagnosis
or therapy of cancer and various other diseases.®™ In fact, a large number of
different classes of radiopharmaceuticals can be employed. Among them, one of
the most commonly used is based on Technetium (Tc) metallic complexes,®
highlighting the nuclides *Tc™ and its metastable nuclear isomer *™Tc.[!

Within this context, in 2006 Tzanopoulou et al. synthesized the
(®™Tc)(CO)5(NNO) (Tc atom coordinated with three carbon monoxide
molecules, two nitrogen and one oxygen atom) complex conjugated to the
antitumor agent 2-(4’-aminophenyl)benzothiazole (ABT; see Fig. 1).*! The
phenylbenzothiazole (PBT) compounds show antitumor properties and are
highly selective."™®*® The original lead compound in this series, ABT, exhibits
nanomolar in vitro activity against certain human-breast cancer cell lines.***
Its chemical activity is connected to docking properties of this molecule to the
protein Phosphoinositide 3-kinase (PI3K). This enzyme is involved in multiple
cellular activities such as: cell proliferation, metabolism, survival and membrane
trafficking.!*>*®!

According to Tzanopoulou et al. (2010) the ABT compound can be used
to carry the radionuclide of choice to the diseased tissue, facilitating the

diagnostic or therapeutic applications to breast cancer.™"
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Therefore, due to instability of the ®™Tc (ty, = 6h, Ey = 140 keV — see
Scheme 1),*! the *™Tc complex is synthesized in low-scale, hindering the
structural characterization (NMR spectroscopy).®! An alternative is the
production of complexes with the **Tc isotope that is more stable than *™Tc
(Scheme 1).™! Furthermore, the S-emitting radioisotopes of Tc, *Tc (ty, = 2.12
x 105 years, Emax = 0.29 MeV)™ are similar to radioisotopes of Rhenium ***Re
(Emax = 1.07 MeV) and **Re (Eax = 2.12 MeV) that also are s-emitting, which
are already used in nuclear medicine for radiotherapy applications.’®¥ The
previous studies of NMR spectroscopy, involving the research group of
Pelecanou et al., point out that Tc and Re complexes present similar structural
properties. 102021

Recent studies show that the radioisotopes of Tc are promising nuclei
for applications involving Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Magnetic

Resonance Images (MRI) techniques.!®#?2%]

According to Buhl and
Golubnychi, *Tc NMR spectroscopy can be used as a powerful spectroscopic
technique used for characterization of Tc complexes,®*4 since the 5(**Tc) values
cover a large chemical-shift range (ca 9000 ppm) and can be very sensitive to
slight variations in geometric and electronic parameters.”! The *Tc nuclei
presents a quadrupole moment equal to -0.19 x 10% m? and a large spin, | =
9/2,%1 \which contribute often to prevent the recording of spectra for larger
molecules. It should be kept in mind, however, that ultrahigh-field NMR
techniques in solid state can be used to overcome this problem.®”!

In spite of the great importance of investigating the solvent and thermal
effects on NMR parameters of such metal complexes of biological interest, very
few studies about this subject have been reported.”! Actually, theoretical
approaches to compute NMR parameters are now implemented in very efficient
codes using computer facilities with rapidly increasing performance.®

Nowadays, ab initio computation of NMR parameters, such as chemical shifts or
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coupling constants, can be very useful to support recorded spectra and
investigate structure—property relationships.>?%! In fact, calculations based on
density functional theory (DFT) with a suitable choice of functionals are able to
provide accurate values for many NMR properties.****! Furthermore, the DFT
method can be used for larger molecules, such as biological systems, because it
is an inexpensive computational technique®*? capable of describing large parts
of the electron correlation. >3]

Based on this context, our first goal is to model and predict experimental
parameters like the *C and **Tc chemical shifts for compound 1a and Complex
1b, respectively (see Fig. 1), using modern computational tools, calling attention
to thermal and solvation effects on spectroscopic properties. After that we
applied **Tc NMR calculations to probe the structural modifications in the PI3K

enzyme active site.

99mTc

6h,y

99Tc

B, 2.12x10°a

99Ru

Scheme 1. Decay of *™Tc.*!
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Figure 1 2-(4’-aminophenyl)benzothiazole with the chelator metal (N-(2-
pyridylmethyl)-aminoacetic ~ acid  (1a);  (*™Tc)(CO)s(NNO)
conjugated with 2-(4’- aminophenyl) benzothiazole (1b)
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2 EXPERIMENTAL

2.1. Optimization and molecular dynamics procedure

Geometries were fully optimized using the gradient-corrected BP86
combination of density functional®®! and LanL2dz basis set, either in vacuum or
in the presence of a polarizable continuum in the integral equation formalism
model,®**¥ using the dielectric constants of water [denoted PCM(H,0)]. The
same method of optimizing was used for the system containing water molecules
explicitly [denoted H,O]. Water molecules were introduced in the system using
the ADF® (Amsterdam Density Functional) software, the radius of solvent
sphere was 15 A and the solute factor was 1.0 A approximately. Since the time-
scale accessible to the atom-centered density matrix propagation (ADMP)M!
method is very restricted, no extensive equilibration is possible and care must be
taken to start from reasonably well pre-equilibrated configurations. To this end,
we first prepared the system through a classical molecular dynamics (MD)
simulation. The basis set superposition error (BSSE) for the complex-water
results was estimated using the counterpoise correction method.!*!

The MD simulations were performed using the ADMP method at the
DFT level” (BP86/LanL2dz). ADMP employs an extended Lagrangian similar
to the well-known Car-Parrinello molecular dynamics. It can treat all electrons
guantum-mechanically and can control the deviations from the Born-
Oppenheimer surface precisely.**4 In this work, we have used a temperature of
310K (physiologic temperature) throughout the simulation. In fact, this
temperature is suitable to simulate the behavior of compounds in biological
systems. After an equilibrium time of 1 ps, in which a temperature of 310K was
maintained via velocity rescaling, statistical averages and snapshots for the

NMR calculations were collected from subsequent unconstrained micro
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canonical runs of 1 ps. Snapshots were taken every 25 fs for use in the NMR
calculations. All optimization and MD calculations were carried out using

Gaussian 09 software. )

2.2. NMR calculations

Magnetic shieldings o were computed for equilibrium geometries and
for snapshots taken from the MD simulations at the GIAO (gauge-including
atomic orbitals) — DFT method involving the functional combinations according
to Becke®**¥ and Perdew and Wang"®*!! (denoted BPW91). In these calculations
we used aug-cc-pVTZ basis (obtained from EMSL Basis Set Library)*! for Tc
atom and individual gauge for localized orbital (IGLO)-basis 111! for all other
elements. The IGLO-II basis was validated in a previous study using other *Tc
complex.”! Additionally, with the aim of exploring the relativistic effect for the
*Tc complex, we used the zeroth-order regular approximation (ZORA)E
formalism, including spin-orbit (SO), the PW91 functional and Slater-type
(STO) basis set with polarized function triple-zeta (TZP) for all atoms. This
calculation was carried using the ADF software.*

The *C and *Tc NMR chemical shifts § were calculated relative to
benzene and TcO*, respectively, optimized and simulated at the same level. The
corresponding o values are collected in Tables 1 and 3, in the gas phase at
equilibrium and thermal average.

All NMR calculations for 1a and 1b compounds were carried out using
Gaussian 09 softwarel® in order to evaluate the thermal and solvent effects. A
number of methods used to calculate shieldings were very well implemented in
the Gaussian and ADF (for exploring the relativistic effect) packages in recent
years. These include Hartree-Fock (HF), DFT, Second-order Mgller-Plesset
Perturbation Theory (MP2), and coupled cluster (Coupled Cluster Singles
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(CCS), Coupled Cluster Singles and Doubles (CCSD))."" For example, the DFT
and CCSD(T) methods have been widely used for nuclear shielding calculations
and have shown good results for small molecules.®*** |t should be kept in
mind that CCSD(T) calculations with large basis sets can lead to better results,
however, in terms of computational cost, our idea behind is to employ a simpler
methodology (DFT) to simulate the solvent and thermal effects, minimizing the
computational cost, and then making possible this study for biological systems.
Furthermore, recent studies show that GIAO-DFT present good results of
nuclear shielding for molecules of medium size using Gaussian 09
software,[°051:525%

The resulting **C chemical shifts were converted to the usual TMS scale
using the experimental value for benzene [6(*C) = 128.5 ppm]®*¥ and the
resulting **Tc chemical shifts were converted using the experimental value for
TcO* [6(**Tc) = 0 ppm] .4

2.3. Docking Studies

In this paper a docking study was also performed in order to obtain the
C and *Tc chemical shift for the Complex 1b (Figure 1) present in the active
site of the PI3K enzyme.

The three-dimensional structures of Complex 1b were built using the
program PC Spartan Pro®" and their partial atomic charges were corrected by
electronic structural methods. The Complex 1b was docked inside of the PI3K
crystallographic structure complexed with N-{6-[2-(methylsulfanyl)pyrimidin-4-
yl]-1,3-benzothiazol-2-yl}acetamide (active ligand) (Protein Data Bank (PDB)
code 3QJZ;™ resolution = 2,90 A) using the software Molegro Virtual Docker
(MVD®)B according to the same procedure adopted previously.®*®! The

binding site was restricted into a sphere with variation in the radius of 10-12 A
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and the residues within a radius of 11 A was considered flexible. Due to the
stochastic nature of the docking algorithm, about 10 runs were performed for the
compound with 30 poses (conformation and orientation of the ligand (Complex
1b)) returned to the analysis of the ligand - protein interactions and the overlaps
with the active ligand inside PI3K. The best conformation of the compound was
selected according to its degree of structural similarity to the active ligand and
accommodation in the cavity, evaluating the best energy of interaction with the
enzyme.

The potential energy surface of the interaction between protein and
substrate is explored by means of docking calculations using Monte Carlo
methodology!® by docking approach. Thus, the most appropriate conformations
of how a ligand will bind to a macromolecule, considering the flexibility of
residues around the ligand, are selected for QM calculations from the docking
stage. The most stable conformation of the ligand inside the protein joining with
the amino acid residues present in the active site (Val882, Thr827, Lys800)
which form hydrogen bonds with the ligand were selected for **Tc and *C NMR
calculations. This procedure was validated in previous studies.*%2%3 This study
was carried out combining docking techniques and GIAO-DFT calculations at
the QM interface for the NMR, using the same basis set and functional discussed

before and the Gaussian 09 software.?
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3 RESULTS AND DISCUSSION

This work is divided into three parts. In the first part, we validated the
theoretical methodology used comparing theoretical results with experimental
data for *C chemical shifts of the free ligand (Fig. 1a). To understand the
behavior of radiopharmaceutical models, in the second part, we have calculated
the **Tc NMR chemical shifts of Complex 1b (Fig. 1b) in gas phase and solution
using different solvation models. In the last part, we have evaluated the *Tc and
B3C NMR parameters in the PI3K enzyme active site. The all NMR calculations
for **Tc complex were carried without including relativistic effects, since we
observed a little difference in chemical shift values with and without relativistic
effects for the ®Tc (6Asere = 34 ppm in vacuum) as well as for carbons atoms
directly attached to Tc (6A1sc = 8 ppm in vacuum). Furthermore, according to
Biihl and Golubnychiy (2008) this effect is little pronounced for the *Tc.!
However, it is important to highlight that despite small difference in chemical
shift values for *Tc and *C in this particular case, further and still more
accurate theoretical calculations in order to investigate relativistic effects on Tc
complexes are now in progress.

For the discussions of NMR calculations, we used the following
notation: level of shielding computation//level of geometry optimization or MD
simulation. For example: (//BP86) means shielding computation in
vacuum//geometry optimization in vacuum; [PCM(H,0)//BP86/PCM(H,0)]
means shielding computation with implicit solvent (PCM)//geometry
optimization with PCM and (H,O//BP86/H,0) means shielding computation
with explicit solvent//geometry optimization with explicit solvent. The same

notation is utilized when including the dynamic effect (ADMP).
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3.1. Validation of the NMR study

This stage of the work was performed to validate the theoretical
methodology used to calculate the NMR parameters, because, to our knowledge,
there is no carbon and technetium NMR data for the Complex 1b (Fig. 1b)
reported in literature so far. The validation study was performed with the
compound 1a (Fig. 1a), using the C6, C28, C40 (aromatic) and C12, C15, C18
(aliphatic) as a reference for discussion.

Table 2 presents the **C chemical shift (ppm) results for the compound
la computed at the GIAO-BPW91/II. It is important to note that the chemical
shift values (Table 2) found for the carbons are very close to the experimental
results, i.e. the theoretical results obtained for the carbon chemical shift are in
agreement with experimental results described by Tzanopoulou et al.!

Table 1 Absolute **C shielding (ppm) for benzene

Level of approximation® Bc
. (//BP86) 46.61
o> (/IADMP) 41.63

# Notation ‘level of shielding computation/level of geometry optimization or MD
simulation.’



Table 2 *C chemical shifts (ppm) for compound 1a, computed at the GIAO-BPW91/I

Aromatic Aliphatic

absolute
Level of approximation® C6 Cc28 C40 C12 C15 C18 deviation
J, (//BP86) 135.7/1.1°  127.9/0.1°  1251/14°  56.7 /2.7° 51.9/3.1°  59.3/1.0° 1.6
Je [//BP86/PCM(H,0)] 134.4/2.4° 128.0/0.0° 126.3/0.2°  68.3/8.9° 59.1/41°  66.0/7.7° 3.9
J. (//BP86/H,0) 134.7/2.1° 127.4/0.6°  1265/0.0°  65.0/5.6° 56.6/1.6°  68.5/10.2° 3.4
¢ [PCM(H,0)//BP86/PCM(H,0)] 136.8/0.0° 128.0/0.0°  127.7/1.2°  67.5/8.1° 59.5/45°  65.8/7.5° 3.6
J. (H,0//BP86/H,0) 136.7/0.1° 129.2/1.2°  1289/24°  63.1/3.7° 56.5/1.5°  67.1/8.8° 3.0
51 (JIADMP) 131.9/4.9° 122.8/5.2° 119.7 /6.8° 53.6 /5.8° 49.1/5.9° 55.7 /2.6° 5.2
K [PCM(H,0)//ADMP/PCM(H,0)] 134.9/1.9° 124.1/3.9° 124.4[2.1° 63.3/3.9° 54.9/0.1° 63.6 /5.3° 2.9
51K [H,0//ADMP/BP86(H,0)] 134.7/2.1° 1245/35° 125.8/0.7° 59.5/0.1° 52.6 /2.4° 64.2 /5.9° 2.5
Protein (PI3K)" 131.1/5.7° 131.2/3.2°  120.8/57°  66.2/6.8° 726/17.6° 64.2/5.9° 7.5
8 Experimental 136.8+0.019 128.0+0.019 1265+0.01 59.4+0.019 550+0.01 58.3+0.01°

#Notation ‘level of chemical shift computation//level of geometry optimization or MD simulation.’

® Chemical shift computation for two conformations more stable than the benzothiazole complex adopted in the active site of the
PI3K enzyme after the docking study

° Mean average deviation from experimental

¢ Experimental errors of **C.[%

6¢T
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3.2. The *C NMR chemical shift

It is important to analyze how much the geometric, solvent and thermal
effects influence the *3C chemical shift results for the compound 1a (Fig. 1a).
On going from the static equilibrium values to the thermal averages in the gas
phase, the changes in the §(**C) values were up to 5.4 ppm for aromatic carbons
and up to 3.6 ppm for aliphatic carbons [compare J,(//BP86) and 9***(//ADMP)
values in Table 2]. For all nuclei, when the dynamic effect is added in gas phase
the chemical shifts deviate from experimental results.

To describe the solvent effect in the spectroscopic property of 1a and 1b
compounds (Fig. 1), in this paper we used some theoretical methodologies that
were validated in previous studies, such as: continuum models,?°2%¢ explicit
solvation model®*? and molecular dynamics (ADMP).* As a continuum
approach, we used the well-known polarizable continuum model (PCM). This
method has advantages over earlier, simpler variants, in that the cavity is not
limited to spherical or ellipsoidal cases, but it has a realistic shape, and that the
electrostatic problem is solved exactly without resorting to truncated multipolar

[2,67]

expansions. The PCM method was applied at two stages, first in the

geometry optimization and second during the evaluation of the magnetic
shielding constants. 388

In Table 2 it is possible to observe that the chemical shift values for the
aromatic carbons suffered a little variation in different environments, the
difference between them never exceed 1.3 ppm and for the aliphatic carbons this
difference reached up to 12 ppm for C-12 {compare oJ(//BP86) and
0¢[//BP86/PCM(H,0)]}. This increase in the difference of the chemical shift for
the aliphatic carbons can be explained by variation in geometry for optimized
structure in vacuum and with solvent. As can be analyzed in Figure 2A for

structure optimized in vacuum, the aromatic ring N10 approximates H24 to form
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a specific hydrogen interaction, this approximation causes a higher electronic
density close to C12, C15 and C18 leaving the nuclei more shielded, noticeably
decreasing the chemical shift values when compared to optimized geometry with
solvent, i.e. the presence of solvent prevents this intra-molecular interaction
(Fig. 2B).

(B)

Figure 2 Geometry for compound 1a, (A) structure in vacuum and (B) structure
in solution
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As shown previously, we found changes of about 1.3 ppm for the
aromatic carbons, on going from the gas-phase geometry to the optimized in a
continuum with the dielectric parameters of water {compare J.(//BP86) and
0e[//BP86/PCM(H,0)] entries in Table 2}. On the other hand, when the solvent
effect is, in addition, introduced in the NMR calculation, the differences
increased about 2.6 ppm for C40 {compare J,(//BP86) and
0e[PCM(H,0)//BP86/PCM(H,0)] values}. It was observed that when the
implicit solvent effect is introduced in the NMR calculation, the aromatic carbon
chemical shift values increased, thus getting close to experimental results.

Regarding the aliphatic carbons, Table 2 shows that for the equilibrium
chemical shifts, we found changes of about 12 ppm, on going from the
optimized in a continuum with the dielectric parameters of water to the gas-
phase geometry {compare J,(//BP86) and J¢[//BP86/PCM(H,0)] entries in Table
2}. On the other hand, when the solvent effect is, in addition, introduced in the
NMR calculation, the differences decrease about 11 ppm for C12 {compare
0e(//BP86) and d[PCM(H,0)//BP86/PCM(H,0)] values}. Thus, for the aliphatic
carbons when the implicit solvent effect is introduced in the NMR calculation,
the chemical shifts increased and deviated slightly from experimental results.
This can be explained by the indirect effect of solvent in the system, causing the
geometry to depart from the average conformation in solution, thus justifying a
deviation in the values of chemical shifts when compared with the experimental
results. However, when the implicit solvent effects were introduced in the NMR
calculation, a better agreement between experiment and theoretical results was
observed {compare 0¢[//BP86/PCM(H,0)] and
0e[PCM(H,0)//BP86/PCM(H,0)] entries in Table 2}, which it is in agreement

with recent studies in the literature involving NMR spectroscopy in solution.*
70-72]
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As observed, the solvent effect is most pronounced for C40 that is close
to the N46 (Fig. 1a) that presents lone pairs of electrons and can form specific
interactions with the solvent, in particular, it can act as a hydrogen-bond, making
this nucleus deshielded and interfering in the chemical shift values of aromatic
carbons. Even though the N11 (Fig. 1a), which is close to the aliphatic carbons,
also presents a lone pair of electrons, it is connected to bulky groups that can
present steric hindrance, causing a disadvantage regarding the interaction with
solvent, which can in principle justify lesser impact of the solvent effect on C12.
However, this effect cannot be realistically modeled in a PCM approach, and
solvent molecules were included (explicit solvent) in the system (Fig. 3), in
order to analyze the effect of explicit solvent on the geometry optimization and
during the evaluation of the magnetic shielding constants.

For the 5(*3C) in the presence of water molecules, we found changes of
about 1.4 ppm and 8.3 ppm for aromatic carbons and aliphatic carbons,
respectively, on going from the optimized with explicit solvent to gas-phase
geometry {compare J.(//BP86) and J.(//BP86/H,0) data in Table 2}. When the
explicit solvent effect is, in addition, introduced in the NMR calculation, the
differences increase to about 3.8 ppm for C40 and 7.8 ppm for C18 {compare
0e(//BP86) and o.(H,O//BP86/H,0) values}. Comparing the two solvation
models (explicit and PCM) it was found that in most cases (C6, C28, C40 and
C18) the chemical shift values using the continuum model fit slightly better to
the experimental data {compare 0e(H,0//BP86/H,0) and
[PCM(H,0)//BP86/PCM(H,0)] data in Table 2}. This suggests that the PCM
approach can offer a reasonable description of the compound 1a structure in
solution. This fact shows that the explicit positioning of water molecules in the
system has a great influence on the values of chemical shifts. In fact, the

fluctuation of those water molecules around the ligand plays an important role
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for NMR parameters in solution. Based on this context, we have performed
calculation to evaluate the dynamic effect.

When the dynamic effects are included for the continuum model, all
nuclei are noticeably shielded, up to 3.9 ppm for the aromatic carbons and up to
4.6 ppm for the aliphatic carbons {compare J.[PCM(H,0)//BP86/PCM(H,0)]
and 5**°“[PCM(H,0)//ADMP/PCM(H,0)] values in Table 2}. We observed that
the dynamic effect was more significant for the C12, C15, C18, i.e. when the
dynamic effects are included for this continuum model, the chemical shift values
for aliphatic carbons decreases and become close to experimental results
{compare 0e[PCM(H,0)//BP86/PCM(H,0)] and
S [PCM(H,0)//ADMP/PCM(H,0)] values in Table 2}. This was expected,
since the aliphatic carbons exhibit a greater degree of freedom to move
compared to aromatic carbons. Similarly occurred in the presence of explicit
water molecules when the dynamic effect was introduced into the NMR
calculation, the chemical shift values for aliphatic carbons (C12, C18) decreases
and become close to experimental results {compare J,(H,O//BP86/H,0) and
5*%[H,0//ADMP/BP86(H,0)] values in Table 2}.

Figure 3 Geometry of compound 1a with explicit solven
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3.3. The **Tc NMR chemical shift

The  ®™Tc-phenylbenzothiazole complex (Fig. 1b) is a
radiopharmaceutical which has been used in the field of nuclear medicine.'%
According to Tzanopoulou et al. the Complex 1b is a potential candidate for
imaging (*™Tc), facilitating the diagnosis against breast cancer.!*”

In view of that, we have performed NMR calculations evaluating
thermal and solvent effects on the Complex 1b (Fig. 1b). The corresponding o
values are collected in Table 3, in the gas phase at equilibrium and thermal
average. Table 4 presents the **Tc chemical shift results (ppm) for Complex 1b
computed at the GIAO-BPW91/II.

Table 3 Absolute ®Tc shielding (ppm) for TcO,

Level of approximation® *Tc
o. (//BP86) -1995.34
o> (/IADMP) -2412.35

® Notation ‘level of shielding computation/level of geometry optimization or MD
simulation.’



136

Table 4 *Tc NMR chemical shifts (ppm) for benzothiazole Complex (1b),
computed at the GIAO-BPW91/aug-cc-pVTZ

Level of approximation® *Tc

Je (//BP86) -1067.49
Je [//BP86/PCM(H,0)] -1000.02
Je (//BP86/H,0) -1024.94
e [PCM(H,0)//BP86/PCM(H,0)] -1043.21
Je (H,0//BP86/H,0) -1231.20
¥ (/IADMP) -1246.86
5 PCM(H,0)//ADMP/PCM(H,0)] -1451.88
5% [H,0//ADMP/BP86(H,0)] -1429.78
Protein (PI3K)® -769.42

# Notation ‘level of chemical shift computation//level of geometry optimization or MD
simulation.’

® Chemical shift computation for two conformations more stable than the benzothiazole
complex adopted in the active site of the PI3K enzyme after the docking study.

It is important to notice that in 2008, Biihl and Golubnychiy™ conducted
studies with some *Tc complexes, in particular, with the Tc(CO)s(MeCN),
complex, in which the *Tc shows a coordination site similar to Complex 1b in
the current study (Fig. 1b). The experimental value of 6(*Tc) for the
Tc(CO)3(MeCN); complex is -1098 ppm.*™ The 6(**Tc) values obtained for
Complex 1b (Table 4) were close to this experimental result, again validating
the calculation methodology used. The theoretical result of J(**Tc) obtained by
Biihl and Golubnychiy™ for the Tc(CO)s;(MeCN); complex using the method
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GIAO-BPW91/BP86 was -1397 ppm in vacuum. This result is also close to the
%T¢ chemical shifts obtained in this study for Complex 1b in vacuum (Table 4).

Evaluating the geometric effect on the chemical shifts of *Tc, in Table 4
it is possible to observe that the ¢ values suffered a variation of 68 ppm for
optimized structure in vacuum and with implicit solvent (PCM), {compare
0:(//BP86) and o¢[//BP86/PCM(H,0)]}. When the explicit solvation model is
introduced during the geometry optimization the difference in the chemical shift
values decreases up to 43 ppm {compare J.(//BP86) and J.(//BP86/H,0) data in
Table 4}. This large difference in the chemical shift values for optimized
geometry in the vacuum and with solvent (Figure 4) was to be expected, since
according to the literature, the 6(**Tc) values are very sensitive to slight variation
in geometric and electronic parameters.

In Table 5 are shown the optimized geometrical parameters and the
binding energy values for the **Tc complex with the explicit water molecule
(Figure 4B). The theoretical result of binding energy complex-water with BSSE
was the -56.41 kcal/mol (Table 5), this result indicate that the studied complex
can form hydrogen bonds with the water molecules (Figure 4B).
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(B)

Figure 4 Geometry for Complex 1b, (A) structure in vacuum and (B) more stable
structure in solution
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Table 5 Optimized geometrical parameters and binding energy for Tc complex
in solution, bond lengths and energy values with BSSE correction

Parameter BP86/LanL2dz (A)

Tc-C 1.91

Tc-C 1.90

Tc-C 1.91

Tc—N 2.27

Tc-N 2.20

Tc-0 2.15

Binding Binding energy (kcal/mol)
Complex-water -56.41

To evaluate the solvent effect on the 5(**Tc) the polarizable continuum
(PCM) and explicit solvation models were applied during the magnetic shielding
constant calculations.

As shown previously, we found changes of about 68 ppm for the *Tc,
on going from the gas-phase geometry to the optimized in a continuum with the
dielectric parameters of water {compare J,(//BP86) and J,[//BP86/PCM(H,0)]
entries in Table 4}. On the other hand, when the implicit solvent effect is
introduced in the NMR calculation, the differences decreased about 24 ppm
{compare J.(//BP86) and d[PCM(H,0)//BP86/PCM(H,0)] values in Table 4}.
When the water molecules were introduced explicitly in the NMR calculation,
the difference in the 5(**Tc) values increases from 43 ppm {compare J.(//BP86)
and J,(//BP86/H,0) data in Table 4} to 164 ppm {compare J.(//BP86) and
0e(H,0//BP86/H,0) data in Table 4}. This large difference in the chemical shift
values indicates that the solvent effect is important during the NMR calculations
for the **Tc.

We observed a lower §(**Tc) value for the explicit solvation model when
compared to the PCM model {compare o,(H,O//BP86/H,0) and
0e[PCM(H,0)//BP86/PCM(H,0)] data in Table 4}. This was expected since the
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explicit presence of water molecules in the system increases the electronic
density around the **Tc, leaving the nucleus noticeably more shielded (see Fig.
4B).

Another important point evaluated was the contribution of dynamic
effects to the ®Tc chemical shift. We observed that when the dynamic effect is
introduced in gas phase, the chemical shift value decreased up to 179 ppm, on
going from the static equilibrium values to the thermal averages in the gas phase
{compare &.(//BP86) and 5**°(//ADMP)] values in Table 4}. On the other hand,
when the dynamic effect is introduced in solution the chemical shift value
decreases up to 409 ppm, on going from the static equilibrium values to the
thermal averages in the solution {compare J.[PCM(H,0)//BP86/PCM(H,0)] and
s [PCM(H,0)//ADMP/PCM(H,0)] values in Table 4} and also decreases in
the presence water molecules, up to 199 ppm, on going from the thermal
averages to static equilibrium in the solution {compare d,(H,O//BP86/H,0) and
539 [H,0//ADMP/BP86(H,0)] values in Table 4}. When the dynamic effect
was introduced in solution, the values d(**Tc) decreases more significantly. As
expected, the thermal averaging is more pronounced than solvent effect. This
can be explained by the indirect effect of solvent in the system, since the Tc
atom is not coordinate with water molecules (see Figure 4B). However, it is
noteworthy to observe that both solvent and thermal effects were important
during the NMR calculations for the *Tc.

3.4 The **Tc and **C NMR chemical shifts in the PI3K enzyme active site

Initially, from the docking calculation, it was possible to verify how the
Complex 1b (Fig. 1b) was positioned, taking into account the overlap and
orientation of the rings, inside the active site, with respect to the active ligand
(benzothiazol derived) (Fig. 5).
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Another important aspect investigated was the hydrogen bonds that
Complex 1b performs within the active site. As we can see in Figure 6A, the
Complex 1b forms hydrogen bonds with the Lys800, Thr827 and Val882 amino
acids. The active ligand also performs hydrogen interactions with the Val882
residue of the amino acid (Fig. 6B) and presents intermolecular interaction
energy equal to -126.12 kcal mol™. Therefore from our docking studies, we can
suggest that Complex 1b interacts, as well as the active ligand, in the PI3K
active site, with an intermolecular interaction energy value equal to -153.04 kcal
mol™. This theoretical result of intermolecular interaction energy indicates a
greater stability of the Complex 1b in the active site of the enzyme when
compared to the active ligand (Fig. 6C). However, it should be kept in mind that
the preliminary results do not take into account pharmacokinetic proprieties.
Thus, additional in vitro testing are fundamental to evaluate the affinity of this
complex in the PI3K active site.

Figure 5 Complex 1b (red) docked in the active site of PI3K, the active ligand
shown in yellow
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Figure 6 Complex 1b (A, C) and crystal (B) docked in PI3K active site

Now, in order to investigate the possibility of using *Tc NMR
parameters to probe structural modifications in biomolecules, we have obtained
BC and *Tc chemical shifts using theoretical approaches for the Complex 1b
inside the PI3K active site. The obtained values for the chemical shift were
compared in order to shed some light on the behavior of this nucleus in different
environments (Tables 2 and 4). On going from the vacuum and solution to the
protein environment, the concomitant effects on o(*Tc) values were
considerable, for instance -1246.86; -1429.78 and -769.42 ppm, respectively
(Table 4).
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The same behavior is not observed for the *C NMR chemical shift.
Indeed, Table 2 shows a slight variation in the §(**C) values in different
environments: protein, solution and vacuum. As expected, the ¥C nucleus
behaves similar to NMR parameters in different chemical environments. In line
with this result, *C NMR spectroscopy could not be used as an efficient
technique to probe the structural modification in biomolecules.

On the other hand, for the *Tc, it was possible to observe a significant
variation in 6(**Tc) values in different environments (Table 4).

Our theoretical findings indicate that the use of **Tc instead of its
isotope, ®™Tc, in phenylbenzothiazole complexes opens opportunities to employ
NMR spectroscopy as a probe to investigate structural modifications in
biomolecules.

Based on this context, this work reveals the importance of using *Tc in
phenylbenzothiazole complexes for the dual application in nuclear medicine:

diagnosis and treatment.
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4 CONCLUSION

The GIAO-DFT method (functional BPW91 and the IGLO-II basis set)
presents a realistic description of the system (compound la in different
environments: vacuum, solution, thermal), since a good agreement was observed
between theoretical and the experimental results for **C chemical shifts.

Furthermore, it was possible to theoretically determine the *Tc chemical
shifts for the Complex 1b. Thermal and solvent effects were studied
computationally by quantum-chemical methods. It was observed that these
effects are important for *Tc chemical shift calculations.

It is well-known that the *"Tc isotope is unstable™ and the “™Tc
complex (Fig. 1b) is, then, synthesized on a low-scale, hindering the structural
characterization (NMR spectroscopy). It is also worth noting that experimental
data of **Tc NMR spectroscopy are very scarce in the literature. However, our
theoretical findings point out that this technique, due to its high sensitivity, can
be promising for investigation of the chemical structure at the molecular level in
different environments. We hope that our results will stimulate new
experimental and theoretical investigations that could assess the validity of this

assumption.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foi possivel determinar o papel dos diversos ambientes
quimicos sobre a transferéncia de prdétons no estado excitado do composto
HABT e seus efeitos na fluorescéncia. Os resultados obtidos por simulagdes
DM, utilizando o campo de forca CHARMM, mostraram que os residuos de
aminoacidos Glu738, Lys721 e Thr766, bem como algumas moléculas de agua,
foram importantes para manter a estabilidade do HABT no sitio ativo da enzima
TK, realizando ligagOes de hidrogénio durante todo o tempo simulado. Além
disso, os calculos AIM confirmaram os resultados obtidos na DM.

Em geral, os resultados obtidos pelos calculos QM/MM no estado
fundamental (utilizando método DFT) e no estado excitado (utilizando 0 método
TD-DFT) para as quatros diferentes regides QM (QM-1 a QM-4) indicaram que
pode ocorrer a fluorescéncia no sitio ativo da TK. Ou seja, os resultados teéricos
obtidos neste trabalho salientam que a utilizacdo do composto HABT pode ser
uma abordagem promissora e abre a possibilidade de empregar derivados de
benzotiazol como um protétipo de sondas fluorescentes em diagnésticos contra o
cancer da mama.

Além disso, neste trabalho também foi possivel modelar e prever
parametros experimentais, como o deslocamento quimico do ntcleo *Tc, para o
composto  ABT complexado com *™Tc e investigar suas modificacdes
estruturais em diferentes ambientes, avaliando os efeitos térmicos e do solvente.
Os resultados tedricos indicam que o uso de *Tc em complexos
fenilbenzotiazois abre oportunidades para se utilizar a espectroscopia de RMN
como uma sonda espectroscopica para pesquisar modificacdes estruturais em
biomoléculas.

O método DFT apresentou uma descrigdo realista do sistema, uma vez

que foi observada boa concordancia dos resultados teoricos obtidos para o
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deslocamento quimico de *C e os resultados experimentais descritos na
literatura.

Vale a pena notar que os dados experimentais de espectroscopia de
RMN para %T¢ s3o muito escassos na literatura. No entanto, nossos dados
tedricos mostram que essa técnica pode ser promissora para a investigacdo

estrutural, em ambito molecular, em diferentes ambientes.
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Brucella sui;
A Z00nosk

1s & dangerous biological warfare agent already wsed for military purposes. This bactena cause brucellosis,
highly infective and difficult to fight An important selective target for chemotherapy against this discase is
nucleoside hydrolase (NH), an enzyme still not found in mammals. We present here the first three-dimensional structure
of B. suis NH (BsNH) and propose this enzyme as a molecular target to the drug design m the fight against brucellosis.
In addition, we performed molecular docking studies, amming to analyze the three-dimensional positioning of nine known
mhibitors of Chritidia fasciculata NH (C/NH) in the active sites of BsNH and C/NH. We also malyzed the main mterac-
tions of some of these compounds inside the active site of BsNH and the relevant factors to biological activity. These
results, together with further molecular dynamics (MD) simulations, pointed out to the most promising compound as lead
for the design of potential mhibitors of BsNH. Most of the docking and MD results corroborated o each other and the
docking results also suggested a good correlation with experimental data.

Keywords: Brucella suis; nucleoside hydrolase; homology modeling; docking; molecular dynamics
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As doengas causadas por protozodrics afetam hoje em dia uma grande parcela da populagio
mundial, provocando muitas mortes e exercendo grande influéncia na qualidade de vida e no
desenvol vimento de muitos paises. Estas doengas afetam principalmente paises pobres e por isto, a
pesquisa e o desenvolvimento de novos firmacos sio negligenciados. De fato, a maioria das drogas
usadas no tratamento destas doencas data de décadas passadas e apresentam muitas limitagdes,
incluindo @ aparecimento da resisténcia s drogas. Este antigo tem como foco 0s mais recentes
desenvolvimentos publicados no campo de patentes, entre 2001-2008, com especial atengio a
promissores compostos atuando contra tripanossomiase, leishmaniose, maldria. toxoplasmose,
amehiase, giardinse. balantidiase e pneumocistose.

Protozoan infections are parasitic diseases that affect hundreds of millions of people worl dwide,
but have been langely neglected for drug development becanse they affect poor people in poor
regions of the world. Most of the current drugs used to treat these diseases are decades old and
have many limitations, including the emergence of drug resistance. This review will focus on the
most recent developments (2001 -2008) published in the field of patents and publications, paying
particular attention to promising compounds acting against trypancsomiasis, leishmaniasis,
malaria, toxoplesmosis, amebiasis, giardiasis, balantidiasis and preumocystosis, their chemistry
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and biological evaluation, and to new chemical and pharmaceutical processes,

o

Mead Chem Res {20012) 21: 590600
THOT 10,1007/ 50004401 195502

MEDICNAL
CHEMISTRY
RESEARCH

Molecular modeling of the Toxoplasma gondii adenosine kinase

inhibitors

Elaine F. F. da Cunha  Daiana Teixeira Mancini «
Teodorico C. Ramalho

Received 16 March 2010/ Acoepted: 5 January 2011 /Published online: 29 Fanuary 2011

@ Springer Science+Business Madia, LLC 2011

Abstract  Toxoplasma gondii is the most common cause
of secondary central nervous system infection in immu-
nocompromised people such as AIDS patients. Since pur-
ine salvage is essential for T. gondii and other parasitic
protazoa, ivhibition of its sulvage pathway, by blocking
adencsine kinsse (EC 2.7.1.20), the main responsible for
the metabolism of adenosine (purine nucleoside) can block
the parasite growth. Having this in mind, four-di mensional
quantitative  structure—activity mlationship (4D-QSAR)
analysis was applied 1o a series of 41 inhibitors of T, gondii
adenosine  kinase, Optimized 4D-QSAR models were
constructed by genetic algorithm (GA) optimization and
partial least squares (PLS) fitting, and evalusted by the
leave-one-out cross-validation method. Moreover, we have
used docking approaches o study the binding orientations
and predict the intemction energies of some benzyladeno-

nervous system and causes lethal encephalitis in immuno-
compromised patients such those with acquired immuno-
deficiency syndmme (AIDS) (Al Safarjalania et al., 2007).
In spite of the trugic consequences of wxoplasmosis, the
therapy for this disease has not changed in the last 20 years
(El Kouni er al., 1999, The current treatment consists on
combinutions of drugs, such as Pyrimethamine (Dum-
prim™), trimethopr m-sul famethoxazole (Bactrin™), Sulfa-
diazine (Triglobe™). or Clindamycin (Dalacin™) (Ngo et al.,
200NY). Newborns with congenital toxoplasmosis are treated
for at least a year with a combination of antibiotics. If a
woman  develops toxoplasmesis during pregnancy,  her
doctor may prescribe medications o reduce the risk of the
child contract congenital toxoplasmosis. These dmgs
include spiramycin  (Rovamicina™  Periodontil™), Pyri-
methamine, and Sulfadiaz ine. To decrease the possibility of
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Molecular Aspects of the Reactivation Process of Acetylcholinesterase
Inhibited by Cyclosarin
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Mo presente trabalho foi aplicada uma metodologia tedrica desenvolvida em um trabalho
anterior que wtiliza os programas Molegro® ¢ Spartan® para avaliar as constantes cinéticas de
associagio ¢ reativagho de oximas. em relagio a resultados in vitre previamente reportados na
literatura. Como observado antes, os resultados mostraram boa comelagio entre as energias livies
tedricas de ligagdo das oximas e os dados experimentais, comoborando a metodologia como
adequada para a predigdo de parimetros cinéticos e termodinimicos, os quais podem ser Gteis
para o plangjamento e selegdo de novas e mais efetivas oximas.

In this work we applied a theoretical methodology developed in a former work, using the
Molegro® and Spartan®™ softwares, to evaluate the association and kinetic reactivation constants of
oximes, facing in vitro data previously reponted in the literature. As reported before, results showed
a good agreement between the theoretical binding free energies of the oximes and experimental
data, cormoborating the methodology as suitable for the prediction of kinetic and thermodynamic
parameters that might be helpful for the design and selection of new and more effective oximes.
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Summary

In order to contribute to a better understanding of the mechanism of action of oximes. we evaluated the
affinities of 10 new oximes. derived from pyridine-imidazol bicycled systems. for human acetylcholinesterase
(Hee AChE) rammleved with tabun by retimatine their docking enerov walnes and ramnarine of the valnes
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Toxoplasmosis: Perspectives on the Study of New Therapeutic Targets

Abstract: Toxoplasma gondii is an intracellular parasite responsible for causing the disease known as
toxoplasmosis. This protozoan is easily found in nature and can cause infections in birds and
mammals. Currently the toxoplasmosis treatment presents some limitations since the drugs used
show low efficiency and can cause serious side-effects. Based on these therapeutic limitations arises
the need for design and discovering more potent and selective new drugs against toxoplasmosis. In
this context, the computational medicinal chemistry has been used as an important tool in the
discovery of new therapeutic targets in the causative agents of several diseases, including
toxoplasmosis. This work aims to quickly discuss some new molecular targets such as adenosine
kinase, dihydrofolatereductase and thymidylate synthase enzymes, which have been exploited by
computational techniques (docking and comparative modeling) in order to direct the planning of new
drugs against toxoplasmosis.

Keywords: Toxoplasmosis; computational chemistry; therapeutic targets.
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Structure and stability of [{Wa),(Phe),, [* clusters in the ground state were analyzed at the theoretical and experimental levels.
Crur experimental and theoretical findings showed that the [(Na),(Phe),, [* clusters in gas phase tend to form mainly planar rings
of four members. The symmetry and the small dipole moment in these specific configurations suggested that their stability conld
be associated with an alignment of the water molecules, maximizing attractive electrostatic interactions caused by changes in the
charge distribution of the clusters.

157



