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RESUMO

Dentre os farmacos largamente aplicados na pratica oncologica humana, a doxorrubicina
(DOX) assume uma posicao de destaque. Apesar de este quimioterapico apresentar eficiéncia
na regressao de varias neoplasias, reacdes adversas podem surgir. Em decorréncia disso varias
estratégias vém sendo desenvolvidas para reduzir os efeitos adversos provocados pelo uso
continuo da DOX. Uma dessas estratégias consiste na incorporagdo da doxorrubicina em
MOEF’s (Metal Organic Framework), uma vez que estes materiais podem atuar como
excelentes carreadores de farmacos. A mudanca de coloragdo exibida pela doxorrubicina
como funcéo do pH, ou até mesmo quando possivelmente adsorvida na MOF, motivou a
realizacdo do presente trabalho, o qual consiste na busca dos possiveis fatores que culminam
na mudanca de coloracdo apresentada pela DOX. Diante isso, céalculos envolvendo a
reatividade, assim como, a espectroscopia UV/Vis das possiveis espécies tautoméricas da
doxorrubicina foram realizados. Para tanto, foram aplicados os métodos semiempiricos, AM1,
PM3, PM6 e RM1, e também DFT. Para realizacdo dos calculos espectroscopicos das
geometrias no estado fundamental dos diferentes tautdbmeros da doxorrubicina, foi utilizado o
método INDO/S-CIS. Para as espécies protonadas, todos os célculos revelaram a DOX1 como
sendo a espécie tautomérica mais estavel e a DOX2 como sendo a mais instdvel. O método
PM6 foi 0 método que se mostrou mais similar ao DFT, comparando os espectros de absorcéao
da DOX1, assim como as estabilidades relativas entre os tautbmeros. As energias relativas
entre os tautdbmeros desprotonados calculadas pelos diferentes métodos aplicados foram
menores para 0s protonados, pois 0s tautdbmeros desprotonados denotam maiores
similaridades estruturais entre si. O estudo de reatividade mostrou que os métodos PM3 e
AM1 apresentam 0 mesmo comportamento qualitativo quanto a predicdo da estrutura do
estado de transi¢do envolvido em cada reacdo de transferéncia de préton em fase gasosa. O
método PM6 assemelhou-se mais ao RM1, divergindo apenas na conversio DOX1 — DOX4.
Cada espectro de absor¢do calculado a partir das geometrias otimizadas com o método DFT
para as diferentes espécies tautoméricas apresentou simplesmente uma banda na regido de
comprimentos de onda maiores (por volta de 400 nm), as quais equivalem a regido do visivel.
Diferentemente, o espectro de absorcao obtido experimentalmente em meio acido apresentou
trés bandas na regido compreendida entre 400 nm a 650 nm, dessa forma ndo se pode atribuir
a predominancia de um Unico tautbmero no sistema, mas sim, a contribuicdo simultanea de
todos os tautbmeros. O estudo espectroscdpico dos tautdmeros desprotonados visando simular
o0 efeito do pH baésico sugere a presenca, também, dos quatro tautbmeros desprotonados no
sistema, explicando dessa forma o aparecimento das varias bandas de absorcéo. A atipicidade
apresentada pelo espectro obtido a pH 7 pode ser explicado a partir da presenca tanto de
espécies de doxorrubicina protonadas como desprotonadas. Dessa forma, a aplicacdo das
ferramentas computacionais mostrou-se capaz de elucidar alguns eventos associados a
espectroscopia e a reatividade da doxorrubicina.
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ABSTRACT

The doxorubicin (DOX) assumes a prominent position among the drugs widely applied in
treatment human cancer. This chemotherapeutic presents efficiency in the regression of
various neoplasms, although adverse reactions may occur. As a result several strategies have
been developed to reduce the adverse effects caused by the continued use of DOX. One of
these strategy is the incorporation of doxorubicin into MOF (Metal Organic Framework),
since these materials can act as excellent carriers of drugs. The color change exhibited by
doxorubicin as a function of pH, or even possibly when adsorbed in MOF, motivated the
present work. This work consists in finding the possible factors that culminate in color change
presented by DOX. This way, calculations involving the reactivity, and the UV/Vis
spectroscopy of the possible tautomeric species of doxorubicin were performed. Thus, we
applied the semiempirical methods, AM1, PM3, PM6 and RM1, and also DFT. We used the
method INDO/S-CIS to calculate the spectroscopic of ground state geometries of various
tautomer. All calculations revealed DOX1 as the most stable and DOX2 as the most unstable
for protonated species. The method PM6 method was the more similar to the DFT by
comparing the absorption spectra of DOX1 as well as the relative stabilities of the tautomers.
The relative energies between deprotonated tautomers calculated by applied methods were
smaller than protonated species, because the deprotonated tautomers denote considerable
structural similarities between them. The reactivity study showed that the methods AM1 and
PM3 exhibit the same qualitative behavior about the prediction of the transition state structure
involved in each proton transfer reaction in the gas phase. The method PM6 resembled more
to RML1, being the only exception was the conversion DOX1 — DOX4. Each absorption
spectrum calculated from the optimized geometries with the DFT method to the different
tautomeric species showed simply a band in the region of longer wavelengths (around 400
nm), which correspond to the visible region. In contrast, the absorption spectra obtained
experimentally in acidic showed three bands in the region between 400 to 650 nm, thus
cannot be attributed to a single predominant tautomer system, but the simultaneous
contributing of all tautomers. The spectroscopic study of deprotonated tautomers, in order to
simulate the effect of basic pH, suggests the presence also of the four tautomers deprotonated
in the system, thus explaining the appearance of several absorption bands. The spectrum
obtained at pH 7 can be explained from the presence of both doxorubicin protonated as
deprotonated species. Thus, the application of computational tools proved to be able to
elucidate some events associated with spectroscopy and reactivity of doxorubicin.
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INTRODUCAO

1.INTRODUCAO

1.1. Apresentacao

A doxorrubicina {(7S, 9S)-7-[((2S, 4S, 5S, 6S)-4-amino-5-hidroxi-6-metiloxan-2-
ilJoxi-6, 9, 11-trihidroxi-9-(2-hidroxicetil)-4-metoxi-8, 10-dihidro-7H-tetraceno-5, 12-diono},
cuja estrutura molecular encontra-se apresentada na Figura 1, é um farmaco citotoxico
potente, isolado pela primeira vez em 1960 a partir da cultura do fungo Streptomyces
peucetius [1]. A partir de agora, no decorrer do presente texto, a doxorrubicina sera

referenciada simplesmente por DOX.

NH,

Figura 1. Estrutura molecular da doxorrubicina.

Desde o final dos anos 60, a DOX vem sendo amplamente utilizada na préatica
oncolégica humana. Este quimioterapico é pertencente a classe das antraciclinas e apresenta
grande éxito na regressdo de varias neoplasias como carcinomas de mama, pulmdes, bexiga,
tireoide, ovarianos, sarcomas 0sseos dentre outros. Entretanto, seu uso clinico é limitado,
devido ao aparecimento de reacgOes adversas tais como cardiotoxicidade e mielossupresséo,
recentemente varios trabalhos vém destacando, também, danos hepaticos [2].

Apesar da ampla utilizagcdo para o tratamento de cancer ha varias décadas, 0s
mecanismos de agdo da DOX, tanto associados ao efeito antitumoral quanto aos efeitos
adversos, ainda ndo estdo bem estabelecidos. Varios mecanismos sdo propostos para explicar

a acdo citotoxica da DOX, incluindo-se, entre eles, a formacdo de um complexo com o0 DNA,
1

Edvonaldo Floréncio e Silva



INTRODUCAO

a inibicdo da enzima topoisomerase Il, e a inducdo de apoptose, além do estresse oxidativo
causado pela geracdo de espécies reativas de oxigénio a partir de reacdo redox deste fa&rmaco
[3].

Nos ultimos anos, vérias estratégias foram desenvolvidas para reduzir ou eliminar
os efeitos adversos provocados pelo uso continuo da DOX. Uma delas foi o desenvolvimento
de um agente citoprotetor, a dexrazoxane, comercialmente conhecido como Cardioxane®.
Este composto € um analogo ciclico do &cido etilenediamina tetracético (EDTA). Varios casos
clinicos tém demonstrado que este agente citoprotetor reduz a incidéncia e a gravidade da
cardiomiopatia associada a DOX sem afetar a sua eficacia antitumoral [4]. Contudo, reacéo
adversa como a mielossupressdo, caracterizada pela depressdo da funcdo da medula 6ssea,
surge quando a terapéutica combinada da DOX com dexrazoxane é aplicada em pacientes
pediatricos [5].

Outra estratégia de minimizacdo dos efeitos adversos provocados pela DOX
consiste no encapsulamento do farmaco em lipossomas. A incorporacdo da DOX em
lipossomas de diametros da ordem de 100 nm ou maiores, com a superficie polimérica
constituida por etilenoglicol (PEG) modificada, causa uma presenca prolongada da substancia
no organismo e a distribui principalmente na area tumoral [6]. O encapsulamento da DOX em
lipossomas com a superficie modificada com anticorpos monoclonais, capazes de reconhecer
apenas antigenos da superficie do tumor, tem aumentado a citotoxicidade em células tumorais
[7]. Por outro lado, estas terapias ndo fornecem um controle satisfatério do tempo de liberacdo
do farmaco. Em decorréncia disso, muitos esforcos tém sido feitos para modificar o processo
de liberacdo do farmaco de uma forma que possa aumentar o perfil de seguranca da terapia.
FormulacGes com nanoparticulas e com nanocapsulas tém sido testadas, apresentando
sucesso. De fato, o grande nimero de nanoparticulas medicamentosas conjugadas com
diferentes estagios de desenvolvimento clinico é uma prova do grande sucesso deste tipo de
terapia [8].

Mais recentemente, foi lancada a ideia de usar MOFs (Metal Organic
Frameworks) como carreadores de farmacos, na expectativa de que este material organico-
inorganico hibrido concilie a grande facilidade de encapsulamento apresentada pelos
materiais organicos com o bom controle de liberacdo dos materiais inorganicos [10].
Fundamentado neste contexto, Severino Alves e colaboradores [11] realizaram um estudo de
adsorcdo da DOX com uma MOF denominada ZIF-8, visando estudar a citotoxicidade e a

liberacdo do farmaco. A adsorcdo foi evidenciada pela mudanga de cor da DOX, a qual

Edvonaldo Floréncio e Silva



INTRODUCAO

apresentou coloracdo laranja quando em solugdo (pH = 7,4) e ap6s a adsor¢do na ZIF-8
assinalou uma coloragéo purpura.

Tal fato despertou a curiosidade de entender o que levou a essa mudanca de
coloracdo do sistema. As solugdes de dois possiveis questionamentos podem guiar a busca da
elucidacdo de tal problemaética:

i) Serdaadsor¢do da DOX com a MOF a responsavel pelo favorecimento de uma

forma tautomérica diferente da forma encontrada em solucgéo, resultando no
surgimento de uma nova coloracao?

ii) Ou, serd a interagdo DOX-metal da MOF que provocou tal mudanca de cor?

O estudo teorico da espectroscopia no UV/Vis e de reatividade da doxorrubicina

desenvolvido aqui buscara algumas solucGes para essa problematica levantada.

1.2. Sobre a Doxorrubicina

A molécula da DOX tem atraido muita atencdo ndo apenas pela sua importancia
farmacoldgica, mas também, pela sua reatividade sob uma variedade de condi¢fes. Esta
molécula é constituida de um nucleo denominado doxorrubicinona, a qual consiste em uma
porcdo aglicona composta por uma estrutura tetraciclica que contém um anel quinona (B) e
outro hidroquinona (C). Os trés primeiros anéis sdo aromaticos e o quarto ndo aromatico (D) é
ligado por uma ponte glicosidica a um aminossacarideo, a daunosamina, uma hidroxila e um

grupo hidoxiacetil, conforme ilustrado na Figura 2.

O hidroxiacetil

doxorrubicinona
hldroxHa

OCH; O OH O ponte glicosidica
CH;
OH 0

NH,

Figura 2. Grupos constituintes da doxorrubicina.
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Conforme apresentado na Figura 3, o deslocamento dos dois hidrogénios do anel
da hidroguinona em dire¢do aos oxigénios do anel da quinona e vice-versa (i, ii, iii, iv) dao
origem a quatro tautdmeros. O equilibrio ceto-enol do grupo hidroxiacetil (v, vi, vii, viii)
concede mais outro tautbmero para cada estrutura oriunda do equilibrio quinona-

hidroquinona, perfazendo assim um total de oito tautdmeros.

(4) ! " (3)

NH,

Figura 3. Possiveis equilibrios tautoméricos apresentados pela doxorrubicina. R = toda a
molécula da doxorrubicina com excegéo do grupo hidroxiacetil.

Na década de 80, Wassermann e colaboradores [12] estudaram a cinética da
degradacdo da doxorrubicina em solugédo de acido cloridrico em valores de pH variando de
0,4 a 2,1, a partir da técnica de cromatografia liquida de alta resolucdo (CLAE), a qual

evidenciou os produtos da degradagdo. A doxorrubicina, semelhantemente a outros
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glicosideos, também é susceptivel a sofrer degradacéo hidrolitica em solugdo &cida, levando a
formacdo da doxorrubicinona e do amino agucar, daunosamina. A reacdo de degradacdo
mostrou uma dependéncia de primeira ordem com a concentracdo de doxorrubicina e de
protons H*. Segundo Wassermann e colaboradores [12] em pH igual a 2, a degradagdo
catalitica da droga nédo foi evidenciada pelo processo cromatogréfico. Entretanto Beijenm e
colaboradores [13], estudaram a cinética da degradagdo da doxorrubicina no intervalo de pH
de 1 a 11, também aplicando a técnica CLAE, evidenciando uma cinética de primeira ordem.
Seus resultados indicaram uma estabilidade maxima para a doxorrubicina a cerca de um pH
igual a 4 e ndo a 2 como assinalado por Wassermann e colaboradores [12]. Os dados obtidos
por Janssen e colaboradores [14] revelaram que em pH 7,4 a doxorrubicinona ndo foi
detectada via analise de CLAE, entretanto compostos nao identificados frutos da degradacéo
da doxorrubicina foram registrados. De modo geral, esses trabalhos buscaram o
estabelecimento de condi¢es que provocassem o minimo possivel de taxas de decomposicao
da doxorrubicina em meio aquoso.

Com relacdo ao estudo tedrico de diferentes espécies tautoméricas de
antraciclinas, Turker [15] realizou recentemente um estudo quimico quantico das formas
tautoméricas da espécie quimica 11-hidroxilaclavinona, a qual possui 0 mesmo grupo
cromoéforo do tipo antraquinona presente na daunomicina. A 11-hidroxilaclavina apresenta
seis possiveis tautbmeros relacionados com a transferéncia de préton dos anéis hidrogquinonas
para as quinonas, pois ela possui um grupo hidroxila ligado ao anel A da antraquinona ao
invés de um grupo metodxido, diferentemente da DOX. As geometrias dos tautbmeros
estudados foram otimizadas a partir de célculos DFT, tanto no vacuo como em solucéo
aquosa, utilizando o funcional hibrido RB3LYP e os conjuntos de bases 6-31G (d) e 6-
31G(d,p). Das varias formas tautoméricas de 11-hidroxiaclavinona consideradas, aquela que
apresentou a hidroxila no anel A, e os grupos hidroxila e cetona nos anéis B e C (ver
tautbmero (4) da Figura 3), foi a mais estavel em termos da energia livre de formacao a partir
de seus elementos. J& em meio aquoso, 0 tautdmero que apresentou 0 grupo cetona no anel A,
duas hidroxilas no anel B, e os grupos hidroxila e cetona no anel C, foi mais estavel do que a
anterior. A energia calculada para os diferentes tautdmeros ndo divergiram significativamente
entre si.

Célculos semiempiricos quanticos (SQ), usando o hamiltoniano AM1, foram
utilizados para estudar a estrutura eletrénica da DOX e da daunorrubicina (DNR), buscando
explicar o porqué da pequena diferenca estrutural entre essas duas antraciclinas levarem a um

comportamento farmacologico tdo diferenciado [16]. Os calculos revelaram que todas estas
5
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estruturas estudadas foram estaveis e de natureza exotérmica. Neste trabalho foram estudadas
apenas as formas tautoméricas (1) e (3) da doxorrubicina assinalada na Figura 3 e célculos
utilizando o hamiltoniano AM1 indicou a espécie quimica (1) como sendo mais estavel.

Recentemente, Lei e colaboradores [17] estudaram a cinética de intercalacdo
DOX-DNA usando dindmica molecular cléssica, aplicando o campo de forca AMBER. Neste
estudo buscou-se elucidar os modos de intercalagGes entre a doxorrubicina e dois fragmentos
de DNA com seis pares de bases (d(CGATCG),; e d(CGTACG),). O campo de forca utilizado
foi validado, assim como a natureza estrutural e energética do processo de ligacdo da DOX
com o DNA foi investigada atraves de simulagGes mantendo dependéncia espacial e temporal.
Os resultados obtidos assinalaram a abertura e contor¢do do par de bases A3-T10 para a
sequéncia d(CGATCG); e C1-G12 para a sequéncia d(CGTACG); na intercalacdo da drogas.

Com a relacdo a estudos tedricos envolvendo a doxorrubicina, desde o inicio da
década de 80, a comunidade tedrica tem depositado esforgos buscando entender quais as
espécies conformacionais da DOX sdo as mais estaveis tanto em solucdo como em fase
gasosa, e com isso tentar elucidar como se da a formacdo do complexo DOX-DNA [18]. Zhu
e colaboradores [19] realizaram um estudo tedrico sobre 0s quatro tautdmeros produzidos no
equilibrio quinona-hidroquinona, tal como apresentado na Figura 3. Esses pesquisadores
também estudaram as diversas conformacGes possiveis assumidas pela doxorrubicina. No
estudo de Zhu e colaboradores foi usada a teoria do funcional densidade (DFT) com o
funcional hibrido B3LYP e o conjunto de base 6-31G(d,p), objetivando classificar as
conformacBes encontradas do farmaco intercaladas na estrutura do DNA reportados na
literatura. Através deste estudo foi constatado que as diversas conformagdes das antraciclinas
estudadas sdo flexiveis, favorecendo a intercalacdo do farmaco com o DNA aceptor. Segundo
0s autores, as antraciclinas intercalam-se preferencialmente entre o par de bases guanina-
citosina em decorréncia das interagdes m — T, uma vez que a guanina e a citosina sdo mais
aromaticas que a adenina e timina.

Pretende-se realizar no presente trabalho um estudo das formas tautoméricas mais
estaveis examinadas por Zhu e colaboradores, entretanto, aplicando um conjunto de bases de
dimensdo maior do que a utilizada por tais pesquisadores. Além disso, é objetivada a
aplicacdo de diferentes métodos quimico-quanticos semiempiricos para o0 estudo dessas
espeécies tautoméricas da doxorrubicina. Um dos grandes diferenciais do presente estudo € a
determinacdo das energias envolvidas nas interconversdes entre o0s tautdmeros, assim como a
estimacdo da constante de equilibrio referente a cada reacdo de transferéncia de proton.

Estendendo-se toda essa abordagem tedrica envolvendo a DOX, pretende-se também, a
6

Edvonaldo Floréncio e Silva



INTRODUCAO

realizacdo de um estudo detalhado de espectroscopia na regido do UV/Vis envolvendo os
diferentes tautdbmeros da doxorrubicina bem como seus diferentes tautdmeros desprotonados,

tentando assim, representar condi¢cdes em diferentes pH.

1.3. Sobre os Métodos Computacionais

A quimica tedrica descende do inicio do século XX, mas o seu aparelhamento é
recente e depende do avango simbiotico entre as técnicas numéricas e 0s computadores. A
crescente paralelizacdo, o processamento em placas gréficas permite vislumbrar & simulacéo
cada vez mais exata, de sistemas cada vez maiores e de fendmenos temporais cada vez mais
longos [20].

As aplicacOes da quimica tedrica se dividem basicamente em dois grandes grupos
de métodos: os classicos e os quanticos. Os métodos classicos utilizam a mecéanica cléssica
para modelar os sistemas. Estes métodos ndo resolvem a equacdo de Schroedinger, uma vez
que os elétrons do sistema sdo ignorados, dai apresentarem custo computacional tdo baixo. A
energia é calculada em funcdo das posi¢cdes nucleares, as moléculas sdo vistas como um
conjunto de nucleos conectados entre si por forgas descritas por um ou mais campos de forca
[20]. A maior desvantagem deste método é a sua incapacidade de descrever propriedades que
dependem da distribuicdo eletrdnica. Mas, em compensa¢do, produz uma enorme reducdo do
custo computacional, o que permite a manipulacdo de grandes sistemas moleculares, como
sistemas bioldgicos, e possibilita resolver problemas onde é necessario fazer um grande
namero de célculos para 0 mesmo sistema, por exemplo, em estudos de dindmica molecular.

Os métodos quanticos, por sua vez, se dividem em ab initio [21,22] e
semiempiricos [23,24]. Os métodos semiempiricos procuram resolver a equacdo de
Schrodinger de forma bem simplificada e, em geral, usam parametros para reproduzir dados
experimentais. A utilizacdo destes parametros ajustados resolve varios problemas ocasionados
pela enorme simplificacdo dos métodos além de reduzirem bastante o custo computacional.

Os métodos ab initio sdo divididos em duas classes, 0s que resolvem a equacao de
Schroedinger (Hartree-Fock (HF) e todos os p6s-HF derivados) e os que usam a equacao de
Schroedinger ndo para obter a fungdo de onda, mas sim a densidade eletronica - os métodos
baseados na teoria do funcional da densidade (DFT) [25,26]. Entre os métodos ab initio, o
método HF é o mais simples, na sua simplificagdo transforma uma equacéo de N elétrons em
N equacOes de um elétron. Como consequéncia da aproximacéo, os elétrons ndo sentem mais

o efeito direto dos outros elétrons, ou seja, os elétrons perdem a correlagdo entre eles e a

Edvonaldo Floréncio e Silva



INTRODUCAO

energia exata HF, ndo é a energia exata do sistema de N elétrons. A diferenca entre a energia
exata HF e a energia exata do sistema é chamada energia de correlagdo. A introducdo da
energia de correlacdo aumenta a exatiddo dos métodos ab initio, aumentando o tempo
computacional e este é tanto maior quanto maior for a exatidao do método pos-HF [22].

Os metodos DFT s&o uma maneira alternativa de introduzir correlagéo eletronica.
O seu grande impacto na quimica teérica tem origem no fato desta teoria produzir resultados
superiores aos obtidos com o método de HF, a um custo computacional muito menor. A
aplicacdo da DFT tem focado problemas relevantes, por exemplo, a descoberta de materiais

para a liberacdo controlada de fa&rmaco e o planejamento racional de novos farmacos.

1.3.1. Métodos Semiempiricos

Os metodos semiempiricos quéanticos (SQ) surgiram nos anos 60 como uma
alternativa aos métodos ab initio, barateando enormemente o custo computacional (tempo de
processamento), introduzindo aproximacdo e parametros empiricos ajustados a dados
experimentais e tedricos no intuito de melhorar a exatiddo dos célculos, com base minima
(normalmente a STO-3G), para aplicacdes em problemas de interesse quimico. Com o
aumento da capacidade computacional nos anos 70, iniciou-se uma disputa acirrada entre os
métodos semiempiricos e os ab initio. O lado ab initio colocava em divida a exatiddo dos
métodos semiempiricos e apontavam problemas no formalismo matematico. O lado
semiempirico mostrava que apesar do aumento do poder computacional, a qualidade dos
resultados HF obtidos eram insatisfatorios para descrever problemas de interesse quimico.

Ja na década seguinte chegou-se a uma coexisténcia pacifica, métodos ab initio
geravam resultados, em principio mais exatos, mas eram restritos ainda a moléculas pequenas
e de porte médio, enquanto que os métodos semiempiricos forneciam dados qualitativamente
corretos para esse conjunto e apresentavam boa exatiddo para moléculas grandes inacessiveis
aos métodos ab initio.

Nos anos 90, métodos baseados na teoria do funcional densidade (DFT) entraram
no mundo da quimica teorica, em paralelo a um aumento assustador da capacidade
computacional, apresentando um custo computacional bem inferior aos ab initio mais exatos,
deslocaram os métodos semiempiricos de sua regido de conforto, a quimica organica, para
regibes de moléculas maiores, a bioquimica, este deslocamento foi auxiliado com o

surgimento de métodos com escalonamento linear [27].
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O custo computacional dos métodos semiempiricos ainda é bem inferior aos
métodos DFT, por isso sdo usados para resolver problemas onde se necessita calcular um
grande numero de moléculas tais como em aplicacbes de QSPR/QSAR. Os métodos
semiempiricos possibilitam a aplicacdo da quimica quantica na solucdo de problemas que
fazem uso da dindmica molecular e de métodos Monte Carlo.

O deslocamento para essa nova regido e a concorréncia com os métodos DFT
evidenciou a necessidade de melhorar a exatiddo dos métodos SQ desencadeando novas
parametrizacdes. As parametrizacfes consistem em procedimentos de ajustes de parametros
do modelo durante seu processo de desenvolvimento, tomando normalmente como referéncia
dados experimentais. Exemplos de método semiempiricos desenvolvidos recentemente sdo o
RM1 [28], OM-x [29] e PM6 [30]. As parametrizacbes mais recentes foram ainda
desenvolvidas, principalmente, para reproduzirem as propriedades mais tradicionais:
geometrias, momento de dipolos e calor de formacgdo. Pouca ou nenhuma atencéo era dada
para descri¢do de interagdes fracas como interacdes de van der Walls. No entanto, os métodos
SQ sdo, dentre os métodos que descrevem estrutura eletrdnica, 0s que apresentam o menor
custo computacional. Isso lhes fornece véarias vantagens sobre os métodos classicos para
resolver problemas de interesse quimico, nos quais os fendmenos temporais ndo sdo
importantes ou sdo muito curtos. Por outro lado, métodos SQ ndo descrevem de maneira
satisfatoria forcas de dispersao e ligacBes de hidrogénio, dois tipos de interacdes fundamentais
para a descricdo de sistemas bioldgicos. As forcas de London s6 sdo descritas explicitamente
por métodos que descrevem a correlacdo eletronica. Os métodos SQ incluem parte desta
interacdo através dos parametros do potencial carogo-carogo. Isto tem sido solucionado com a
inclusdo de fungBes empiricas para corrigir erros intrinsecos aos métodos. Tem-se como
exemplo 0 AM1-D [31], PM6-DH+ [32], RM1-D3H4 [33] entre outros. Estes métodos tém
mostrado resultados muito promissores.

O processo de parametrizagao de fato, assim como a qualidade do banco de dados,
séo os principais fatores relacionados com a qualidade de um dado método semiempirico [22].
A associacdo destes dois fatores levou ao desenvolvimento dos diferentes métodos
semiempiricos: AM1 [34], PM3 [36], RML1 [28] e PM6 [30], dentre outros. Todos esses
métodos sdo parametrizados em termos de variaveis atdbmicas, que dependem da natureza dos
atomos individuais, e diferenciam-se entre si na repulsdo caroco-caro¢o. Esses métodos
assinalados sdo baseados no método MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap) [34], o
qual apresenta limitacdo em avaliar ligacdes de hidrogénio e altas energias de ativacéo, no

entanto, consegue boas estimativas no calculo de propriedades termodinamicas e mecanismo
9
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de reacdo. Seu sucessor, 0 método AML1 [34], apresenta a capacidade em descrever ligacGes
de hidrogénio de maneira mais exata, bem como as energias de ativacdo. No entanto o método
AML1 costuma assinalar grande instabilidade para compostos com grupo nitro, diferente de
compostos com grupos alquis, os quais sdo bem descritos pelo AM1.

O PM3 [36] apresenta 0 mesmo formalismo do método AM1, porém contém
muitos mais d&tomos parametrizados, denotando, portanto, uma aplicabilidade maior. Além do
PM3 conter parametros para os elementos H, C, N, O, F, Al, Si, P, S, Cl, Br, e I, novos
parametros foram incluidos para os seguintes atomos: Li, Be, Na, Mg, Ca, Zn, Ga, Ge, As, Se,
Cd, In, Sn, Sb, Te, Hg, TI, Pb, Bi [20].

O método Recife Model 1 (RM1) [28], consiste em uma reparametrizacdo do
método AM1. O RM1 é normalmente mais exato do que os demais métodos semiempiricos
com relacéo ao calor de formagdo, momentos de dipolo, distancia de ligacdo e potenciais de
ionizacdo. Entretanto, a sua principal desvantagem é que o método apresenta parametros
apenas para 10 atomos da tabela periddica, mesmo sendo os elementos mais abundantes dos
sistemas bioldgicos.

Dentre os métodos semiempiricos apresentados aqui, 0 PM6 [30] é o método que
apresenta uma maior aplicabilidade, pois 0 mesmo apresenta parametros para 70 &tomos.

Diante de toda essa problematica, neste trabalho foi realizado um estudo
espectroscopico e de reatividade da doxorrubicina. Dessa forma, célculos envolvendo a
cinética assim como a termodinamica das diversas conversdes de uma espécie tautomeérica em
outra foram procedidos, utilizando para tanto, métodos semiempiricos (AM1, PM3, PM6 e
RM1) bem como DFT. Calculos espectroscépicos das geometrias no estado fundamental dos
diferentes tautdbmeros da doxorrubicina utilizando o método semiempirico INDO/S-CI
também foram realizados. Um estudo conformacional assim como espectroscopico das
espécies tautoméricas desprotonadas da doxorrubicina foram realizados de modo a verificar

como os espectros de absorcdo tedricos sofrem influéncia do efeito do pH simulado.
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2.OBJETIVOS

2.1. Geral:

Realizar um estudo espectroscopico de absor¢édo no UV/Vis e de reatividade da doxorrubicina,

buscando entender quais fatores sdo responsaveis pela mudanca de coloracdo decorrente do
pH.

2.2. Especificos:

Fazer comparacdes entre os métodos semiempiricos mais utilizados pela comunidade
cientifica, AM1, PM3, PM6 e RM1 quanto ao estudo de modelagem, usando como
referéncia calculos DFT;

Fazer comparacBes entre os métodos semiempiricos supracitados quanto ao estudo
termodindmico e cinético;

Buscar explicar os espectros de absorcdo no UV/Vis da doxorrubicina protonada e
desprotonada;

Analisar se ha evidéncias da existéncia de mais de um tautbmero no meio reacional;
Entender como a presenca de mais de um tautdmero influencia os espectros da
doxorrubicing;

Realizar um estudo de estabilidade relativa e espectroscopico das espécies de

doxorrubicina desprotonadas.
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3.METODOLOGIA

3.1. Estudo Tautomérico

Inicialmente planejou-se calcular oito espécies tautoméricas, quatro oriundas do
tautomerismo provocado pelos dois hidrogénios ligados aos anéis hidroquinonas e quatro
oriundas do equilibrio ceto-endlico. Apenas as quatro estruturas do equilibrio hidroquinona-
quinona foram consideradas, pois esses tautbmeros sdo mais estaveis do que os originados do
equilibrio ceto-endlico. As razdes serdo explicadas mais adiante. Os tautdmeros da
doxorrubicina estdo apresentados na Figura 4 e foram construidas usando o programa
Hyperchem 8.0 [37].

DOX3 DOX4

Figura 4. Espécies tautomericas consideradas da doxorrubicina.
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3.1.1. Processo de Otimizacdo das Geometrias das Espécies Tautoméricas

Aplicando as Metodologias Semiempiricas.

O estudo espectroscopico da doxorrubicina foi realizado em diferentes pH. Com
isso, as estruturas foram construidas considerando o nitrogénio do grupo funcional amina
protonado, visando simular um ambiente quimico acido. Dessa forma, as estruturas
apresentaram uma carga liquida igual a +1. Para realizacdo dos calculos de otimizacdo de
geometria do estado fundamental foi utilizado o pacote computacional MOPAC2009 [38]. A
fim de comparar as estabilidades relativas entre diferentes métodos semiempiricos, foram
feitas otimizacgdes utilizando os métodos: AM1 [34], PM3 [36], RM1 [28] e PM6 [30]. Para
efetivacdo desses calculos, foram utilizadas as seguintes palavras-chave: AM1 (PM3, PM6 ou
RM1) PRECISE GNORM=0.01 CHARGE=1 XYZ. Calculos de frequéncia vibracional foram
realizados, simplesmente a fim de checar se as espécies tautoméricas otimizadas
encontravam-se em um minimo de energia.

A partir dos valores de calor de formacéo de cada tautbmero, E;, a populacdo de

cada estado segundo a distribui¢do de Boltzmann foi calculada, utilizando a seguinte equagéo:

E_EEE'
P, — s oorE

onde B = 1/NKT, sendo k a constante de Boltzmann (1,3806503 x 102 J K™), N a constante

de Avogadro e T a temperatura. A temperatura considerada nos célculos foi igual a 298 K.

3.1.2. Célculo do Estado de Transicéo

De modo a verificar a reatividade envolvida entre cada conversdo de um
tautbmero em outro, foram executados calculos de estado de transicdo usando o programa
MOPAC2009. As conversdes consideradas foram: DOX1— DOX2, DOX1 — DOX4, DOX2
—+ DOX3 e DOX3 —+ DOX4. O procedimento adotado foi o seguinte:

i. Inicialmente no arquivo de entrada do reagente foi utilizada a palavra-chave
GEO_REF, tomando como a geometria do produto como referéncia. Este
procedimento é usado para mover a geometria do reagente na dire¢do do produto;

ii. A partir da geometria obtida, foi realizado outro calculo usando a palavra-chave

GEO REF e TS, com o objetivo de obter uma geometria média que
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correspondesse ao estado de transic&o;

iii. Em seguida, a palavra-chave TS foi utilizada para otimizar a geometria média;
com esta palavra-chave a otimizagéo leva a geometria da estrutura para um ponto
critico da superficie de potencial. Posteriormente, foram executados célculos de
frequéncias vibracionais, de modo a verificar se a estrutura obtida apds a
otimizacdo do estado de transi¢do encontrava-se em um ponto de cela. O ponto de
cela é caracterizado por apresentar uma frequéncia imaginaria. A frequéncia
imaginaria é definida por uma constante de forca negativa, a qual define que o

modo vibracional encontra-se em um ponto de maximo na superficie de potencial.

Fazendo a diferenga entre o calor de formacdo do estado de transicdo de cada
conversdo pelo calor de formacdo das espécies consideradas reagentes, os valores da energia

de transicdo foram obtidos.

3.1.3. Estudo Termodinamico e Cinético das Conversbes Tautomericas
Encontrados os estados de transi¢do pertinentes a cada conversdo pode-se entdo
proceder com o estudo termodinamico e cinético. Para determinacdo das propriedades

termodindmicas, tais como varia¢fes de entalpia (AH®) e entropia (AS®), foram utilizadas as

seguintes palavras-chaves: AM1 (PM3, PM6 ou RM1) THERMO PRECISE CHARGE=1
XYZ LET FORCE. A variacdo de energia livre de Gibbs (AG®) foi calculada a partir da

equacdo AG® = AH®—TAS",

Fazendo a diferenca entre os valores de AH®, AS® e AG® do estado de transicdo
pelo do reagente, foram determinadas as propriedades termodinamicas da transicdo (AH? AS®
e AG?) no sentido direto. Através da diferenca entre as propriedades termodindmicas do

estado de transicdo pelas do produto, foram determinadas as propriedades termodinamicas da
transicdo no sentido inverso.

Os valores de AG* foram utilizados para calcular as constantes de velocidade da

reacao direta (k;j) e inversa (k) usando a equacgéo de Eyring [39], dada abaixo:

kT -AGH
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onde k é a constante de Boltzman, k € a constante de Planck e R a constante dos gases ideais.

Fazendo-se a razdo entre os valores de constante de velocidade no sentido direto
pelo inverso, foi possivel determinar a constante de equilibrio (Keg) de cada reagdo de

transferéncia de proton em fase gasosa.

3.1.4. Otimizacdo das Geometrias com o Método DFT

Utilizando metodologia DFT também foram realizados calculos de otimizacdo da
geometria dos tautdbmeros considerados. Para efetivacdo desses calculos fez-se uso do
funcional hibrido B3LYP [40,41] implementado no software Gaussian 03 [42]. O conjunto de
base utilizado foi 0 6-311++G(d,p).

Assim que as geometrias foram otimizadas, foram realizados célculos de
frequéncias vibracionais, visando confirmar simplesmente se as geometrias obtidas apos a

otimizacdo encontravam-se em um minimo de energia.

3.1.5. Célculo dos Espectros de Absorcéo

As geometrias dos estados fundamentais dos quatro tautdmeros obtidos pelo
método DFT foram usadas para calcular os espectros de absorcdo tedricos. Tambem foram
obtidos espectros de absorcdo a partir das estruturas geradas pelo método PM6, a fim de
realizar comparacdes com os obtidos utilizando as geometrias otimizadas com o método
DFT. Para efetivacdo desses célculos espectroscépicos, foram usadas as interacfes de
configuracBes simples (CIS) baseadas no método INDO/S [43,44] implementado no
programa Orca, versdo 2.8.0.2 [45]. O conjunto de palavras-chaves utilizado encontra-se

apresentado no quadro abaixo:

IRHF ZINDO/S TightSCF DIIS
%cCis

nroots 50

maxdim 150

end

Quadro 1 — Conjunto de palavras-chaves utilizado para efetivacédo dos célculos de
estados excitados com o programa Orca.

A palavra-chave “RHF” indica que foi utilizado um calculo do tipo Hartree-Fock
restrito, indicando que a multiplicidade do composto tem que ser necessariamente igual a 1.
O termo “ZINDO/S” indica a aplicacdo do modelo INDO/S-CIS. A palavra-chave
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“TightSCF” ¢ utilizada para aumentar o critério de convergéncia do procedimento SCF (do
inglés - Self-Consistent Fiel). O termo “DIIS” indica o0 tipo de algoritmo utilizado na
realizacdo do procedimento SCF. Por fim, “nroots” indica o numero de estados singletos para
serem calculados. Para o tamanho do espaco das interacdes de configuracdes foi utilizada a
janela de excitacdo estabelecida pelo programa Orca, que no caso da DOX consiste na
utilizacdo de todos os orbitais ocupados e dos proximos 81 orbitais virtuais para realizacdo
das interagcdes de configuracdes simples. Cabe ressaltar que se trata de uma janela de
excitacdo razoavelmente grande, entretanto, mesmo assim, os célculos sdo razoavelmente
rapidos de serem realizados.

Para visualizagdo dos orbitais moleculares envolvidos na transicdo eletronica de
interesse foi utilizado o programa CacheWorkSystem [46].

Os espectros de absorcdo tedricos foram obtidos através de ajustes Lorentziano
utilizando as frequéncias calculadas para os niveis de energia singleto, juntamente com as

forcas do oscilador, utilizando para tanto, o programa Gabedit, versédo 2.4.5 [47].

3.2. Estudo Tautomérico da Doxorrubicina Desprotonada

A fim de estudar as diferentes desprotonagdes suscetiveis de ocorrerem nas
hidroquinonas quando se considera a DOX em pH elevado, foram geradas quatro novas
estruturas com diferentes tipos de desprotonacdo. Além das desprotonacfes do grupo aménio
dos tautdbmeros, que haviam sido protonados para a simulagdo de condicGes de pH &cido, os
tautbmeros também tiveram um hidrogénio removido dos grupos hidroquinonas. As
geometrias das quatro possiveis espécies de doxorrubicina desprotonadas encontram-se
apresentadas na Figura 5 e também foram criadas utilizando o programa HyperChem 8.0.

Assim que geradas as estruturas, todas elas foram otimizadas utilizando os
métodos semiempiricos AM1, PM3, PM6 e RM1, e também DFT, de modo a conhecer as
estabilidades relativas entre as espécies desprotonadas. Em seguida, procedeu-se com o
calculo dos espectros de absorcdo teoricos utilizando o método INDO/S-CIS implementado
no programa Orca, conforme procedimento descrito na se¢do 3.1.5.
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Figura 5. Estrutura molecular das espécies desprotonadas da doxorrubicina. Além da
desprotonacdo do grupo amonio, também foi removido um hidrogénio do grupamento
hidroguinona, o que resultou em quatro diferentes tautdmeros desprotonados.
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4. RESULTADOS E
DISCUSSAO

4.1. Estudo Tautomeérico: Estabilidades Relativas

As estabilidades relativas tomando como referéncia o calor de formacéo (AsH) do
tautbmero mais estavel, calculado a partir dos quatro métodos semiempiricos assim como as
estabilidades relativas calculadas a partir da energia total utilizando o método DFT,
encontram-se apresentados na Tabela 1. As frequéncias vibracionais (ndo mostradas) de todos
0s modos de ligagdes apresentaram valores positivos, indicando que as geometrias obtidas
pelos diferentes métodos encontravam-se em um minimo de energia. Todos os métodos
utilizados revelaram a DOX1 como a espécie tautomérica que apresentou menor valor de A¢H,
sugerindo-a como a forma tautomérica mais estavel em fase gasosa e a DOX2 como sendo
aquela que apresentou maior energia. Os valores de A{H calculados para a DOX1 pelos
métodos AM1, PM3, RM1 e PM6 foram respectivamente, -267,34, -249,63, -299,24 e -291,04
kcal mol™. O calculo DFT apresentou o valor de energia total igual a 12,11 Gcal mol™ para a
DOX1. Na Tabela 1 também estdo apresentadas as estabilidades relativas para as espécies
tautoméricas calculadas por Zhu e colaboradores [19] usando o funcional B3LYP com o
conjunto de base 6-31G(d,p).

Tabela 1. Estabilidade relativa entre os diferentes tautémeros calculados a partir dos
diferentes métodos utilizados. Para todos os métodos, a DOX1, por ser a mais estavel, foi
tomada como referéncia.

TaUtBmeros AM1 . PM3 . RM1 ) PM6 ) DFT . DFT* .
(kcal mol™)  (kcal mol™)  (kcal mol™) (kcal mol™) (kcal mol™) (kcal mol™)
DOX1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
DOX2 10,84 13,22 8,08 5,86 5,86 5,07
DOX3 7,37 4,95 4,57 1,88 2,23 3,43
DOX4 8,86 5,36 3,58 0,34 0,46 2,33

* Estabilidades relativas calculadas por Suhua Zhu e colaboradores [19].

A ordem decrescente de estabilidade dos diferentes tautdmeros calculados pelos
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métodos AM1 e PM3 foi a seguinte: DOX1 > DOX3 > DOX4 > DOX2. Enquanto que para 0s
métodos RM1, PM6 e DFT a ordem decrescente de estabilidade dos tautémeros foi, DOX1 >
DOX4 > DOX3 > DOX2, em acordo com os resultados obtidos por Zhu.

Como assinalado na Tabela 1 e considerando os métodos DFT como referéncia,
nota-se que o PM6 apresenta os resultados mais concordantes quanto as estabilidades relativas
para os tautdmeros. Tal fato sugere o0 PM6 como sendo o método semiempirico mais exato
dentre os utilizados no presente estudo tautomérico. Esta concordéncia qualitativa e de certo
modo quantitativa assinalada entre 0 método PM6 e os célculos DFT deve-se provavelmente
ao fato do processo de desenvolvimento do PM6 ter feito uso de valores de calor de formacao
derivados da energia total de calculos DFT [30].

A estabilidade relativa entre a DOX1 e DOX4 calculada no presente trabalho foi
menor do que a prevista por Zhu e colaboradores. Na Figura 6, esta apresentada a estrutura
molecular da DOX1 e DOX4 otimizada utilizando o método DFT [B3LYP/6311G++(d,p)].
Provavelmente, essa menor estabilidade relativa deve-se ao maior numero de ligacdes de
hidrogénio intramolecular formadas, conferindo uma estabilidade adicional ao respectivo
tautbmero, ndo prevista por Zhu e colaboradores. De fato, a distancia assinalada na Figura 6,
entre o nitrogénio do monossacarideo e o oxigénio da quinona foram por volta de 4,20 A,
enquanto que a menor distancia encontrada nas diversas estruturas estudadas por Zhu foi de
5,57 A, sugerindo que os hidrogénios do agrupamento amina ficam bem separados dos
oxigénios dos aneis, inviabilizando dessa forma a formacéao de ligac6es de hidrogénio.

DOX1 (DFT) DOX4 (DFT)

Figura 6. DOX1 e DOX4 otimizadas com o método DFT utilizando o funcional
B3LYP/6-311G++(d,p), sendo evidenciada as possiveis ligacbes de hidrogénio
intramolecular, as quais conferem uma estabilidade adicional.
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A Figura 7 mostra uma representacdo grafica da distribuicdo populacional
apresentada para os diferentes métodos. A distribuicdo de Boltzman assume grande
importancia quando se busca a determinacdo da distribuicdo populacional dos tautdmeros,
tomando como referéncia os seus valores de energia. Os métodos AM1 e PM3 revelaram
valores de distribuicdo populacional iguais a 100% para a DOXL1. Isso indica que a diferenca
de energia de 4,95 kcal mol™ entre a DOX1 e a DOX3, ja se mostrou suficientemente capaz
de favorecer unicamente a predominancia da DOX1. No caso do RM1, a diferenga energética
da ordem de 3,58 kcal mol™ entre a DOX1 e a DOX4, levou a distribuicdo populacional a
valores de 99,7% e 0,3%, respectivamente. Para o0 PM6, a pequena diferenca de energia entre
a DOX1 e a DOX4 da ordem de 0,34 kcal mol™, resultou em valores de distribuicdo de 62,3
% e 35,1% para a DOX1 e DOX4 respectivamente, também foi observada uma distribuico
populacional de 2,6 % para a DOX3. E notrio que apenas o0 PM6 e DFT atribuem mais de

um tautdmero presente no meio.

1.0

0.8 1 DOX1

0.6 B DOX2
' DOX3

04 = DOX4

0.2

0.0

AMI1 DFT

Figura 7. Representacdo grafica das distribuices populacionais de cada espécie
tautomérica.

Além do tautomerismo dessas quatro espécies estudadas, envolvido na
transferéncia de prétons entre 0s grupos cetonas e hidroxilas ligados aos anéis quinona e
hidroquinona, existe outro possivel tipo de tautomerismo. Este consiste na transferéncia de
préton do carbono ligado a hidroxila para o oxigénio do grupo cetona do grupo hidroxiacetil,
levando a formacdo de um dienol. Na Figura 8 esti apresentada a conversdo ceto-endlica
referente a DOX1. Dessa forma, ainda sdo constatados mais trés equilibrios desse tipo

apresentado pelas outras espeécies tautomericas (DOX2, DOX3 e DOX4). No caso especial do
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PM6, que foi o método que apresentou as menores estabilidades relativas entre os diferentes
tautbmeros, calculos mostraram que os tautémeros enolicos da DOX1, DOX2, DOX3 e
DOX4 apresentaram 0s seguintes valores de A¢H: -287,07 (DOX1’), -281,35 (DOX2’), -
285,22 (DOX3’) e -286,64 (DOX4’) keal mol™. Desses tautdmeros, a DOX1’ foi aquela que
apresentou menor valor energético, sendo, portanto a mais estavel. Entretanto, esse valor de
energia, considerando ainda o PM6, é maior que da DOX3 (-289,16 kcal mol™) e menor que
da DOX2 (-285,15 kcal mol™). Mesmo a DOX3 sendo a terceira espécie na ordem de
estabilidade, sua contribui¢cdo populacional foi de 2,6%, assim, uma espécie quimica que
venha a ter conteudo energético maior, € de se esperar que sua contribuicdo populacional seja
ainda menor. De fato, calculo realizado utilizando a distribuicdo populacional de Boltzman
revelou que a contribui¢ao populacional da DOX1’ para o sistema é menor que 0,1%. Diante

disso, todos esses tautdmeros endlicos foram desconsiderados nos calculos que seguem.

Se°
b &

I

DOX1 DOXT’

Figura 8. Conversao ceto-endlica no grupamento hidroxiacetil da DOX1, este tipo de
equilibrio nado foi considerado no presente trabalho.

Os calores de formacéo calculados para os diferentes tautdmeros da doxorrubicina
desprotonados utilizando os metodos semiempiricos, assim como o método DFT que vem
sendo utilizado, encontram-se apresentados na Tabela 2. Diferentemente da modelagem dos
tautbmeros da doxorrubicina protonados, onde todos os métodos utilizados assinalaram a
DOX1 como sendo a espécie tautomérica mais estavel, a modelagem das espécies

desprotonadas ndo apresentou a mesma tendéncia. Enquanto o RM1 e o PM3 apontaram a
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DOX12 como sendo a de menor conteddo energético, 0 método PM6 apontou a DOX32. O
método AM1 e DFT, por sua vez, indicaram a DOX11 como sendo a mais estavel,

diferentemente dos demais métodos.

Tabela 2. Estabilidade relativa entre os diferentes tautobmeros desprotonados calculados
a partir dos diferentes métodos semiempiricos. Para cada método foi tomada como
referéncia o calor de formacéo do tautémero desprotonado mais estavel.

- AM1 PM3 PM6 RM1 DFT
automeros \ calmol™)  (kcal mol®)  (kcal mol™)  (kcal mol) (kcal mol™)
DOX11 0,00 0,33 9,78 1,20 0,00
DOX12 0,67 0,00 1,30 0,00 3,25
DOX31 3,39 3,53 13,19 2,56 1,77
DOX32 4,32 4,66 0,00 3,24 5,26

As distribuicBes de Boltzmann calculadas para cada método utilizado encontram-
se apresentadas na Figura 9. Conforme assinalada na Tabela 2, a diferenca energética entre as
diferentes espécies desprotonadas é menor do que a apresentada pelas doxorrubicina
protronadas. Por isso, todos os métodos indicaram a presenca de mais de uma espécie

quimica no sistema em fase gasosa.

1.0

0.8

0.6 - = DOX11
= DOX12

0.4 DOX31
= DOX32

0.2

0.0 -

PM3

PM6 ERMI1

Figura 9. Representacdo grafica das distribuicdes populacionais de cada espécie
desprotonada segundo os métodos utilizados.

A remocdo do proton de uma das hidroquinonas resulta na deslocalizagdo
eletrbnica entre os dois oxigénios adjacentes do cromdforo antraquinona, com isso 0S
diferentes tautdmeros desprotonados tornam-se mais semelhantes entre si do que os
tautbmeros protonados. Possivelmente, essa caracteristica foi responsavel pelas pequenas
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diferencas de energia relativa entre os tautdmeros desprotonados e também pela
irregularidade apresentada pelos diferentes métodos, pois os tratamentos eletronicos dos
diferentes métodos utilizados ndo conseguiram fazer uma distingdo precisa dos diferentes
tautomeros.

Tomando os resultados DFT como referéncia, pode-se concluir que os métodos
semiempiricos utilizados, de modo geral, ndo apresentaram a mesma tendéncia quanto a
estabilidade. Entretanto, 0 método AM1 foi o Unico semiempirico a apontar a DOX11 como a
espécie quimica desprotonada mais estavel, tal como revelou o céalculo realizado usando o
método B3LYP/6-311G++(d,p).

4.2. Estudo Tautomérico: Estudo Termodinamico e Cinético

Na Tabela 3 estd apresentada a energia de ativagdo assim como a energia da
geometria do estado de transicdo obtida para cada método semiempirico estudado. Na Figura
9 estdo apresentados os perfis energéticos exibidos em cada reacdo de transferéncia de préton
calculados pelos métodos AM1, PM3, PM6 e RM1.

Tabela 3. Energia de ativagdo (E,) e energia dos estados de transicdo (E:) dada em kcal
mol™? calculados para os métodos AM1, PM3, RM1 E PM6 para cada uma das
conversdes consideradas entre os tautdmeros.

AM1 PM3 RM1 PM6
Convers&o (kcal mol™) (kcal mol™) (kcal mol™) (kcal mol™)

Ets Ea Ets Ea Ets Ea Ets Ea
DOX1—DOX2 -241,12 26,22 -219,45 30,18 -289,00 10,24 -284,93 6,10
DOX1—DOX4 -24518 22,17 -226,48 23,15 -29355 567 -22425 66,79
DOX2—+DOX3 -23849 18,02 -218,82 17,60 -28528 588 -28255 2,63
DOX3—DOX4 -23883 21,14 -21896 2572 -287,64 7,02 -28689 2,26

Para a conversdo DOX1 — DOX2, conforme assinalado na Tabela 3 e na Figura

10, os métodos AM1 e PM3 apresentaram o mesmo comportamento qualitativo quanto aos
valores de calor de formacdo do reagente, do estado de transicdo e do produto, sendo os
valores do PM3 sempre maiores. Como o AML1 estabiliza menos o reagente do que o estado
de transigdo, em comparagdo com PM3, a energia de ativacao (E,) da reacdo calculada usando
AML1 (26,22 kcal mol 1) ficou mais baixa do que o calculado com o PM3 (30,18 kcal mol™).
Por sua vez, 0 RM1 e o PM6 apresentaram barreiras de ativacdo bem inferiores que as
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fornecidas pelo AM1 e PM3, a altura das barreiras foram respectivamente, 10,24 e 6,10 kcal
mol™. Ambos os métodos estabilizam mais fortemente o estado de transicdo que seus
antecessores. E conhecido que as barreiras de ativagdo do AM1 e PM3 sdo, em geral,
superestimadas [47].

-200 4 . , 200
=205 4 Y Ko -205
210 ’ FGAL 210
215 9 . PM6 215 4 PM6
< 2204 — LS 220 N
cSTE PM3 5 33 4 PM3
= 2304 AMI1 £ 230 AMI1
§ 2354 B 235
= 240 2 240
= 245 = s
S 250 = T
3 255 = ggg b
2 -260 S =255
= 265 E -2609
:ﬂ 270 4 = 265
s 275 2 2704
= 230 5 2754
-285 5 280
23] -2.
-290 4 2 ]
-295 4 _;gg g
=oes 205 4
300 ' % . c &
8 ; i ﬁz
$ ot - b
-}{ DOX1 —» DOX4 g . x
I
o ©
05 3 200 4 b .
3% -205 4 5 D
-210 4 210 0.0
215 4 PMs 213 ] ® 3 PM6
o~ 2209 PM3 520 )
= 225 o O as b3
E -230 AML = 2o ] AMI
= -235 £ 2309
- = 235
2 2404 —
= S o404
= 245 2 = S
E 250 =< 245
i 3 2]
2 260 g2 2551
&~ 2654 2 -2604
2 270 £ 2654
2 2754 = -270]
2 230 ] g0 2754
ST _,/— - S 2804
2904 = 2854
-295 -290 4
~300 4 » -295 4
i o -300 -
LI X 1000 oot f
g oy - X NP1 . .
DR DOX2 - DOX3 . ‘ Y1 DOX3 - DOX4 o
£ S 4, & ) o LN g é
: ‘ e % %

Figura 10. Diagramas de energia calculados pelos métodos AM1, PM3, PM6 e RM1 para
as especies quimicas envolvidas em cada reacao considerada de transferéncia de proton.

No caso da conversdo DOX1 — DOX4, o fator mais relevante a ser assinalado

consiste no alto valor da energia de ativacdo calculado pelo PM6, 66,79 kcal mol™, em
nenhum outro célculo, a E, foi tdo elevada (ver Tabela 3). Estes célculos sugerem que a
barreira energética a ser superada tanto no sentido direto quanto no sentido inverso da

conversdo, € tdo elevada que a reacdo seria cineticamente inviavel de acontecer nos dois
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sentidos de acordo com o mecanismo estudado em fase gasosa. A energia de ativacdo para 0s
métodos SQ AM1 e PM3, foi de 23,11 e 28,07 kcal mol™, respectivamente, apresentando o
RM1 um valor de 6,90 kcal mol™. Neste caso, 0 PM6, diferentemente dos casos anteriores,
desestabilizou muito o estado de transicéo.

Qualitativamente, a conversdao DOX2 — DOX3 assemelha-se a conversao DOX1
— DOX4, apresentando-se 0 AM1 (18,02 kcal mol™) e o PM3 (17,60 kcal mol™) valores de E,

parecidos, enquanto que os valores de E, para 0 RM1 e PM6 foram respectivamente, 5,88 e
2,63 kcal mol™. Para a conversdo DOX3 — DOX4, novamente 0 AM1 (21,14 kcal mol™) e o

PM3 (25,72 kcal mol™) apresentaram mesmo comportamento qualitativo, & medida que o
PM6 (2,26 kcal mol™) e o RM1 (7,02 kcal mol™) apresentaram 0 mesmo comportamento
quantitativo. Seria de esperar que os resultados obtidos com 0 RM1 assemelhassem mais ao
do AML1, pois esses dois métodos apresentam a mesma formulacdo matematica, divergindo
apenas nos conjuntos de parametros que compdem cada um dos modelos. Entretanto, esses
resultados asseguram a importancia que os parametros que compdem um dado modelo podem
assumir.

Os dados termodinamicos das espécies tautoméricas, tais como AH?, AS* AGF,

necessarios para realizacdo do estudo cinético, calculados a 298 K, encontram-se apresentados
na Tabela Al em anexo. Utilizando esses dados foi possivel calcular as constantes de
equilibrio e de velocidade de cada conversdo tautomérica, estando os dados apresentados na
Tabela 4.

Todas as constantes de velocidades calculadas pelos diferentes métodos

semiempiricos relacionadas a conversdo DOX1 — DOX2 (k;), assim como a conversdo
DOX1 — DOX4 (ko) apresentaram valores menores do que as suas constantes de velocidade

de suas reacdes no sentido inverso (ki e k). De fato, isso & consequéncia da maior
estabilidade apresentada pela DOX1 em comparacdo com as demais espécies, gerando
barreiras sempre maiores na direcdo direta da reagdo. Os valores pequenos de kj e ky, para o
AM1 e o PM3, sugerem uma pequena tendéncia para conversdo da DOX1 nas formas
tautoméricas DOX2 e DOX4, na reacdo em fase gasosa, jA 0 RM1 sugere que a velocidade de
conversdo é bem mais rapida. Os valores pequenos da constante de equilibrio Ky, para a
conversdo DOX1 em DOX2 e DOX4 e um reflexo da grande estabilidade da DOX1 sugerida
pela maioria dos métodos SQ como podem ser observados na Tabela 3. De fato, como a

energia relativa entre as espécies DOX1 e DOX2 calculada pelo PM6 é menor do que para 0s
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outros trés métodos, ver Tabela 1, ja era de se esperar que a sua constante de equilibrio fosse

realmente maior do que a apresentada pelos outros métodos.

Tabela 4. Constantes de equilibrio (Keq) e de velocidades (k; e k.) calculados a 298K
com os diferentes métodos semiempiricos para as conversdes tautomeéricas da

doxorrubicina.

Métod K (1 N 2) k1/s'1 k-1/S-1
étodos 1 DOX1 — DOX2 DOX2 — DOX1
AM1 1,71 x 10°® 1,48 x 10”7 8,66 x 10°
PM3 5,98 x 1070 5,33 x 1071 8,92 x 10
PM6 4,68 x 10 8,14 x 10’ 1,74 x 10
RM1 5,99 x 1077 6,95 x 10° 1,16 x 10%

Ko/st Ko/st
4 K, (1—4
Metodos 2(1=4) DOX1 — DOX4 DOX4 — DOX1
AM1 8,41 x 107 257 x 107 3,06 x 10°
PM3 7,94 x 10 3,12 x 10°® 3,93 x 102
PM6 1,11 x 10° 5,64 x 107 5,09 x 107
RM1 1,77 x 103 1,39 x 10’ 7,84 x 10°
k3/S-l k.3/S_1
4 Ks (2
Metodos 3(2=3) DOX2 — DOX3 DOX3 — DOX2
AM1 1,09 x 10° 221 x10* 2,03 x 10™
PM3 8,49 x 10° 1,82 x 10 215 % 108
PM6 9,03 x 10° 6,83 x 10%° 6,56 x 10°
RM1 1,39 x 10° 3,08 x 10’ 2,22 x 10*
k4/S-1 k.4/S-1
4 K 4
Metodos 134 DOX3 — DOX4 DOX4 — DOX3
AM1 4,50 x 10~ 223x107 4,94 x 10™
PM3 1,56 x 10t 4,18 x 10°® 267 x 107
PM6 2,62 x 10° 9,66 x 10° 3,69 x 10°
RM1 2,13 x 10° 1,23 x 10° 5,75 x 10°

No caso da conversdo DOX2 — DOX3 e DOX3 —+ DOX4, como 0s reagentes

apresentam maior contetido energético em comparagdo aos seus respectivos produtos, foram
obtidos valores de constante de equilibrio relativamente maiores quando comparadas as duas
primeiras conversoes ja discutidas. O maior valor de K3 determinado pelo método PM3, em
comparacao aos outros metodos, foi reflexo da maior diferenca de estabilidade relativa entre a
DOX3 e a DOX2, 8,27 kcal mol™, conforme ja apresentado na Tabela 1.

No geral, todos os métodos semiempiricos apresentam-se qualitativamente e até

mesmo quantitativamente parecidos, com exce¢cdo da converséo DOX1—+ DOX4,
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especialmente para o método PM6, em decorréncia das diferencas de estabilidades
apresentadas pelas espécies tautoméricas otimizadas com o PM6, em relagdo aos outros

métodos.

4.3. Estudo Espectroscopico

A Figura 11 apresenta os espectros de absor¢do da DOX1, na regido de 300 a 450
nm, calculados com o método INDO/S-CIS, utilizando as geometrias obtidas pelos métodos
SQ supracitados e pelo método DFT [B3LYP/6-311++G(d,p)]. Nota-se que todos os espectros
apresentam, no geral, o mesmo perfil, entretanto as bandas de absor¢édo ficaram em diferentes
posicOes. Considerando ainda as geometrias obtidas com o método DFT como referéncia, fica
evidente que todos os métodos SQ deslocaram a posicdo das bandas para regides de menores
comprimentos de onda (deslocamento para o azul). A banda do espectro da DOX1 obtida a
partir da geometria otimizada com o método PM3 foi a que mais se afastou da banda da
referéncia, enquanto a obtida através da geometria PM6 foi aquela mais proxima ao da
referéncia dentre as geometrias otimizadas com os métodos SQ utilizados, apresentando uma

diferenca de aproximadamente 20 nm na dire¢do dos menores comprimentos de onda.

104 —= DOX1(AM1)
—e— DOX1(DFT)
1 —— DOX1(PM3)
0,84 —~  DOX1(PM6)
| —+— DOX1(RM1)

-
S 06-
-
N
A3
< 0,4 -
0,2
0.0 -

300 320 340 360 380 400 420 440
Comprimento de Onda (nm)

Figura 11. Espectros de absorcdo da DOX1 utilizando as geometrias otimizadas a partir
dos métodos semiempiricos AM1, PM3, RM1, PM6 e também do método DFT. Um
ajuste Lorentziano cuja largura de banda foi de 15 nm foi utilizado.

Como os espectros de absorcao calculados séo dependentes da geometria, a maior
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concordancia assinalada entre os espectros obtidos através da geometria otimizada com o
método PM6 e com o DFT corrobora também com a concordancia das geometrias otimizadas
por esses dois metodos. De fato, o menor valor de RMSD (raiz da soma dos quadrados dos
desvios) apresentados na Tabela 5 confirma que a geometria DOX1 (PM6) é a mais similar
com a geometria DOX1 (DFT). O maior valor de RMSD apresentado pelo PM3 reflete no

maior deslocamento das bandas no espectro.

Tabela 5. Valores de RMSD calculados para a DOX1 otimizadas com os diferentes
métodos tomando a geometria da DOX1 otimizada com o método DFT [B3LYP/6-
311++G (d,p)]como referéncia.

Métodos AM1 PM3 PM6 RM1
RMSD 0,4726 0,5588 0,2614 0,3142

Outro aspecto importante a ser analisado na Figura 11, é que a banda do espectro
da DOX1 (AM1) e da DOX1 (RM1) apresentaram 0 mesmo comprimento de onda referente
ao maximo de absorcdo. Embora a ordem relativa de estabilidade entre os seus tautdmeros
assim como as tendéncias assinaladas no estudo termodinamico e cinético entre esses dois
métodos tenham sido diferentes, a semelhanca denotada por seus espectros revela certa
similaridade estrutural entre a DOX1(AM1) e a DOX1(RM1). Esses dados evidenciam que 0s
diferentes parametros desses modelos refletem em diferencas mais significativas nos valores
de energia calculados do que propriamente na geometria otimizada.

Os espectros de absorcdo calculados para cada tautdmero otimizado com o
método DFT encontram-se apresentados na Figura 12. Tais espectros foram obtidos utilizando
a mesma janela de excitacdo, que corresponde ao nimero de orbitais ocupados e desocupados
utilizados para as interacbes de configuracdes, assim como todos 0s outros parametros de

célculo.
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—+— DOXL(DFT)
101 —«— pox2(DFT)
| —+— DOX3(DFT)
05|~ DOX4(DFT)
<
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Figura 12. Espectros obtidos com o modelo INDO/S-CI a partir das geometrias
otimizadas com método DFT. Um ajuste Lorentziano cuja largura de banda foi de 15
nm foi utilizado.

A Figura 13 mostra a presenca de um plano nodal entre os orbitais moleculares
HOMO e LUMO responsaveis pelas transicdes na regido de maior comprimento de onda.
Esta caracteristica assinala que esses orbitais sdo do tipo 7. Assim, em todos os tautdmeros
apresentados, as transi¢des responsaveis pela absor¢do sdo m — 7w*. A atribuigdo teodrica
ratifica a atribuicdo experimental para esta banda. Os orbitais em azul/verde representam 0s
orbitais ocupados, enquanto os orbitais vermelho/amarelo representam o0s orbitais
desocupados. Observando a figura, nota-se que a transicdo na DOX1 é principalmente
representada por uma transferéncia de carga do anel C para o B, ou seja, a transi¢do €
caracterizada pela migracdo da densidade eletronica do anel hidroquinona para o anel
quinona. Na DOX3 a migracédo de densidade eletronica ocorre do anel quinona para o anel
hidroquinona e também para o anel aromatico conjugado (anel A). No caso da DOX2 e
DOX4, as transi¢cOes eletronicas redistribuem a densidade de carga entre 0s anéis

semiquinonas e o anel aromatico conjugado.
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DOX3 DOX4

Figura 13. Orbitais moleculares HOMO (cores verde/azul) e LUMO (cores
amarelo/vermelho) responsaveis pelas transicdes referentes as absorcfes na regido do
visivel apresentados sobre duas perspectivas.

Segundo Pavia [49], o maior deslocamento para o vermelho apresentado por
algumas espécies aromaticas esta diretamente relacionado ao maior grau de conjugacao entre
0s anéis, com isso é justificado o maior deslocamento para o vermelho que hidrocarbonetos
aromaticos com numero grande de anéis apresentam quando comparados aqueles com um
menor numero. Dessa forma, o maior deslocamento para o vermelho da DOX3, é explicado
através da maior conjugacdo entre os seus aneis A e B (aromaticos), consequentemente a
transicédo eletronica migra do anel C, ndo apenas para o B, como ocorrre com a DOX1, mais
também para o anel aromatico A.

Os espectros de absorcao calculados para os tautdmeros desprotonados otimizados
pelo método B3LYP/6-311G++(d,p) encontram-se apresentados na Figura 14. Assim como 0s
espectros das espécies quimica protonadas, 0s espectros tedricos das espécies quimicas
desprotonadas também revelaram a presenca de uma unica banda na regido de absor¢cdo no
visivel para cada tautbmero desprotonado. Um aspecto relevante a ser destacado é o grande
deslocamento para regides de maiores comprimentos de onda, apresentando-se no intervalo de
500 a 650 nm. Comparando com 0s espectros das espécies protonadas, ndo existe mais uma
banda muito deslocada das outras trés. Isso sugere que dentre as espécies protonadas, a DOX1

foi aquela que sofreu 0 maior deslocamento ao perder um dos dois prétons hidroguinolinicos.
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Figura 14. Espectros obtidos com o modelo INDO/S-CI a partir das geometrias
otimizadas com o método DFT. Foi utilizado um ajuste Lorentziano cuja largura de
banda foi de 15 nm para as espécies de doxorrubicina desprotonadas.

Observando a Figura 14, nota-se que as bandas de absorcdo da DOX12 e DOX3,
no intervalo de 500 a 650 nm, estdo completamente sobrepostas, por isso, no intervalo de 400
a 750 nm aparecem apenas trés bandas. Estas bandas apresentaram maior separacdo em
relacdo as trés das espécies protonadas que aparecem no intervalo de 450 a 550 nm.

Na Figura 15 estdo apresentados o0s espectros de absor¢cdo no UV/Vis
experimentais da doxorrubicina medidos em solucdo aquosa em diferentes pH. Na figura esta
assinalada apenas a regido espectral referentes as absor¢Ges no visivel. Esses espectros de
absorcdo foram gentilmente fornecidos pela doutoranda lane Bezerra, aluna do grupo de
pesquisa coordenado pelo prof. Severino Alves Junior da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Analisando o0s espectros experimentais, € possivel constatar
basicamente trés perfis de espectros: i) pH 5 e 6, ii) pH 7 e iii) pH 8, 9 e 12.

Segundo os espectros experimentais, 0 pH € um parametro quimico importante,
pois influencia diretamente a cor que se observa da doxorrubicina. Em pH 4&cido, a
doxorrubicina exibe coloracdo alaranjada (absor¢édo em torno de 460 nm), a medida que em

pH bésico sua coloracdo € violeta (absor¢do em torno de 550 nm), conforme pode ser
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constatado analisando a Figura 15.

064 ——PpPH5
———pH®6
054 ——pPH7Y
———pH8
044 — pPH9
’;: —pH12
S 03-
(7p] 4
0
< 0,21
0,1
0,04

T T T T T T T T T T T T T T T

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de Onda (hm)

Figura 15. Espectros de absor¢do no UV/Vis experimentais da doxorrubicina em

solucéo aquosa obtidos em diferentes pH, no intervalo de comprimento de onda que
compreende a absorc¢éo no visivel.

Em pH A4cido estd sendo considerado predominantemente a presenca dos
tautbmeros protonados. Através do estudo de desprotonacado, busca-se explicacBes acerca dos
espectros registrados em pH bésico.

Considerando os espectos obtidos a pH &cido, na faixa de comprimentos de onda
de 400 a 650 nm, é possivel inferir a existéncia de mais de uma banda, diferentemente de
cada um dos espectros tedricos apresentados na Figura 12. Nota-se claramente um acentuado
deslocamento para regibes de maiores comprimento de onda quando o pH do sistema foi
aumentado. O espectro de absor¢do obtido a pH 7 apresenta bandas de absorcao estendendo-
se de 450 a 650 nm, assinalando possivelmente a coexisténcia das espécies quimicas que se
encontram presentes em pH acido em conjunto com aquelas existentes em pH basico. Como
as bandas de absorcdo mais intensas, ocorre na regido de 500 a 600 nm, isso leva a crer que
as espécies predominantes em pH béasico sdo mais abundantes do aquelas presentes em meio
acido.

Os célculos tedricos de maneira geral asseguram, através das distribuicdes de
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Boltzman, a existéncia predominantemente da DOX1 no sistema. Além do mais, a banda de
absorcéo da DOX1 foi a mais deslocada para a regido de comprimento de onda menores (por
volta de 400 nm), justamente a regido onde se observa uma reducdo da absor¢do da DOX em
pH &cido. Segundo as distribui¢bes populacionais determinadas, seria esperado que o perfil
do espectro experimental fosse semelhante ao perfil do espectro calculado da DOX1. Nota-se
claramente que isso ndo é observado uma vez que 0s espectros experimentais obtidos em pH
acido apresentam mais de uma banda no intervalo de 400 a 570 nm.

Segundo a Figura 12, nota-se que cada forma tautomérica de DOX esté
relacionada uma Unica banda de absorcdo na regido do visivel. Observa-se que 0 maximo de
absorcdo das formas DOX2 (510 nm), DOX3 (520 nm) e DOX4 (480 nm) estdo
compreendidos relativamente em um curto intervalo de comprimentos de onda.
Consequentemente, caso 0 espectro de absorcdo experimental apresentasse uma Unica banda
de absorcdo na regido de 480 a 510 nm, seria bastante dificil fazer inferéncias sobre a
existéncia das diferentes formas tautoméricas da DOX, pois tal banda de absorcdo poderia
esta relacionada a qualquer uma das formas tautoméricas, com excecéo, é claro, da DOX1, a
qual apresenta maximo de absorcdo bastante deslocado. Entretanto, isso ndo ocorre, pois
como se observa no espectro experimental (ver Figura 15). Dessa forma, pode-se inferir que
muito provavelmente coexistem no meio reacional mais de uma forma tautomérica.
Apontando assim, para uma direcdo oposta a indicada pelos célculos de distribuicdo de
populacéo.

Apesar de ser controverso em gue faixa de pH o derivado aglicona resultante da
degradacédo da doxorrubicina (abreviada simplesmente por DOXONA) deixa de ser formado,
foi feito um estudo espectroscopico acerca dos seus espectros. As estruturas moleculares das
diferentes formas tautoméricas da DOXONA encontram-se apresentadas na Figura 16. Estas
geometrias foram otimizadas com o método PM6, conforme procedimento descrito na secédo
3.1.1. O metodo PM6 foi utilizado em decorréncia de seu baixo custo computacional frente os
métodos DFT. Para obtencdo dos espectros de absorcdo foi aplicado o0 mesmo procedimento
computacional descrito na se¢do 3.1.5. Apesar das entalpias de formacdo dos tautdmeros da
DOXONA estarem apresentadas na Figura 16, elas ndo serdo utilizadas na discussdo que

segue, pois ndo € objetivada uma abordagem bastante pormenorizada.
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DOXONA3 (-321,00 kcal mol™) DOXONA4 (-320,69 kcal mol™)

Figura 16. Geometrias das doxorrubicinonas (DOXONA) otimizadas com o método
semiempirico PM6. As entalpias de formacao obtidas encontram-se apresentadas entre
parénteses.

De acordo com Nawara e colaboradores [50] o espectro de uma solu¢do de DOX
depois de uma fotodegradacdo por irradiacdo de laser ndo revela qualquer banda que seja
obviamente o resultado dos subprodutos da fotodegradacdo da doxorrubicina. Esses
pesquisadores observaram a formacdo de dois possiveis subprodutos estaveis através da
reacdo induzida por fotons de luz, sendo um deles a diidroquinona, a qual se assemelha a
DOXONA, diferindo apenas na presenca de dois anéis hidroquinonas. Dessa forma, o estudo
espectroscopico da DOXONA, visou constatar se existe alguma diferenca entre 0s espectros
de absorcdo resultante dos tautdbmeros da DOXONA quando comparados com o0s tautdmeros
da DOX.

Como o perfil do espectro de apenas um dos tautdbmeros ndo reproduz o perfil
experimental, de agora em diante os espectros tedricos serdo construidos considerando a
contribuicdo de todos os tautdmeros, conforme apresentado na Figura 17. Analisando esses
espectros, constatam-se as semelhancas tanto no perfil dos espectros assim como nas posic¢oes
de absorcdo da DOXONA em comparagdo aos espectros obtidos para os tautdmeros da DOX

otimizados com o método PM®6, sendo a diferenga nas posi¢es de maximo de absor¢do na
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ordem de 10 nm, corroborando assim com o proposto por Nawara e colaboradores [50]. Como
podem ser observadas na Figura 13, as transicdes eletrdnicas responsaveis pela absorcdo na
regido dos comprimentos de onda do visivel ddo-se nos aneis quinonas e hidroquinonas.
Dessa forma, caso ndo haja alguma alteracdo na estrutura da molécula de modo a modificar a
densidade eletronica de tais orbitais, 0s espectros de absor¢cdo das DOX e de suas espécies
degradadas serdo muito semelhantes, isso explica o porqué dos espectros ndo apresentarem
diferencas pronunciadas. De fato, a daunosamina encontrava-se ligada ao anel ndo aromatico

da doxorrubicina, o qual ndo contribui para as transi¢es aqui estudadas.

—=a— EXP (pH5)
—e— DOX (PM6)

—a— DOXONA (PM6)
—v— DOX (DFT)

1,0 -

0,5 -

Abs (u.a.)

\
0,0 \kL

300 350 400 450 500 550

Comprimento de Onda (nm)

Figura 17. Espectros de absorcdo resultante da contribuicdo de todos os tautdémeros
da DOXONA otimizados com o método PM6 e dos tautbmeros da DOX otimizados
com o método PM6 e DFT. As barras vermelhas e verdes indicam a intensidade das
forcas dos osciladores versus posicdo de absorcdo para as DOX otimizadas com o
método PM6 e DFT, respectivamente.

Comparando os espectros de absorcdo resultante da contribuicdo de todos os
tautbmeros da DOX otimizados com o método PM6 e DFT, através da Figura 17, observa-se a
importancia que as geometrias assumem para o célculo dessa propriedade espectroscopica.
Enquanto o maximo de absor¢do da DOX (PM6) deu-se por volta de 475 nm, o valor do

comprimento de onda referente & absor¢do da DOX (DFT) foi em torno de 515 nm.
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Consequentemente o espectro de absor¢do da DOX (DFT) deslocou-se 40 nm para regides de
maiores comprimentos de onda em comparacdo ao espectro da DOX (PM6). Nesse caso, a
utilizacdo das geometrias otimizadas com o método PM6 resultou em espectros cujas bandas
de absorcédo denotaram maior similaridade com o espectro experimental, quando comparados
com o0s espectros obtidos a partir das geometrias otimizadas com o método DFT.
Provavelmente, esse deslocamento € bem mais acentuado do que o obtido caso estivesse
sendo feitas comparacdes entre dois espectros levando em consideracgdo o efeito do solvente.

Apesar do ajuste Lorentziano aplicado para obtencdo dos espectros de absorcéo
teoricos ter levado a presenca de uma Unica banda de absorcdo quando € considerada a
contribuicdo de todas as espécies tautoméricas da DOX, os graficos de barras presentes na
Figura 15 mostram a presenca de trés forcas do oscilador tanto no calculo DOX (PM6) como
no DOX (DFT). Dessa forma, as bandas intensas que aparecem em 475, 500 e 530 nm, no
espectro experimental obtido em meio &cido, podem ser associadas, mediante comparacao
com o0s espectros tedricos individuais das DOX protonadas (ver Figura 12), com o0s
respectivos tautdbmeros: DOX4, DOX2 e DOXS.

Observa-se nos espectros de absor¢do experimental da doxorrubicina em meio
basico a presenca de trés bandas: em 530 nm, 560 nm e uma terceira por volta de 600 nm.
Tais comprimentos de onda estdo condizentes com as posicGes das bandas de absorcdo
calculadas para os diferentes tautdmeros desprotonados, ver Figura 14. Essas informacoes
levam a crer, que a presenca das trés bandas no espectro de absor¢cdo experimental da
doxorrubicina em meio basico deve-se a contribuicdo simultdnea dos quatro possiveis
tautbmeros desprotonados. Semelhantemente a discussdo ja apresentada para os tautbmeros
protonados, a consideracdo das distribuicdes de populacdo de Boltzman para explicar o
aparecimento das diversas bandas de absor¢do que aparecem no espectro de absor¢do em pH
basico ndo é apropriada, pois tal distribuicdo indica simplesmente a presenca de dois
tautbmeros predominantemente no sistema. Dessa forma, seria elucidado o aparecimento
apenas de duas bandas, e néo trés como sao assinaladas pelo espectro experimental.

A estratégia empregada para justificar a presenca das trés bandas de absorcéo que
aparecem no espectro experimental consiste em considerar a contribuicdo de todas as formas
tautoméricas, conforme ilustrado na Figura 18. Além dos espectros obtidos através da
contribuicdo de todos os tautbmeros otimizados com 0 método DFT, também esta apresentado
na Figura 18, o espectro obtido utilizando as geometrias otimizadas com o método PM6, a fim

de realizar comparagdes. Percebe-se claramente um deslocamento bastante acentuado para
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regides de maiores comprimentos de onda pelo espectro das estruturas DFT, mesmo sendo
mais deslocado, o perfil do espectro foi mais concordante com o obtido experimentalmente,
embora o espectro das estruturas PM6 também tenha denotado boa correlagdo com o
experimental. Através da comparacdo dos espectros, sejam obtidos com as estruturas DFT
assim como com as estruturas PM6, nota-se que é bastante conveniente a consideracdo de
todas as espécies tautoméricas desprotonadas como sendo responsaveis pelo aparecimento das
diversas bandas de absor¢do que aparecem nos espectros experimentais na regido de absorgéo

no visivel.

14
| —=—EXxp (pH 8)
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Figura 18. Espectro de absor¢do experimental obtido a pH 8 e espectros de absorcao
tedricos obtidos através do método INDO/S, considerando a contribuicdo de todos os
tautbmeros desprotonados tanto com o método DFT como PM6. As barras azuis e
vermelhas indicam a intensidade das forcas dos osciladores versus posicdo de
absorcéo para as DOX otimizadas com o método PM6 e DFT, respectivamente.

650 700

Através dos espectros ilustrados na Figura 19, busca-se entender como se da a
atipicidade apresentada pelo espectro experimental obtido a pH 7. Nota-se mediante
comparacdo dos espectros das estruturas tanto otimizadas com o método PM6 (Figura 19.a)
como DFT (Figura 19.b) que é bastante razoavel atribuir o perfil do espectro experimental a

coexisténcia tanto de tautbmeros protonados como desprotonados. A sutileza assinalada pelos
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espectros teoricos, € que ndo foi feito levando em consideragdo o quédo contribuem as espécies
protonadas e desprotonadas. Entretanto, o perfil apresentado pelo espectro experimental leva a
crer que existe uma contribuicdo mais acentuada das espécies desprotonadas do que das
espécies protonadas, assegurando que o pH 7 ja seja suficientemente capaz de promover a

desprotonacao da doxorrubicina em quantidades apreciaveis.

144 —— Exp (pH 7) 144 —=— E)(p (pH 7)
1,24 —a— DOX-Desprotonadas (PM6) 1,24 4 DOX-Desprotonada (DFT)
1,0- 10-
’c;: 0,84 = 08 _
A S
§ 0,6 - & 0,6
0,4 < 0,4
0,21 02-
0,04 0,0—-
350 400 450 500 550 600 650 700 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

(@)
Figura 19. Espectros de absorcdo experimental obtido a pH 7 e espectros tedricos obtidos

considerando a contribuicédo das espécies protonadas e desprotonadas: a) geometrias otimizadas
utilizando o método PMS6, e b) utilizando o método DFT.
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5.CONCLUSOES E
PERSPECTIVAS

CONCLUSOES

e Tomando os valores de estabilidade relativa e as geometrias otimizadas do método
DFT como referéncia, o0 método PM6 foi o mais concordante;

e Os calculos espectroscopicos realizados mostraram que cada espécie tautomérica
apresenta uma Unica banda de absorcao na regido dos maiores comprimentos de onda,
diferentemente dos espectros experimentais que apresentaram trés bandas. Isso
corrobora com a possivel existéncia de mais de uma espécie tautomérica no sistema
real;

e Através do estudo cinético e termodinamico foi compreendido as possiveis reacdes de
transferéncia de préton em fase gasosa entre as diferentes espécies de doxorrubicina;

e As energias relativas entre os tautdmeros desprotonados calculadas pelos diferentes
métodos aplicados foram menores do para os protonados, pois as semelhancas
estruturais dos tautdbmeros desprotonados sdo mais acentuadas do que as dos
tautbmeros protonados;

e O estudo espectroscopico dos tautbmeros desprotonados visando simular o efeito dos
altos valores de pH sugere a presenca dos quatro tautbmeros desprotonados no
sistema, explicando dessa forma o aparecimento das varias bandas de absor¢éo;

e A atipicidade apresentada pelo espectro obtido a pH 7 pode ser explicado a partir da

presenca tanto de espécies de doxorrubicina protonadas assim como desprotonadas.

PERSPECTIVAS

e Estender todo o estudo do equilibrio tautomérico, bem como da espectroscopia de

absorcdo considerando o efeito da solvatacdo. Através desse estudo sera objetivado o
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entendimento das principais influéncias que as camadas de solvatacdo acarretam nos
calculos dos espectros de absor¢do em comparacdo aos calculos ja realizados no
VACUO;

Aplicar o0 mesmo estudo do efeito de solvatacdo utilizando o método PCM (em
portugués: “modelo polarizavel continuo”);

Realizar o estudo da interagdo DOX-ZIF8, buscando entender como esta interagcéo

pode afetar a mudanca de coloragéo da doxorrubicina.
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ANEXO — Material Suplementar

TABELA Al — Variacdo de entalpia, de entropia e de energia livre de Gibbs (kcal mol™,
cal K* mol? e kcal mol?, respectivamente) calculados com os diferentes métodos
semiempiricos para as conversdes tautomericas em 298 K.

Conversoes Métodos AH? AS* AG*F
AM1 26,22 -1,79 26,76
DOX1 — DOX2 PM3 30,18 -4,26 31,45
PM6 6,10 -1,85 6,66
RM1 10,24 -6,59 12,20
AM1 15,38 -2,62 16,17
DOX2 — DOX1 PM3 16,97 -6,41 18,87
PM6 0,25 -1,71 0,75
RM1 2,16 -5,22 3,72
AM1 22,17 -5,15 23,70
DOX1 — DOXA4 PM3 23,15 -6,03 24,95
PM6 66,79 4,32 65,50
RM1 5,69 -6,77 7,70
AM1 13,31 -7,09 15,42
DOX4 — DOX1 PM3 17,80 -5,25 19,36
PM6 66,45 2,97 65,56
RM1 2,11 -6,19 3,95
AM1 18,02 -1,05 18,34
DOX2 — DOX3 PM3 17,60 -7,42 19,81
PM6 2,63 -0,14 2,67
RM1 5,88 -4.54 7,23
AM1 21,49 -3,31 22,48
DOX3 — DOX?2 PM3 25,87 -6,82 27,90
PM6 6,61 -4,89 8,06
RM1 9,38 -7,15 11,52
AM1 21.15 -8,86 23,79
DOX3 — DOX4 PM3 25,72 -5,98 27,50
PM6 2,26 -5,25 3,83
RM1 7,02 -7,11 9,14
DOX4 -+ DOX3 AM1 19,65 -71,72 21,95
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PM3
PM6
RM1

25,32 -3,64
3,81 -1,99
8,01 -5,28

26,41
4,40
9,59

45

Edvonaldo Floréncio e Silva



