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Estava ali um homem que se encontrava enfermo ha trinta e oito anos. Jesus,
vendo-o deitado e sabendo que estava assim ha muito tempo, lhe diz: “queres
tornar-te sao?”

Jodo, 5:5-6

“A colheita é comum, mas o capinar € sozinho.”

Jodao Guimaraes Rosa, 1956
“Qrande Sertdo: Veredas”

“There are ancient cathedrals which, apart from their consecrated purpose,
inspire solemnity and awe. Even the curious visitor speaks of serious things,
with hushed voice, and as each whisper reverberates through the vaulted nave,
the returning echo seems to bear a message of mystery. The labor of
generations of architects and artisans has been forgotten, the scaffolding
erected for the toil has long since been removed, their mistakes have been
erased, or have become hidden by the dust of centuries. Seeing only the
perfection of the completed whole, we are impressed as by some superhuman
agency. But sometimes we enter such an edifice that is still partly under
construction; then the sound of hammers, the reek of tobacco, the trivial jests
bandied from workman to workman, enable us to realize that these great
structures are but the result of giving to ordinary human effort a direction and
a purpose.
Science has its cathedrals, built by the efforts of a few architects and many
workers.”
Gilbert Newton Lewis, 1923
“Thermodynamics”

Kennete man recht nach chemischen Griinden die natiirlichen Verrichtungen
im Korper, die Ursachen der Krankheiten und die Wirkungen der
Arzeneymittel; so miisste die Chemie gewiss Wunder ausfithren konnen.

Carl Wilhelm Scheele, 1777
"Chemische Abhandlung von der Luft und dem Feuer"
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Resumo

Zinco-proteinas desempenham papeis fundamentais em organismos. Os fons Zn'!, que
atuam nestas proteinas, sdo classificados conforme seu papel, catalitico ou estrutural. Como
estdo envolvidas em diversos processos de doenga, a inibicdo ou regulacdo da atividade de
vdrias zinco-proteinas pode representar a cura de muitas delas. Porém um dos grandes desafios
no desenvolvimento de inibidores de zinco-proteinas é obter seletividade. Neste trabalho,
compostos fosfinaouro(I) foram avaliados frente a modelos de zinco estrutural, representados
por dominios dedos de zinco encontrados em uma proteina do virus HIV-1 (NCp7) e em um
fator de transcri¢do humano (Spl), e frente a um modelo de zinco catalitico, representado por
uma metalo-f-lactamase, visando compreender sua forma de atua¢do em cada um dos casos.
Essa classe de compostos foi selecionada pois, dentre os complexos de ouro descritos na
literatura, os fosfinaouro(l) se destacam por apresentarem uma forma de atuagdo singular frente
a dedos de zinco. O farmaco comercial auranofina, utilizado na clinica, pertence a essa classe e
tem despertado especial interesse.

No caso do zinco estrutural, a remogio ou substituicio do Zn" causa inibicdo da atividade.

I hromovem a substitui¢io de Zn" em proteinas dedo de

Sabe-se que compostos de Au' e Au
zinco, mas pouco se conhece sobre o mecanismo ou a estrutura das proteinas substituidas,
chamadas de dedos de ouro. Com o objetivo de desvendar essas estruturas a interacdo de
compostos fosfinaouro(I) com os dois modelos de proteinas dedos de zinco foi estudada por
espectroscopia de absorcdo de raios X. Observou-se que, no caso desses complexos, a
reatividade depende da estrutura do dedo de zinco utilizado, o que néo foi observado para outros
complexos de ouro. Esse resultado demonstra que é possivel modular a reatividade dos
complexos metdlicos através dos ligantes, permitindo o desenvolvimento de metalofarmacos
mais seletivos.

Do ponto de vista do zinco catalitico, este trabalho representa o primeiro estudo da
atividade inibitoria de complexos de ouro frente a f-lactamases. Os resultados sugerem que
alguns complexos de Au' apresentam atividade inibitéria. Esta primeira evidéncia de intera¢do
apresenta uma nova classe de compostos interessantes para estudos como inibidores de metalo-
B-lactamases.

Buscando modular a seletividade e melhorar a eficiéncia dos compostos de ouro nestes
sistemas, foi também desenvolvido um novo complexo hidrossolivel de Au' com
tri(carboxietil)fosfina, que apresentou atividade inibitéria frente a -lactamases, mas nao frente

aos dedos de zinco estudados.



Abstract

Zinc-proteins play key roles in organisms. The Zn"" ions, which act on these proteins, can
be classified in catalytic or structural according to their role. As they are involved in various
disease processes, the inhibition or regulation of their activity may represent the cure of many
of them. However, one of the major challenges in developing zinc-protein inhibitors is to
achieve selectivity. In this work, phosphinegold(I) compounds were evaluated as inhibitors of
structural zinc models represented by zinc finger domains found in the HIV-1 protein NCp7
and in the human transcription factor Sp1, and as inhibitors of a catalytic zinc model represented
by a metallo-B-lactamase, in order to understand their way of action in each case. This class of
compounds has been selected because among the gold complexes described in the literature,
the phosphinegold(I) are distinguished by their unique performance against zinc fingers. The
clinically approved drug auranofin, belongs to this class and has attracted much interest.

In the case of structural zinc, the removal or replacement of Zn'' causes inhibition of its

I compounds promote the replacement of Zn' in zinc

activity. It is known that Au' and Au
finger proteins, therefore the mechanism and structure of the substituted proteins, called gold
fingers, are unknown. In order to unravel these structures, the interaction of phosphinegold(I)
compounds were studied with two models of zinc finger proteins by X-ray absorption
spectroscopy. It was observed that, in the case of these complexes, the reactivity depends on
the structure of the zinc finger used, which was not observed for other gold complexes. This
result demonstrates that it is possible to modulate the metal complexes reactivity through the
ligands, allowing the development of more selective metallodrugs.

From the point of view of catalytic zinc, this work represents the first study of the
inhibitory activity of gold complexes against B-lactamases. The results suggest that some Au'
complexes have inhibitory activity. This first evidence of interaction presents a new class of
interesting compounds for studies as inhibitors of metallo-f3-lactamases.

Aiming to modulate the selectivity and to improve the efficiency of the gold compounds
in these systems, a new water soluble complex of Au' with tri(carboxyethyl)phosphine was also

developed, which inhibited the activity of B-lactamases, but not of the zinc fingers studied.
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Capitulo 1: Introduc¢do

1.1. Ions metélicos em sistemas bioldgicos

Numerosos metais ocorrem naturalmente e exercem papeis cruciais na maioria dos

processos bioquimicos nos organismos!

. Esses metais sdo denominados enddgenos ou
essenciais e estdo presentes na forma de fons metélicos. Eles podem atuar isolados, como
sinalizadores ou portadores de carga, mas muito frequentemente exercem seus papeis
coordenados a proteinas. Nessas proteinas, conhecidas como metaloproteinas, os ions metdlicos
podem desempenhar tanto fungdes cataliticas quanto estabilizar — ou até mesmo determinar —
sua estrutura tercidria ou quaterndria.

A selecdo evolutiva de um fon especifico para desempenhar um determinado papel em
sistemas bioldgicos depende de um grande numero de fatores quimicos como carga, raio,
preferéncia por ligantes, reatividade em meio aquoso e disponibilidade no ambiente®. As
funcdes exercidas por estes fons metdlicos sdo diversas. De um modo geral, sédio e potdssio
atuam criando gradientes de concentracdo iOnica através de membranas e na manutencdo do
equilibrio osmético. Por outro lado, ions calcio e magnésio desempenham papeis estruturais e
em vias de controle e sinalizacdo metabdlica, além de envolverem-se no metabolismo de fosfato
e na fotossintese. fons zinco ndo apenas desempenham importantes atividades estruturais como
também atuam como 4cidos de Lewis em diversos processos enzimaticos. Metais de transicao
como ferro, cobre e manganés catalisam diversas reagdes redox, além de participar no
transporte de moléculas importantes, como oxigénio™*.

Desequilibrios na concentracdo de metais endégenos, tanto por excesso quanto por
caréncia, podem causar doencas®, como a anemia ferropénica, causada pela caréncia de
ferro(II), ou a doenca de Wilson, causada pelo excesso de fons cobre(II)*S. O tratamento usual
para uma condicao de caréncia de um determinado fon metélico consiste na administragdo de
formas farmacéuticas deste fon associadas a fatores que facilitem sua absor¢do. No caso de
excesso, agentes quelantes especificos sdo administrados.

Virios outros metais ndo ocorrem naturalmente nos organismos e sdo denominados
exogenos. Acima de certos niveis de concentracao, especificos para cada elemento, os metais
exogenos sao toxicos. Agentes quelantes sao necessdrios para combater os danos causados por

metais exdgenos em concentragdes elevadas e devem ser especificos, evitando o desequilibrio

na concentragdo dos fons metélicos enddgenos.
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Contudo, dentro de faixas adequadas de concentragao muitos fons de metais exogenos
podem ser — e sdo — utilizados como farmacos’. Caracteristicas quimicas dos fons metalicos,
como nimero de oxidacdo, geometria preferencial, labilidade, caréter 4cido de Pearson, assim
como caracteristicas dos ligantes coordenados a eles, permitem a modulagdo da atividade dos
metais exdgenos e a sintese de farmacos seguros e especificos.

Desse modo, interessa ao campo da quimica bioinorganica compreender em detalhes os
papeis e mecanismos de atuacdo dos metais, tanto endégenos como exdgenos, em diversas
faixas de concentragdo nos organismos. O entendimento dos processos de satide e doenca pode
entdo ser utilizado na promocao da satide e do bem estar, tanto do ponto de vista preventivo e
diagnéstico, quanto no que diz respeito a descoberta de novos agentes terapéuticos, inorganicos

inclusive.

1.1.1. O Zinco em sistemas bioldgicos

Dentre os metais endégenos do bloco d, o zinco figura como segundo metal mais
abundante nos seres humanos, perdendo apenas para o ferro. Dentre as metaloproteinas, as
zinco-proteinas compdem um grupo amplo, compreendendo 10% do proteoma humano!. Em
muitos microrganismos as zinco-proteinas também estdo presentes, tornando o zinco essencial
também para estes organismos'.

A pergunta que se estabelece entdo €: por que a evolucdo selecionou o zinco para as
funcdes essenciais que ele desempenha? O zinco se apresenta usualmente no estado de oxidagao
2+, com configuragio eletronica [Ar] 3d'°. Como o raio do Zn" é de apenas 65 pm ele apresenta
uma carga relativamente grande concentrada num pequeno raio, se comparado a maioria dos
cations organicos®. Por outro lado, ele apresenta uma alta afinidade eletronica, maior do que
Mg" e Ca", por exemplo, o que o caracteriza como um forte dcido de Lewis (pelo menos no
que diz respeito ao meio biolégico). No que diz respeito a acidez de Pearson, o Zn'! apresenta
um carater intermedidrio, interagindo bem tanto com bases duras (O-doadoras, como
glutamato) quanto com bases moles (S-doadoras, como cisteina).

Mas, ao contrério do ferro e do cobre, o zinco ndo participa de reacdes de oxirredugao,
sendo preferido em casos onde processos redox seriam indesejaveis. Além disso, considerando
ateoria do campo cristalino, a configuragiio d'°é caracterizada por uma energia de estabilizacdo
do campo cristalino nula independentemente da geometria em que se acomodem os ligantes,

néio se observando para o Zn"' uma geometria ou nimero de coordenacio preferenciais’.
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Em geral, se dividem as fun¢des do zinco no meio bioldgico entre cataliticas e estruturais.
E possivel diferenciar estas funcdes pelas diferentes esferas de coordenagdo que o metal
assume. fons zinco com funcdo catalitica apresentam quase sempre uma molécula de dgua
coordenada. Esse ligante 14bil pode ser facilmente substituido pelo substrato da enzima, embora
a dgua possa também ser polarizada, atuando como eletréfilo em virtude da coordenagcdo ou
ainda perder um préton indo a hidréxido, favorecendo o ataque nucleofilico a substratos®'°,
Essas trés vias de reacdo estdo esquematicamente representadas na Figura 1. Além da dgua, é
comum encontrar coordenados a fons Zn' cataliticos residuos de glutamato (O-doador),
aspartato (O-doador), histidina (N-doador) e cisteina (S-doador). Em oposicdo, ions zinco
estruturais sdo coordenados quase sempre por quatro ligantes que pertencem todos a cadeia
peptidica (nenhuma dgua) em geometria tetraédrica °. Os residuos mais comuns nestes sitios

sdo histidina e cisteina'!.

OH- Base--H—OH
I I
m— 72 —7n*2
TN Qo 2 SN
\\ /e /l/ \\
SN OH \
QQO | 2 QO\’b
w7 +2
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I
— 7n*2
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~

Figura 1: Trés possiveis vias de reacdo da 4gua tipicamente presente em zinco-enzimas. Esquema

adaptado da referéncia 10.

Essas caracteristicas fazem do zinco um metal versatil permitindo que as zinco-enzimas
desempenhem diferentes fungdes no meio bioldgico, como por exemplo: hidrolases, liases,
ligases, transferases e isomerases'2. Como o Zn'" nio faz reacdes de oxirreducio e faz ligacdes
fortes com cisteina e histidina, a natureza encontra nele uma Otima maneira de fixar

determinadas estruturas em proteinas que tém como fun¢des mais comuns replicagdo,
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transcricdo e reparo dos 4cidos desoxirribonucleicos (do inglés desoxyribonucleic acids,
DNA)"3. E também importante destacar que muitas zinco-protefnas, tanto humanas como de
organismos patogénicos, tém se demonstrado alvos atrativos no tratamento de diversas doencas,
como infecgdes bacterianas e flngicas, hipertensdo, cancer e AIDS'. Este trabalho foca em
dois desses alvos farmacoldgicos, discutindo estratégias de inibi¢do utilizando complexos

metalicos.

1.1.2. O uso de complexos metalicos em medicina

O uso de fons metélicos estd presente em priticas médicas desde a antiguidade!®. A
preparacao dos medicamentos se dava, contudo, numa perspectiva muito mais magica ou
mistica do que cientifica. No século XIX, com novas descobertas em torno da estrutura quimica
dos compostos e avangos acentuados nas técnicas de manipulacdo, o desenvolvimento de
farmacos passou a se basear em evidéncias de atividade e na relacdo entre atividade e estrutura
quimica. Os primeiros estudos sistematicos de metais em medicina, datados do fim do séc. XIX
até a primeira metade do séc. XX, trouxeram grandes avancos no reconhecimento de metais
enddgenos, bem como as doencas relacionadas a suas defici€ncias, além dos tratamentos para
tais doencas. Além disso, embora a toxicidade de muitos metais ja fosse conhecida hd vérios
séculos, a partir do século XIX reconhece-se uma relagdo entre a toxicidade e o beneficio
médico e nutricional dependente da dosagem'.

O uso de agentes terapéuticos metalicos se iniciou com espécies como o dicianoaurato de
potdssio no tratamento da tuberculose e a arsfenamina (3,3'-diamino-4,4'-diidroxi-
diarsenobenzol) no tratamento de sifilis'®, ambos usados como antimicrobianos. Além destes,
compostos de prata tem sido amplamente utilizados hd anos no tratamento de infeccdes
bacterianas. Os exemplos mais antigos envolvem compostos como nitrato e tiocianato de
prata(I), mas outros derivados foram introduzidos depois, como a sulfadiazina de prata, na
década de 1960'7. Ainda hoje, diversos estudos continuam sendo feitos em torno de complexos
de AgI com diversos ligantes como carbenos N-heterociclicos, fosfinas, sulfonamidas, entre
outros, no tratamento de infeccdes!” 7.

Atualmente, os compostos metdlicos utilizados na clinica s@o divididos em dois grupos
principais por suas aplicacdes: terapéuticos ou diagnésticos. No que diz respeito a agentes
diagndsticos, podem ser citados como exemplos o sulfato de bério, que € usado hd mais de cem
anos como contraste em radiografia, compostos de gadolinio, que sdo utilizados como contraste

para ressonincia magnética nuclear, e complexos de *"Tc, ’Ga e !''In, desenvolvidos e
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aprimorados para técnicas de rddio imagem (como as diversas cintilografias)!>. Recentemente,
diversos novos compostos vém sendo desenvolvidos e testados utilizando caracteristicas
conhecidas de certos complexos metdlicos como paramagnetismo e luminescéncia em conjunto
com grupos organicos biomarcadores de doencgas. Sdo exemplos dessa abordagem estudos

111

envolvendo complexos luminescentes de Ir'"! para diagnéstico de cancer®’, além de espécies de

Gd™ e Re' para diagnéstico de mal de Alzheimer?!?2,

Compostos de platina tém uma aplicacao ja muito sedimentada no tratamento de cancer.
A cis-diaminodicloroplatina(Il), frequentemente denominada cisplatina, € um potente
quimioterdpico para o combate de células cancerigenas, particularmente o cancer de testiculo'?.
Descoberta em 1965 por Rosenberg?’, ela revolucionou a terapia anticincer®® e impulsionou as
pesquisas recentes em torno do uso de metalofdrmacos. A cisplatina é um intercalante do DNA,
promovendo um ataque eletrofilico a nucleobases e formando adutos com ligagdes cruzadas, o
que é a causa de sua citoxicidade?*. Dois derivados de cisplatina foram aprovados para uso
clinico, a carboplatina, em 1989, e a oxaliplatina, em 20022%°. Atualmente, novas farmacos
anticAncer baseados em Pt vem sendo propostos, incluindo avangos como ligantes volumosos
que promovam protecio estérica, ligantes bioativos, estruturas polinucleares, entre outros>*2°.

Uma longa série de complexos de ouro(I) foi desenvolvida durante o século XX para o
tratamento da tuberculose e de artrite reumatoide, dentre os quais podem-se destacar como mais
importantes o aurotiomalato (Miocrisina®, Rhdne-Poulenc), a aurotioglicose (Solganol®,

Schering U.S.A.) e a auranofina (Fidaura®, Smith-Klein-French)?’. As estruturas desses

compostos podem ser observadas na Figura 2.

[ NaO ]
=0 OH OAc
O
S-Au ch;é&/sm Aco‘é_oh s—Au~P’~Eét
0= OH e Et
i ONa |, )
Aurotiomalato Aurotioglicose Auranofina

Figura 2: Complexos de ouro(I) usados no tratamento de tuberculose e artrite reumatoide.

O aurotiomalato e a aurotioglicose sio compostos bastante semelhantes em que o fon Au'

estd coordenado linearmente a dois ligantes tiolatos, formando oligdmeros ou polimeros, e sua
via de administracdo é parenteral >’. J4 a auranofina, além de um ligante tiolato (tioglicose
tetraacetilada) apresenta também um ligante trietilfosfina e é administrada oralmente. Todos

estes compostos geram dividas quanto a seu mecanismo de acdo, embora esteja claro que, ao
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serem absorvidos, o ouro perde pelo menos um de seus ligantes e coordena-se a proteinas do
sangue®’. Outros complexos de ouro vém sendo estudados para o tratamento de infeccdes
bacterianas promovidas tanto por organismos Gram-positivos quanto Gram-negativos, assim
como infec¢des flingicas e diversas doengas envolvendo outros parasitas, como leishmaniose e
doencga de Chagas, assim como no tratamento de cincer?®?. Neste contexto, tanto Au' quanto
Au™ coordenados a diversas classes de ligantes como fosfinas mono- e bidentadas, tiolatos,
carbenos N-heterociclicos, entre outros, vém sendo estudados?®?°.

A auranofina desperta especial interesse no contexto deste trabalho. Apesar de
considerada mais segura que outros anti-reumdticos baseados em ouro, essa droga ¢ menos
eficiente que anti-inflamatérios ndo esteroidais, como o metotrexato>’. Contudo, mesmo nio
sendo hoje a op¢ao preferida para o tratamento de artrite reumatoide, diversas novas aplicacoes
médicas tém sido estudadas para a auranofina, como o tratamento de algumas linhagens de
cancer, infeccdes e doencas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson®® 32,

Foi demonstrado que a auranofina é capar de inibir a forma reduzida da tiorredoxina em
concentra¢des na faixa de 10° mol L' in vitro*. A tiorredoxina é uma enzima central num
sistema antioxidante capaz de controlar o estresse oxidativo. A inibi¢do da tiorredoxina é uma
das possiveis vias que levam a citotoxidade da auranofina, e a posiciona como candidata a
13,

farmaco antitumora Recentemente, a importincia da tiorredoxina na atividade das

neurotoxinas do tétano e do botulismo foi demonstrada e a auranofina foi indicada como
possivel base para o desenvolvimento de formacos inibidores dessas toxinas®*%.

Outra importante possivel nova aplicacdo da auranofina se relaciona a infec¢do pelo virus
da imunodeficiéncia humana (do ingl€s human immunodeficiency virus, HIV). Uma primeira

analise neste sentido foi relatada por Shapiro e Masci*®

em 1996. Esses pesquisadores
observaram a diminuicdo na contagem de linfécitos T CD4+ em um paciente intolerante ao
tratamento anti-HIV entlo utilizado, que estava sob tratamento para psoriase com auranofina.
Desde entdo, observou-se que a auranofina inibe a capacidade proliferativa de linfécitos T in
vitro, além de diminuir a produgdo de citocinas relacionadas a inflamacdo em macréfagos e
células T in vivo®'. Foi demonstrado que a auranofina também induz a apoptose em células da
linhagem Jurkat-T®’. Em 2011, Lewis e colaboradores®’ mostraram que a auranofina leva a uma
diminui¢do nas células reservatério do SIVmac251 (virus da imunodeficiéncia de simios) em
macacos rhesus infectados.

Desse modo, os metalofdrmacos compdem uma classe consolidada de medicamentos que

permanece, ainda assim, em franco desenvolvimento. Dentre os matalofdrmacos, a auranofina

desperta especial aten¢@o por tratar-se de uma droga ja aprovada para uso em humanos, mas
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que apresenta uma série de potenciais novas aplicagdes em estudo’’. O presente trabalho, tendo
em vista essa interessante caracteristica, busca compreender a interacdo entre a auranofina e
outros complexos fosfinaouro(I), estruturalmente similares, com zinco-proteinas, como uma

contribuicdo ao entendimento das atividades bioldgicas dessa classe de compostos.

1.2. Zinco com fungdo estrutural como alvos de interesse: dedos de zinco.

As proteinas dedos de zinco (do inglés zinc fingers, ZF) constituem a classe mais
abundante de zinco-protefnas em humanos. Nos dominios ZF o fon Zn" apresenta papel
estrutural essencial para a atividade da proteina.

Essas proteinas sdo classicamente fatores de transcricdo, mas também estdo envolvidas
em outros processos celulares como reparo e replicacdo de DNA, sinalizacdo celular,
metabolismo e apoptose, e as exercem por reconhecerem sequéncias especificas de acidos
nucleicos'**. Nelas, o fon zinco(I) se coordena tetraedricamente a residuos de cisteina (Cis) e
histidina (His), permintido a classificagdo dos ZFs entre Cis2Hisz, CissHis e Ciss. A Figura 3
representa a estrutura cristalina da proteina ZIF268 de Mus musculus interagindo com um

trecho de fita de DNA (PDB 1A1L). Ela apresenta trés dominios ZF do tipo Cis>Hiso.

Figura 3: Proteina ZIF268 de Mus musculus em estrutura cristalina com um trecho de fita de DNA (PDB
1A1L). Os fons Zn" estdo destacados (esferas cinza) bem como os residuos de aminodcidos que

coordenam estes ions.



22

7z

Um exemplo importante de proteinas dedos de zinco € o grupo das poliadenosina
difosfato ribose polimerases (do inglé€s polyadenosine diphosphate ribose polymerase, PARP).
Essas enzimas ja foram chamadas de “os anjos guardides do DNA” por desempenharem um
papel central na detecgio e reparo de regides rompidas da fita de DNA®*¥. Qutro exemplo
interessante € a proteina especial 1 (do inglés special protein 1, Spl), um fator de transcri¢do
especifico para a enzima RNA polimerase II, possuindo trés dominios ZF do tipo Cis>His>™.
Ela pertence a uma familia que inclui pelo menos outras vinte estruturas entre proteinas Sp e

141

fatores de Kriippel™'. Uma caracteristica interessante do Sp1, e de outras proteinas de seu grupo,

é que ele é superexpressado em certos tipos de células tumorais*!.

Hé grande interesse do ponto de vista farmac€utico nas proteinas dedos de zinco,
principalmente como alvos para firmacos antitumorais justamente devido as suas interacdes
com oncogenes e supressores de tumor’®. Nesse contexto, a inibi¢io dos ZFs é desejada. A
perda ou substitui¢io do Zn'" assim como a mutagio dos residuos que se coordenam ao metal
frequentemente levam 2 perda de estrutura e da atividade bioldgica dessas proteinas’.

Muitos compostos foram planejados visando a inibicdo de ZFs e eles seguem duas
estratégias gerais: a remocdo do Zn! através de um composto quelante especifico é uma dessas

estratégias, representada por moléculas como o bis-tiodiazolbenzeno-1,2-diamina*?

; € 0 ataque
eletrofilico a um dos aminodcidos ligados ao metal, promovendo sua descoordenacao, realizada
por moléculas como 3-nitrobenzamida, ditiobisbenzamida, azodicarbonamida, entre outras'?.
Uma abordagem alternativa para a inibicdo de zinco-proteinas, na busca por farmacos
progressivamente mais especificos e seguros, € o uso de compostos de coordenacdo. Sabe-se
que diversos fons metdlicos como Cd", Hg"!, Pb™, Nil, Pt", Co", Pd", Au'e Au realizam ataque
eletrofilico aos residuos de aminodcidos coordenados ao Zn'' nos sitios ativos de zinco-
proteinas. Essa €, possivelmente, a principal causa da toxicidade de metais como Cd", Hg" e
Pbl 4344 A atuacdo destes fons metdlicos é totalmente inespecifica, contudo, complexos de
coordenacdo podem ser preparados para modular os diversos fatores que interferem na
especificidade e na estabilidade em meio bioldgico, como solubilidade, labilidade, simetria e
eletrofilicidade, através de varidveis bem controldveis como natureza dos ligantes, geometria e
estado de oxidacdio do metal®*. Essa versatilidade torna os compostos de coordenacio
candidatos a inibidores de zinco-proteinas e, consequentemente, candidatos a novos farmacos.
Muitos metalo-fairmacos t€m sido estudados para a inibi¢do dos ZFs, para a qual se propde, em
geral, um mecanismo de ac¢dio por um ataque eletrofilico, seguido de substitui¢io do Zn™ pelo

metal do farmaco.
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A inibicao de PARP, por exemplo, se mostrou eficiente na sensibilizacdo de algumas
linhagens de cancer resistentes ao tratamento com antitumorais como a cisplatina*®%°. A Figura
4 apresenta o ZF aminoterminal da PARP-1, do tipo CiszHis, assim como alguns complexos de

ouro capazes de inibir in vitro este dominio e um modelo de inibi¢do proposto.

ZF N-terminal PARP-1 N BT_IEI\EN o Arlzpha PF,
_'\ _'N\AUIN g A'.ID [f‘\l
u
ca’ ¢ I hf <: >

)L His60

=\
Z..

—0
PPhg

Liberagdo do Zn

Formagdo do
Gold Finger

N —

Ataque Eletrofilico

Figura 4: ZF aminoterminal da PARP-1, com residuos coordenados ao Zn" em destaque. Alguns

1

complexos de Au' e Au', inibidores deste dominio, sd0 mostrados assim como uma proposta para seu

mecanismo de acdo por ataque eletrofilico a cisteina do ZF. Figura adaptada da referéncia 38.

I coordenados

Outro exemplo interessante desse tipo de aplicacdo sao complexos de Co

a bases de Schiff tetradentadas e ligantes axiais labeis'**’. Um desses compostos, 0 Doxovir®,

com dois 2-metil-imidazol como ligantes axiais, foi aprovado para o tratamento de psoriase,

mas seu uso tem sido estudado para o tratamento de herpes e infec¢des por adenovirus e
. 4849 . 5 5 . 5

papilomavirus™*. O mecanismo de a¢do proposto para este farmaco, no caso da psoriase, € o

ataque e coordenagdo do Co™ por uma de suas posi¢des axiais a uma histidina coordenada ao

Zn" dos dominios ZF presentes no fator de transcricdo Glis 1, associado a doenga®.

1.2.1. A proteina 7 do nucleocapsideo do virus HIV-1 (NCp7)

Um alvo de destaque dentre as proteinas dedos de zinco € uma proteina do nucleocapsideo

do virus HIV-1, o NCp7. Essa proteina possui dois dominios de ZFs, do tipo Cis3His, e é

150

essencial em diversas fungdes do ciclo viral®®, resumidas na Figura 5. A remogéo dos fons Zn"!
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do NCp7 causa a inibicdo da proteina®'. Além disso, é interessante notar que o NCp7 é
mutacionalmente niio permissivo, uma vez que mutagdes levam a virus nio infecciosos'.

A sensibilidade a mutacdes e a possibilidade de inibi¢do pela remocdo do Zn"! tornam o
NCp7 um alvo muito atrativo, uma vez que um inibidor desta proteina poderia ser ativo frente
a diversos mutantes do HIV-1, permanecendo eficiente mesmo frente a cepas resistentes aos

demais farmacos das terapias combinatdrias.

NC processa RNA
gendmico em uma
estrutura estavel dimérica

NC esta envolvido | \\
na transcrigéio reversa Processamento
-/ MNC esta envolvido

—~— 1 - formagéo da

NC estabiliza e protege
RMA viral contra nucleases
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empacotamento seletivo

Transcrigﬁu do RNA gendmico viral f') nova particula viral
eversa d
Infecgdo DNA
NC aumenta
RNA processo de RNA Montagem
Integragiio Gendmico | [de Involucro
——— \\\\\

{ ‘ﬁegmgaﬂ I S tRNA '
Tramcm;oeac' Iy_/.l Traduga. .

Figura 5: Diversas func¢des do ciclo viral do HIV-1. Figura adaptada da referéncia 50.

Existem diversos estudos sobre a remocdo de Zn' em NCp7 utilizando compostos
organicos, tanto como quelantes quanto como agentes eletrofilicos’!, contudo compostos de
coordenacdo também vém sendo pesquisados. Complexos de formula [M(X)Cl]s, no qual M
pode ser Pt", Pd" e Au™ e X pode ser terpiridina (terpy) ou dietilenotriamina (dien), mostram
que a cinética de substituicio do Zn"! segue uma ordem de velocidade Pt < Pd< Au e dien <
terpy 02,

Estudos envolvendo Au com outros ligantes, assim como Au!, também foram
53-55

realizados e comprovam a eficiéncia na substitui¢do do Zn" no NCp7 promovida pelos

complexos estudados, em particular os complexos de Au' ou auranofina (Au'). Como o ouro,
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em geral, permanece ligado ao peptideo, a estrutura formada é conhecida como dedo de ouro
(do inglés gold finger, AuF).

A interacdo do NCp7 com os 4cidos nucléicos se dd amparada por interagdes nao
covalentes diversas. Uma interacdo de grande importancia nesses sistemas € o empilhamento-
n do residuo de triptofano W37 com as nucleobases citosina e guanina®®. Anzellotti e
colaboradores®® exploraram esse empilhamento-n desenvolvendo complexos de Pt! com
nucleobases. Os autores confirmaram a interagdo tripitofano-citosina/guanina e ressaltaram a
importancia das interagdes ndo covalentes como chave de especificidade.

Abbehausen e colaboradores®’ sintetizaram e caracterizaram uma série de complexos de
formula genérica [AuL(PPhs)]*, onde PPhs representa a trifenilfosfina e L representa ligantes
N-heterociclicos picolinatos, e analisaram a interacao desses complexos com ZFs pelas técnicas
de espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (do inglés nuclear magnetic ressonance,
NMR), dicroismo circular e espectroscopia de massas. Os resultados demonstraram que o Zn"
¢ rapidamente substituido pelo Au!, que se coordena a cadeia peptidica mantendo a PPhs
coordenada por longo tempo. Esse resultado € bastante interessante pela possivel aplicacdo de
compostos fosfinaouro(I) como inibidores de ZFs, com versatilidade de variacOes tanto nas
cadeias laterais da fosfina quanto no ligante de saida (L) para obtencdo de compostos mais
seletivos e seguros. Contudo, a permanéncia da fosfina coordenada coloca também estes
complexos, juntamente com o iodoacetato e a N-etil-maleimida, como sondas para estrutura e
funcio dos ZFs, particularmente pelas vantagens associadas ao NMR de 3'P.

A natureza “mole” do ouro sugere que a interagdo do ouro nesses sistemas se dé através
do ataque eletrofilico aos residuos de cisteinas presentes no sitio de coordenacio dos ZFs>*>"
%9, em oposic¢do ao ataque observado do Doxovir as histidinas*. Contudo, a verificacdo desta
hipétese ndo pode se dar por estudos cristalograficos, uma vez que, até agora, ndo se obtiveram
cristais dos AuFs ou ZFs, devido a flexibilidade das cadeias dessas proteinas. Entender o modo
de coordenagdo do ouro nos AuFs poderia auxiliar no entendimento do mecanismo do ataque
promovido por seus complexos, com evidente implicacdo no planejamento de novos e mais
seletivos inibidores. E nesse sentido que este trabalho se coloca, buscando utilizar a técnica de
espectroscopia de absor¢do de raios X para ampliar o entendimento da esfera de coordenacgdo
do ouro em AuFs.

Além disso, a questdo de especificidade é sempre o desafio na inibi¢ao de zinco-proteinas.
Desse modo, um modelo de ZF humano foi selecionado para comparacdes com o NCp7,

buscando diferengas de reatividade. O modelo selecionado foi o terceiro dominio ZF do Spl.
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1.3. Zinco com fungao catalitica como alvos de interesse: metalo-B-lactamases

Como destacado no item 1.1.1, as zinco-enzimas compdem um grupo bastante diverso
em termos de fungdes, mas todas sdo caracterizadas pela presenca de pelo menos um fon Zn"
catalitico, quase sempre coordenado a uma molécula de dgua (ou hidréxido). Diversas dessas
enzimas estdo associadas a hidrélise de ésteres e amidas, fundamentais para o metabolismo,
como carboxipeptidades, aminopeptidases, colagenases, termolisina e glioxalase II’. Outras
zinco-enzimas ndo estdo associadas com degradacdo, mas com sintese. Dentre elas a RNA
polimerase, a transcriptase reversa € a excinuclease atuam na sintese de acidos nucléicos,
enquanto a dehidroquinato sintase e a aspartame transcarbamilase atuam na sintese de
aminodcidos e nucleotideos, respectivamente®. Algumas zinco-enzimas estdo também
relacionadas a processos redox embora o préprio Zn'' ndo mude de estado de oxidacdo durante
a reacdo, mas algum cofator como o dinucleotidio de nicotinamida e adenina. Um exemplo
desse tipo de enzima é a dlcool desidrogenase’.

A 1nibicdo de zinco-enzimas € uma estratégia no tratamento de diversas doencas. Uma
possivel abordagem neste sentido € o bloqueio dos sitios ativos usando compostos quelantes
com alta afinidade por Zn". Essa abordagem ¢ utilizada em casos como da enzima conversora
da angiotensina (do inglés angiotensin-converting enzyme, ACE), uma metaloproteinase que
converte a angiotensina I (um decapeptideo) em angiotensina II (um octapeptideo), que tem
atividade vasoconstritora.®®

A ACE desempenha um papel fundamental na regulacdo da pressdo sanguinea e sua
inibicdo € efetiva no combate a hipertensdo e a outras doencas relacionados ao sistema
cardiovascular®. Ela é alvo de inibidores sintéticos como captopril (Acido (25)-1-[(2S)-2-metil-
3-sulfanilpropanoil]-pirrolidino-2-carboxilico), lisinopril, enalapril e fosinopril®®, todos
comercialmente disponiveis. A Figura 6 mostra uma representacdo do sitio ativo de uma ACE
de Drosophila melanogaster coordenado ao inibidor captopril retirado da estrutura cristalina
PDB 2X8Z°.

Outro interessante grupo de zinco-enzimas reconhecidas como alvos farmacoldgicos € o
das anidrases carbOnicas, um conjunto de isoenzimas responsdveis por mediar a interconversao
de dioxido de carbono e bicarbonato na faixa de pH bioldgico. Inibidores especificos dessas
enzimas t€m aplicacdes terapéuticas diversas, entre elas tratamento de glaucoma, cancer e
obesidade®®. Os primeiros inibidores utilizados foram sulfonamidas, contudo essa classe de

moléculas possui baixa seletividade®, ainda sim, a acetazolamina (Diamox) ainda estd

disponivel no mercado para o tratamento de glaucoma por uso tdépico. Novos inibidores


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=7227
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especificos para determinadas isoformas foram desenvolvidos®?, incluindo interessantes
complexos de fons como Zn", Cu™l, Ni'' e Co' além de lantanideos(IIT) com sulfonamidas — que
demostraram aumentar a atividade dos ligantes frente a isoformas especificas®.

Recentemente foi aprovado o uso da suberoilanilida do dcido hidroxadmico (Vorinostat)
para o tratamento de um linfoma cutineo. Essa substincia atua através da inibi¢ao de um grupo
de histona deacetilases dependentes de zinco, associadas a esse tipo de céncer'*. Outros
exemplos de zinco-proteinas cuja inibi¢do tem interesse terapéutico sao metalo-proteinases de

matriz, farnesil transferase, adenosina deaminase, superéxido dismutase, entre outras”'*.

Figura 6: Sitio ativo da ACE de Drosophila melanogaster coordenado ao inibidor captopril (PDB
2X87)%'. Em destaque residuos de aminoacidos coordenados ao Zn" formando, com o grupo tiolato do

inibidor, uma estrutura tetraédrica.

E importante ressaltar que frente a tanta diversidade no que diz respeito a zinco-proteinas,
interessa do ponto de vista da quimica medicinal diferenciar proteinas que estejam envolvidas
em processos de doenca daquelas que estdo cumprindo adequadamente seu papel metabdlico,
com o intuito de promover uma inibicdo seletiva das primeiras, com eficiéncia terapéutica e

com o minimo de efeitos adversos.”'*.
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1.3.1. B-lactamases e resisténcia bacteriana

A Organizacdo Mundial de Sadde tem alertado que a resisténcia bacteriana a

64-66 4 resisténcia

antimicrobianos € um problema global. Em recentes relatérios da organizacio
bacteriana € classificada como um dos maiores desafios da saide publica global e um problema
que ainda vem crescendo. Essa ndo é uma observacdo surpreendente. H4 mais de 70 anos
antibiéticos vém sendo usados como uma panaceia das infec¢des, mesmo em casos
inapropriados®. Esse é precisamente o cendrio para o qual o préprio Alexander Fleming —
ganhador do prémio Nobel pelo desenvolvimento da penicilina — apontou em 1945% em que
antibidticos sdo utilizados sem um preciso controle de suas dosagens e organismos
desenvolvem resisténcia. E se o problema da resisténcia a antimicrobianos é um desafio para
as administracdes publicas no que diz respeito a campanhas de conscientizagdo, educacao
formal e informal e politicas de saide, ele é certamente um desafio para a comunidade
cientifica, da qual se espera uma resposta tao logo quanto possivel.

Neste panorama destaca-se o caso dos antibidticos B-lactimicos. Embora esta seja uma
classe antiga de antibidticos comerciais (a penicilina foi o primeiro destes compostos
disponibilizados para consumo, hd mais de sete décadas®®), os B-lactamicos continuam sendo a
principal familia de farmacos utilizados no tratamento de infecgdes bacterianas graves,
causadas por organismos resistentes a multiplos antibacterianos como Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii®®. Estes compostos se ligam e inibem uma enzima
essencial ao processo de sintese de parede bacteriana, a transpeptidase, também conhecida
como proteina que se liga a penicilina (do inglés penicilin binding protein)’®"!.

O desenvolvimento de bactérias resistentes acentuou as buscas por novas classes de
compostos ativos. Dentre eles, novos antibacterianos B-lactimicos como as cefalosporinas e,

mais recentemente, os carbapenémicos foram desenvolvidos. Dentre os mecanismos de

resisténcia podem-se destacar quatro principais’?:

I. Produgido de B-lactamases,
II. Mutagdes nas transpeptidases, diminuindo sua afinidade pelos B-lactamicos,
III. Reducdo da permeabilidade da membrana celular,

IV. Efluxo.

As B-lactamases sdo enzimas capazes de hidrolisar o anel beta-lactamico responsavel pela

atividade destes compostos e representam o mais importante mecanismo de resisténcia. Ambler
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as classificou em quatro classes baseadas na sequéncia de aminoacidos: A, B, C e D>, As
classes A, C e D sdo evolucionariamente distintas, mas tém em seu sitio ativo uma cadeia lateral
de serina que atua como nucleéfilo e, por isso, sdo chamadas de serina-f-lactamases (SBLs). A
classe B compreende as metalo-B-lactamases (MBLs), que sdo caracterizadas por apresentarem
fons zinco coordenados no sitio ativo e diretamente envolvidos nos mecanismos de
hidrélise’> ",

As MBLs podem ainda ser divididas em trés classes, de acordo com a estrutura dos sitios
ativos e a reatividade. A Figura 7, adaptada da referéncia 73, apresenta as estruturas dos sitios

ativos de cada uma dessas classes. Destaca-se que as enzimas da classe B1 podem atuar tanto

com apenas um Zn" coordenado quanto com dois, como mostra a figura.

Bell (B1) Bell (B1)
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xq 3
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Figura 7: Representacdo dos sitios ativos de diferentes classes de MBLs. Figura adaptada da

referéncia 73.

As classes Bl e B3 incluem metalo-B-lactamases de amplo espectro, hidrolisando
penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos. A classe B2, contudo, é composta por

carbapenemases exclusivas, em que somente as formas monometélicas sdo ativas, com o Zn"!
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coordenado num sitio andlogo ao sitio de cisteina das B1. Nesta classe, quando um segundo ion
zinco é coordenado, a atividade enzimadtica é inibida’>’.
As propostas de mecanismos cataliticos das MBLs sdo bastante consistentes,

719 no caso das MBLs monometdlicas, o

principalmente para as enzimas bimetalicas
mecanismo apresenta grande similaridade com outras zinco-hidrolases, como a
carboxipeptidase’®.

A primeira MBL identificada e uma das mais descritas é a Bcll de Bacilus cereus (da
classe Bl). Ela foi primeiramente cristalizada e descrita como enzima monometdlica, cujo
mecanismo, como representado na Figura 8A, se inicia pela coordenagdo do oxigénio do anel
B-lactamico ao zinco, mudando o nimero de coordenacdo de 4 para 5. Em seguida, um aspartato
desprotona a dgua presente no sitio que pode, entdo, atacar a carbonila. O oxigénio abandona o

zinco enquanto o nitrogénio € agora protonado pelo aspartato e o produto de hidrdlise € liberado.

Uma molécula de 4gua do meio se coordena agora ao zinco, regenerando o catalisador®.

Figura 8: Mecanismo da reacdo catalisada por MBLs. A: Bcll (B1) em atuagdo como enzima

monometdlica. B: CcrA (B1) bimetélica. Adaptado da referéncia 80.

Uma proposta como a da Figura 8B, construida para a MBL CcrA (também pertencente
ao grupo B1), € adequada para MBLs bimetalicas. O ataque eletrofilico a carbonila € realizado
pelo grupo hidroxila em ponte enquanto o préton atacado pelo nitrogénio vem da molécula de

dgua vizinha®’,
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Uma estratégia eficiente para superar a resisténcia causada por varias SBLs € administrar
conjuntamente com o antimicrobiano um inibidor de B-lactamase. Sdo exemplos deste tipo de
terapia combinatoria, d4cido clavulanico com amoxicilina e tazobactam com piperacilina, que ja
sao amplamente utilizadas na clinica médica. Contudo, ndo se conhece ainda um inibidor de
uso clinico para MBLs. Desta forma, o desenvolvimento de inibidores para as MBLs pode
representar um grande passo na luta contra a resisténcia bacteriana e beneficiar o gerenciamento
de infeccoes®!.

Alguns compostos foram investigados como inibidores de MBLs e alguns apresentaram
atividade inibitéria da ordem de pmol L™! in vitro. Dentre eles estio compostos como derivados
de B-lactama e ciclobutanona, derivados do dcido bor6nico, do 4cido succinio e do 4cido ftélico,
as piridinas dicarboxilatos, o ebselen e tidis, como o dcido tiomandélico e o préprio captopril,
assim como numerosos quelantes, como os 4cidos 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético e
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético®>%°.

Devido as reagdes cruzadas com outras metaloenzimas do paciente, mesmo os inibidores
mais ativos in vitro ndo oferecem especificidade para serem usados na clinica®. Portanto, a
busca por inibidores de maior especificidade, que tenham utilidade clinica, € um problema de
grande relevancia para toda comunidade cientifica.

Refletindo novamente sobre a interagdo de metais com zinco-proteinas, a substitui¢ao dos
fons Zn" por varios fons metélicos nas MBLs ji foi demonstrada ha mais de 40 anos’’.
Particularmente, enzimas substituidas com Co tém sido utilizadas para andlises

9192 enquanto aquelas substituidas com '*Cd" sdo

espectrofotométricas na regido do UV-Vis
especialmente utilizadas para andlises por NMR*>.

Em 2007, Baradau e Page®” reportaram a atividade da BcllI substituida com Cd", Co' e
Mn", bem como sua variacdo de acordo com o pH do meio, demonstrando que em algumas
faixas de pH diferente do fisiolégico e para alguns substratos a atividade das enzimas
substituidas in vitro pode ser maior do que a da enzima nativa, mas em pH fisiolégico é sempre
menor.

Mais recentemente, Baier e colaboradores®® mostram que diferentes MBLs permanecem
ativas in vitro quando substituidas com Cd", Co", Fe, Mn" e Ni, com atividades
aproximadamente iguais ou, na maior parte dos casos, inferiores a atividade das enzimas
contendo Zn"!, em pH 7,5.

Porém, sais contendo fons de metais de transicdo também atuam como inibidores das

MBLs. Os fons Fe'!, Fe'l, Cu''e Hg!' sdo reportados como inibidores in vitro®> 8, lons ferro e

cobre, da primeira série de transicao, estdo, contudo, presentes nos organismosgg, demonstrando
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que, a0 menos nos niveis de biodisponibilidade, sua atividade inibitéria ndo € suficientemente
grande. No que diz respeito ao mercurio, pertencente a terceira série de transi¢do, é possivel,
embora muito pouco provdvel, que se alcance um farmaco de uso interno baseado neste metal,
j4 que o mercurio estd entre os mais toxicos dos elementos, sem qualquer beneficio biolégico
conhecido®”. Mas sabe-se que o fon merctrio(Il) interage muito bem com aminodcidos que
conttm enxofre!?’. Particularmente, vdrios complexos deste metal com L-cisteina tém
constantes de formacdo significativamente maiores do que seus complexos com iodeto, cianeto,
sulfeto e tiossulfato, entre outros'?!.

Compostos de coordenagdo de metais de transicdo parecem, dessa forma, interessantes
candidatos a inibidores de MBLs, embora a verificacao dessa hipétese tenha sido, até o presente
momento, negligenciada na literatura, salvo o 4cido 4-cloromercirio-benzéico®>*>%’. Esse
organomercurio foi capaz de potencializar a atividade do B-lactimico imipenem frente a
algumas cepas bacterianas®.

Dentro da abrangéncia deste projeto, foram selecionados alguns complexos metalicos
fosfinaouro(I), partindo de duas hipdteses centrais: que este metal poderia atuar de maneira
semelhante ao que j4 foi demonstrado para o mercurio frente a MBLs, além de apresentar, frente
a MBLs, um comportamento semelhante ao observado para ZFs. Os complexos selecionados
foram testados frente a um modelo de enzimas -lactamases de B. cereus, através de uma reagao
de hidrélise de um composto B-lactimico croméforo. Embora alguns complexos comerciais
simples de Au' e outros complexos isoeletronicos de Pd" e Pt tenham sido testados, mais
atencao foi dada aos complexos fosfinaouro(I), em virtude dos interessantes resultados obtidos

em reacoes desses complexos com ZFs>’ e a possibilidade de comparagio entre essas duas

classes de zinco-proteinas.

1.4. A espectroscopia de absorcdo de raios X no estudo de biomoléculas

Como discutido anteriormente a estrutura dos AuFs (dedos de ouro) ndo € conhecida. Até
o momento ndo foi possivel obter cristais dessas moléculas, impossibilitando o uso da técnica
de difracdo de raios X de monocristal. A espectroscopia de absorcao de raios X (do inglés x-
ray absorption spectroscopy, XAS) € uma técnica extremamente poderosa, utilizada em estudos
estruturais quando € impossivel a obtencao de monocristais. Inclusive, XAS pode ser aplicada
tanto em amostras no estado sélido quanto em solu¢do, uma significativa vantagem no contexto

de biomoléculas, uma vez que esta classe de compostos muitas vezes pode perder sua estrutura
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nativa ao sair de solu¢cdo aquosa. Nesse sentido, esta técnica foi selecionada para um estudo
estrutural dos AuF neste trabalho.

A técnica de XAS se baseia na exposicdo de uma amostra a uma fonte varidvel de raios
X. Todo material é caracterizado por aumentos abruptos na intensidade da absor¢do de raios X
em valores especificos de energia da radiacdo. Essas regides — notavelmente estreitas — de
aumento de intensidade de absor¢do sdo chamadas de bordas de absor¢do e estio relacionadas
a excitacdo de um elétron interno para um orbital ndo preenchido de menor energia (do inglés
lowest unoccupied molecular orbital, LUMO) ou para o continuo (efeito fotoelétrico)!??. As
bordas de todos os compostos de um determinado elemento ocorrem préximas, de modo que,
selecionando a faixa de energia varrida num experimento, o espectro obtido pode conter
informacdes sobre apenas um elemento presente na amostra, o que torna a técnica elemento-
seletiva.

As bordas de absor¢do sdo identificadas de acordo com a origem dos elétrons nela
excitados. Assim, na borda K elétrons do orbital 1s sdo excitados, enquanto na borda L ocorre
a promogdo de elétrons dos orbitais 2s e 2p'®2.

Os espectros de XAS sdo usualmente divididos em duas regides distintas para
interpretacdo'?>!%, A regido préxima 2 borda é conhecida como XANES (do inglés x-ray
absorption near edge structure), de onde se obtém informacdes da estrutura eletronica do
elemento estudado. O XANES reflete, portanto, aspectos importantes da estrutura dos
complexos como geometria € ndmero de coordenacdo, estado de oxidacdo do 4tomo
absorvedor, densidade eletronica e a natureza dos ligantes coordenados'®>!%%, Ela permite,
inclusive, diferenciar mesmo 4tomos leves na primeira esfera de coordenacio, como C, N, O,
P ou S 104106
Em valores de energia superiores a necessdria para se atingir o LUMO, o elétron
promovido possui energia para ser ejetado para o continuo. Todo excesso de energia é carregado
como energia cinética pelo fotoelétron, que pode ser caracterizado em termos de comprimento

de onda, se o elétron for tratado como um fenémeno ondulatério!®?

. As oscilagdes da regidao
conhecida como EXAFS (do inglés extended x-ray absorption fine structure) sdo consequéncia
direta da natureza ondulatéria do fotoelétron ejetado pelo atomo absorvedor que sofre
espalhamentos nos atomos vizinhos (espalhadores). A onda eletronica “saindo” do atomo
absorvedor sofre interferéncia das componentes espalhadas pelos dtomos espalhadores nas

102

vizinhancas - e essa interferéncia fica registrada no espectro, dependendo de distincias e

angulos de ligacdo.
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O uso da técnica de XAS em experimentos de bioinorganica tem rendido interessantes
resultados'?’. Dois exemplos notdveis sio a proposicio de estruturas para o sitio de manganés
e cilcio produtor de oxigénio no fotossistema II'® bem como para o cofator de ferro e

109-111 "B n3o apenas til na busca por resposta em questdes

molibdénio da nitrogenase
cientificas desafiadoras, XAS se desenvolveu até tornar-se uma técnica padrdo no estudo de
amostras ndo cristalinas, especialmente aquelas que contenham fons como Au', K!, Zn', Cal,
Mg e Ga'™!, silenciosos em outras técnicas espectroscépicas'®.

Pelas caracteristicas apresentadas, fica evidente que a técnica de XAS ¢ bastante util no
estudo do sitio ativo de metaloproteinas'®®. Exemplos desta aplicagio incluem a elucidacio da
estrutura local de uma Cu/Zn superéxido dismutase em solugdao usando XANES combinado
com calculos ab inicio''?. Estudos complementares foram realizados, por exemplo, através de
miméticos dessa enzima utilizando XAS na caracteriza¢do e no entendimento de mecanismos
cataliticos!'®. EXAFS foi usado por Chan e colaboradores!!* para verificar a esfera de
coordenacio do Zn' em estudos sobre as propriedades de ligacdo deste fon ao ZF C-terminal

da proteina supressora do tumor de Wilms'!*

. A interac@o de zinco-enzimas como metionina
sintase, anidrase carbOnica e metaloproteinases de matrix com substratos e inibidores tem sido
também estudada pela técnica!'>!'7. Estudos sobre o papel individual de fons Zn" em enzimas
homobimetalicas t€ém sido realizados aproveitando a seletividade de XAS para elementos
quimicos''®!!°. Exemplos interessantes envolvem o uso de Co" e Cd" substituindo sitios
especificos em enzimas como fosfatases alcalinas e MBLs!'#!2°, Ainda sobre MBLs, Breece e

colaboradores'?!

mostraram a movimentacdo do sitio catalitico durante a hidrolise de
nitrocefina, estudando a variacdo da distancia Zn"-Zn" por XAS.

XAS tem sido também amplamente utilizada para investigar a interacdo de complexos
metdlicos com biomoléculas. Estudos envolvendo drogas de Pt! como a cisplatina frente a
moléculas como cisteina, glutationa, metionina, assim como estudos do comportamento dessas
drogas em solu¢cdo aquosa em diversas condicdes de pH, concentracdo salina, etc, foram
realizados utilizando tanto XANES quanto EXAFS!%. E ndo apenas complexos de Pt", mas
também Pt'V, Ru'™, Ga'™!, Co" e Co™ foram estudados!**!1% além de, como pode ser esperado,
Aul e Aul. Destacando o interesse em complexos de ouro, Messori e colaboradores!'®
utilizaram a técnica de XAS para explorar a interagdo da auranofina e dois outros complexos
de Au™ com as proteinas transferrina e albumina, ambas presentes no plasma sanguineo.
Jacques e colaboradores!?? estudaram por XAS a reatividade de um ZFs do tipo Cisa frente a

I

complexos de Au™, mostrando que esses complexos sofrem redu¢do tanto em presenga quanto
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auséncia de tiois livres, de modo que sempre se observam fons Au' coordenados ao AuF
formado.

Neste trabalho, a técnica de XAS foi explorada buscando compreender o modo de
interacao de dois complexos fosfinaouro(I) com peptideos modelos de ZF, buscando evidéncias
da coordenacgdo de fosfina, histidina ou cisteina nos adutos formados. Tanto os espectros nas

regides de XANES quanto de EXAFS foram obtidos e analisados.
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Capitulo 2: Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar as interacdes entre complexos de coordenacdo de ouro, particularmente do tipo
fosfinaouro(I), frente a modelos de zinco-proteinas da classe dos dedos de zinco e das metalo-
[B-lactamases e, a partir dos resultados obtidos, propor, sintetizar e caracterizar um complexo de

coordenagdo de ouro inédito, bem como avaliar sua atividade inibitdria frente a estas enzimas.

2.2. Objetivos Especificos

® [nvestigar o modo de coordenagao/interacdo de complexos fosfinaouro(I) com modelos

de dominios dedos de zinco utilizando a técnica de espectroscopia de absor¢do de raios X

®* [nvestigar a atividade inibitéria de complexos de coordenacdo de ouro frente a uma

enzima da classe das metalo-B-lactamases;

» Comparar a reatividade de complexos fosfinaouro(I) frente a dedos de zinco e metalo-

B-lactamases;
= Propor, sintetizar e caracterizar um complexo inédito da classe fosfinaouro(I);

= Avaliar a interacdo do complexo inédito sintetizado frente a dedos de zinco e metalo-3-

lactamases.
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Capitulo 3: Parte Experimental

3.1 Materiais

3.1.1. B-lactamases

As B-lactamases utilizadas nesse estudo foram adquiridas da Sigma-Aldrich® como um
produto sélido, liofilizado. Este produto é composto por duas enzimas provenientes de Bacillus
cereus (em inglés B. cereus enzymes, BCE), uma serina-f-lactamase e uma metalo-B-lactamase
da classe B1, conhecida como Bcll. O sequenciamento genético do B. cereus mostra que os
genes codificadores de B-lactamases sdo gendmicos e a bactéria expressa as duas enzimas

simultaneamente'??

. O fabricante indica uma atividade especifica de 1.500 a 3.000 unidades
internacionais (medida realizada usando benzilpenicilina como substrato) por miligrama de
produto.

Foi realizada andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de dodecil
sulfato de sédio (do inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-
PAGE), conforme indicado no item 3.2.9, mostrada na Figura 9. Duas bandas foram
encontradas préximas a 31 kDa, representando as duas enzimas informadas pelo fabricante. E
importante observar que, assim como destacado pelo fabricante, a mistura enzimética contém

uma quantidade maior da SBL do que da MBL. A proporcdo entre as duas enzimas nao foi

determinada.

Padr3o (kDa) BCE
200
116,25
97,4
66,2

45

Serina-B-lactamase

31— o

Metalo-B-lactamase
21,5

14,4 A
6,5 .

Figura 9: Fotografia do gel de poliacrilamida utilizado na andlise de eletroforese da BCE. As duas
bandas observadas, uma de SBL e uma de MBL, estdao destacadas, bem como os pesos moleculares do

padrio.
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A concentragdo de fons zinco na BCE foi determinada por espectrometria de emissio
6ptica com plasma. O valor determinado foi 0,14 mg de Zn" por grama de BCE.

Esse material foi utilizado sem demais purificagdes.

3.1.2. Peptideos modelo

Dois peptideos de sequéncia KGCWKCGKEGHQMKNCTER, de massa monoisotdpica
2224.46 gmol'l, e KKFACPECPKRFMSDHLSKHIKTHQNKK, de massa monoisotépica
3366,95 gmol!, foram adquiridos da Aminotech Co. (Sdo Paulo, Brasil) e sua identidade foi
verificada por espectrometria de massas. Eles representam, respectivamente, o segundo
dominio ZF da NCp7 (modelo do alvo farmacoldgico) e o terceiro dominio ZF do fator de

transcricdo humano Spl (modelo comparativo humano).

3.1.3. Demais substancias

As estruturas dos principais compostos utilizados neste trabalho sdo apresentados na
Figura 10. Os complexos metdlicos (N-acetil-cisteinas)ouro(I) ([Au(nac)], 1),
cloro(trifenilfosfina)ouro(I) ([AuCl(PPh3)], 3), trifenilfosfina(4-dimetilaminopiridina)ouro(I)
([Au(dmap)(PPhs)]*, 4), trifenilfosfina(2-mercaptotiazolina)ouro(I) ([Au(mtz)(PPhs)], 5) e
ciano(trifenilfosfina)ouro(I) ([Au(CN)(PPhs)], 8) foram sintetizados e purificados pelo grupo
de pesquisa de acordo com procedimentos disponiveis na literatura®’-124-12°,

Os complexos metdlicos cloro(trietilfosfina)ouro(I) ([AuCI(PEt3)], 2) 2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-1-mercapto-f-D-glucopiranosato-S(trietilfosfina)ouro(I) (auranofina, 6), dicianoaurato
(I) de potassio (7), tetracloroaurato(IIl) de potéssio (9), tetracloropaladato(Il) de potdssio (10)
e tetracloroplatinato(Il) de potdssio (11), bem como os compostos organicos tri(2-
carboxietil)fosfina (13), RS-ditiotreitol (14), acido (6R)-3-[(1E)-2-(2,4-dinitrofenil)etenil]-8-
0x0-7R-[(2-tioenilacetil)amino]-5-tio-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-ene-2-carboxilico (nitrocefina,
15), clavulanato de potdssio (do inglés potassium clavulanate, CLV, 16), acido etileno-
diamino-tetraacético dissédico (do inglés ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA, 17), N-
acetil-cisteina (NAC, 18) e histidina (HIS, 19), além de sais, tampdes e solventes deuterados
foram adquiridos da Sigma Aldrich, Cayman Chemical Company ou Acros, e utilizados sem
demais purificacdes. Os solventes e demais reagentes sdo de uso comum em laboratdrios

quimicos.
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Figura 10: Estruturas dos principais compostos utilizados nesse trabalho
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3.2. Métodos

3.2.1. Preparagdo dos peptideos modelo

Solugdes estoque modelos ZFs foram preparados pela dissolucao dos apopeptideos em
uma solugio de acetato de zinco 1,00 - 10" mol L' em 4gua deionizada e degasada numa
propor¢io molar de 1:1,3 (peptideo/Zn™). A solucio estoque foi diluida em tampdo acetato (2,6
mol L', pH 7) para uma concentragio de 3,0 - 102mol L'! para as andlises de absor¢io de raios
X. Por outro lado, a solug@o estoque teve seu pH ajustado para 7,4 com solu¢do de hidréxido
de amonio e foi diluida em 4gua deionizada para 2,5 - 10° mol L' para andlises de
espectrometria de massas e para 5,0 - 10° mol L™ para andlises de dicroismo circular. Para
andlises de espectroscopia de ressondncia magnética nuclear, solucdes estoques dos
apopeptideos e de acetato de zinco foram preparadas em D>0O e misturadas na numa propor¢ao
molar de 1:1,3 (peptideo/Zn") e o ajuste de pH para 7,4 foi realizado com solucdo de KOD 1%
em D»0.

Em todas as andlises os compostos inibidores testados foram dissolvidos em
dimetilformamida, acetonitrila ou dgua, dependendo da solubilidade, e adicionados a solugdo

de ZF em propor¢des molares de 1:1,3.

3.2.2. Estudo da interacdo de complexos ouro com ZFs por espectroscopia de

absorcdo de raios X

Medidas de absorc¢do de raios X foram realizadas para os complexos [Au(nac)] (1),
[AuCI(PEt3)] (2), [AuCl(PPh3)] (3), [Au(dmap)(PPh3)]* (4), [Au(mtz)(PPh3)] (5), auranofina
(6), [Au(CN)2] (7) e [Au(CN)(PPh3)] (8), utilizados como modelo para estudo das interacdes
dos compostos [AuCI(PEt3)] (2) e auranofina (6) com os peptideos NCp7 e Sp1. Os complexos
modelo, com excecdo da auranofina (6), foram preparados pela dissolu¢do dos compostos
sOlidos em nitreto de boro em concentracdo adequada para um maximo de absorcdo de
aproximadamente uma unidade. As amostras foram cuidadosamente misturadas e
transformadas em um po fino em almofariz de dgata e prensadas em pastilhas circulares de 13
mm de didmetro em prensa hidraulica numa pressdo de aproximadamente 0,5 ton. Solugdes
estoque dos compostos [AuCI(PEt3)] (2) e auranofina (6) foram preparadas pela sua dissolugao
em dimetilformamida até uma concentracdo final de 1,00 - 10" mol L'!. Volumes adequados da

solucdo foram adicionados a 10 puL de solu¢do de cada ZF para uma propor¢ao molar final de
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1:1. As solugdes foram colocadas em porta-amostras de acrilico de 3 uL. Tanto as amostras
sOlidas quanto as em solucdo foram mantidas nos porta-amostras com auxilio de uma fita
autoadesiva de poliimida (Kapton) de 40 um de espessura, mas as solucdes foram congeladas
em criostato de hélio liquido e mantidas em temperatura abaixo de 50 K durante as medidas.
Excepcionalmente, a auranofina (6) foi analisada em solucdo, juntamente com as andlises dos
peptideos.

Foram feitas medidas de XAS na borda L3 do ouro. As amostras sélidas e em solucdo
foram analisadas nas linhas de luz XAFS1 e XAFS2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(CNPEM/LNLS), respectivamente'?”'?®, Na linha XAFS1 a energia incidente foi selecionada
usando um monocromador do tipo “channel-cut” equipado com cristal de silicio (111),
enquanto na XAFS2 se utilizou um monocromador de cristal duplo do tipo “fixed-exit”. O
tamanho do feixe de radiacdo na amostra foi de aproximadamente 2,5 x 0,5 mm? (horz. X vert.)
na XAFS1 e 0,4 x 0,4 mm2 na XAFS2, com um fluxo de raios X estimado de 10% ph/sec
(XAFS1) e 10° ph/sec (XAFS2). A energia do raio X incidente foi calibrada pelo mdximo da
primeira derivada da absorcdo de raio X (borda L3) de uma folha de ouro metélico, a que foi
atribuido o valor de 11919 eV. Para as amostras s6lidas foi utilizado o modo de aquisi¢dao de
dados por transmissdo. As camaras de ionizacdo foram preenchidas com uma mistura de hélio
e nitrogénio. No caso das solu¢des, um sistema de deteccao de fluorescéncia, com um detector
de 15 elementos de estado s6lido de germanio (modelo GLO55S - Canberra Inc.), foi
empregado. Uma janela de integra¢@o de em torno de 170 eV entre as linhas de emissdo Lo e
Loz do ouro (9713,3 eV e 9628,0 eV, respectivamente) foi utilizada.

Nao foram observados sinais de degradacdo das amostras através de inspecdes rapidas
através de espectros de XANES. Mais ainda, o primeiro e o dltimo espectro de cada série de
medidas do mesmo composto sdo idénticos.

O tratamento de dados (média, subtragdo de “background”, normalizacdo) foi realizado
através do software ATHENA!?. Apés a obtencdo de alguns espectros de cada amostra (tantos
quanto possivel), uma média dos espectros foi feita para otimizar a relacdo sinal-ruido. O
processamento se iniciou com a normaliza¢do dos espectros no espaco energia para remover
distor¢des experimentais. Nessa etapa, as informagdes do XANES ja podem ser obtidas pela
comparagdo dos espectros de diferentes substancias. Uma segunda etapa de processamento
consistiu na extragdo das oscilacdes de EXAFS no espaco de momento (espaco k)!'** definida
pela Equacdo 1, onde E, € a posi¢do da borda de absor¢do, Wy (E) é o back ground utilizado
como fator de normalizacdo e Auy(E,y) € o passo da borda, ou a variagdo no back ground

associada a borda de absorc¢ao.



42

_ (E) = po(E)

x(k) = NG Eq.1

A fungdo y (k) pode ser racionalizada em termos da equagao cldssica proposta por Sayers,
Stern and Lytle'*°, que leva em consideraciio fatores estruturais e caracteristicos do 4tomo
absorvedor. Diversos programas podem ser usados para a extra¢do e tratamento do EXAFS
assim como a para o ajuste de funcgdes tedricas com espectros experimentais, de onde podem

ser obtidos valores de distancias e angulos de ligacdo.

3.2.3. Estudo da interagdo dos complexos metdlicos com ZFs por ESI-MS, NMR
e CD

Medidas por espectrometria de massas por tempo de voo com ioniza¢ao por eletrospray
(do inglés electrospray ionization mass spectrometry, ESI-MS) foram realizadas em um
equipamento Waters Xevo QTof MS. Uma solucdo estoque de 1,0 - 102 mol L' de
[AuCI(PEt3)] (2) foi preparada em dimetilformamida enquanto uma solu¢ado estoque de mesma
concentracdo de AuTCEP (12) foi preparada em dgua. As amostras de ZF foram misturadas em
quantidades adequadas das solu¢des de complexos para uma propor¢do molar de 1:1,3
(ZF/inibidor). Aliquotas dessas amostras foram diluidas numa mistura metanol/agua 1:1 (v/v)
e analisadas imediatamente apds a diluicdo. Essas amostras foram mantidas a 37 °C e analisadas
novamente em intervalos de 1, 2, 3 e 6 horas. A inje¢do foi realizada por infusdo direta a 1,0 -
10°L min’!, utilizando uma voltagem de cone de 40 V. A fonte foi mantida a 110 °C com uma
voltagem de 2,75 - 10°a 2,95 - 10° V durante todo o experimento.

Medidas de NMR de 3'P foram obtidas no espectrdmetro de ressonancia nuclear
magnética Bruker, modelo Avance III 500 MHz, tendo como referéncia o acido fosférico 85%.
Uma amostra de ZF em D,O foi misturada a um quantidade adequada de solugdo 1,0 - 10> mol
L' de [AuCI(PEt;)] (2) em acetonitrila deuterada para uma proporcio molar de 1:1,3
(ZF/inibidor) e as andlises feitas imediatamente apds a mistura das solucoes.

Os espectros de dicroismo circular foram obtidos em um Espectropolarimetro Jasco,
modelo J720. Solugdes estoque de 1,0 - 10>mol L' dos compostos AuTCEP (12) e TCEP (13)
foram preparadas em 4gua e adicionadas as solucdes de ZF na propor¢dao molar de 1:1 e
analisadas imediatamente apds a mistura, de 190 a 250 nm, em séries com 8§ varreduras, a 20

1

nm min—, em microcubeta de quartzo com 10 mm de caminho 6ptico.
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3.2.4. Simulagao de espectros de XANES

Simulagdes de espectros de XANES foram realizadas utilizando o FEFF 9 1317133 ym
programa amplamente utilizado para cédlculo ab initio de espectros de XAS. Os espectros de
XANES do complexo [AuCI(PEt3)] (2) e de trés complexos hipotéticos formados substituindo-
se o cloreto de [AuCI(PEt3)] por uma cisteina, uma histidina ou uma segunda trietilfosfina
foram simulados usando um cluster contendo moléculas completas para produzir os potenciais
utilizados no cédlculo de espalhamento multiplo. A estrutura cristalina do complexo
[AuCI(PEt3)] (2)'** e as estruturas otimizadas UFF (Universal Force Field) dos compostos
hipotéticos (tomando as coordenadas de [AuCI(PEt3;)] como ponto de partida) foram usadas

como input das simulagdes.

3.2.5. Sintese do complexo AuTCEP

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foi preparada uma solu¢do de 93 mg de
ditiotreitol (DTT, 14) (6,0 - 10** mol) no minimo volume de dgua necessario para completa
dissolucdo. Sob agitacdo, foi adicionada ao baldo uma solugdo de 226 mg (6,0 - 10™* mol) de
tetracloroaurato(IIl) de potdssio (9), também no minimo de dgua necessdrio para completa
dissolu¢cdo, dando origem a uma suspensdo marrom. A essa suspensdo foi adicionada
lentamente uma solugdo aquosa contendo 406 mg (1,6 - 10~ mol) de hidrocloreto de tri(2-
carboxietil)fosfina (TCEP, 13) no menor volume possivel de solvente. Conforme TCEP ¢é
adicionada, a suspensdo se dissolve levando a uma solugdo incolor, de pH ~ 1, com pouco
residuo de sélido. Esta mistura foi mantida a temperatura ambiente por 30 minutos, periodo no
qual o solido residual se dissolve, e depois foi filtrada em silica. O filtrado teve seu solvente
removido em rota-evaporador a baixa pressdo até a secura. O sé6lido branco obtido foi entdo
lavado com acetona, novamente seco e dissolvido em 5 mL de dgua. Essa solu¢do foi evaporada
a baixa pressdo até o aparecimento dos primeiros cristais em sua superficie, quando algumas
gotas de acetona foram adicionadas, levando a precipitagdo de um sélido branco. O sélido foi
entdo filtrado em funil de Gooch, lavado com acetona e seco em dessecador sob baixa pressao,
em presenca de pentéxido de fésforo. Para obtencdo de monocristais, o sélido foi dissolvido no
minimo possivel de dgua e deixado em repouso a temperatura ambiente, permitindo a
evaporacdo lenta do solvente. O sélido foi caracterizado por andlise elementar, 'H, 1°C e 3'P

NMR, espectroscopia vibracional no infravermelho (do inglés infrared vibrational
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spectroscopy, IR) e ESI-MS. Os cristais foram caracterizados por difracdo de raios X de

monocristal.

3.2.5.1. Equipamentos utilizados na caracterizacao do AuTCEP

As andlises elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram realizadas em um
equipamento Perkin-Elmer, modelo 2400 CHNS/O. Os estudos de ESI-MS foram realizados
em um espectrometro Waters, modelo TQD Quattro Micro API. Espectros de IR foram obtidos
por reflectancia atenuada total num espectrofotometro de absor¢do Agilent, modelo CARY 630
FTIR. Os espectros de 'H, 13C e 3'P NMR em solugio de D>O foram obtidos no espectrdmetro
de ressonincia nuclear magnética Bruker, modelo Avance III 500 MHz, a temperatura
ambiente, tendo como referéncia do 'H e 1°C o tetrametilsilano, e como referéncia do *'P, dcido
fosférico 85%. Os espectros de °C e *'P NMR no estado sélido foram obtidos no espectrometro
de ressonancia nuclear magnética Bruker, modelo Avancell+ 400MHz, a temperatura ambiente.
Para o '*C NMR uma combinacio de polarizacdo cruzada, desacoplamento de préton e rotacio
no angulo mégico foi utilizada, com tempo de aquisi¢do de 30 ms, tempo de contato de 4.000
us e intervalo entre os pulsos de 1 s, a janela espectral utilizada foi de 295,8 ppm com o aparelho
operando a 100 mHz para o *C e 400MHz para o 'H, com 10.240 varreduras e tendo o
adamantano como referéncia. J4 para as andlises de *'P NMR foi utilizado desacoplamento de
préton, com tempo de aquisicao de 42,6 ms e intervalo entre os pulsos de 2 s, a janela espectral
utilizada foi de 593,6 ppm com o aparelho operando a 162 mHz para o '3C e 400MHz para o
'H, com 128 varreduras e tendo o 4cido fosférico 85% como referéncia. Os estudos de difracao

de raios X de monocristal foram realizados num difratdbmetro Bruker, modelo Apex Duo.

3.2.6. Determinacdo do coeficiente de extingdo molar da nitrocefina e de seu

produto de hidrdlise

O produto de hidrélise da nitrocefina (15) tem um maximo de absor¢cdo em 490 nm, que
foi usado para quantificar a formacao dessa espécie. Contudo, a prépria nitrocefina (15) tem
uma absor¢ao nao desprezivel nessa regido, de modo que foi necessario determinar o coeficiente
de extingdo molar (¢) de ambos nesse comprimento de onda. Para determinacdo do € da
nitrocefina uma solugio estoque do composto foi preparada em tampdo fosfato (5,0 - 10> mol
L' pH 7,0), com concentracio 1,7 - 10* mol L'!. Dilui¢des foram preparadas no mesmo tampao

na faixaentre 5,5 - 10° mol L' e 2.4 - 10° mol L' e tiveram sua absorbancia a 490 nm medida
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a 37°C em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico, num espectrofotdmetro de Absor¢cao
UV-Vis HP, modelo HP8453.

Para a obten¢do do produto de hidrdlise foi utilizada a prépria BCE. Solugdes de
nitrocefina e a BCE em tampéo fosfato (5,0 - 102 mol L' pH 7,0) foram preparadas e misturadas
de modo a obter concentragdes de 5,0 - 10° mol L'! de nitrocefinae 1,0 - 10°g L' de BCEe a
mistura foi mantida ao abrigo da luz em temperatura ambiente por 2 h, garantindo a conversao
total da nitrocefina em seu produto de hidrdlise, através da reacdo mostrada na Figura 11.
Dilui¢des desta solucao foram entio preparadas no mesmo tampao para concentragdes na faixa
de5,0-10°mol L'e 2,2 10° mol L' e medidas de absorbancia em 490 nm foram obtidas.

Os valores de € = 6,6 - 10> L mol™' cm™! para a nitrocefinae e = 5,1 - 10° L mol™' cm™! para

seu produto de hidrélise foram determinados em 490 nm, utilizando a lei de Lambert-Beer.

Figura 11: Reacdo de hidrdlise da nitrocefina (15) promovida pela BCE.

3.2.7. Estudo da capacidade inibitéria de complexos metdlicos sobre a atividade

de BCE

Os compostos [AuCl(PEt3)] (2), [AuCI(PPh3)] (3), [Au(CN)2] (7), tetracloroaurato(IIl) de
potéssio (9), tetracloropaladato(Il) de potdssio (10) e tetracloroplatinato(Il) de potdssio (11),
AuTCEP (12), TCEP (13), CLV (16) e EDTA (17) foram estudados como inibidores da
atividade enzimatica de BCE. A velocidade inicial (vo) da reacdo de hidrélise de nitrocefina
(15) foi obtida acompanhando-se 0 aumento no maximo de absor¢ao do produto de hidrdlise da
nitrocefina, em 490 nm. A velocidade inicial foi calculada como o coeficiente angular da regido
linear da curva de absor¢do versus tempo, em conversdes sempre inferiores a 10 %.

Para essa medida foram preparadas solugdes estoque de nitrocefina (2,0 - 10 mol L),
BCE (8,0 - 10°° g L1 e dos possiveis inibidores (4,00 - 10*mol L") em tampao fosfato (5,0 -
10 mol L! pH 7,0). Os inibidores insoltiveis em dgua [AuCI(PEt3)] (2) e [AuCI(PPhs)] (3)
foram inicialmente dissolvidos em dimetilformamida e entdo diluidos em tampao fosfato (5,0 -

102 mol L' pH 7,0). Em cada experimento, as solucdes de BCE e do possivel inibidor eram
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misturadas numa proporg¢ao 1:1 (v/v), 30 minutos antes de serem diluidas e misturadas a solugao
de nitrocefina para dar inicio a reac@o de hidrélise. As reagcdes foram acompanhadas a 37 °C
em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico num espectrofotdmetro de Absor¢do UV-
Vis HP, modelo HP8453. As concentracdes finais foram mantidas sempre em 5 - 10 mol L™!
de nitrocefina, 5,0 - 10°mol L' de inibidore 1 - 10® g L' de BCE. A concentracao final de
dimetilformamida nos casos de inibidores insoliveis foi de 0,25 % (v/v) para o [AuCI(PEt3)]
(2) € 0,75 % (v/v) para o [AuCl(PPh3)] (3). Todas as solucdes foram mantidas em banho de
gelo e ao abrigo da luz enquanto ndo estavam sendo manipuladas. As andlises foram
comparadas a reagdes sem presenca de inibidor (branco), feitas sempre 15 minutos antes do
experimento com inibidor. Brancos contendo 0,25 e 0,75 % de DMF foram também medidos
para os casos em que foi necessdrio o uso de solvente. Todas as andlises foram feitas em
triplicata e todas as solugdes foram preparadas imediatamente antes de seu uso, salvo a solucao
estoque de nitrocefina que pdde ser estocada ao abrigo da luz a -20°C por até duas semanas.
As atividades enzimadticas relativas de BCE em presenca de potenciais inibidores foram
calculadas seguindo a Equagdo 1, comparando-se sempre um experimento sem inibidor
(branco) e o experimento com inibidor realizado em sequéncia. A atividade basal de BCE é,
portanto, considerada 100% e todas as atividades em presenca de inibidores sdo apresentadas

em relacdo a ela.

(com inibidor) | 100

Atividade Relativa = 2

(sem inibidor)
0

3.2.8. Estudo da interacdo do AuTCEP com BCE, ZFs e modelos de aminoacidos
por NMR

Foram preparadas solugdes estoque de 1,0 - 102 mg uL"! de AuTCEP (12) em 400 uL
D>0. Foram também preparadas solugdes de N-acetil-cisteina (18), histidina (19), BCE, NCp7
e Spl em concentragdo de 1,3 - 102 mg puL! em D20. As solugdes de ZFs tiveram um preparo
idéntico ao descrito no item 3.2.1. Misturas foram preparadas utilizando 400 puL das solugdes
de AuTCEP e 200 pL de uma das solucdes de modelos bioldgicos. Nos casos indicados, o pH
foi ajustado para 5,0 com uma solu¢do de KOD 1% em D>O. Espectros 'H e *!P foram obtidos
imediatamente apds a mistura de cada uma das amostras, num espectrometro de ressonancia
nuclear magnética Bruker, modelo Avance III 500 MHz, e mantidos a 4 °C por 24h para uma

nova analise no mesmo equipamento. Os espectros foram calibrados por padrio interno (em
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tubo capilar de vidro) de 4cido fosférico 85% no caso do *'P, e pelo pico residual de 4gua no

caso do 'H.

3.2.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) foi utilizada para verificacio da integridade e da composicao da BCE. Uma amostra da
BCE foi dissolvida em tampao (0,10 mol L' tris(hidroximetil)aminometano, 0,20 mol L' DTT
(14), 0,14 mol L' dodecil sulfato de sédio, 3,0 - 10 mol L™ azul de bromofenol, 20% (v/v)
glicerol, pH 6,8 e quantidade suficiente de dgua). A andlise foi conduzida utilizando-se um
aparato Mini-Protean II Dual Slab Cell (Bio-rad) com gel de empacotamento 5% e gel de

separacdo 10%'%

sob diferenca de potencial constante de 300 V por uma hora, num tampao de
corrida (0,25 mol L' tris(hidroximetil)aminometano, , 3,5 - 10> mol L dodecil sulfato de
sédio, 0,25 mol L' DTT (14), pH 6.8, e quantidade suficiente de dgua). Tanto a amostra de
BCE quanto um padrdo de pesos moleculares foram submetidos a eletroforese em diferentes
pocos de um mesmo gel, que foi, depois, corado por 15 minutos numa solucdo etanol : dcido

acético : agua, 3:1:6 (viviv)com 2,5 g L' de azul de Comassie e descorado numa solucdo etanol

: &cido acético : 4gua, 1:1:8 (v:v:v). O resultado esta reportado na Figura 9.



48

Capitulo 4: Zinco estrutural: Interacdo de complexos de ouro(I) com

dedos de zinco

4.1. Espectrometria de Massas

Uma técnica util no estudo da interagdo de complexos metalicos com dominios ZF € a
espectrometria de massas. A Figura 12 mostra espectros de massas da interacdo dos modelos
NCp7 e Spl com o complexo [AuCI(PEt3)] (2), imediatamente apds a mistura. E possivel notar
que a interagdo de [AuCIl(PEt3)] com NCp7, Figura 12A, gera muitos sinais, enquanto poucos

sinais sd0 observados para a interacdo de [AuCI(PEt3)] com Spl, Figura 12B.
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Figura 12: ESI-MS(+) dos produtos de interacdo do complexo [AuCI(PEt3)] com os modelos de ZF
NCp7 (A) e Spl (B).
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No espectro da reacdo com o NCp7 (Figura 12A) s@o observados sinais referentes a
substitui¢do do Zn" pelo Au' sem nenhum outro ligante coordenado ([AuF]™*) em m/z 1211,0
e 807,3, estrutura conhecida como dedo de ouro (AuF). Podem, também, ser vistos sinais
referentes ao peptideo sem coordenaciio de ouro, tanto mantendo o Zn" coordenado ([ZF]™),
em m/z 1144,5 e 763,3, quanto com perda de Zn'" ([apoF]"™") em m/z 1113,0. A presenca de
sinais em m/z 1368,0, 912,3 e 682,4 representa estruturas onde o Zn" foi substituido por dois
fons Au' e um grupo trietilfosfina ([apoF-Au,PEt3]™) enquanto os sinais em m/z 846,4 ¢ 635,0
representam espécies onde o Zn' foi substituido por um grupo [AuPEt;]" num processo
envolvendo a oxidacdo do peptideo ([oxiapoF-AuPEt3]™). Aparecem, também, sinais
provenientes de uma espécie onde existe a coordenacdo do Au' ao peptideo, sem, no entanto,
ser observada a perda de Zn" ([Au-ZF]™) em m/z 1242.4 e 828,6, além de um sinal referente a
uma estrutura onde um grupo [AuPEt]* se coordena ao ZF sem perda de Zn" ([ZF-AuPEt:]*),
em m/z = 868,0.

Por outro lado, ao reagir [AuCI(PEt3)] (2) com Spl sdo observados apenas cinco sinais
no espectro de massas (Figura 12B). O sinal monocarregado em 433,1 representa a estrutura
[(EtsP)2Au]*, presente em solugdo segundo um equilibrio de troca de ligantes previamente
descrito para esse tipo de composto fosfinaouro!3¢13, J4 os sinais em m/z 1188,9, 891,9, 713,7
e 594,9 podem ser atribuidos a uma estrutura onde o Au' substituiu o Zn" formando dedo de
ouro ([AuF]™).

A presenga de numerosas espécies no caso do NCp7 (Figura 12A) permite hipotetizar que
possam ocorrer ataques das espécies contendo ouro a diferentes regides do peptideo, e que
espécies intermediarias contendo trietilfosfina sdo abundantes. Abbehausen e colaboradores®’
mostraram que a reagdo de NCp7 com [AuCl(PPh3)] (3) gera espécies analogas, [ Au(PPh3)F]™,
demonstrando ainda que esses adutos apresentam longa vida (acima de 78h). Além disso, a

presenca de espécies [Au-ZF]"*

sugere que a coordenacdo do ouro pode ocorrer antes da saida
do zinco, o que corrobora a hipdtese mais aceita para a formacdo dos AuFs, de um ataque
eletrofilico do ouro aos residuos de aminodcidos que coordenam o Zn'! nos ZF, seguido pela
substitui¢do do zinco pelo ouro'3°7122_ Por outro lado, a intera¢do do Spl com [AuCl(PEt3)] (2)
gera somente [AuF]™, sugerindo uma unica forma de ataque com perda das fosfinas

coordenadas.
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4.2. 3P NMR do aduto NCp7 + [AuCIl(PEt3)]

Como observado por ESI-MS, a interacao de [AuCIl(PEt3)] (2) com NCp7 pode ser
também verificada por NMR de 3'P, pela presenca de espécies [AuF(PEt3)]. O espectro obtido
dos produtos de interacdo assim como o espectro do [AuCl(PEt3)] (2) puro estdo representados

na Figura 13. Nesta figura € possivel observar um tnico sinal de [AuCl(PEt3)] (2) em 33,6 ppm.
Ja o aduto [AuCI(PEt3)] + NCp7 apresenta dois sinais, um em 43,0 e outro em 49,6 ppm.

2+NCp7 l 1
2 l

(ppm) 50 45 40 35 30

Figura 13: Espectros de NMR *'P do complexo [AuCI(PEts)] e da mistura imediata [AuCI(PEt3)] +
NCp7.

O n@o aparecimento do sinal em 33,6 ppm no espectro do aduto [AuCl(PEt3)] + NCp7
indica que a espécie [AuCl(PEt3)] de alguma forma interagiu com o peptideo, dando origem
aos sinais que se observa. Duas hipéteses podem justificar o aparecimento desses dois sinais.
Primeiramente, o peptideo apresenta mais de um sitio de coordenagdo e sdo observadas espécies
diversas no espectro de massas da mistura [AuCl(PEt3)] + NCp7, de modo que cada um dos
sinais pode representar diferentes ambientes quimicos do fosforo causados pela coordenacao
do grupo [AuPEt3]* ao NCp7 de diferentes maneiras. Uma outra hipdtese é que o sinal em 49,6
ppm se deva ao 6xido de trietilfosfina, formado pela manipulacdo do [AuCI(PEts3)] ao ar,
enquanto o sinal em 43,0 ppm se refira a uma espécie onde o [AuPEt:]" se coordena ao
peptideo'®®. Os valores de deslocamento quimico do 6xido de trietilfosfina relatados na
literatura dependem fortemente do solvente em que as andlises de NMR se dao, variando de

140

43,1 ppm em n-hexano a 49,2 ppm em acetonitrila e 64,6 ppm em dgua’ ™. Como esta andlise

foi realizada numa mistura acetonitrila/dgua 1:1 (v/v), tendo em vista a solubilidade dos

reagentes, € impossivel comparar o deslocamento obtido com os valores encontrados na

literatura.
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4.4. Espectroscopia de absorcao de raios X

Com o objetivo de obter informagdes sobre as estruturas eletronica e geométrica dos
produtos de interacdo do complexo [AuCl(PEt3)] (2) e da auranofina (6) com os ZFs,
principalmente no que diz respeito a natureza dos residuos de aminodcidos que se ligam ao
ouro, foram feitas medidas de XAS de uma série de oito compostos modelo (1 a 8 — Figura 10),
representando possiveis esferas de coordenacdo, bem como dos materiais de partida e dos

produtos de interacdo de NCp7 e Spl com os complexos.

4.4.1. Compostos Modelo

Os espectros normalizados na regido proxima a borda de absorc¢do L3 do ouro dos oito
compostos modelo sdo mostrados na Figura 14. Cada curva nesta figura representa o espectro
de um composto, numerado conforme a Figura 10. 0 representa o ouro metélico, utilizado como
referéncia. A linha vertical tracejada indica a posicdo da borda de absor¢ado, definida como o
ponto de mdximo da primeira derivada do espectro do ouro metalico (0), no valorde 11919 eV.
A transi¢do eletrOnica atribuida a borda L3 do ouro é de um elétron de um orbital 2p3. para o
LUMO, que pode ser um orbital de carater 5ds» ou 5ds», dependendo da interagdo destes com

os orbitais dos ligantes coordenados ao ouro!?>:141:142,
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Figura 14: Espectros de XANES na borda L3 do ouro dos compostos modelo. A linha vertical tracejada

indica a posicdo da borda da folha de ouro metélico, em 11.919 eV. Na legenda estdo representados (0)
ouro metdlico, (1) [Au(nac)], (2) [AuCIl(PEt3)], (3) [AuCl(PPh3)], (4) [Au(dmap)(PPh3)]*, (5)
[Au(mtz)(PPh3)], (6) auranofina, (7) [Au(CN)z] e (8) [Au(CN)(PPhs)].
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Tabela 1: Valores de posi¢ao da borda, estado de oxidag@o e simetria pontual dos compostos modelo

1 -8, além do ouro metalico (0).

Composto
Posicao da Estado de  Simetria Pontual
4 R Borda / eV Oxidacido  (ao redor do Au)
0 Au metélico 11919,0 0
1 [Au(nac)] 11919,7 +1 Deon
2 [AuCI(PEt3)] 11920,0 +1 Coov
3 [AuCI(PPh3)] 11920,2 +1 Coov
4 [Au(dmap)(PPh3)]* 11920,7 +1 Coov
5 [Au(mtz)(PPhs)] 11920,4 +1 Coov
6 auranofina 11920,4 +1 Cov
7 [Au(CN),] 11921,5 +1 Do
8 [Au(CN)(PPh3)] 119223 +1 Coov

A posicao da borda é um dado frequentemente utilizado para definir estados de oxidacao
uma vez que, na maior parte dos casos, quanto menor a densidade eletrOnica sobre o dtomo
absorvedor (decorrente aqui de um maior nimero de oxidacdo) maior € a energia dessa
transicdo. A Tabela 1 apresenta as posi¢des das bordas para os compostos modelo analisados,
além de destacar também os estados de oxidacdo e os grupos pontuais de simetria dos
complexos ao redor do centro metdlico (obtidos na literatura)®’-124-126:134.143

Estudos cristalograficos e espectroscépicos dos compostos 1-8 indicam indiretamente que
eles sdo formalmente complexos de ouro no estado de oxidacdo 1+, em geometria linear” !>+
126134143 * A bordas de absor¢do destes complexos variam de 11919,7 a 11922,3 eV, valores
acima da borda do Au’, como esperado.

As diferencas observadas na Figura 14 entre os espectros dos compostos 1-8 ndo se devem

a diferencas nos estados de oxidacdo formais, mas decorrem, possivelmente, de desvios na

simetria linear ideal e distancias de ligacdo na primeira esfera de coordenacgdo, além da diferente
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natureza dos atomos ligados diretamente ao metal. Esses fatores afetam a distribui¢ao eletronica
nos orbitais 5d, ou mais precisamente, nos orbitais moleculares com grande contribuicao dos
orbitais atdmicos 5d, afetando, portanto, o pico adjacente a borda de absor¢do conhecida como
“linha branca”. E importante resaltar que a intensidade da linha branca é inversamente
proporcional a densidade eletronica nos orbtais de carater d, nestes sistemas'®. Além disso, os
fatores citados afetam todas as demais caracteristicas espectrais que estabelescem, em conjunto,
um padrdo do modo de coordenagdo do ouro no respectivo complexo. Cada um dos oito
compostos modelo serd analizado em detalhes a seguir.

A Figura 15 apresenta uma ampliacdo dos espectros de XANES dos complexos (1)
[Au(nac)], (5) [Au(mtz)(PPh3)] e (6) auranofina, destacando o perfil préximo a borda de

absor¢do. Todos os complexos selecionados apresentam ligantes tiolato.
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Figura 15: Detalhe da regido da linha branca dos espectros de XANES na borda L3 do ouro dos
compostos (1) [Au(nac)], (5) [Au(mtz)(PPhs)] e (6) auranofina. Todos estes compostos apresentam

ligantes tiolato. O ouro metélico (0) também € representado para comparagao.

O [Au(nac)] (1) € caracterizado por uma primeira esfera de coordenag¢do S-Au-S e seu
espectro apresenta, na regido da linha branca, dois picos separados por 7 eV, como pode ser
observado na Figura 15. Ele é o composto com menor intensidade de linha branca na série

estudada, muito préxima da intensidade da linha branca do ouro metélico. Isso evidencia uma



54

alta densidade eletrOnica nos orbitais com carater 5d, coerente com o carater o-doador do
enxofre. Além disso, a estrutura polimérica proposta para o composto [Au(nac)]'? pode
contribuir para uma intensa delocalizacdo da densidade eletronica por toda a cadeia [S-Au-S-],
contribuindo também com a baixa intensidade da linha branca.

Ja os compostos [Au(mtz)(PPhs)] (§) e auranofina (6) tém em seu espectro uma tnica
estrutura muito alargada na regido da linha branca, centradas em 11.927 eV para o
[Au(mtz)(PPh3)] e 11.926 eV para a auranofina. Esses dois compostos apresentam praticamente
as mesmas caracteristicas espectrais, o que se justifica pela presenca, nos dois casos, de uma
coordenacgdo P-Au-S.

As linhas brancas desses compostos seguem uma ordem de intensidade auranofina (6) >
[Au(mtz)(PPh3)] (§) > [Au(nac)] (1), indicando que, nos dois primeiros casos, a densidade
eletronica sobre os orbitais de carater d € menor do que no ultimo. Isso se d4 porque as fosfinas
sdo ligantes capazes de promover interacdes do tipo m com os orbitais d do metal, recebendo
retrodoagdo e, portanto, diminuindo a densidade eletronica sobre o metal. A diferenca de
intensidade da linha branca entre a auranofina e [Au(mtz)(PPh3)], por sua vez, é grande e ndo
esperada, mas pode estar relacionada a um forte efeito indutivo dos oxigé€nios presentes na

tetraacetiltioglicose, que limita a capacidade desse ligante como c-doador.
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Figura 16: Detalhe da regido da linha branca dos espectros de XANES na borda L3 do ouro dos
compostos (2) [AuCl(PEt3)] e (3) [AuCI(PPhs)], ambos complexos do tipo fosfina-ouro-cloro. O ouro

metalico (0) também é representado para comparagao.
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A Figura 16 apresenta um perfil dos espectros de XANES dos complexos (2)
[AuCI(PEt3)] e (3) [AuCl(PPh3)]. Ambos sd@o complexos do tipo [AuCl(PR3)] nos quais a
fosfina varia entre uma trialquil- e uma triarilfosfina. Nos dois casos, os espectros de XANES
apresentam praticamente as mesmas caracteristicas, como seria esperado para compostos tao
semelhantes. A regido da linha branca de ambos apresenta dois picos alargados. Em ambos o
primeiro méximo se encontra em 11.924 eV. O segundo miximo de [AuCl(PEt3)] aparece em
11.928 eV, enquanto que o segundo méaximo de [AuCl(PPh3)] aparece em 11.929 eV.

E interessante observar que, enquanto na regido da linha branca do espectro de
[AuCl(PEt3)] o primeiro pico é um pouco menos intenso do que o segundo, no espectro de
[AuCl1(PPh3)] se observa o contrédrio, com o segundo pico significativamente mais intenso do
que o primeiro. Além disso, a linha branca de [AuCl(PPhs)] € ligeiramente mais intensa do que
a do [AuCI(PEt3)] — diferenca de 0,023 unidades arbitrérias. Esse comportamento se justifica
pela diferenca de disponibilidade do par eletronico entre as duas fosfinas: PEt; € um 6-doador
melhor que PPhs, além de pior n-receptor. As diferengas entres estas duas fosfinas serdo mais
amplamente discutidas no Capitulo 5.

A Figura 17 detalha os espectros de XANES dos complexos [AuCl(PPh3)] (3),
[Au(dmap)(PPhs)]* (4) e [Au(mtz)(PPh3)] (5), todos contendo o ligante trifenilfosfina.
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Figura 17: Detalhe da regido da linha branca dos espectros de XANES na borda L3 do ouro dos
compostos (3) [AuCI(PPhs)], (4) [Au(dmap)(PPh3)]* e (5) [Au(mtz)(PPhs)]. Todos estes compostos

apresentam o ligante trifenilfosfina. O ouro metalico (0) também € representado para comparagao.
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O espectro do composto [Au(dmap)(PPh3)]*, assim como os espectros dos compostos
[Au(nac)] (1), [AuCIl(PEt3)] (2) e [AuCl(PPh3)] (3), discutidos anteriormente, apresentam dois
picos alargados na regido da linha branca, com maximos em 11.924 e 11.929 eV. Este composto
representa uma esfera de coordenag¢do P-Au-N, onde N pertence a um ligante N-heterociclico.
Os espectros do [AuCI(PPh3)] (3) e do [Au(mtz)(PPh3)] (4) ja foram apresentados, contudo
cabe ainda discutir a relacdo de intensidades de linha branca que se estabelece na Figura 17,
com [Au(mtz)(PPhs3)] = [Au(dmap)(PPh3)]" > [AuCI(PPh3)]. O [AuCI(PPh3)] tem a menor
intensidade de linha branca, como reflexo da maior densidade eletronica sobre o ouro neste
complexo. Isso se justifica, uma vez que o cloreto ndo recebe carga eletronica do metal por
retrodoacgdo, enquanto os ligantes 4-dimetil-amino-piridina e 2-mercapto-tiazolina podem fazé-
lo. Pelos dados de XAS, as densidades eletronicas sobre o ouro no [Au(mtz)(PPh3)] e no
[Au(dmap)(PPh3)]" devem ser muito proximas.

A Figura 18 apresenta os espectros de XANES dos complexos [Au(CN)2]” (7) e
[Au(CN)(PPh3)] (8), ambos contendo o ligante cianeto, com o objetivo de ressaltar a influéncia

deste ligante na densidade eletrdnica do Au'.
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Figura 18: Detalhe da regido da linha branca dos espectros de XANES na borda L3 do ouro dos

compostos [Au(CN).] (7) e [Au(CN)(PPhs)] (8). Ambos os complexos apresentam ligantes cianeto. O

ouro metdlico(0) também € representado para comparacao.
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Os espectros da Figura 18 se destacam pelas linhas brancas dos compostos [Au(CN)z]
(7) e [Au(CN)(PPh3)] (8), que apresentam um tnico pico, mais estreito que em todos os demais
compostos da série estudada, de grande intensidade, com méximos em 11.925 e 11.926 eV,
respectivamente. Estas intensidades de linha branca elevadas ndo sdo esperadas em compostos
com orbitais d preenchidos, como os de Au', configuracdo [5d'°, 6s°]. Essa observagao revela
uma baixa densidade eletrOnica sobre os orbitais de cardter d centrados no metal, causada pela
forte interagdo destes orbitais com os n* do cianeto. O [Au(CN)(PPhs)] tem a linha branca
menos intensa uma vez que a retrodoagdo é menos pronunciada com o ligante trifenilfosfina do

que com o cianeto.

4.4.2. Interagdo de [AuCIl(PEt3)] e auranofina com NCp7 e Spl

Uma vez que a série de compostos modelo com diversas esferas de coordenagdo foi
estudada, € possivel comparar os espectros obtidos para os modelos com aqueles obtidos pela
andlise dos produtos de interacao do [AuCI(PEt3)] (2) e da auranofina (6) com NCp7 e Spl e
obter dados sobre nimero de oxidacdo, geometria e esfera de coordenacido. A hipdtese de
interacio é de um ataque eletrofilico seguido de um substituicdo do Zn" por Au', onde o Au'
coordena-se através de residuos de cisteina (S-doador), como discutido anteriormente. Contudo,
residuos de histidina (N-doador) estdo presentes nos peptideos e podem participar da
coordenacgdo. Além disso, interessa obter mais informacdes sobre a permanéncia ou ndo de uma
fosfina coordenada ao ouro nessas reacoes.

As posicdes das bordas de absorcdo observadas nos espectros dos produtos de interacdo
sdao: 11.920,8 eV, para o aduto [AuCI(PEt3)] + NCp7; 11920,9 eV, para o aduto auranofina +
NCp7; e 11920,3 eV, para o aduto [AuCI(PEt3)] + Sp1. Essas posicao de borda estdo dentro da
faixa apresentada pelos compostos modelo, todos complexos de Au'. Isso garante que a reacio
de ambos os ZFs com [AuCI(PEt3)] e auranofina ndo envolve uma mudanga no estado de
oxidag¢ao do ouro.

A Figura 19 apresenta os espectros de XANES dos adutos deste ZF com [AuCI(PEt3)] (2)
e auranofina (6), assim como dos complexos de partida e do composto [Au(mtz)(PPh3)] (5), de
ambiente de coordenagdo P-Au-S, permitindo sua comparacdo. Uma observagao que se destaca
nesta figura é a grande semelhanca entre os espectros de XANES dos adutos [AuCI(PEt3)] +
NCp7, auranofina + NCp7 e da auranofina livre (6). Por outro lado, comparando os adutos com
[AuCI(PEt3)] (2), se observa um aumento na intensidade da linha branca e um deslocamento de

2,2 eV para maiores energias. A grande semelhanca dos espectros dos produtos de reacdo
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[AuCl(PEt3)] + NCp7 e auranofina + NCp7 com o espectro da auranofina sugere que o ambiente
de coordenacgdo dos adutos seja predominantemente semelhante ao da auranofina livre, P-Au-
S. A maior intensidade da linha branca desses sistemas em comparacdo a [AuCI(PEt3)] (2)
sugere uma menor densidade eletronica sobre o ouro nos adutos com o peptideo. Uma ligacao
Au-S, muito mais covalente que Au-Cl, causa maior delocalizacdo eletrOnica e corrobora a
hipétese de substituicio do cloreto por um grupo tiol. Ainda, comparando os espectros
[AuCI(PEt3)] + NCp7 e auranofina + NCp7 com [Au(mtz)(PPh3)] (§), embora existam
diferencas de intensidades, a posi¢do dos picos — devidos a espalhamentos multiplos — é
bastante semelhante, como destacado pelas linhas tracejadas na Figura 19. Essa € mais uma
evidéncia de um ambiente de coordenacdo P-Au-S. As tnicas fontes possiveis de tiolato na
estrutura do NCp7 sdo as cadeias laterais das trés cisteinas presentes no sitio responsavel pela

coordenacio do Zn™,
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Figura 19: Espectros de XANES na borda L3 do ouro dos compostos [AuCI(PEt3)] (2) e auranofina (6),
assim como seus produtos de interagdo com NCp7. Para comparagdo, o espectro do composto

[Au(mtz)(PPh3)] (5) é também mostrado.

Considerando a possibilidade de coordenagdes S-Au-S e P-Au-N, conforme discutido

anteriormente, uma comparacdo entre os espectros dos adutos do NCp7 e dos compostos
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modelo [Au(nac)] (1, S-Au-S) e [Au(dmap)(PPh3)]* (4, P-Au-N) pode ser feita ao observar-se
a Figura 20. Os espectros de ambos os modelos t€m intensidade de absor¢do sempre abaixo da
intensidade dos adutos [AuCI(PEt3)] + NCp7 e auranofina + NCp7. Além disso, enquanto a
regido da linha branca do [Au(nac)] (1) e do [Au(dmap)(PPh3)]* (4) apresenta dois picos largos,
a linha branca dos adutos apresenta apenas um pico largo e intenso. Ainda é possivel observar
que os dois picos que aparecem em 11.949 e 11.975 eV nos espectros do adutos nio se
apresentam nos espectros do [Au(nac)] (1) e do [Au(dmap)(PPh3)]* (4). Enquanto o [Au(nac)]
apresenta apenas um pico muito largo, com mdximo em torno de 11.971 eV, o
[Au(dmap)(PPh3)]" apresenta dois picos em 11.955 e 11.975 eV. O pico em 11.975 eV pode
estar relacionado a presenca de uma fosfina, uma vez que ele aparece em todos os espectros dos
compostos modelo estudados contendo PPhs e PEts, com pequenas variacdes de posicdo (no

maximo 1 eV).
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Figura 20: Espectros de XANES na borda L3 do ouro dos compostos [Au(nac)] (1) e

[Au(dmap)(PPhs)]* (4), além dos adutos [AuCIl(PEt3)] + NCp7 e auranofina + NCp7. O ouro metélico

(0) também € representado para comparagao.
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A proposta de uma esfera de coordenagio do Au' majoritariamente Et;P-Au-S para os
produtos de interacdo [ AuCI(PEt3)] + NCp7 e auranofina + NCp7 pode ainda ser suportada pela
estrutura fina estendida de absorcdo de raios X (extended X-ray absorption fine structure,
EXAFS). EXAFS € capaz de fornecer informagdes sobre o sitio de ligacdo do metal, tais como
distancias de ligagdo, niimero de coordenacdo e natureza dos dtomos vizinhos'%,

A Figura 21 mostras os espectros de EXAFS, no espaco k, de [AuCI(PEt3)] + NCp7 e
auranofina + NCp7 assim como da auranofina. Como se pode observar, os espectros de EXAFS
de [AuCI(PEt3)] + NCp7 e auranofina + NCp7 sdo virtualmente superponiveis ao da auranofina
(6) livre até k=10 A™'. Essa é uma indicacdo de que as distdncias entre o ouro e os 4tomos
espalhadores da primeira esfera de coordenacgao sio praticamente idénticas nesses trés sistemas.

143 egse resultado é uma

Como a estrutura cristalografica da auranofina ja foi resolvida
indicacdo consistente da estrutura dos adutos. As distincias observadas por cristalografia na
auranofina devem ser praticamente as mesmas nos produtos de interagdo [AuCl(PEt3)] + NCp7
e auranofina + NCp7, sugerindo um modelo estrutural do tipo P-Au-S, com distancias
aproximadas de 2,29 A para a ligacdo Au-S e 2,26 A para a Au-P, em geometria

aproximadamente linear (o Angulo P-Au-S na auranofina é de 173,6°)'%.
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Figura 21: Espectros de EXAFS de [AuCI(PEt3)] + NCp7, auranofina + NCp7 e da auranofina (6), no

espaco k. Os espectros sdo virtualmente idénticos.



61

Buscando mais uma confirmagdo para o modelo estrutural proposto para os adutos do
NCp7 com complexos fosfinaouro(I), uma série de simulagdes de XANES foi feita usando o
FEFF9'31"133 O FEFF9 é um programa amplamente utilizado para calculo ab initio de espectros
de XAS e estrutura eletronica, usando o formalismo completo de espalhamentos multiplos. Os
espectros simulados obtidos podem ser observados na Figura 22.

O espectro simulado de [AuCI(PEt3)] reproduz o padrdo de dois picos entre 11950 e
11980 eV, entretanto o pico duplo na regido da linha branca néo foi bem reproduzido. Isso pode
ser resultado de um alargamento superestimado durante a simulacdo. Corrigindo o termo
associado ao potencial de correlacdo de troca dependente da energia de Hedin-Lundqvist, €
possivel aproximar o espectro simulado ao empirico, contudo, nenhum parametro fornecido
pelo FEFF9 foi corrigido empiricamente para que, assim, os espectros obtidos pudessem ser

comparados entre si (todos os espectros sao igualmente afetados pelos mesmos pardmetros).
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Figura 22: Regido da linha branca de espectros de XANES simulados no FEFF9 do complexo
[AuCI(PEt3)] (2), bem como de trés complexos hipotéticos formados substituindo-se o cloreto do

[AuCI(PEt3)] por uma cisteina (Cist.), uma histidina (Hist.) ou uma segunda trietilfosfina (Bisfosf.)

O espectro simulado para o complexo hipotético contendo histidina apresenta o maximo
da regido da linha branca na mesma posi¢ao em relacao ao espectro simulado de [AuCI(PEt3)]
(2), mas um aumento significativo de intensidade € observado. De maneira oposta, o complexo
hipotético bisfosfina apresenta uma diminui¢do na intensidade da linha branca sem mudanca na
posicdo do méximo. J4 o complexo hipotético contendo cisteina apresenta um deslocamento na

posicdo de maximo da linha branca para maiores energias, em torno de 2,8 eV, como apontado
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pelas linhas tracejadas verticais da Figura 22, além de um aumento na intensidade em relagdo
ao espectro simulado de [AuCI(PEt3)] (2). O comportamento geral observado nas simulacdes
para o [Au(Cis)(PEt3s)] corresponde ao observado experimentalmente com os adutos
[AuCI(PEt3)] + NCp7 e auranofina + NCp7, corroborando o modelo proposto.

Como demonstrado por espectrometria de massas (Figura 12), o comportamento do aduto
[AuCI(PEt3)] + Spl € bastante diferente. Ele apresenta apenas uma espécie de dedo de ouro
(AuF), que pdde ser isolada e purificada. O espectro de XANES desta amostra estd representado
na Figura 23, juntamente com os espectros de [Au(nac)] (1), [AuCI(PEt3)] (2), auranofina (6) e
[AuCl(PEt3)] + NCp7 e do ouro metdlico (0). Na regido da linha branca, o espectro do
[AuCI(PEt3)] + Spl mostra uma estrutura composta por dois picos pouco intensos, de modo
muito similar ao [Au(nac)] (1), mas diferente de [AuCl(PEt3)] + NCp7 e auranofina. O
[AuCl(PEt3)] (2), utilizado na sintese do [AuCI(PEt3)] + Sp1, também apresenta dois picos nesta
regido, contudo a relacdo de intensidades € invertida e a separagdo dos picos é menor. Além
disso, a regido apds a borda do espectro de [AuCl(PEt3)] + Spl exibe apenas um pico muito
alargado, como também pode ser observado no espectro do [Au(nac)]. Essas evidéncias

corroboram a hipétese de um ambiente de coordenagdo S-Au-S.
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Figura 23: Espectros de XANES na borda L3 do ouro do [AuCl(PEts)] + Spl. Sdo mostrados para

comparacio os espectros dos compostos [Au(nac)] (1), [AuCIl(PEt3)] (2) e auranofina (6) assim como do

sistema [AuCIl(PEt;)] + NCp7 e da folha de ouro metalico (0).
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Quando se comparam, por outro lado, os espectros do [AuCI(PEt3)] + Spl com os
espectros de [AuCI(PEt3)] + NCp7 e auranofina + NCp7, apresentados na Figura 23, estes
ultimos apresentam intensidades de linha branca muito superiores ao primeiro, com um pico
niao duplicado. Essa diferenca de intensidade aponta para um centro metdlico com maior
densidade eletronica nos orbitais com cardter 5d no produto de interacdo com Spl. Essa
observacdo pode ser justificada pelo caréter fortemente doador dos grupos tiol em contraste
com o carater 6-doador mas n-receptor dos grupos fosfina.

A andlise do EXAFS mostra que, diferentemente do sistema [AuCI(PEt3)] + NCp7, o
espectro de EXAFS do [AuCI(PEt;)] + Spl ndo € idéntico ao da auranofina (dado nao
apresentado). A Figura 24 apresenta os espectros de espectros de EXAFS no espaco k de
[AuCI(PEt3)] + Sp1 e do [Au(nac)] (1). Embora ndo sejam também exatamente superponiveis,
os EXAFS do [AuCI(PEt3)] + Spl e do [Au(nac)] (1) mostram diversas similaridades. A
auséncia de uma estrutura cristalogréfica resolvida do [Au(nac)] limita, contudo, uma anélise
mais detalhada da possivel estrutura do aduto de [AuCI(PEt3)] + Spl, mas é uma evidéncia
significativa de que pelo menos a primeira esfera de coordenagdo seja estruturalmente
semelhante nos dois casos. A proposta de estrutura do composto [Au(nac)] € um polimero de
Au(I) e N-acetil-cisteina, com tiolatos em ponte entre dois dtomos de ouro, formando uma
cadeia'?®, desse modo o modelo de coordenacdo proposto para [AuCI(PEts)] + Sp1 é do ouro

ligado a dois residuos de cisteina presentes no sitio de coordenagio do Zn'" do peptideo.
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Figura 24: Espectros de EXAFS de [AuCIl(PEt3)] + Spl e 1, no espago k.
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O conjunto destas evidéncias suporta a esfera de coordenacdo P-Au-S como mais
provavel para os produtos de interacdo [AuCI(PEt3)] + NCp7 e auranofina + NCp7 e a esfera
S-Au-S como mais provavel para [AuCI(PEt3;)] + Spl. Nas interacdes estudados entre ZF e
compostos de Au(I) ndo se observou qualquer evidéncia de interacdo do ouro com as histidinas
presentes nos peptideos, apenas cisteinas. A presenca de um tioagicar na auranofina (6) e de
um cloreto em [AuCl(PEt3)] (2) ndo ocasionou diferencas na reatividade destes complexos
frente ao NCp7, pelo menos quanto a estrutura final do aduto formado.

Diferentes produtos finais foram, portanto, observados para cada um dos dois peptideos.
As andlises sugerem que o ouro se mantem no estado de oxida¢do +1 em uma geometria linear
quando seus complexos reagem com ambos os modelos de ZFs. No caso do NCp7, o maior
conteddo de cisteina ndo causa a perda da fosfina coordenada ainda que haja coordenagdo do
ouro ao peptideo com esfera de P-Au-S, como demonstrado por XAS. O Spl, por sua vez,
mesmo com menor conteudo de cisteina, reage com [AuCI(PEt3)] causando a perda da fosfina
e coordenacdo numa estrutura S-Au-S. Baseando-se nestas evidéncias, a Figura 25 apresenta os
modelos propostos para as reagdes do [AuCl(PEt;)] com os ZFs, destacando as diferentes
possibilidades de coordenag@o no caso do NCp7. Essas observagdes confirmam os complexos

fosfinaouro(I) como potenciais modelos no estudo de ZFs, bem como potenciais inibidores

seletivos.
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Figura 25: Esquema de reagao entre [AuCI(PEt3)] (2) e os peptideos modelo. Para o NCp7 trés possiveis

coordenagdes sdo apresentadas.
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Capitulo 5: Zinco Catalitico: Inibi¢do de B-lactamases por complexos
metalicos

Observada a reatividade dos complexo fosfinaouro(I) frente a ZFs, elaborou-se a hiptese
de que essa classe de compostos poderia também atuar como inibidora de zinco-enzimas. As
MBLs foram selecionadas como alvo devido a urgéncia em encontrar-se inibidores para essas
enzimas. Nesse contexto a BCE foi utilizada como modelo inicial pois, além de comercialmente
disponivel, ela representa de maneira realista o desafio representado por bactérias resistentes
que expressam simultaneamente MBLs e SBLs.

A reacgdo de hidrdlise da nitrocefina (15) foi utilizada para investigacdo do efeito de
complexos metdlicos sobre a atividade enzimadtica das B-lactamases. As atividades enzimaticas
apresentada no Capitulo 2 deste trabalho.

A Figura 26, bem como a Tabela 2, expressam os valores de atividade relativa obtidos
em presenca dos complexos fosfinaouro(I), do dicianoaurato(I) (7), do tetracloroaurato(III) (9),
do tetracloropaladato(Il) (10) e do tetracloroplatinato(Il) (10). Os valores obtidos com os
inibidores classicos de B-lactamases, clavulanato de potdssio (CLV, 16) e EDTA (17), sao

também apresentados.
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Figura 26: Atividade enzimatica relativa de BCE na hidrélise da nitrocefina.
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Tabela 2: Atividade enzimatica relativa de BCE na hidrolise da nitrocefina.

Inibidor Atividade Relativa (%)

Branco 100 £ 10

K[AuCl4] (9) 104 £ 10
K>[PdCl4] (10) 977
Ko[PtCls] (11) 95+6
K[Au(CN)2] (7) 87+9
PhsPAuCl (3) 80£5
Et;PAuCl (2) 101 £5
EDTA (17) 86 + 4
CLV (16) 53+5

O complexo tetracloroaurato(IIl) e os compostos andlogos de Pd" (10) e Pt" (11) nio
causaram diminuicdo na atividade enzimdtica da BCE frente a hidrélise de nitrocefina.
Diferentemente, o dicianoaurato(I) (7) reduziu a atividade enzimatica relativa de BCE para 87
+ 9%. O [AuCl(PPh3)] (3) diminuiu a atividade enzimdtica para 80 + 5%, contudo o
[AuCI(PEt3)] (2) ndo a alterou. O CLV (16) diminui a atividade enzimaética relativa para 53 +
5%, enquanto na presenca de EDTA (17) a diminui para 86 + 4%. E importante destacar a
diferencga de atuacdo destes compostos. O EDTA € um sequestrante classico de fons metélicos.
Foi demonstrado que este composto remove o zinco das MBLs**, impedindo sua atuacdo

9197144 ' mag sem afetar as SBLs. Por outro lado, o CLV atua como inibidor seletivo de

catalitica
SBLs, promovendo uma acilacao do residuo de serina catalitico, fazendo com que percam sua
atividade®'*. A redugio da atividade enzimdtica pelo CLV é mais pronunciada do que a do
EDTA uma vez que, como observado no item 3.1.1, BCE contém uma quantidade maior de
SBL do que de MBL.

O resultado obtido para complexos de metais d® é interessante uma vez que ja foram
observadas interacdes de todos esses fons metdlicos com diversos sistemas biolégicos® !4,

incluindo outras zinco-proteinas, como ZFs'*'*". E desejivel que existam diferencas de
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reatividade dos complexos frente as diferentes zinco-proteinas e esta é uma observagao que
demonstra a possibilidade de sintetizar compostos que atuem seletivamente.

No caso do complexo dicianoaurato(I) (7), € interessante observar como a queda na
atividade enzimatica é semelhante com o uso de mesmas concentracdes de EDTA (17). Embora
este teste seja insuficiente para afirmar que o complexo de Au' esteja atuando seletivamente
sobre a zinco-enzima, assim como o composto quelante, essa se apresenta como uma hipétese
plausivel, a ser verificada.

Os resultados dos experimentos cinéticos envolvendo os complexos fosfinaouro(I)
demonstram que o composto [AuCI(PPh3)] (3) leva a uma queda de atividade ligeiramente
maior do que a observada com o dicianoaurato (7) e o EDTA (80 + 5%). Por outro lado, o
[AuCI(PEt3)] (2) ndo apresenta qualquer atividade inibitdéria. Esta interacdo é diferente da
observada para os ZF. Nos dois exemplos estudados neste trabalho, a reagdo do ZF com
[AuCI(PEt3)] é imediata, levando a substitui¢io do Zn"! por Au'. J4 foi mostrado que reacdes de
ZFs com 3 apresentam comportamento andlogo®’.

Esse experimento € insuficiente para determinar a razdo pela qual se observa essa
diferenca de reatividade com a BCE, contudo algumas propriedades quimicas diferem entre os
complexos [AuCI(PEt;)] (2) e [AuCl(PPh3)] (3), e podem ser elencadas como possiveis
responsaveis. Primeiramente, quanto ao volume, [AuCIl(PPh3)] € mais volumoso do que
[AuCI(PEt3)], como pode ser destacado através dos angulos de cone das fosfinas (Oppn3= 145°;
Opea= 132°)8. Além disso, existe uma diferenca de solubilidade: [AuCI(PPhs)] é mais
lipossoluvel do que [AuCl(PEt3)]. A densidade eletrOnica sobre o metal também € diferente nos
dois casos, como discutido anteriormente para os experimentos de XAS. A Figura 9 mostra que
a intensidade da linha branca no espectro de [AuCI(PEt3)] € um pouco menor do que no de
[AuCl1(PPh3)], sugerindo uma maior densidade eletronica no ouro em [AuCl(PEt3)]. A diferenca
se deve principalmente 2 basicidade das duas fosfinas (pKappns= 2,73; pKapes= 8,69)'*, que
reflete a capacidade como o-doador, embora a diferenca na capacidade como m-receptor deva
ser também considerada. Esses dois cardteres, doador e receptor de elétrons, podem ser
racionalizados simultaneamente pelo Parametro Eletronico de Tolman, v, definido como a
frequéncia do modo vibracional A; da carbonila em complexos do tipo [Ni(CO)sL]'*®. Quanto
menor o valor de v, maior a densidade eletronica sobre o metal. PPh3 € pior 6-doador e melhor
n-receptor do que PEt3 (v ppn3= 2068,9 cm™'; v pea= 2061,7 cm™)!*® 0 que permite deduzir que
[AuCl1(PPh3)] seja um melhor eletréfilo, como confirmado nas anélises de XAS apresentadas

neste trabalho. Essa é uma relagdo importante, principalmente quando se considera a hipdtese

de um ataque eletrofilico do complexo metélico aos residuos de aminoécidos do sitio ativo da
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MBL, de maneira andloga a0 mecanismo proposto para a interacdo com os ZF. No entanto,
seriam necessarios mais experimentos para embasar de maneira contundente essa justificativa
para o comportamento observado.

Outra diferenga importante entre os complexos [AuCl(PEt3)] (2) e [AuCl(PPh3)] (3) esta
na presenga de grupos aromdticos em [AuCl(PPh3)] mas ndo em [AuCl(PEt;)]. Existem alguns
residuos de triptofano presentes na Bcll, a MBL presente na BCE, e, particularmente, um
exposto ao solvente e muito préximo do sitio ativo, como apresentado na Figura 27. A distancia
do centro de massa do residuo de triptofano 89 em relag¢@o ao zinco no sitio da cisteina numa

estrutura cristalogréfica obtida na presenca do ligante captopril (PDB: 4C1H) ¢ de apenas 6,5A.

TRP-219

Figura 27: Distancia média do centro de massa dos residuos de triptofano 89 e 219 em relacio ao zinco

catalitico do sitio da cisteina. O residuo 89 € exposto ao solvente. (PDB: 4C1H)

Dois aspectos sdo muito importantes em relacido a esse residuo de triptofano 89. Por um
lado, residuos de triptofano em geral sao muito importantes para interacdes entre biomoléculas,
no que diz respeito a empilhamento-r entre ele e outros grupos aromaticos. O empilhamento-n
através de um triptofano foi, por exemplo, destacado anteriormente aqui como fator

determinante para a ligacio do ZF NCp7 ao DNA®,
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Um eventual empilhamento-t com as fenilas do complexo [AuCl(PPh3)] (3) poderia
justificar a atuagdo deste como inibidor em detrimento do outro complexo, que contém uma
alquilfosfina. Essa ¢ também uma hipétese para a qual nao se apresenta qualquer verificacado
neste trabalho, contudo ela vai ao encontro de algumas observagdes feitas por outros grupos.
Huntley e colaboradores!*® destacam o papel fundamental de um residuo andlogo de triptofano
numa MBL obtida de Bacteroides fragilis promovendo mutacdes nesse residuo e observando o
comportamento das enzimas mutantes em comparacdo a selvagem. Karsisiotis e
colaboradores'®! destacam também como fundamental a atuagio ndo sé do triptofano, mas
também de outros residuos hidrofébicos como valina e fenilalanina (também capaz de promover

empilhamento-m) na Bcll. Importa ainda destacar que em ambos os trabalhos citados'>*!13!,

assim como em numerosos outros 22134

, enfatiza-se a localizac@o destes residuos hidrofébicos
e capazes de promover empilhamento-n nas proximidades do sitio ativo de diversas MBLs.
Este resultado mostra uma clara diferenca de reatividade frente a BCE entre dois
complexos fosfinaouro(I), causada pela substituicdo da cadeia lateral na fosfina coordenada,
embora sejam apresentadas apenas hipdteses sobre as causas dessa diferenca. Essa é uma prova
de conceito da modulagdo da atividade de complexos metélicos através da escolha de ligantes

aplicada diretamente ao caso das [-lactamases, reforcando o interesse na pesquisa e

desenvolvimento de metalofarmacos inibidores desta classe enzimatica.



70

Capitulo 6: AuTCEP - Novo complexo fosfinaouro(I)

hidrossolavel

6.1. Sintese e caracterizacdo

6.1.1. Sintese

Tendo em vista os resultados obtidos para os complexos [AuCl(PPh3)] e [AuCI(PEt3)] no
ensaio de inibicdo de MBL e os resultados obtidos e conhecidos na literatura para ensaios de
inibicio de ZF, um novo complexo de Au' contendo fosfina foi proposto, sintetizado e
caracterizado. Uma das dificuldades em utilizar-se complexos fosfinaouro(I) é a baixa
solubilidade em dgua. A adicdo de solventes em sistemas enzimaticos causa muitas vezes perda
de atividade, instabilidade e dificulta diversas andlises. Buscando contornar essa limitacdo foi
selecionada como ligante a tri(2-carboxietil)fosfina (TCEP — 13), por tratar-se de uma fosfina
hidrossolidvel. Além disso, ela € uma fosfina de basicidade menor do que PEt3, mas maior do
que PPh; (pkarcer= 7,68)'>. E de se esperar que a capacidade de TCEP como m-receptor seja
muito semelhante a de PEt3, mas, como sua basicidade € menor, um complexo de Au' contendo
esta fosfina e um cloreto deveria ser um eletréfilo intermedidrio, entre os compostos
[AuCl1(PPh3)] e [AuCl(PEt3)].

Buscou-se, desse modo, a sintese de um complexo linear de Au' contendo TCEP e cloreto
como ligantes, andlogo aos compostos estudados frente a ZFs e BCE. Numa primeira
abordagem sintética, um precursor de Au', tetracloroaurato(III), foi misturado diretamente a
dois equivalentes de TCEP em solucdo aquosa. Esse método € bastante empregado na sintese
de compostos do tipo fosfinaouro(I), e conveniente pelo uso da mesma substancia como ligante
e redutor. Contudo, este método levou a reducdo do Au' a Au®.

Numa segunda abordagem, optou-se por um redutor mais brando, o S,R-ditiotreitol (14,

DTT). Ao adicionar o DTT ao precursor de Au'"

uma suspensdo marrom opaca foi formada,
que se dissolveu pela adicdo de TCEP, dando origem a uma solucdo incolor. O complexo
isolado desse sistema se apresenta como um sélido branco, com solubilidade de
aproximadamente 5 mg por mL de dgua e foi denominado AuTCEP (12). Monocristais foram
obtidos por recristaliza¢do do produto obtido em dgua.

O so6lido isolado da sintese foi submetido a andlise elementar para determinacdo de sua

férmula minima. Os resultados obtidos foram 26,23% de carbono e 4,10% de hidrogénio, mas
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esses resultados ndo concordam satisfatoriamente aos valores calculados para nenhuma
estrutura. Submetendo, porém, os cristais do complexo a anélise elementar obteve-se 29,53%
de carbono e 3,95% de hidrogénio, que sdo coerentes com os valores calculados para uma
formula minima K[Au(PC9oH1406)2], 29,44% de carbono e 3,84% de hidrogénio. Esses
resultados sugerem que o solido bruto possa ser uma mistura de diferentes espécies,
provavelmente de um mesmo complexo, mas com diferente nimero de ions potdssio em sua

estrutura.

6.1.2. Difracdo de raio X de monocristal

Os monocristais obtidos tiveram sua estrutura resolvida por difracdo de raios X, como
apresenta a Figura 28. A estrutura de cela cristalina € ortorrdmbica e estd representada em trés
diferentes vistas na Figura 29. As dimensdes dos lados e angulos na cela sdo: a = 11,4853 A b
=13,3432 A e c = 15,5624 A; a. = p =y = 90°. Os parAmetros da analise cristalografica estdo
disponiveis em anexo.

E importante destacar que o ouro encontra-se coordenado a dois fésforos com distancia
Au-P de 22872 A e angulo P-Au-P de 176,47°. Dois dos grupos carboxilicos dos ligantes se
encontram desprotonados e o composto apresenta um potdassio como contraion. Essa estrutura

associa-se a um férmula minima K[ Au(PC9H140¢)2], com massa molar de 734,42 g mol™.

Figura 28: Figura ORTEP referente a estrutura cristalina do AuTCEP.



72

Ouro

® Potassio
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® Oxigénio

® Carbono
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(b) Vista pelo eixo b (c) Vista pelo eixo ¢

Figura 29: Estruturas de cela do monocristal de AuTCEP. (a) Vista pelo eixo a. (b) Vista pelo eixo b.

(c) Vista pelo eixo c.

6.1.3. Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear em solucao

O complexo AuTCEP (12) foi caracterizado por espectroscopia de 'H, 1*C e *'P NMR em
solucdo (D20). Os espectros de NMR do ligante TCEP (13) foram também obtidos para
comparagdo com o complexo.

A Figura 30 apresenta os espectros de *'P NMR do complexo AuTCEP e do ligante livre.
Ambos os compostos apresentam apenas um sinal de fésforo, como esperado. O sinal do
AuTCEP aparece como um simpleto muito estreito em 40,93 ppm, enquanto o sinal do TCEP

aparece como um simpleto ligeiramente mais alargado em 15,88 ppm.
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Figura 30: Espectros de *'P NMR do complexo AuTCEP e do ligante livre TCEP.

O deslocamento de 25 ppm entre os sinais de fosforo do ligante livre e do complexo
corrobora a hipétese de coordenacao pelo fésforo, uma vez que, como c-doador, espera-se que
o fésforo desblinde com a coordenacio. E possivel observar também, pelos espectros de >'P do
complexo, que em solu¢do ndo ha sinal de ligante livre, além de nao se observar sinal da fosfina
oxidada. O sinal estreito do AuTCEP sugere que ele ndo apresenta fluxonalidade, ou seja, que
ndo participa de equilibrio réapido de troca de ligantes; por outro lado, o sinal mais alargado de
TCEP aponta para a possibilidade de troca quimica do hidrogénio ligado ao fésforo.

A Figura 31 apresenta os espectros de 'H NMR do complexo AuTCEP e do ligante TCEP.
Os deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento dos espectros da Figura 31 sdo
apresentados na Tabela 3. Tanto o TCEP quanto o AuTCEP apresentam apenas dois conjuntos
de sinais de hidrogénio, com deslocamentos quimicos caindo na regido entre 2,0 e 3,0 ppm. Os
sinais de menor deslocamento estdo associados aos hidrogénios do grupo CH> ligado ao fésforo
(1), enquanto os sinais de maior deslocamento se associam ao grupo CHz ligado a carbonila (i1).
Os sinais dos hidrogénios dos grupos acido carboxilico assim como do hidrogénio ligado ao
fosforo, no caso do TCEP, ndo aparecem nos espectros devido a sua rdpida troca quimica por

deutério.
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Figura 31: Espectros de 'H NMR do complexo AuTCEP e do ligante livre TCEP, em D;0.

Quanto a multiplicidade dos sinais, se observa um dupleto de tripletos no sinal centrado
em 2,94 ppm (ii) do espectro do TCEP. Numa primeira inspecao, os demais sinais apresentados
sao multipletos. Contudo, € coerente interpretar o sinal em 2,65 ppm (i) do espectro do TCEP
também como um dupleto de tripletos. Todos os picos deste sinal sdo separados por 7,2 Hz,
uma constante coerente com um acoplamento *Ji.u, € pode ser esperado um acoplamento 2Jp.,
para o qual a constante 14,1 Hz é coerente'*®. Como a constante de acoplamento *Jun é
aproximadamente a metade da constante Jpg, apenas cinco sinais sdo observados. O mesmo
raciocinio pode ser empregado no sinal em 2,76 ppm (ii) do AuTCEP, onde *Ju.u= 7,7 Hz e *Jp.
H= 15,4 Hz. Como a constante de acoplamento 3Tun é a metade da constante 3Jp.y, 0 dupleto
de tripletos se apresenta como multipleto. O sinal em 2,39 ppm (i) do AuTCEP € o que apresenta
a menor separacdo entre os picos, 3,6 Hz, dificultando a interpretacao de sua multiplicidade,
tendo em vista a resolugdo do espectro.

A variagio de deslocamento dos sinais de 'H NMR do AuTCEP em relagdo aos do TCEP
livre apontam também para uma coordenacio do ligante ao Au' através do dtomo de fésforo,
uma vez que a variagdo de deslocamento dos sinais mais préximos do fésforo é maior do que

dos sinais mais distantes (-0,26 e -0,18 ppm respectivamente).
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Tabela 3: Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento dos sinais de '"H NMR do TCEP e do

AuTCEP.
TCEP AuTCEP A0
Sinal
6 (ppm)  J (Hz) é (ppm)  J(Hz) (ppm)
. STun=17,2 STunu=17,2
H (i) 2,65 dt Mon= 141 2,39 m o= 11,0 -0,26
ve =72 Sun=7.7
H (ii) 2,94 dt Yop= 18.1 2,76 dt psr= 15.4 -0,18

A Figura 32 apresenta os espectros de '°C NMR do complexo AuTCEP e do ligante
TCEP. Os deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento dos espectros da Figura 32 sdo
apresentados na Tabela 4. Em cada espectro da Figura 32 € possivel observar trés conjuntos de
sinais. O primeiro deles aparece na regido entre 10 e 20 ppm e pode ser atribuido ao carbono
(i) ligado ao fésforo; o sinal que aparece na regido entre 25 e 30 ppm pode ser atribuido ao
grupo CH> (1) ligado a carbonila; ja o sinal com alto deslocamento quimico, perto de 175 ppm
€ atribuido ao carbono da prépria carbonila (ii1).

Sdo observados em ambos os espectros acoplamentos carbono-fésforo. E comum
observar constantes de acoplamento 'Jp.c grandes (entre 20 e 60 Hz). J4 as constantes de
acoplamento 2Jp.c costumam ser pequenas (abaixo de SHz). As constantes *Jp.c, por outro lado,
apresentam usualmente valores intermediarios (entre 7 e 15 Hz)"""'%°. Essa é a tendéncia das
constantes de acoplamento reportadas na Tabela 4, que diminuem do ligante livre para o
complexo. A constante 2Jp.c no complexo AuTCEP nio é observada, contudo nfo é incomum
que carbonos a duas liga¢des do fésforo produzam sinais simpletos no *C NMR %8139,

Os deslocamentos dos sinais de '*C NMR do AuTCEP em rela¢do aos do TCEP livre
indicam novamente uma coordenacio ao Au' através do fésforo, uma vez que os sinais dos

carbonos proximos do fésforo sdo mais sensiveis a coordenagdo do que os distantes.
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Figura 32: Espectros de *C NMR do complexo AuTCEP e do ligante livre TCEP.

Tabela 4: Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento dos sinais de '*C NMR do TCEP e

do AuTCEP.

TCEP AuTCEP Ad
Sinal

o (ppm)  J (Hz) o (ppm) J (Hz) (ppm)
C (i) 13.87d Jpc=53.1 20,42 t Jpc=17,6 +6,55
C (ii) 2731d  HUpc=5.1 29.61 s +2.3

C (iii) 17521d  3Jpc=8,6 176,06t ‘Ip.c=5,0 +0,85
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6.1.4. Estudo do efeito do pH sobre o complexo AuTCEP em solugdo

Os estudos de espectroscopia de NMR de 'H e 3'P em solugio (D-0) do complexo
AuTCEP (12) foram ampliados para o entendimento do efeito da variacdo de pH no composto.

A Figura 33 apresenta os espectros de 'H NMR do AuTCEP obtidos em diferentes pHs.

pH 7,0

pH 5,0

—2.4
o}
I

(i) (i) .
HO\_/, -/pH

e e e e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e
285 280 275 270 2685 260 255 250 245 240 235 230 2325 2720
Deslocamento Quimico {ppm)

Figura 33: Espectros de 'H NMR do AuTCEP adquiridos em solu¢des com diferentes valores de pH.

Os resultados mostram que o aumento no valor de pH das solu¢des de AuTCEP acarreta
um deslocamento dos dois sinais de "H NMR para campo alto. Os valores de deslocamento
quimico e sua variacdo com o pH estdo apresentados na Tabela 5. Esse deslocamento € mais
importante no sinal (ii), atribuido aos hidrogénios do grupo CH> vizinho a carbonila, do que no
sinal (i), atribuido aos hidrogénios do grupo CH> vizinho ao fésforo. Isso se da pois a variacao
de pH afeta de maneira direta o equilibrio de protonagdao dos grupos carboxilato,
consequentemente interferindo mais intensamente nos sinais dos grupos mais proximos as
carbonilas.

A Figura 34 apresenta os espectros de *'P NMR do AuTCEP em solugio obtidos em

diferentes pHs.
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Figura 34: Espectros de *'P NMR do AuTCEP obtidos de solu¢des em diferentes valores de pH.

A Figura 34 permite observar que o aumento no valor de pH das solucdes de AuTCEP
acarreta um deslocamento do sinal de 3'P NMR para campo alto, assim como observado com
os sinais de '"H NMR. Os valores de deslocamento quimico e varia¢io de deslocamento quimico

estdao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Valores de deslocamento quimico e variagdo de deslocamento quimico dos estudos de
espectroscopia de NMR de 'H e 3'P em soluc¢do (D20) do complexo AuTCEP (12). A variagio de

deslocamento quimico estd apresentada em relacio a solu¢do em pH 2,5.

pH 2,5 5,0 7.0

H H H
Nucleo . P . P . .. P
i i i i i i

O (ppm) 241 2,778 40,94 2,35 2,64 39,85 2,32 2,54 38,26

Ad (ppm) 0 0 0 0,06 0,15 1,09 0,10 0,25 2,68
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Um comportamento muito semelhante ao observado para o AuTCEP foi descrito por

Krezel e colaboradores!>

ao estudarem o ligante TCEP (13) com relacdo a variacdo de pH por
titulagio potenciométrica e 'P NMR. A Figura 35, adaptada da referéncia 155, mostra os

deslocamentos quimicos dos sinais de *'P NMR do TCEP em funcio do pH.

18
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Figura 35: Curvas de titula¢do do ligante TCEP (13) acompanhada por *'P NMR. Figura adaptada da

referéncia 155.

A coordenacdo de dois ligantes TCEP ao Au' afeta a distribuicdo de carga sobre todo o
complexo, assim como aumenta o nimero de hidrogénios ionizdveis por molécula (de quatro
para seis). Esses dois fendmenos afetam a constante de dissociacdo de cada um dos hidrogénios
1onizaveis do complexo, razdo pela qual ndo se espera que as constantes de ionizacao sejam as
mesmas para 0 TCEP e para o AuTCEP. Além disso, € interessante observar que proximo a pH
5 o TCEP tem seu sinal de *'P NMR deslocado para campo baixo com o aumento do pH, de

maneira oposta ao observado para o AuTCEP.

Tanto o TCEP quanto o AuTCEP apresentam apenas um sinal de *'P NMR em virtude da
troca rapida de seus hidrogénios ionizaveis (deutérios ionizdveis, em solu¢ao de D>0O), nao
sendo possivel, na escala de tempo do experimento, observar as multiplas espécies em
equilibrio de protonacdo presentes em solugdo. O mesmo fendmeno € observado nos espectros

dos outros nicleos (‘H e 13C).
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6.1.5. Estudos do AuTCEP no estado sélido por espectroscopia de ressonincia

magnética nuclear

Além dos estudos envolvendo pH, estudos do complexo AuTCEP (12) no estado sélido
foram também realizados por espectroscopia de NMR de *'P e *C. A Figura 36 apresenta os

espectros de *'P NMR em solucio (D20) e no estado sélido.
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Figura 36: Espectros de *'P NMR do complexo AuTCEP em solugdo (D,0) € no estado sélido.

Na Figura 36 é possivel observar o sinal tinico de *'P NMR que o complexo AuTCEP
apresenta em solugdo em oposi¢do aos sinais multiplos e alargados que o mesmo material
(s6lido nao recristalizado) apresenta no estado sélido. Quatro sinais sdo observados para o
composto sélido numa faixa de 15 ppm. A presenca de um tnico sinal de *'P NMR para a
espécie em solugdo, mas multiplos picos para o composto sélido sugere que o material sélido
isolado da sintese por precipitacdo com acetona seja composto de uma mistura de espécies,
variando apenas no nimero de grupos carboxilicos protonados. E interessante observar que o
sinal obtido em soluc¢do representa aproximadamente a média dos picos que o espectro obtido

no estado sélido apresenta, o que pode indicar que, ao dissolver-se o material, todas as espécies
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presentes no sélido participam de um mesmo equilibrio de troca rdpida de hidrogénio, levando
ao mesmo sinal no espectro em solugao.
A mesma interpretacio pode ser aplicada aos espectros de '*C NMR do complexo

AuTCEP em solugdo (D20) e no estado sélido apresentados na Figura 37.
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Figura 37: Espectros de >*C NMR do complexo AuTCEP em solugio (D20) e no estado sélido.

Na Figura 37 sdo observados sinais largos no espectro de '*C NMR mais ou menos
homogeneamente distribuidos em torno da posi¢do onde aparecem os sinais em solucdo. Se
destaca no espectro obtido no estado sélido o sinal da carbonila, que apresenta quatro pontos

de mdximo numa faixa de 8 ppm, de maneira similar ao observado no espectro de *'P NMR.

Esses resultados de NMR vao ao encontro dos obtidos por andlise elementar, sugerindo
que o material s6lido seja composto por espécies com diferente niimero de grupos carboxilicos
desprotonados. Como a sintese ocorre em pH muito baixo (abaixo de 1) e a dissolugdo do
material sélido isolado leva a uma solucdo de pH também baixo (em torno de 2,5) € provavel
que as espécies presentes variem entre nenhum e, pelo menos, quatro grupos carboxilicos

desprotonados.
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6.1.6 Espectrometria de massas

O complexo foi também analisado por espectrometria de massas com ionizagao por
electrospray. No espectro obtido no modo positivo apenas um sinal, de razdo massa/carga
697,1, é observado, e pode ser atribuido a estrutura [Au(PCoH506)2]*. O espectro obtido no
modo negativo estd representado na Figura 38.

Nele podem ser observados trés grupos de sinais. Em m/z 695,7 aparece um sinal que
pode ser atribuido a espécie [Au(PCoH140¢)2], acompanhado de sinais em m/z 733,6 e 771,7,
referentes 2 mesma estrutura com substituicdo de um ou dois hidrogénios dcidos por potdssio
([Au(PC9oH140¢)2 + K* - H'] e [Au(PCoH140¢)2 + 2K* - 2H'], respectivamente). Um sinal de
m/z 481,5, atribuido a [AuCI(PC9H140¢)]", pode ser ainda observado, assim como dois sinais
em m/z 2494 e 265,4, que podem ser atribuidos a fosfina livre (PCoH140¢") € a fosfina oxidada
(PCoH1407), respectivamente.

As andlises de espectrometria de massas corroboram a formacao do complexo bisfosfino
pela presencga dos ions moleculares em m/z 697,1 (modo positivo) e 695,7 (modo negativo).
Como nos espectros de NMR nao se observam sinais de TCEP e TCEP=0 livres, sugere-se que
os sinais de ligante livre e 6xido de fosfina, assim como o sinal de [AuCIl(PC9H14Og)] vistos no
espectro adquirido no modo negativo (Figura 38) sdo resultados de fragmentacdo durante o

processo de ionizacao.

Scan ES-
100~ E35.T 2.87e8
Au(TCEPR);?
Au(TCEP)CI* KAU(TCEP)z*
TCEP-]_ 481.5 1338
TCEPC? 4ea.8 g7 7 7347 Kzﬁ'-u{TCEP}z"'
I65.4 717
125.0 I ; l N 296

et I i ¥ ¥ 1. ¥ i i I I 1 1 1 T M¥Z
200 280 300 350 400 450 500 550 @00 650 700 75D 800 BED

Figura 38: Espectro de massa no modo negativo (ESI-MS(-)) do complexo AuTCEP.
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6.1.7. Espectroscopia vibracional de absor¢do na regidao do infravermelho

O complexo AuTCEP (12) foi caracterizado por espectroscopia vibracional de absor¢cao
na regido do infravermelho (IR). Os espectros de IR do complexo e do ligante TCEP (13) sdo

apresentados na Figura 39.
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Figura 39: Espectros de IR do ligante TCEP e do complexo AuTCEP.

Os espectros vibracionais sdo muito semelhantes entre si. A maior parte das bandas
observadas no espectro do ligante sio observadas também no espectro do complexo, com
pequenas variagdes. As principais bandas presentes nos espectros estdo destacadas na Tabela 6
e podem ser atribuidas a modos de vibracdo, de acordo com a literatura'®. Primeiramente, se
observa uma banda muito larga de 3500 a 2500 cm™', que pode ser associada ao estiramento da
ligacdo O-H em é&cidos carboxilicos, que estd presente em ambos os espectros. Da mesma
forma, aparecem em ambos 0s espectros sinais associados aos estiramentos assimétrico e
simétrico do grupo COO em 4cidos carboxilicos e carboxilatos. No TCEP essas bandas
apresentam vibragdes em 1704 e 1389 cm’, respectivamente, enquanto no AuTCEP os

estiramentos estdo posicionados em 1721 e 1393 cm™!. Ainda neste grupo de sinais, se destaca
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a banda em 1649 cm™ que estd presente apenas no complexo. Ela pode ser associada a um
estiramento assimétrico de grupos carboxilato desprotonados. Os deslocamentos das bandas e
a presenca de uma banda associada a carboxilato apenas no complexo concordam com a
estrutura proposta a partir dos estudos de NMR e da difracao de raios X de monocristal, onde o
complexo apresenta dois grupos carboxilato desprotonados. E comum que fosfinas apresentem
uma absorc¢do atribuida a deformacgdo P-C-H em torno de 1400 cm™! ¢ contudo essa banda nio
¢ observada, provavelmente porque cai junto com o estiramento simétrico dos grupos

carboxilicos .

Tabela 6: Atribuicdo das principais bandas dos espectros de IR do ligante TCEP e do complexo
AuTCEP.

TCEP  AuTCEP

(cm) (cm) Atribuicdo

2924 2923 v(O-H)
1721

1704 Vass(COO_)
1649

1389 1393 vim(COO")

6.2. Estudo da interagdo de AuUTCEP com NCp7 por ESI-MS e CD

De maneira andloga ao que foi feito anteriormente para os outros complexos
fosfinaouro(I) estudados, a interacdo entre o AuUTCEP (12) e um dos modelos de ZF, o NCp7,
foi acompanhada por espectrometria de massas. Neste experimento a mistura NCp7 + AuTCEP
foi incubada e analisada ao longo do tempo (Oh, 1h, 2h, 3h e 6h apds a mistura). Na Figura 40

sao apresentados os espectros de massas imediatamente, 1 e 6 horas apds a mistura.
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Figura 40: ESI-MS(+) do produto de interacdo AuTCEP + NCp7 imediatamente apds a mistura, 1 hora

e 6 horas depois.

No tempo zero sdo observados sinais do NCp7 em m/z 763,4 representando [ZF]** e
1144,6 representando [ZF]** como sinais de maior abundancia relativa. O sinal em m/z 697,1
representa o [Au-(TCEP)2]". O sinal em m/z 890,8 € atribuido a espécie [TCEP-AuF]**. Essa
espécie aparece novamente como [TCEP-AuF]** em m/z 668,6. Sdo observados sinais
atribuidos a AuFs. Em m/z 846.5 o sinal é atribuido a [AuF + 3K*]** e em 867,5, a [Au-ZF +
3K

Com o passar do tempo os sinais referentes a [TCEP-AuF]"" bem como aqueles referentes
a [AuF + 3K*]** e a [Au-ZF + 3K*]** diminuem em abundéncia relativa. Apés 6h de incubacio
a 37 °C, o sinal de [Au-(TCEP),]* virtualmente aumenta, muito provavelmente apenas porque

os sinais de ZF em m/z 763,4 e 1144,6 diminuem. Se destacam os sinais apos 1144,6 que

apresentam um espagamento constante de 19 unidades, sugerindo a substituicdo de H* por K*
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em sitios ionizdveis do peptideo, dando origem a estruturas do tipo [ZF + nK* — nH*]**. Essas
estruturas com potdssio ja eram observadas no espectro imediatamente apds a mistura, mas se
intensificam significativamente apds 6h de incubagdo. Essa € possivelmente a causa do aumento
virtual do sinal de [Au-(TCEP),]* e diminui¢do dos sinais atribuidos a estruturas relacionadas
ao ZF.

Esse comportamento € diverso do observado para o caso do composto [AuCI(PEt3)] (2),
apresentado previamente na Figura 12A, em que imediatamente apds a mistura do complexo
metdlico com o peptideo os sinais mais abundantes (obtidos nas mesmas condig¢des
experimentais) sdo os de espécies com ouro ligado ao peptideo. Da mesma forma, estudos
anteriores do grupo®’ (realizados também nas mesmas condi¢des experimentais) apontam que
complexos do tipo trifenilfosfinaouro(I) apresentam um comportamento semelhante ao do
complexo [AuCI(PEt3)] frente ao NCp7. A permanéncia dos sinais provenientes do ZF como
mais abundantes no experimento sugerem uma baixa reatividade do AuTCEP frente ao NCp7.

Para a verificacdo desta possivel baixa reatividade, anélises de dicroismo circular foram
também realizadas e sdo apresentadas na Figura 41. O espectro do apopeptideo mostra um perfil
caracteristico de estrutura randomica. O sinal positivo na regido de 235 - 215 nm sugere que
espécies oxidadas (formacgdo de ponte dissulfeto) estejam presentes. Apesar do leve grau de
oxidac¢do, a curva do NCp7 indica a formacdo do ZF pela intensificacdo e extensdo do sinal
positivo na regido de 235 a 210 nm, pelo leve deslocamento para o vermelho do maximo
negativo assim como o sinal positivo em 195 nm. A adi¢dao do TCEP (13) ao apopeptideo reduz
as pontes de dissulfeto tornando-o completamente reduzido, como evidenciado pela diminui¢do
na elipiticidade do sinal negativo, pelo desaparecimento da elipiticidade positiva na regido entre
235 - 210 nm e pelo deslocamento do méximo negativo para 200 nm. No caso do NCp7 a adi¢c@o
de TCEP nao causa nenhuma mudanca no espectro de dicroismo, sugerindo que o ligante nao
interaja com o ZF.

A adic¢do de AuTCEP ao apopeptideo leva a uma curva bastante similar a do NCp7, o que
corrobora a coordenacdo do metal ao peptideo acarretando um ganho de estrutura. Contudo,
quando o complexo é adicionado ao modelo de ZF, ndo se observa grande mudanca
conformacional, mas uma pequena diminui¢@o na intensidade dos sinais. Esse comportamento
nao permite elaborar conclusdes a respeito do tipo de interagdo que ocorre nesta mistura, uma
vez que nao € possivel diferenciar apopeptideo + AuTCEP de NCp7. Contudo, o resultado
concorda com as informagdes obtidas por espectrometria de massas, nas quais se verificou que

o AuTCEP apresenta baixa reatividade com o NCp7.
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Figura 41: Espectros de dicroismo circular do NCp7 e apopeptideo antes e apds a adicao de TCEP e

AuTCEP.

6.3. Estudo da capacidade de inibicdo da atividade enzimédtica de BCE por

AuTCEP

A capacidade de inibicdo da atividade enzimética de BCE por AuTCEP e TCEP foi

avaliada através da reacdo de hidrélise da nitrocefina, nas mesmas condi¢des dos experimentos

realizados para os demais inibidores, apresentados no Capitulo 4. Os resultados estdo apresenta

na Tabela 7.

Tabela 7: Atividade enzimética de BCE em presenca dos inibidores AuTCEP (12), K[Au(CN),] (7) e
EDTA (17), bem como do ligante TCEP (13) livre.

Inibidor | AUTCEP| TCEP |K[Au(CN)]| EDTA
12 | a3 Y (17)

Atividade
Relativa (%) | /9 |99%14| 879 | 86+4
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A atividade relativa em presenga do AuTCEP foi 87 =9 %, um valor similar ao observado
para [AuCl(PPh3)] (3) e K[Au(CN).] (7). Novamente, esta atividade relativa € bastante similar
a obtida adicionando-se EDTA (17) a mistura e muito diferente do observada empregando-se
CLV. Essa observacao permite hipotetizar que o AuTCEP interaja com BCE promovendo uma
inibicao da Bcll, mas ndao da SBL presente, como discutido no Capitulo 4.

Como o ligante TCEP apresenta trés grupos carboxilato, foi importante verificar se este
ligante ndo atua no sistema como quelante de zinco, de maneira similar ao EDTA. Para tanto o
teste foi repetido com o ligante livre, sem que se observasse reducdo na atividade enzimatica

(99£14%) em decorréncia da sua presenca.

6.4. Estudo da interacdo de AuTCEP com metalo-B-lactamase e dedos de zinco

por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Tendo sido demonstrada a atividade inibitéria AuTCEP (12) frente a BCE, e tendo em
vista sua hidrossolubilidade, este complexo foi selecionado para testes por NMR, tanto para
confirmar a interacdo quanto para estudar a natureza desta. Foram adquiridos espectros de 'P
e 'HNMR do complexo misturado 2 BCE. Como os sinais de NMR do complexo sdo sensiveis
a variacdo de pH, esses espectros foram adquiridos em solu¢des com pH ajustado para 5,0. A
Figura 42 apresenta os espectros de 'H NMR, enquanto a Figura 43 mostra os espectros de >'P

NMR.
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Figura 42: Espectros de 'H NMR do complexo AuTCEP e da mistura AuTCEP + BCE em pH = 5,0.
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As Figuras 42 e 43 permitem observar, como ja discutido na sess@o 3.1.4, que a mudanca
de pH desloca os sinais de NMR do complexo AuTCEP para campo alto. A adi¢cao de BCE ao
AuTCEP em pH 5,0 ndo ocasiona uma variacdo no deslocamento quimico nos espectros de 'H
NMR. No *'P NMR se observa uma variagio de 0,10 ppm para campo baixo no sinal da mistura
em relacdo ao complexo. A mudanga observada por NMR quando BCE ¢ adicionada ao AuTCEP
em pH 5,0 é pequena, e demonstra que ndo hé variacdo no ambiente quimico do ligante. Isso
sugere que nao h4 alteracdo na esfera de coordenacdo do metal ligado diretamente ao fosforo.
Por outro lado, o processo de interacdo do AuTCEP com BCE pode se dar por outras vias,

diferentes da coordenagdo ao metal.
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Figura 43: Espectros de *'P NMR do complexo AuTCEP e da mistura AuTCEP + BCE em pH = 5,0.

O mesmo tipo de experimento foi realizado com os modelos de ZF NCp7 e Sp1. A Figura

44 mostra os espectros de 'H NMR, enquanto a Figura 45 mostra os espectros de *'P NMR.
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Figura 44: Espectros de 'H NMR do complexo AuTCEP e das misturas AuTCEP + NCp7 e AuTCEP
+ Spl em pH =5,0.
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Figura 45: Espectros de *'P NMR do complexo AuTCEP e das misturas AuTCEP + NCp7 e AuTCEP +
Spl em pH = 5,0.
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Assim como observado no experimento com BCE, ndo se verifica um deslocamento nos
sinais de 'H NMR. Por outro lado, o sinal de *'P NMR apresenta um comportamento
interessante. Ao misturar o complexo AuUTCEP com o modelo de ZF NCp7 um deslocamento
de 0,10 ppm para campo alto é observado. Em oposicao, ao misturar-se o Spl ao AuTCEP um
deslocamento de 0,05 ppm agora para campo baixo € verificado, mas em ambos 0s casos se
verifica um alargamento dos picos. Apesar disso, as variacdes de deslocamento observadas sao
muito pequenas para serem interpretadas como uma evidéncia de mudancas na esfera de
coordenacdo do ouro, que influenciem os sinais de fosforo, sugerindo, também por NMR, uma
baixa reatividade do AuTCEP com ZFs.

Ainda uma udltima tentativa de observar interagcdes do AuTCEP por NMR foi realizada
misturando agora o complexo com N-acetil-cisteina (NAC), um modelo do aminoacido
cisteina, e com histidina (HIS). Novamente, os experimentos foram realizados ajustando-se o
pH para 5,0. A Figura 46 mostra os espectros de *'P NMR obtidos. Os espectros de 'H NMR

foram também obtidos mas ndo estdo representados pois ndo se observa qualquer varia¢ao nos

deslocamentos quimicos do complexo.
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Figura 46: Espectros de *'P NMR do complexo AuTCEP e das misturas AuTCEP + NAC e AuTCEP +
HIS em pH = 5,0.
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Na Figura 46 € possivel observar uma variacdo de deslocamento de 0,21 ppm para campo
alto quando NAC ¢ adicionada ao AuTCEP, bem como um alargamento do pico, enquanto se
verifica uma variaco de 0,05 ppm para campo baixo quando HIS é adicionada. E interessante
observar que o comportamento dos modelos de ZF na Figura 45 se reproduz quando os modelos
de aminodcidos sao adicionados ao AuTCEP. Ainda assim, varia¢des de deslocamento quimico
tao baixas ndo podem ser interpretadas como evidéncias de coordenacdo.

Esses resultados compdem uma primeira indicagdo de que o AuTCEP possa interagir de
maneira diversa ao ataque eletrofilico do ouro a um residuo de cisteina dos modelos de zinco-
proteinas  estudados (como foi demonstrado por XAS para o complexo
cloro(trietilfosfina)ouro(I), por exemplo), uma vez que ndo se observa evidéncia de
coordenagdo por NMR. Mais ainda, ndo se observam evidéncias de coordenacdo nem quando
se utilizam os modelos de aminodcidos ndo coordenados ao zinco, apontando uma

surpreendente estabilidade do complexo frente ao ataque de nucleofilos.
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Capitulo 7: Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho foi possivel comparar a reatividade de alguns complexos metélicos frente
a duas importantes classes de zinco-proteinas, dedos de zinco e metalo-p-lactamases, buscando
evidéncias sobre o mecanismo de interacdo e observando a eficiéncia como inibidores.

No que diz respeito aos dedos de zinco, utilizando principalmente a técnica de
espectroscopia de absor¢do de raios X, foi proposto um modelo consistente de ligagdo do ouro
aos peptideos. Os complexos [AuCl(PEt3)] e auranofina reagem com o ZF C-terminal do NCp7
(modelo de HIV-1) levando a uma esfera de coordenacdo P-Au-S, corroborando um ataque
eletrofilico do metal ao residuo de cisteina. Por outro lado, foi possivel observar uma diferenca
de reatividade numa reacdo anédloga envolvendo outro peptideo ZF estruturalmente diverso, o
modelo humano Spl. Nele também se confirma o ataque do ouro a um residuo de cisteina.
Contudo, a esfera final de coordenacao pode ser descrita como S-Au-S, de mais alta densidade
eletronica sobre o metal. Nenhuma fosfina permanece ligada, em oposicdo ao observado na
reacdo com NCp7.

Essa diferenca de reatividade indica uma perspectiva de seletividade na inibi¢ao de dedos
de zinco com complexos fosfinaouro(I) e vai ao encontro do que ja foi observado para o caso
de complexos contendo trifenilfosfina. Além disso, a evidéncia concreta de uma interagdo pelas
cisteinas contribui para um futuro desenvolvimento racional de novos complexos inibidores
através da busca por ligantes que propiciem a modulacdo desse ataque, promovendo
seletividade.

No que diz respeito as metalo-f-lactamases, os tetraclorocomplexos de Au(IIl), Pt(Il) e
Pd(II) — de configuragio eletronica d® — ndo apresentaram diminuicdo da atividade enzimitica,
frente a0 modelo enzimético utilizado contendo tanto uma SBL quanto uma MBL. Por outro
lado tanto o K[Au(CN)2] quanto o [AuCI(PPh3)] apresentaram atividade inibitéria. O complexo
[AuCl(PEt3)], em oposi¢do, ndo apresentou qualquer atividade, um resultado bem diverso do
que foi observado com os dedos de zinco. Esse resultado ndo apenas posiciona os complexos
de Au(l) como uma nova classe de possiveis inibidores de metalo-B-lactamases, como da
indicativos de uma importante diferenga de reatividade e seletividade do [AuCIl(PEt3)]. Estudos
de atividade do mesmo modelo enzimatico frente aos inibidores cldssicos EDTA e clavulanato
complementam a interpretacdo dos dados apresentados. Tanto o K[Au(CN):] quanto o
[AuCl(PPh3)] diminuem a atividade enzimatica do modelo de maneira similar ao EDTA, e de

maneira diversa ao clavulanato.
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Este € o primeiro estudo descrito sobre a interagao desses complexos com um modelo de
MBL. Ele convida a futuros experimentos, envolvendo nao apenas o efeito sobre a atividade
enzimadtica, mas também abordagens estruturais que descrevam a natureza dessas interagoes.
Estudos computacionais seriam também bem vindos, direcionando os esfor¢os experimentais.
Além disso, interessa verificar a atuacgdo desses complexos metdlicos diretamente sobre cepas
bacterianas resistentes a antibioticos -lactamicos.

Avangando mais na quimica de complexos fosfinaouro(I), foi possivel sintetizar e
caracterizar um novo complexo desta classe solivel em dgua, o AUTCEP. A hidrossolubilidade
coloca este complexo como importante modelo para estudos em meio biolégico e melhor
candidato a metalofadrmaco. O complexo mostrou interacdo de menor amplitude com o modelo
de ZF NCp7, como visto por ensaios de espectrometria de massas, dicroismo circular e
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear, quando comparado a outros complexos
estudados, mas apresentou atividade inibitdria semelhante a do EDTA e de outros complexos
de Au' no ensaio de inibi¢io do modelo de MBL.

Mais ainda, em estudos de NMR nao foram observadas evidéncias de uma coordenacao
ou troca de ligantes no complexo quando misturado a BCE, NCp7, Spl, NAC ou HIS. Esse
resultado contrasta com o que foi demonstrado por XAS para o complexo
cloro(trietilfosfina)ouro(I). Com este complexo se observa sempre interacao pela cisteina. Essa
¢ uma primeira sugestdo de complexo fosfinaouro(I) que reage por um mecanismo
possivelmente diferente do ataque eletrofilico as cisteinas das zinco-proteinas, além de sugerir
uma significativa estabilidade do complexo frente a nucledfilos.

Essa conclusdo convida ao aprofundamento do estudo desse complexo por técnicas
diversificadas, por sugerir uma diferenca muito importante de reatividade que pode ser
racionalizada para o desenvolvimento de novos farmacos. Uma abordagem que merece
destaque nesse contexto € a espectroscopia de absor¢do de raios X, ja que essa técnica pode
contribuir com uma caracterizagao estrutural e eletronica dos produtos de interacdo obtidos

entre o complexo e zinco-proteinas.
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Anexo

Dados cristalograficos de AuTCEP

C18H28AUKO12P2

Dy =2.045 Mg m?

M,=1734.41

Mo Ka radiation, A = 0.71073 A

Orthorhombic, Pccn

Cell parameters from 74 reflections

a=11.4853 (4) A

0 =6.0-20.3°

b=13.3432(5) A

pu=6.54 mm!

c=15.5624 (6) A

T=150K

V=2384.95(15) A3

Needle, colorless

Z=4

0.11 x 0.10 x 0.04 mm

F(000) = 1440

Data collection

Bruker APEX CCD detector
diffractometer

2536 independent reflections

Radiation source: fine-focus sealed tube

2004 reflections with I > 2c(1)

Detector resolution: 8.3333 pixels mm™!

Rine = 0.049

phi and ® scans

Omax = 26.7°, Omin = 2.3°

Absorption correction: multi-scan h=-14—>14
SADABS (Bruker, 2010)

Tiin = 0.593, Tinax = 0.746 k=-16—>16
36906 measured reflections [=-19->19

Refinement

Refinement on F?

0 restraints

Least-squares matrix: full

Hydrogen site location: mixed

RIF?> 26(F)] =0.015

H-atom parameters not refined

WR(F?) = 0.032

w = 1[GAF2) + (0.0104P)? + 2.0427P]
where P = (F.> + 2F2)/3

S=1.05

(A/6)max = 0.005

2536 reflections

A)max = 0.38 ¢ A3

161 parameters

Amin = -0.37 ¢ A3

Special details

Geometry. All esds (except the esd in the dihedral angle between two L.s. planes) are estimated
using the full covariance matrix. The cell esds are taken into account individually in the
estimation of esds in distances, angles and torsion angles; correlations between esds in cell
parameters are only used when they are defined by crystal symmetry. An approximate (isotropic)
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treatment of cell esds is used for estimating esds involving l.s. planes.
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Fractional atomic coordinates and isotropic or equivalent isotropic displacement parameters

(A2) for (AuTCEP)
X y Z Uiso*/Ueq

Aul 0.7500 0.7500 0.74090 (2) 0.01109 (4)
K1 0.7500 0.2500 0.46440 (4) 0.01676 (14)
P1 0.65134 (5) 0.60119 (5) 0.73638 (4) 0.00993 (12)
01 0.40392 (16) 0.61934 (15) 0.96237 (12) 0.0211 (4)
02 0.54988 (17) 0.63966 (15) 1.05578 (11) 0.0197 (4)
03 0.50710 (17) 0.33208 (16) 0.73028 (11) 0.0256 (5)
04 0.62660 (15) 0.34261 (14) 0.84089 (11) 0.0180 (4)
05 0.43761 (16) 0.63122 (16) 0.49028 (11) 0.0206 (5)
06 0.59902 (17) 0.63604 (16) 0.41012 (12) 0.0215 (5)
C1 0.5479 (2) 0.58691 (19) 0.82370 (15) 0.0119 (5)
HI1A 0.4858 0.6354 0.8162 0.014*
HI1B 0.5136 0.5206 0.8203 0.014%*
2 0.6006 (2) 0.6008 (2) 0.91278 (16) 0.0142 (6)
H2A 0.6437 0.5411 0.9286 0.017*
H2B 0.6546 0.6567 0.9118 0.017*
C3 0.5071 (2) 0.6203 (2) 0.97868 (16) 0.0139 (6)
C4 0.7498 (2) 0.49398 (17) 0.73320 (14) 0.0144 (4)
H4A 0.8137 0.5106 0.6951 0.017*
H4B 0.7823 0.4853 0.7902 0.017*
Cs 0.6996 (2) 0.39281 (18) 0.70442 (16) 0.0145 (5)
H5A 0.6687 0.4000 0.6467 0.017*
H5B 0.7622 0.3441 0.7021 0.017*
C6 0.6044 (2) 0.35269 (18) 0.76231 (16) 0.0130 (5)
C7 0.5580 (2) 0.59659 (19) 0.64238 (15) 0.0124 (5)
H7A 0.5182 0.5325 0.6412 0.015*
H7B 0.4993 0.6486 0.6472 0.015*
C8 0.6237 (2) 0.6104 (2) 0.55796 (15) 0.0148 (5)
H8A 0.6755 0.6675 0.5630 0.018*
H8B 0.6709 0.5515 0.5471 0.018*
Cc9 0.5427 (3) 0.6268 (2) 0.48331 (17) 0.0155 (6)
H2 0.500 (3) 0.652 (2) 1.090 (2) 0.023*
H6 0.550 (3) 0.646 (2) 0.368 (2) 0.023*




Atomic displacement parameters (A?) for (AuTCEP)

Ul 1 U22 U33 U12 Ul 3 U23
Aul 0.01187 (6) [0.01017 (6) [0.01123 (6) |-0.00288 (6) |0.000 0.000
K1 0.0131 (3) [0.0217 4) [0.0155(3) [-0.0027 (4) |0.000 0.000
Pl 0.0093 (3) [0.0097 3) [0.0107 3) |-0.0012 (2) [-0.0003 (2) [-0.0002 (2)
o1 0.0144 (10) [0.0319 (12) [0.0170 (9) |0.0025 (9) |0.0008 (8) |-0.0074 (9)
02 0.0187 (10) [0.0283 (11) [0.0122 (10) |0.0018 (9) |0.0013 (8) |-0.0023 (8)
03 0.0209 (10) [0.0412 (13) [0.0146 (9) |-0.0148 (9) |-0.0029 (8) |0.0039 (9)
04 0.0193 (10) [0.0239 (10) [0.0108 (9) |0.0022 (8) |-0.0013 (7) |0.0024 (7)
05 0.0141 (10) [0.0333 (12) [0.0145 (10) |0.0017 (9) |-0.0037 (8) |-0.0027 (8)
06 0.0190 (10) [0.0343 (13) [0.0113(9) |-0.0048 (9) |-0.0011 (8) |0.0046 (9)
Cl1 0.0099 (11) [0.0127 (13) [0.0131 (12) |0.0004 (10) |0.0002 (9) |-0.0014 (10)
Cc2 0.0121 (12) [0.0161 (14) [0.0143 (13) |0.0004 (11) |{0.0004 (10) [0.0004 (11)
c3 0.0180 (15) [0.0107 (13) [0.0131 (13) |-0.0012 (11) {0.0021 (11) {0.0000 (10)
Cc4 0.0103 (10) [0.0151 (10) [0.0178 (11) [0.0010 (12) |0.0012 (14) |-0.0005 (9)
C5 0.0152 (12) [0.0106 (12) [0.0176 (12) |0.0011 (10) |0.0018 (10) |-0.0028 (10)
C6 0.0172 (12) [0.0069 (11) [0.0150 (12) |0.0021 (9) |0.0012 (10) |0.0003 (10)
C7 0.0136 (12) [0.0117 (12) [0.0119 (12) |-0.0006 (10) {0.0000 (10) |0.0002 (10)
C8 0.0160 (13) [0.0166 (13) [0.0117 (12) |-0.0008 (11) {-0.0009 (10) |{0.0030 (10)
Cc9 0.0188 (14) [0.0113 (14) [0.0164 (15) |-0.0028 (11) |-0.0022 (11) {-0.0005 (10)
Geometric parameters (A, 9) for (AuTCEP)
Aul—P1! 2.2872 (6) 06—C9 1.316 (3)
Aul—P1 2.2872 (6) 06—H6 0.88 (3)
K1—O04i 2.6889 (18) Cl—C2 1.524 (3)
K1—O04i 2.6889 (18) Cl—HI1A 0.9700
K1—O1" 2.7319 (19) C1—HI1B 0.9700
K1—O1Y 2.7319 (19) c2—C3 1.508 (3)
K1—05" 2.7662 (19) C2—H2A 0.9700
K1—05i 2.7662 (19) C2—H2B 0.9700
K1—C3V 3.535(3) C3—K1vi 3.535(3)
K1—C3¥ 3.535(3) C4—C5 1.535(3)
P1—C7 1.815(2) C4—H4A 0.9700
P1—Cl 1.815(2) C4—H4B 0.9700
P1—C4 1.824 (2) C5—C6 1.514 (3)
01—C3 1.212 (3) C5—H5A 0.9700
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O1—K]ii 2.7319 (19) C5—H5B 0.9700
02—C3 1.322 (3) C7—C8 1.526 (3)
02—H2 0.80 (3) C7—H7A 0.9700
03—C6 1.254 (3) C7—H7B 0.9700
04—C6 1.257 (3) C8—C9 1.504 (4)
04—K1¥ 2.6890 (18) C8—HS8A 0.9700
05—C9 1.214 (3) C8—HSB 0.9700
05—K1" 2.7662 (19)

Pli—Aul—PI 176.47 (3) PI—Cl—HIB 108.7
04ii—K1—O04ili 88.74 (8) HIA—CIl—HIB 107.6
O4i—K1—01" 158.83 (6) C3—C2—Cl 110.9 (2)
O4ii—K1—O1 70.36 (6) C3—C2—H2A 109.5
04i—K1—O01" 70.36 (6) Cl—C2—H2A 109.5
04ii_K1—01" 158.83 (6) C3—C2—H2B 109.5
01"—K1—O01" 130.69 (9) Cl—C2—H2B 109.5
04iK1—05" 92.00 (5) H2A—C2—H2B 108.0
04ii—K1—O05" 109.24 (6) 01—C3—02 123.8 (2)
01"—K1—O05" 91.84 (6) 01—C3—C2 123.5 (2)
01'—K1—O05" 75.83 (6) 02—C3—C2 112.7 (2)
04iiK]—O05"i 109.24 (6) 01—C3—K1vii 40.63 (13)
O4ii__K1—05Vi 92.00 (5) 02—C3—K]1i 89.29 (15)
01"—K1—O05" 75.83 (6) C2—C3—K1vii 148.21 (17)
01'—K1—05"i 91.84 (6) C5—C4—Pl1 117.71 (19)
05'—K1—05"i 150.46 (8) C5—C4—H4A 107.9
O4i—K1—C3H 147.60 (6) P1—C4—H4A 107.9
O4ii—K1—C3" 60.92 (6) C5—C4—H4B 107.9
01"—KI1—C3 16.79 (6) Pl—C4—H4B 107.9
O1'—K1—C3V 138.44 (6) H4A—C4—H4B 107.2
05%—K1—C3" 107.84 (6) C6—C5—C4 114.1 (2)
05%i—K1—C3V 64.27 (6) C6—C5—HSA 108.7
O4i—K1—C3 60.92 (6) C4—C5—H5A 108.7
O4ii—K1—C3" 147.60 (6) C6—C5—H5B 108.7
O1"—K1—C3" 138.44 (6) C4—C5—H5B 108.7
01'—K1—C3" 16.79 (6) H5A—C5—H5B 107.6
05%—K1—C3" 64.27 (6) 03—C6—04 123.0 (2)
05%i—K1—C3" 107.84 (6) 03—C6—C5 119.0 (2)
C3"—K1—C3" 150.97 (9) 04—C6—C5 118.0 (2)
C7—P1—Cl 102.32 (11) C8—C7—PI1 113.45 (17)
C7—P1—C4 108.52 (11) C8—C7—H7A 108.9
Cl—P1—C4 110.09 (11) PI—C7—H7A 108.9
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C7—Pl1—Aul 110.30 (9) C8—C7—H7B 108.9
Cl—P1—Aul 113.10 (8) P1—C7—H7B 108.9
C4—P1—Aul 112.01 (9) H7A—C7—H7B 107.7
C3—O01—K1vi 122.58 (17) Co9—C8—C7 112.2 (2)
C3—02—H2 112 (2) C9—C8—H8A 109.2
C6—04—Ki1* 148.44 (16) C7—C8—H8A 109.2
C9—O0O5—Ki1v 145.64 (19) C9—C8—H8B 109.2
C9—O06—H6 110.3 (19) C7—C8—H8B 109.2
C2—C1—P1 114.12 (17) H8A—C8—HSB 107.9
C2—Cl—HI1A 108.7 05—C9—06 124.2 (2)
P1—C1—HIA 108.7 05—C9—C8 123.6 (2)
C2—Cl1—HI1B 108.7 06—C9—C8 112.3 (2)

Symmetry codes: (i) -x+3/2, -y+3/2, z; (ii) x, -y+1/2, z-1/2; (iii) -x+3/2, y, z-1/2; (iv) x+1/2, -y+1,
z+3/2; (V) -x+1, y-1/2, -z+3/2; (vi) -x+1, -y+1, -z+1; (vii) x+1/2, y-1/2, -z+1; (viii) -x+1, y+1/2, -

z43/2; (ix) x, -y+1/2, z+1/2.

Hydrogen-bond geometry (A, ©) for (AuTCEP)

D—H---A D—H H---A D---A D—H---A
C5—H5A---05% [0.97 2.49 3.430 (3) 163
02—H2---04* 0.80 (3) 1.81 (3) 2.598 (3) 169 (3)
06—H6---03'"  10.88 (3) 1.69 (3) 2.538 (3) 163 (3)

Symmetry codes: (vi) -x+1, -y+1, -z+1; (x) -x+1, -y+1, -z+2.

Document origin: pubICIF [Westrip, S. P. (2010). J. Apply. Cryst., 43, 920-925]
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