MATEUS RIBEIRO LAGE

QSAR, VOLTAMETRIA CICLICA E CALCULO DE POTENCIAIS DE
REDUCAO DE 4-ARIL-3-BROMO-5-ARILIDENOFURAN-2(5H)-ONAS
ANALOGAS AOS RUBROLIDEOS

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das exigéncias
do Programa de Poés-Graduagcdo em
Agroquimica, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2011



MATEUS RIBEIRO LAGE

QSAR, VOLTAMETRIA CICLICA E CALCULO DE POTENCIAIS DE
REDUCAO DE 4-ARIL-3-BROMO-5-ARILIDENOFURAN-2(5H)-ONAS
ANALOGAS AOS RUBROLIDEOS

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das exigéncias
do Programa de Poés-Graduacdo em
Agroquimica, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 01 de agosto de 2011.

Prof. José Walkimar de M. Carneiro Prof. Luiz Claudio de A. Barbosa
(Co-orientador) (Co-orientador)
Prof. Efraim Lazaro Reis Prof. Antbnio Flavio de C. Alcantara

Prof2. Célia Regina Alvares Maltha
(Orientadora)
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gue uma boa medida experimental. O que sO a teoria fornece
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de um experimento ou de um céalculo computacional.
Entendendo-se os principios, tornamo-nos capazes de prever
como novos sistemas se comportardo, antes de
experimentos ou calculos computacionais...” (GODDARD,

1985, traduzido por BARBOSA, 2009)
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RESUMO

LAGE, Mateus Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2011. QSAR, voltametria ciclica e calculo de potenciais de reducao
de  4-aril-3-bromo-5-arilidenofuran-2(5H)-onas anélogas aos
rubrolideos. Orientadora: Célia Regina Alvares Maltha. Co-orientadores:
Luiz Claudio de Almeida Barbosa e José Walkimar de Mesquita Carneiro.
Os j-alquilidenobutenolideos sdo compostos organicos isolados de

fontes naturais que possuem importantes atividades bioldgicas. Dentre estes

compostos destacam-se os rubrolideos, constituidos por um anel lacténico
de cinco membros substituido. Os rubrolideos sdo compostos que
apresentam semelhancas estruturais com o0s nostoclideos, que possuem
reconhecida atividade herbicida. Nesta dissertagdo s&o analisadas
propriedades estruturais, eletrénicas e termodinamicas de uma seérie de
rubrolideos sintetizados previamente no Laboratério de Analise e Sintese de

Agroquimicos (LASA) do Departamento de Quimica da UFV, que

apresentam atividade fitotoxica. A atividade herbicida dos analogos aos

rubrolideos é proveniente da atuacdo dos mesmos na inibicdo da reacao de

Hill, que ocorre no fotossistema Il da fotossintese. No presente estudo foi

realizada uma analise das propriedades estruturais e eletronicas destes

compostos com o intuito de extrair informacbes relevantes para a

compreensao do mecanismo de acao destas substancias. Foi realizada uma

analise QSAR usando a atividade fitotoxica como variavel dependente e

varios descritores moleculares como variaveis independentes. Os estudos

QSAR indicaram a existéncia de correlacdes entre a atividade bioldgica e o

descritor molecular FNSA3 e com as energias dos orbitais de fronteira

(HOMO e LUMO e LUMO +1). Maiores fracdes de area superficial negativa

ou valores menores para as energias dos orbitais de fronteira resultam em

compostos com maior atividade. Isto é conseguido com substituintes
atratores de elétrons, conforme observado experimentalmente. Além do
estudo QSAR foram realizados célculos DFT para a determinacdo dos
potenciais de reducao, os quais foram determinados experimentalmente por
Voltametria Ciclica. A metodologia B3LYP/6-31g(d,p) produz os melhores

resultados para os potenciais de reducéo.



ABSTRACT

LAGE, Mateus Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, August of
2011. QSAR, cyclic voltammetry and reduction potential’s
calculation of 4-aryl-3-bromo-5-arilidenofuran-2-(5H)-ones analogues
of rubrolides. Adiviser: Célia Regina Alvares Maltha. Co-adivisers: Luiz
Claudio de Almeida Barbosa and José Walkimar de Mesquita Carneiro.

The y-alquilidenobutenolides are organic compounds isolated from natural
sources that have important biological activities. Among these compounds
the rubrolides, which consist of a five-member substituted lactone ring, are of
high relevance. The rubrolides have structural similarity to the nostoclides,
which have a well-recognized herbicidal activity. In this work we analyze
structural, electronic and thermodynamic properties of a set of rubrolides that
were previously synthesized in the Agrochemicals’ Analysis and Synthesis
Laboratory (LASA) of the Chemistry Department of UFV, which are known by
their phytotoxic activities. Starting with the assumption that the herbicidal
activity of the rubrolide’s analogues arises from the same activity of inhibiting
the Hill reaction, which occurs in photosystem Il of the photosynthesis, in the
present study the structural and electronic properties of these compounds
were analysed in order to extract relevant information to the understanding of
the mechanism of action of this class of substances. QSAR analysis was
performed using the phytotoxic activity as the dependent variable and various
molecular descriptors as independent variables. The QSAR studies indicated
the existence of correlations between biological activity and the FNSA3
molecular descriptor and also with the energies of the frontier orbitals
(HOMO, LUMO and LUMO+1). Larger fractions of negative surface area or
more negative energy values for the frontier orbitals result in compounds with
higher activity. This is achieved with electron-attractor substituents, as
experimentally observed. Besides the QSAR study DFT calculations were
performed for the determination of the reduction potentials, which were also
experimentally determined by cyclic voltammetry. The B3LYP/6-31g(d,p)

method reproduced the best results as compared to experimental data.



1 - INTRODUCAO

1.1 - Os agroquimicos e a sociedade contemporanea

Desde os tempos mais remotos a humanidade se depara com
dificuldades na producdo e no armazenamento dos alimentos para sua
subsisténcia. A partir do momento em que o ser humano deixou de praticar o
extrativismo como sua principal fonte de obtencéo de alimentos, comegou a
busca por métodos para garantir a produc¢éo em seus cultivos (PASCHOAL,
1979; BARBOSA, 2004).

A reducéo da produtividade de plantas cultivadas ocorre normalmente
pela acdo de pragas, doencas e competicdo com plantas daninhas. Com o
tempo estes problemas adquiriram  dimensbes  devastadoras,
comprometendo as lavouras e tornando necessaria a utlizacdo de
tecnologia para evitar 0s prejuizos na agricultura (BARBOSA, 2004).

As técnicas de manejo de pragas evoluiram vigorosamente durante o
século XX, sobretudo nos ultimos 50 anos (WHEELER, 2002). Antes da
década de 1950, apenas alguns produtos quimicos sintéticos, incluindo sais
de chumbo, cobre e arsénio, eram utilizados na protecdo das lavouras
(WHEELER, 2002; SCHRADER et al., 2010). Porém, com o surgimento de
novas formulas, a utilizacdo de herbicidas para controle de pragas passou a
ser a técnica mais utilizada comumente, por ser o controle quimico rapido,
eficiente e de custo atrativo (BARBOSA et al., 2004). Embora alguns
problemas ambientais estejam atrelados ao uso destes compostos quimicos,
os herbicidas sdo responsaveis por um aumento significativo na
produtividade mundial de alimentos (PASCHOAL, 1979; GODFREY, 1994;
BARBOSA et al., 2004).

Embora produtos naturais tenham sido bastante empregados durante
0s primeiros anos da utilizacdo do controle quimico de pragas, apos a
metade do século XX é que a industria de agroquimicos inseriu no mercado
um vasto nimero de pesticidas sintéticos (WHEELER, 2002; SCHRADER et
al., 2010). A partir dai o mercado de agroquimicos tem apresentado grande

éxito a nivel mundial, movimentando anualmente, em média, U$ 40 bilhdes.



Somente no mercado brasileiro, onde a indlstria de agroquimicos tem
crescido vertiginosamente, as vendas desses produtos tem movimentado
anualmente bilhdes de dolares (ANVISA, 2010).

Segundo o estudo “Projec6es do Agronegécio - 2008/09 a 2018/19”,
elaborado pela Assessoria de Gestdo Estratégica do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), ha projecBes de que o
mercado brasileiro possua grande potencial de desenvolvimento. O mercado
interno é expressivo em diversos produtos e o mercado internacional tem
apresentado acentuado crescimento do consumo (ANDEF, 2010).

Como consequéncia do desenvolvimento agricola brasileiro, tem sido
constatado um grande aumento no consumo de insumos agricolas no pais,

como pode ser observado na Figura 1 (ANVISA, 2010).
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Figura 1. Taxas de crescimento de vendas mundiais de agroquimicos

versus vendas no Brasil (ano base: 2000)

Considerando o panorama internacional, segundo previsdo da FAO
(Food and Agriculture Organization), 6rgdo das Nacdes Unidas que lidera as
acles internacionais para a erradicacdo da fome, a populacdo mundial em
2025 sera de 8 hilhdes. Devido ao aumento populacional sera necessario
aumentar a producao de alimentos, sendo necessaria também uma melhoria
na dieta alimentar da populacdo. Uma limitacdo na disponibilidade de terras

araveis ocorre concomitantemente ao apelo mundial para a preservacéo de
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recursos naturais. Portanto, as populagdes necessitam de mais alimentos,
sem aumento de areas de cultivo. Assim, os defensivos agricolas tornam-se
imprescindiveis para este melhoramento na agricultura (ANDEF, 2010).

O que constitui um grande entrave ao desenvolvimento agricola € o
uso indiscriminado dos agroquimicos, provocando o surgimento de espécies
de plantas daninhas resistentes aos seus efeitos. Esta resisténcia pode
ocorrer devido a um ou a varios mecanismos de acéo, dificultando o controle
de determinadas espécies. Diante destes fatos, torna-se evidente a
necessidade do desenvolvimento de novos compostos que sejam mais
seletivos e com diferentes modos de acdo (GODFREY, 1994; BARBOSA et
al., 2004).

A Figura 2 representa a disseminacdo global de espécies de plantas
daninhas resistentes a herbicidas disponiveis no mercado. A catalogacao foi
efetuada com base no numero de espécies resistentes por pais, havendo
paises onde se verifica enorme resisténcia biologica, chegando a mais de
cem espécies resistentes a um ou mais tipos de herbicida, como nos
Estados Unidos e na Australia (WEED SCIENCE, 2010).

Resistant Biotype:

AN

Figura 2. Distribuicdo mundial de espécies de plantas daninhas resistentes
(WEED SCIENCE, 2010).



Embora existam muitos desafios a serem superados, € notavel que as
técnicas modernas de controle de pragas provocaram significativas
mudancas na agricultura (WHEELER, 2002). A expectativa é de que no
futuro seja ainda mais promissor o aperfeicoamento das técnicas e dos
recursos de manejo, atendo-se também a questdo ambiental. Essa
expectativa é suportada pelo continuo avanco observado nas pesquisas
relacionadas a busca de solucbes para o controle de pragas na agricultura
(WHEELER, 2002; SCHRADER et al., 2010).

1.2 — O estudo de lactonas fitotéxicas

Nas ultimas décadas, um grande numero de butenolideos foi isolado
de diversas fontes naturais (MIAO et al., 1991; ORTEGA et al.,, 2000;
PEARCE et al.,, 2007; BARBOSA et al.,, 2010). Muitos desses compostos
apresentam importantes atividades biologicas (DE SOUZA, 2005; BARBOSA
et al., 2010). Dentre as diversas propriedades desses compostos, destaca-
se a atividade fitotoxica que alguns apresentam, conforme relatado em
diversos estudos descritos na literatura (DE SOUZA, 2005; MANZANARO et
al., 2006; BARBOSA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2008; BARBOSA, 2010).

Os butenolideos (Figura 3) sdo j-lactonas insaturadas, podendo
apresentar-se como A*-butenolideos ou A*-butenolideos, de acordo com a
posicdo da insaturacdo no anel lactdnico. Os A3-butenolideos sdo furan-
2(5H)-onas com anel lactbnico de estrutura a,f-insaturada e furan-2(5H)-
onas que possuem um substituinte alquilideno na posicdo y, conhecidas

como y-alquilidenobutenolideos (BRUCKNER, 2001; BARBOSA et al., 2010).

Rr? R2
3
4)r—
5 =
o 2 O
1
0} () (1)
Ag-butenoll’deos A4-butenol|'deos y-alquilidenobutenolide:

Figura 3. Estrutura geral dos anéis presentes em butenolideos.



Dentre as substancias isoladas de fontes naturais destaca-se a
cianobacterina (Figura 4). Este composto, que apresenta significativa
atividade fitotoxica, € um metabdlito secundario da alga Scytonema
hofmanni. Foi constatado que essa lactona, a uma concentracao de 5 uM, é
toxica a outras cianobactérias e tem a capacidade de inibir o
desenvolvimento de algas eucaridticas e de varias angiospermas
monocotileddneas e dicotiledoneas (PIGNATELO et al., 1983; GLEASON et
al., 1984). Como resultados experimentais foi constatado também que esta
substancia atua na inibicdo do transporte de elétrons do fotossistema I,
durante a fotossintese, de maneira semelhante a outros herbicidas
existentes no mercado, tais como os herbicidas 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetiluréia (DCMU) e atrazina (BARCELOS, 2009).

Figura 4. Formula estrutural da cianobacterina.

Outros compostos com estrutura quimica semelhante a da
cianobacterina foram descritos também na literatura. Os nostoclideos, em
comum com a cianobacterina, possuem um substituinte benzila na posicéo
a, um grupo isopropila na posicdo S e um grupo arilideno em y. Devido a
estas similaridades, estes compostos despertaram o interesse do grupo de
pesquisa do Laboratdrio de Andlise e Sintese de Agroquimicos (LASA) do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vicosa, onde
diversos analogos aos nostoclideos (Figura 5) foram sintetizados e tiveram
suas atividades fitotoxicas quantificadas (BARBOSA et al., 2007; BARBOSA
et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2008).



Figura 5. Estrutura bésica dos analogos aos nostoclideos sintetizados
no LASA (BARBOSA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2008; BARBOSA et
al., 2007).

Os rubrolideos sao outros j-alquilidenobutenolideos descritos na
literatura e s&o estruturalmente semelhantes a cianobacterina. Esses
compostos sdo encontrados comumente em organismos marinhos, uma vez
gue sdo metabdlitos secundarios dos mesmos.

As ascidias marinhas constituem a principal fonte desses
butenolideos e de diversos outros produtos naturais bioativos (MIAO et al.,
1991; ORTEGA et al., 2000; BELLINA et al., 2002; SOFIKITI et al., 2005;
PEARCE et al., 2007; BOUKOUVALAS et al., 2010). Ascidias sao
organismos pertencentes ao filo Chordata e estdo incluidas no subfilo
Urochordata (Tunicata), conhecidos comumente como tunicados, devido ao
corpo em formato de tunica, como pode ser observado na Figura 6
(DAVIDSON, 1993).

Figura 6. Ascidias marinhas (BBC, 2011).



Muitos compostos analogos aos rubrolideos foram isolados das
espécies Synoicum blochmanni e Ritterella rubra. A Figura 7 apresenta uma
série de rubrolideos de ocorréncia natural (MIAO et al., 1991; ORTEGA et
al., 2000).

HO R Rubrolideo A Rs=R,=H; Ri;=R3=Rs=R =Br
RubrolideoB Rs=H;R;1=R3=Rs5=R =Br; R, =Cl

Rubrolideo C Rs,=R;=R=R;=H; R3=Rs5=Br

R1 RubrolideoD  R;=R3=Rs=R,=H;R;=R=Br

- Rubrolideo E Ri=R3=Ri=Rs=R=Ry;=H

H ! Rubrolideo F R;=Me;Rz:=R1=Rs=R=R,=H
0] Rubrolideo | Ri=R;i=H;R;3=Rs=R=Br; R, =Cl

Rubrolideo J Ri=Ri=R,=H; R3=Rs =R =Br
Rubrolideo K Rs=R;=R3=H;Rs=R=Br;R,=Cl
R3 RubrolideoL R;=R;=R=H;R3=Rs5=Br;R,=Cl
J Rs RubrolideoM R,=R;=Rs;=R=H:;Rs=Br; R, =Cl
R1 RubrolideoN Rs=R;=R3=H;R=CIl; Rs=R,=Br

Figura 7. Rubrolideos de ocorréncia natural

Uma caracteristica comum na estrutura dos rubrolideos é a presenca
de um ndcleo butenolideo central e de dois grupos fenila substituidos, sendo
os estes halogenados ou ndo (CHAVAN, 2007).

O processo de sintese de jalquilidenobutenolideos tem sido
reportado em diversas publicacdes (PRIM et al., 1999; BRUCKNER et al.,
2001; DE SOUZA, 2005; MARGAROS et al., 2006; BOUKOUVALAS et al.,
2010; BARBOSA et al., 2010). A partir da similaridade estrutural entre os
rubrolideos e os nostoclideos, foram sintetizados recentemente no LASA
treze analogos aos rubrolideos para avaliacdo do potencial fitotoxico dos
mesmos.

A sintese dos rubrolideos foi planejada de acordo com os resultados
obtidos com os nostoclideos. Analogos foram sintetizados contendo o anel
benzilideno com os mesmos substituintes presentes nos compostos que
apresentaram resultados mais promissores para a atividade herbicida, como
0S que possuem os grupos nitro e trifluorometil. Ainda neste planejamento,
objetivou-se monitorar a influéncia do &tomo de bromo na posi¢cdo « e de um

grupo fenil na posicao g (BARCELQOS, 2009).



A rota sintética para a sintese das 4-aril-3-bromo-5-arilidenofuran-
2(5H)-onas analogas aos rubrolideos, que € baseada nos trabalhos
publicados por BELLINA et al. (2001) e TEIXEIRA et al. (2008), esta

apresentada no Esquema 1.

X
Br Br
— 2) H,SO,4, MeOH, 0°C — Ag,0 THF, 65°C
=0 > —0 - Br
HO (@] 3) - MeOH (e} X H3C—O —
4) Recristalizagao
X=HouF o
H;C-0O B(OH),
CHO
=~
1) \\l , TBDMSOTf, DIPEA, DCM
R
2) DBU, refluxo

Analogos aos rubrolideos

Esquema 1. Rota para sintese de analogos aos rubrolideos.

Foi empregado como material de partida o acido mucobrémico, que é
reduzido a lactona dibromada empregando-se boroidreto de sodio (NaBH,)
em meio acido e metanol como solvente. A segunda etapa do processo
sintético consiste em um acoplamento de Suzuki entre um &cido arilborénico
e 0 composto dibromado, o que leva a formacdo das 4-aril-3-bromofuran-
2(5H)-onas. A (Ultima etapa da sintese consiste na alquilidenacdo entre
aldeidos arométicos apropriados e as lactonas produzidas anteriormente,
obtendo-se as novas arilidenofuranonas desejadas, analogas aos
rubrolideos (BARCELOS, 2009).

Uma importante etapa do processo € a formacdo da ligacdo dupla
carbono-carbono exociclica no anel lacténico, ocorrendo a possibilidade da
formacdo dos dois estereoisdbmeros Z ou E (Figura 3) (BARBOSA et al.,

2010). Porém, no processo sintético citado, foram formados apenas o0s



isbmeros Z, uma vez que estes sdo mais estaveis, o que foi comprovado
através de célculos computacionais (BARCELOS, 2009).

A estrutura basica dos andlogos aos rubrolideos sintetizados é
apresentada no esquema 2, abaixo.

X=H,F
R = CF3, NOZ, H, 3,4-O-CH2-O-

Esquema 2. Estrutura basica dos analogos aos rubrolideos em estudo.

Nos ensaios biolégicos realizados, com os compostos de estrutura
basica mostrada no Esquema 2, foram utilizados cloroplastos ativos,
isolados de espinafre. Nestes testes pb6de-se constatar que, do grupo de
substancias sintetizadas, todas aquelas que possuem o substituinte arilideno
foram capazes de inibir o transporte de elétrons in vitro da agua para o
ferricianato de potassio (KsFe[CN]g), (reacdo de Hill), apresentando
diferencas na eficiéncia de acordo com o substituinte presente em cada uma
delas (TEIXEIRA, 2008).

A interferéncia das lactonas no processo fotossintético pode ser
explicada pela ligacdo dos mesmos a uma plastoquinona do fotossistema |,
vinculada ao processo de transferéncia de elétrons. Através da ligacdo do
composto fitotbxico a essa plastoquinona, a mesma é reduzida, o que
bloqueia sua acédo e interrompe o transporte de elétrons no fotossistema em
guestdo (KRIEGER et al., 1998).

Portanto, torna-se necessaria a realizacdo de estudos destes
compostos para possibilitar uma compreensdo do mecanismo de ac¢do dos
mesmos. No presente trabalho sdo apresentados resultados de analise

estrutural, estudos QSAR, determinacdo dos potenciais de redugao e
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correlacdo com poténcia bioldgica da série de rubrolideos sintetizada. Estes
resultados serdo Uteis no planejamento sintético de novos compostos com

atividade fitotoxica potencializada.

1.3 - A pesquisa em quimica tedérica e modelagem molecular

A possibilidade de se obter informagBes de fenbmenos quimicos em
nivel molecular tem permitido o desenvolvimento de importantes &reas da
Ciéncia. Analisar os fundamentos de processos bioquimicos e compreender
mecanismos dificeis de serem entendidos experimentalmente constituem
grandes avancos proporcionados pelo desenvolvimento da Quimica
Computacional (ABREU, 2004).

A mecanica quantica, considerada uma das maiores realizagbes
intelectuais do século XX, consiste em uma teoria que permite um
entendimento dos fendmenos quimicos com uma profundidade bem maior
do que as idéias existentes até os anos 20, antes da formulacdo dos
conceitos de quantizacao da energia (ARROIO et al., 2005).

A partir dos principios gerados com base na mecéanica quantica, é
constante a implementacdo de novos modelos, com diferentes
caracteristicas e aplicabilidades. A teoria do funcional da densidade (DFT),
por exemplo, é uma das ferramentas mais utilizadas entre os métodos de
estrutura eletronica na atualidade, devido a sua eficiéncia em variadas
aplicacbes e a seu menor custo computacional em relacdo a métodos
baseados na teoria de orbitais moleculares (ZHAO et al., 2008).

Neste contexto, o desenvolvimento da quimica teorica nos ultimos
anos, aliado as melhorias e a viabilidade econdomica dos recursos
computacionais, tem permitido grande avanco na utilizacdo dos métodos
tedricos, envolvendo, inclusive, diversas pesquisas de carater
multidisciplinar.

O sucesso dos métodos de simulacdo computacional € justificado
pelo grande potencial das metodologias tedricas como instrumento para a
realizacdo de célculos de uma infinidade de propriedades dos sistemas
guimicos. O calculo de parametros como energia de orbitais, momento

dipolar de moléculas, carga eletrbnica, freqiéncia vibracional, espectro no
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infravermelho e raman, potencial eletrostatico e densidade eletrénica sao
viabilizados pela utilizacdo das técnicas de quimica computacional. Deste
modo, esta quantidade de informacdes pode ser utilizada para relacionar a
teoria quéantica com conhecimentos de diversas areas da Quimica,
permitindo uma ampla interpretacdo de fenbmenos no meio cientifico.

Varios aspectos da quimica organica podem ser elucidados e
demonstrados pela utilizacdo de métodos de mecéanica quantica. Apesar dos
resultados tedricos apresentarem diferencas quantitativas, dependendo das
especificidades de cada método, eles apontam para os mesmos modelos de
compreensdo dos conhecimentos de Quimica. Como exemplo, o Grafico 1
mostra uma representacdo para a energia potencial para dissociacdo da
molécula de H,. Fica evidente que, embora ocorram algumas divergéncias
guantitativas entre os métodos, o resultado qualitativo € o mesmo (LEAL et
al., 2010).

0,60 -
- ))}>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>555§§5§>>>>»>>>>
0,20 - G
— ¢« &
8 000 +%®
g ’ ] - - AN 1
= E
g —#—HF (3-21G)
o o —i—B3LYP (3-21G)
-0,60 +
2 ] Ty =8—PBE1PBE (3-21G)
& 080 7 g
-1,00 -
-1,20 -
-1,40 -
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00

Distancia internuclear (Angstron)

Gréfico 1. Gréfico da energia (Hartrees) da molécula de H, em funcgéo
da distancia internuclear (&), onde Ry.4 € o valor para o comprimento

da ligacao.

Outra importante vertente da Quimica Computacional € a area de
investigacdo de mecanismos de acdo de substancias bioativas. Diversas
variaveis, como parametros eletrénicos, espaciais, hidrofébicos e topoldgicos

podem ser calculados e também utilizados em estudos de correlacdo
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estrutura-atividade (SAR, QSAR e QSPR) e em estudos de Docking
Molecular (ARROIO et al., 2005).

A atividade biologica de uma substéncia esta intimamente relacionada
as suas propriedades fisicas e quimicas, uma vez que a atividade ocorre
pela interagcdo das moléculas bioativas com os sistemas biolégicos dos
organismos. Como uma alteragcdo na estrutura molecular de um composto
acarreta determinada modificagdo em suas propriedades fisicas e quimicas,
a busca por novas substancias bioativas consiste na realizagcdo de
modificagbes estruturais nas moléculas de maneira a potencializar
determinadas propriedades fisicas e quimicas, com o intuito de maximizar a
poténcia de um composto na sua atuacdo em algum processo bioldgico.

A metodologia do estudo das relagcbes quantitativas estrutura-
atividade (QSAR) constitui-se em uma importante ferramenta nesta busca
por novos compostos bioativos. O estudo emprega informacdes relativas a
estrutura molecular contidas em diversos descritores moleculares, que séo
determinados e correlacionados com a eficiéncia biologica dos compostos.
Assim, € possivel obter relagbes matematicas que fornecem indicacdes
importantes para potencializar a acdo dos compostos quimicos nos sistemas
biologicos (TAVARES, 2004).

1.4 - Aspectos tedricos em Quimica Computacional

A Quimica Computacional engloba um conjunto de técnicas para a
investigacdo de problemas quimicos com o auxilio do computador. O
principio fundamental € que a Quimica pode ser entendida como a
manifestacdo do comportamento de atomos e moléculas e que estas sao
entidades reais e ndo apenas modelos intelectuais. Para a simulacdo do
comportamento de entidades fisicas reais, quanto mais aperfeicoado for o
modelo, maior serd a precisdo na interpretacdo do comportamento dos
atomos e moléculas no mundo real (LEWARS, 2003).

Para realizar uma simulacdo computacional, os softwares utilizados
sdo implementados com base em teorias cientificas desenvolvidas ao longo
de muitos anos, permitindo a simulacdo de fendmenos que ocorrem em nivel

molecular. O emprego destas teorias cientificas leva a um grande volume de
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calculos, que sdo mais facilmente efetuados com a utilizacdo de
computadores (CRAMER, 2002).

Dentre os diferentes programas existentes, estdo disponiveis aqueles
gue utilizam metodologias fundamentadas na mecanica classica. Estas
metodologias empregam parametros empiricos e realizam céalculos
matematicos de menor complexidade em relacdo aos outros métodos
existentes, de maneira que exigem menor poder de processamento das
maquinas. Esta metodologia € conhecida como Mecéanica Molecular, que
considera as moléculas simplesmente como um conjunto de &atomos
conectados, sendo desprezados os efeitos eletronicos nos sistemas
qguimicos (LEWARS, 2003). Porém, devido a simplicidade destes modelos,
séo verificadas grandes limitagbes em suas aplicagdes (LEAL et al., 2010).

Existem também os métodos fundamentados na mecanica quantica,
gque sdo empregados para a resolucdo da equacdo de Shcrodinger
(H¥ = EY). Nestes métodos, conhecidos como métodos de estrutura
eletronica, diferentemente da Mecéanica Molecular, o efeito eletrbnico é
considerado como um dos principais fatores para os calculos (LEAL et al.,
2010).

Para os modelos de estrutura eletrbnica, existem dois principais tipos
de aproximacao utilizados: os métodos semi-empiricos e os métodos ab
initio. Embora ambos tenham como base a utilizacdo de aproximacdes para
a resolucdo das equacbes da mecanica quantica, existem importantes
diferencas entre eles. Os métodos semi-empiricos possuem alguns valores
parametrizados, com hamiltoniano simplificado e com menor custo
computacional. Ja os métodos ab initio, partem do calculo de todos os
parametros, garantindo maior rigor e abolindo a utlizacdo de valores
empiricos. Porém, como consequéncia, estes Ultimos apresentam um custo
computacional bem maior (CRAMER, 2002; LEWARS, 2003).

Os métodos de mecanica molecular e de mecéanica quantica
constituem, portanto, as duas principais vertentes das teorias de calculos de

guimica computacional.
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1.4.1 - Mecanica Molecular

O modelo de mecéanica molecular considera uma molécula como um
conjunto de esferas (correspondendo aos atomos) unidas por molas
(correspondendo as ligacdes quimicas). As principais influéncias no valor
das energias potenciais das moléculas, portanto, sdo atribuidas a resisténcia
destas molas (das ligacdes quimicas) ao estiramento, a compressdo, a
flexdo e a torcdo, sendo empregadas equacdes para calculos de energia e
para a determinacao de parametros moleculares, tais como comprimento de
ligagdo, angulo de ligacdo e angulo diedro. Além destas influéncias, sédo
guantificadas as atracdes e repulsdes entre 0s préprios atomos em uma
molécula (LEWARS, 2003).

O emprego da parametrizacdo de certas propriedades para a
simplificagdo de calculos teoricos é viavel devido a permanéncia de
propriedades associadas a certos conjuntos de atomos, mesmo em sistemas
diferentes. Isto pode ser observado quando o elemento quimico e a
hibridacdo sdo os mesmos em ambas as situacbes. Uma vez que valores
empiricos de diversas propriedades podem ser encontrados facilmente na
literatura quimica, os mesmos sdo empregados no desenvolvimento dos
modelos de Mecéanica Molecular, conhecidos como Campos de Forca. Com
esta metodologia pode-se determinar valores de energia considerando-se
desvios na estrutura molecular a partir de valores padrdes (SANT ANNA,
2009).

Na pratica, uma rotina muito comum € a construcao de superficies de
energia potencial pertinentes a uma molécula em suas diferentes
conformacdes. Para a construcdo desses diagramas, € realizada uma
rotacdo em torno das ligacbes simples, variando-se angulos diedros
geralmente em intervalos de 30°, cobrindo uma rotacdo completa em torno
de cada ligacdo. Quanto menores forem as repulsfes inter-atbmicas e as
tensdes angulares resultantes das rotacdes, menor serd a energia potencial
atribuida a uma determinada conformacdo de uma molécula.

Para a quantificacdo das energias moleculares, sdo empregadas

equacdes matematicas como a apresentada abaixo, tendo-se como
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variaveis os parametros que influem no valor da energia potencial inerente a

uma molécula.

E = Z Eestiramento + Z Edeforma«;éo + Z Etorgéo + Z Eintera(;éo

ligagdes angulos diedros atomos ndo ligados

No primeiro termo, relativo ao estiramento das ligacdes, é
contabilizada a energia referente as alteragdes no comprimento das ligaces
guimicas em relacdo ao seu estado de equilibrio, sendo este considerado
como um ponto zero de energia potencial. O segundo termo esta
relacionado com a variacdo de energia causada pelas modificagcbes nas
tensdes angulares geradas a partir da deformacdo dos angulos formados
entre as ligacdes de atomos adjacentes. A energia € aproximadamente uma
funcdo quadratica da alteracao dessas propriedades.

O terceiro termo é referente a energia torcional dos angulos diedros,
formados pelas ligagcbes sequenciais entre quatro atomos distintos. Neste
caso, a energia varia em funcdo da resisténcia a rotacdo da ligacdo quimica
em relacdo ao seu estado de equilibrio, e o diagrama de energia € uma
curva periodica, oscilando em func¢éo do angulo diedro.

Por fim, o Gltimo termo se refere a energia da interagdo entre atomos
gue ndo se encontram diretamente ligados, mas sim separados por, pelo
menos, dois outros atomos, sendo chamados de atomos néo ligados. Nesta
interacdo, os dois atomos em gquestdo atraem-se mutuamente até um ponto
de energia potencial minima. A partir deste ponto, ao ocorrer mais
aproximacado entre estes nucleos atémicos, ocorrera uma repulsédo entre 0s
mesmos, com elevacédo brusca na energia potencial.

A partir do estabelecimento destes termos na equacdo matematica,
pode ser realizada uma parametrizacdo de valores, usando-se dados
determinados experimentalmente ou por meio de calculos ab initio.
Parametros como as constantes de forca e de tensfes angulares de ligacdes
guimicas sédo padronizados e, assim, contribuem para a reducdo do custo
computacional dos métodos de Mecanica Molecular.

Com todas estas peculiaridades, os métodos de mecanica molecular

possuem um vasto numero de aplicacbes em rotinas de investigagdo
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guimica, sendo viavel sua aplicacdo inclusive para moléculas com grande
namero de atomos. Atualmente, uma importante aplicacdo da técnica esta
na pré-otimizagdo de geometrias moleculares para a realizacdo de céalculos
ab initio, que pode fornecer também valores de energias e propriedades
guimicas do composto otimizado. Sem duvidas, € notavel a importancia
destes métodos no acompanhamento de procedimentos de sinteses
orgéanicas, que fornecem importantes caracteristicas sobre as substancias e
suas reatividades.

Além destas aplicacdes, esses métodos sdo utilizados para gerar
funcBes de energia potencial para calculos de dinAmica molecular e, com
menor frequéncia, para célculos de geometria e energia de estados de
transicdo (LEWARS, 2003).

1.4.2 - Mecanica quantica

A ocorréncia de muitas descobertas cientificas contribuiu,
significativamente, para o desenvolvimento da teoria quantica. As pesquisas
de Max Planck datadas de 1900, que levaram a Lei de Planck, para as
radiacGes do corpo negro, culminaram no estabelecimento dos principios de
guantizacao da energia e foram o ponto de partida para uma série de outras
constatacdes no campo da mecéanica quantica.

Em seguida, Albert Einstein, empregando o0s principios de
guantizacdo da energia propostos por Planck, propés a quantizacdo da
radiacdo eletromagnética, explicando o efeito fotoelétrico. Estas descobertas
causaram grande especulacdo no meio cientifico e trouxeram inovacdes
tecnoldgicas para a sociedade contemporanea.

A partir do aprimoramento destes conhecimentos foi possivel a
concepcao, mais tarde, da existéncia do dualismo particula-onda pertinente
ao comportamento de particulas como o elétron. A luz ou até mesmo
particulas materiais como os elétrons, que, embora se propaguem como
ondas, possuem comportamento de particulas quando sdo emitidas ou
absorvidas. Essa constitui provavelmente a constatacdo mais fundamental
da teoria quantica (LEWARS, 2003; ALCACER, 2007).
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Com a evolucédo do conhecimento dos aspectos quanticos da matéria,
surgiram pesquisas inovadoras relativas as propriedades atbémicas. O
modelo atémico proposto por Niels Bohr, por exemplo, emprega principios
da quantizacéo de energia proposta por Planck, sugerindo uma explicacdo
para a descontinuidade no espectro do atomo de hidrogénio.

Embora tenha obtido sucesso na explicacéo de alguns fendbmenos em
nivel atdmico, o modelo de Bohr é considerado atualmente um modelo semi-
cldssico, por acrescentar ao tratamento convencional do atomo,
fundamentado na mecanica classica, a condicdo de quantizacdo do
momento angular orbital atdmico, o que ndo representa uma descricao
guantum-mecéanica completa. Porém, o modelo de Bohr é considerado ainda
uma grande evolucdo da teoria atdmica para a sua época, 0 que vem
assegurar a sua importancia historica (EISBERG, 1979).

As inovag0des cientificas subsequentes sao provenientes da teoria de
Louis De Broglie, que forneceram argumentos concretos para uma
explicacéo dos estados discretos de energia, propostos por Bohr.

Os conhecimentos desenvolvidos até a teoria de De Broglie
constituem a base da chamada “Antiga Teoria dos Quanta ou Mecéanica
Quantica Antiga”, que explicava muitos fendmenos até entéo
incompreendidos, mas falhava na explicacdo de fenémenos mais
abrangentes, no que se refere a aspectos eletronicos dos atomos. Apés
estes trabalhos pioneiros, novas pesquisas relacionadas a teoria quantica
surgiram, como a mecanica ondulatoria de Schrodinger, originando, assim, o
gue ficou conhecido como Mecéanica Quantica Moderna (EISBERG, 1979;
HUSSEIN et al. 2001).

Schrédinger mostrou que, para descrever corretamente a energia de
um sistema, seria necessaria uma equacao que incorporasse informacdes
referentes ao comportamento ondulatério de todas as particulas do sistema.
Para tanto, foi formulada uma equacéo capaz de determinar a energia total

de um sistema, a qual é apresentada abaixo.

HY = E¥Y
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Ao serem aplicados os operadores energia cinética e energia
potencial (que formam o operador Hamiltoniano, H) nesta equacdo, obtém-
se como resultado a prépria funcdo de onda multiplicada pela energia total
do sistema. Porém, devido a complexidade da resolucdo desta equacéo, foi
necessario o desenvolvimento de uma série de aproximagbes para
possibilitar a aplicacdo da mesma a sistemas de interesse (SANT ANA,
2009).

A forma tipica do operador Hamiltoniano para a aplicacao em calculos
computacionais leva em conta cinco contribuicées para a energia total de um
sistema: a energia cinética dos elétrons e dos nucleos, a atracdo dos
elétrons aos nucleos e as repulsfes intereletrénica e internuclear. Essas
variaveis estdo conjuntamente relacionadas na equagéo abaixo (CRAMER,
2002).

" Z—VZ ZZ Y ZBZ"ZI
2m 2my, Tik Tl

i<j

na equacao h é a constante de Planck dividida por 21, e € a carga do
elétron, me é a massa do elétron, my € a massa do nucleo k, V2 é o
operador Laplaciano, Z € 0 niumero atémico e rqp € a distancia entre as
particulas a e b.

Uma das aproximacOes mais fundamentais da mecéanica quantica é a
de Born-Oppenheimer, que consiste no desacoplamento entre 0 movimento
dos elétrons e do nucleo. Por ser a massa do nucleo muito maior que a
massa dos elétrons, sua velocidade € proporcionalmente menor, o que
permite considerar que os elétrons movem-se em um campo fixo formado
pelos nucleos. Assim, o termo correspondente a energia cinética dos
nacleos pode ser desprezado e a energia potencial de repulsdo nucleo-
ndcleo considerada como constante (SANT ANA, 2009).

Por mais que essa simplificacdo seja considerada, a solucdo exata da
equacao de Schodinger sé é possivel para sistemas monoeletronicos, sendo

necessario recorrer a outras aproximacoes, como o método de Hartree-Fock,
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o método de Hartree-Fock-Roothaan e o método DFT (Density Functional

Theory — Teoria do Funcional de Densidade).

1.4.3 - Aproximacao de Hartree-Fock

Dentre os diversos métodos utilizados atualmente para calculo de
estrutura molecular, o mais popular € o método de Hartree-Fock (HF). Além
de fornecer uma solucdo aproximada da equacdo de onda para sistemas
multieletrébnicos, o método é considerado um ponto de partida para
diferentes metodologias de calculos quéanticos. Fornece as bases conceituais
para a implementacdo de métodos semi-empiricos, nos quais sao
adicionadas aproximacdes, incluidas com o propdsito de reduzir o custo
computacional e de outros métodos de estrutura eletronica onde a solucao
HF sdo acrescentadas correcfes que permitem maior aproximacdo da
solucéo exata (SZABO, 1996; MORGON, 2007).

No modelo de Hartree-Fock cada elétron é considerado imerso em um
campo médio dos outros elétrons, ndo assumindo que eles evitem uns aos
outros. Assim, em 1927, Hartree prop6s que a funcdo de onda eletrbnica
poderia ser escrita como um produto de funcdes de onda monoeletronicas e
ortogonais, de tal modo que cada elétron interage com o potencial médio
formado pelos nucleos fixos e por todos os outros elétrons do sistema, como

descrito na equacéo a seguir:

wr(r) = [1; ¢; (1)

onde yg(r) € uma funcdo de onda eletronica total do sistema e as ¢; (1;)’s
representam as funcdes de onda monoeletronicas e independentes, as quais
sao funcBes das coordenadas espaciais e de spin de cada um dos n elétrons
(CRAMER, 2002; LEWARS, 2003).

Acrescentando a estes conceitos o principio da indistinguibilidade,
gue postula que a funcdo de onda para um sistema multieletrénico seja
antissimétrica perante a troca das coordenadas de dois elétrons, € definida a
equacao abaixo, que expande a funcdo de onda eletrdnica num conjunto

completo de func¢des determinantais, conhecidas como determinantes de
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Slater, a qual garante a antissimetria, que € uma caracteristica dos

determinantes.
1
¢0 = \/ﬁ det |X1(X1) XZ(XZ)--- y 4 n(Xn)l

Nesta expresséo, os s sado funcdes das coordenadas espaciais e de

spin de um Unico elétron, chamadas spin-orbitais. Admitindo que os %'s séo

ortonormais, o fator 1/+/n! € uma constante de normalizagéo para ®,.

A simplificacdo resultante da aproximac¢ao por um determinante Unico
€ a substituicdo do problema de se encontrar uma funcdo de onda, que
depende das coordenadas de N elétrons, pelo problema de se encontrar N
funcdes de onda de um elétron (os spins-orbitais moleculares) (MORGON,
2007).

O, = % det (A")

Assim, a funcao total para um sistema molecular pode ser escrita
como um produto de funcbes de onda monoeletronicas, 0s quais séo
escritos como uma combinacéo linear de orbitais atdmicos (CLOA).

Porém, considerando a correlacdo entre os movimentos eletrénicos
existente nos sistemas reais, que minimiza a repulsao intereletrénica, novas
equacdes foram desenvolvidas nos meétodos pos-Hartree-Fock, como os
baseados na teoria da perturbacdo de Mgller-Plesset (MPn) (SANT ANA,
2009).

1.4.4 - Teoria do Funcional de Densidade (DFT)

A Teoria do Funcional de Densidade emprega a densidade eletrbnica
- p(r) como parametro fundamental, sendo esta utilizada na descricao da
distribuicdo de carga em uma molécula (MORGON, 1995). Nessa teoria, a
energia total de um sistema, incluindo todas as interacbes (troca e

correlacdo), € um funcional Unico desta propriedade, e 0 minimo desse

funcional é a energia do estado fundamental (ALCACER, 2007).
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A densidade eletronica é considerada como um parametro de
caracteristicas mais concretas que, sendo adotada como variavel mecéanico-
guantica, permite a obtencdo de conceitos que exigem menor nivel de
abstracédo, ao contrario do que ocorre nos modelos que empregam a funcéo
de onda multieletrénica total, presentes em métodos de estrutura eletrénica
para a resolucdo da equacédo de Schrodinger (MORGON, 1995).

O interesse pelos métodos DFT reside nos seus aspectos praticos.
Em principio, a funcdo de onda para um sistema com N elétrons, que é uma
funcdo de 4N coordenadas (3N coordenadas espaciais e N coordenadas de
spin) pode ser substituida pela densidade eletronica, que € funcdo apenas
das trés coordenadas espaciais (LEWARS, 2003; ALCACER, 2007). Porém,
embora ocorra, de fato, uma simplificacdo dos calculos a partir destes
aperfeicoamentos, nas derivacdes do funcional de densidade ndo ocorre
nenhum ajustamento de parametros ou utilizacdo de dados empiricos, sendo
considerada uma teoria de natureza ab initio. Com estas caracteristicas, o
método permite a realizacdo de célculos com um custo computacional bem
menor em relacéo a outros métodos (MORGON, 1995).

Quanto a aspectos matematicos, por ser a energia de uma molécula
um funcional da densidade eletronica, e sendo esta, por sua vez,

dependente das coordenadas espaciais X, y e z, pode-se escrever:

Densidade eletronica = p(x,y,z)

Energia = F[p(x, Y, z)]

onde o objetivo torna-se a determinacdo do valor de F, sendo necessarias
algumas aproximacdes para obtencdo deste termo. E a partir das varias
formas diferentes de aproximacdo do funcional que surgem os diversos
meétodos de DFT.

Em 1960, Hohenberg e Khon usaram o Teorema de Thomas-Fermi
para desenvolver uma versao mais detalhada da Teoria do Funcional de
Densidade. A partir destes principios, algumas adaptacdes foram realizadas
por Khon e Sham, que descreveram a matematica da densidade de elétrons
e suas correlacdoes posteriores com a energia, a qual pode ser apresentada

na sua versao mais simples da seguinte forma:
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Earn[p] = T[p] + Enelp] + J[p] + Exc[pP]

onde Eg4 € a energia do sistema, T € a energia cinética dos elétrons, E.. é a
energia de atracdo entre nucleo e elétron, J € a energia de repulsao elétron-
elétron e Ex. € a energia de troca-correlacdo elétron-elétron (GOTWALS,
2007; RAMACHANDRAN, 2008).

Assim, empregando-se conceitos matematicos mais avancados, a
energia do estado fundamental de um sistema multieletr6nico sob um dado

potencial externo V(r) pode ser escrita como:

Edp(r)] = [ v(r) p(r)dr + F[p]

onde F é denominado de funcional universal de p, que independe do
funcional externo v(p). Fazendo-se a substituicdo do funcional F[p] pela
soma dos funcionais de energia cinética T[p] e de repulséo eletrénica Vee[p]

a energia eletronica total torna-se:

Eup(n] = [ v(r) p(r)dr + T[p] + Vee[p]

Existem varios modelos para representar os diferentes componentes

da equacao acima, resultando nos diferentes funcionais.

1.4.5 - Funcionais de densidade

A partir do desenvolvimento da Teoria do Funcional de Onda (WFT) e
da Teoria do Funcional de Densidade (DFT), emergiu uma nova linha de
pesquisa de grande relevancia, que consiste na implementacdo de novos
funcionais para a realizacdo de calculos tedricos de sistemas quimicos.
Esses novos funcionais possibilitam o emprego dessas teorias em calculos
de propriedades de diversos sistemas (ZHAO et al., 2004).

Em resultados de publicacdes recentes foi constatado que, dentre os
funcionais testados para célculos de potenciais de reducdo, os métodos

mPWB1K e B3LYP foram os que apresentaram melhores resultados (ZHAO
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et al., 2004). Portanto, estes métodos foram adotados no presente trabalho,
com o intuito de determinar os potenciais de reducdo dos andlogos aos
rubrolideos em estudo.

O funcional hibrido (HF/DFT) B3LYP é um dos funcionais mais
populares atualmente (ZHAO et al., 2008; ZHANG et al., 2010). Embora o
mesmo possa apresentar limitacdes em alguns célculos especificos, este
funcional é bastante versatil, apresentando resultados satisfatérios para
muitos sistemas de interesse (ZHANG et al., 2010).

A denominagdo B3LYP é proveniente das letras iniciais dos nomes
dos cientistas que contribuiram com algum parametro da implementacdo do
método, referenciando os cientistas Becke, Lee, Yang e Parr. Este funcional
leva em consideracdo nos calculos uma combinacdo ponderada entre a
teoria de Hartre Fock e a teoria de troca e correlacdo de DFT. A equacgéao
matematica que representa essa combinacdo ponderada dos termos no
funcional B3LYP, que é empregada nos calculos de energia, esta
apresentada abaixo, onde os termos Ex correspondem aos operadores de
troca e os termos E. referem-se aos operadores de correlagdo inter-
eletrénica (HERTWIG et al., 1997):

EgsLyp = 0,2Exr + 0,8E,°% + E, B8 + 0,81E."F + 0,19E.YWN

O método MPWB1K é baseado nas modificacbes do funcional de
troca por Perdew e Wang (mPW) e no funcional de correlacdo de Becke.
Como apresentado na literatura, este funcional apresenta bons resultados
para calculos de propriedades termoquimicas, o que € muito importante
neste trabalho, uma vez que o calculo destas propriedades é essencial para
a determinacédo dos potenciais de reducéo (ZHAO et al., 2004).

Para este método, a equacdo matematica que representa a

combinacgédo Fock-Kohn-Sham esta descrita abaixo:

E = E" + (44/100) E'™F + [1 - 44/100] (ESF + E®CF) + EC”

onde: E" é o operador de Hartree

EH™E é o0 operador de troca de Hartree-Fock
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44/100 é o percentual de troca de Hartre-Fock
EF Densidade local funcional para troca de Dirac-Slater
E®CE é a correcao do gradiente para funcional de troca

EC°" é a correlacao funcional total

1.4.6 — Estudo da relag&o quantitativa estrutura-atividade (QSAR)

O emprego das técnicas de QSAR permite uma andlise da correlagéo
entre as atividades biol6égicas de uma molécula e a sua estrutura quimica,
objetivando-se estabelecer relacdes matematicas simples para descrever e,
consequentemente, prever uma dada propriedade para um conjunto de
compostos, geralmente pertencentes a uma mesma familia quimica. Desse
modo, o estudo compreende também a definicdo de descritores moleculares
capazes de caracterizar satisfatoriamente conjuntos moleculares diferentes e
o tratamento estatistico que pode ser aplicado a esses descritores a fim de
melhorar sua capacidade preditiva.

O estudo QSAR possibilita a determinacédo de propriedades quimicas
intimamente relacionadas com a distribuicdo das substancias nos sistemas
biologicos e com o mecanismo de acdo dos mesmos, 0 que conduz a
importantes informacbes para a elucidacdo desses fendmenos. Esta
metodologia reduz os custos das pesquisas e direciona a sintese, permitindo
a obtencdo de novos compostos com propriedades quimicas bem definidas
e com maior poténcia biologica. Por estes motivos, esse € um ramo da
guimica de grande interesse na atualidade, que possibilita o planejamento
de substancias bioativas com o auxilio de ferramentas computacionais
(MARTINS, 2010).

Embora apenas nos dias atuais o emprego de técnicas de Quimica
Tedrica tenha alcancado grande éxito, os fundamentos dessas técnicas,
incluindo os de QSAR, foram desenvolvidos ha muitas décadas. O que veio
potencializar estes estudos, portanto, foi 0 advento de computadores, com
capacidades de processamento cada vez maiores (BELL et al., 2007).

Ao final do século XIX, por exemplo, foram realizadas pesquisas que
buscavam relacionar as estruturas quimicas com propriedades biolégicas. A

partir disso, estudos como os de Meyer e Overton estabeleceram relagbes
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lineares entre a acdo narcotica de alguns compostos organicos e uma
distribuicdo de coeficientes de particdo em adgua e em lipideos, descrevendo
um parametro que pode ser considerado como um precursor do atual log P,
o coeficiente de particdo octanol-agua.

A partir destes estudos, surgiram muitas pesquisas relacionadas ao
tema, com andlises do comportamento de diversas propriedades
(solubilidade em &gua, particao, capilaridade e pressao de vapor) em relacao
a atividade toxica de diferentes séries homdlogas de compostos.

Por mais que estes procedimentos sejam considerados como as
raizes do atual QSAR, foi apenas no final da década de 30 que Hammett
propés o primeiro procedimento metodologico relacionado a analise de
estrutura-atividade. Foi verificado que havia uma correlacdo entre as
constantes de equilibrio de ionizacdo dos acidos benzdicos meta e para
substituidos, o que levou a definicdo da chamada constante de Hammett.
Este foi identificado como um importante descritor, capaz de caracterizar a
atividade de muitos conjuntos de moléculas, e sua abordagem influenciou na
proposicdo de novos descritores (MARTINS, 2010).

Grande impulso nas pesquisas voltadas para o desenvolvimento de
compostos bioativos ocorreu em 1964, quando Hansch e Fujita propuseram
um meétodo voltado para o estudo de relacbes quantitativas entre estrutura
guimica e atividade biologica (MASUNARI et al., 2006).

Com o desenvolvimento de pesquisas sobre a atuacdo das
substancias quimicas nos sistemas biologicos, foi constatado que as
principais classes de propriedades fisicas e quimicas relevantes para o
estudo destes sistemas sdo relacionadas a distribuicdo eletrdnica,
hidrofobicidade e estereoquimica. Para a analise deste conjunto de
propriedades sdo calculados diversos parametros como: polaridade,
potencial de ionizagdo e constante de Hammett de substituintes “c” nos
estudos da distribuicdo eletrénica; coeficiente de particdo (P) e constante de
hidrofobicidade do substituinte (11) para estudos relativos a hidrofobicidade e
Fator de Taft (Es), Refratividade Molar (MR) e parametros estéricos de
Verloop, para estudos voltados a estereoquimica. O principal foco da
pesquisa nesta area é voltado para a andlise da influéncia destes fatores na
poténcia biolégica dos compostos (TAVARES, 2004).
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A analise de Hansch-Fujita aplica-se em estudos de séries de
compostos pertencentes, geralmente, a uma mesma familia de compostos
guimicos, sendo que tais estruturas diferem-se entre si por variacdes em
seus grupos substituintes. Neste modelo h& a correlacdo entre valores de
atividade biolégica de séries de compostos com suas respectivas
propriedades fisico-quimicas, na tentativa de identificar e caracterizar a
influéncia de cada fator fisico-quimico envolvido no desencadeamento da
atividade bioldgica. A correlacao pode se dar por regressao linear, regressao
linear maltipla ou regressao néo-linear.

Quanto ao estabelecimento dos modelos, € importante ressaltar que a
proposicdo e a validacdo das equacBes matematicas que correlacionam
estrutura quimica e atividade biol6gica sao regidas por métodos estatisticos
rigorosos, de maneira a garantir a consisténcia matematica dos dados. Para
tanto, parametros matematicos tais como coeficiente de correlacédo (r),
desvio-padrdo (s), variancia (s?), teste F de Fisher (F) e coeficiente de
validacdo cruzada (Q) s&do determinados precisamente para garantir a
fidelidade do modelo (GAUDIO et al., 2001).

Embora diversos estudos complementares ao modelo classico de
QSAR de Hansch-Fujita tenham sido desenvolvidos, este € ainda muito
utilizado, sendo util na realizacdo de estudos QSAR multidimensionais
(QSAR-3D e QSAR-4D). Assim, pode-se afirmar que estudos realizados em
QSAR classico constituem uma base para a aplicagdo complementar de
técnicas em outros niveis de complexidade. Como principais vantagens da
metodologia proposta por Hansch-Fujita tem-se a predicdo da atividade
biologica de compostos analogos desconhecidos ainda e a potencializacédo
de propriedades de interesse (MASUNARI et al., 2006).

A partir do conjunto de conhecimentos e da diversidade de técnicas
disponiveis atualmente, o desenvolvimento de novas substancias bioativas
pode ser orientada como no planejamento sintético mostrado no Esquema 5
(AMARAL et al., 2002).
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Esquema 3. Planejamento de compostos biologicamente ativos
(AMARAL et al., 2002).
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e O modelo linear

Um modelo matematico pode ser empregado para representar a
tendéncia observada na resposta de um sistema biolégico. Ao construir
modelos que correlacionam uma Unica propriedade fisico-quimica com a
atividade biologica, Hansch encontrou uma equacdo equivalente a um
modelo linear simples. Nestas correlacées foram empregadas propriedades
como o Log P, o coeficiente de particdo octanol-agua, e a poténcia biolégica
representada pelo termo Log 1/C, em que C € a concentracdo molar em que
0 composto desempenha determinado efeito bioldgico.

Logl/C =alLogP + b

(modelo de Hansch para correlacéo linear simples)

y=Bwx1+e

(modelo de regressao linear simples)

Ao avancarem em seus trabalhos, Hansch e Fujita correlacionaram o
valor da atividade biologica de compostos organicos a um numero maior de
parametros fisico-quimicos moleculares, considerando-se haver uma
contribuicao relativa linear e aditiva de cada parametro, o que caracteriza um

modelo linear maltiplo, como disposto nas equacdes abaixo:

AB=am+bo+cEs+d

(modelo linear de Hansch para correlagdo com multiplas propriedades)

y=Bo+Bwxa+..+Bx, comi=1,..n

(modelo de regressao linear multipla)

onde AB ¢é a atividade bioldgica em questdo, os parametros o, M e Es sdo
constantes de substituintes referentes aos efeitos eletrénico, hidrofébico e
espacial, respectivamente. Os termos a, b, ¢ e d sdo constantes

determinadas pela analise de regresséo para o conjunto de dados.
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Para a equacdo que ficou conhecida como Analise de Hansch, o
termo AB do modelo de regresséo linear multiplo foi substituido por Log 1/C.
O termo T € subsituido por Log P, o coeficiente de particdo octanol-agua,
obtendo-se o0 modelo apresentado abaixo (TAVARES, 2004):

Logl/C=alogP +bo +cEs+d

e O modelo parabdlico

Embora o modelo linear tenha sido eficiente para equacionar a
relacdo linear que ocorre entre pardmetros moleculares e uma determinada
resposta bioldgica, Hansch propés uma extensdo do modelo linear para o
modelo parabdlico. Essa proposta vem da constatacdo de que a correlagéao
entre as variaveis ndo assume a linearidade de maneira indefinida,
apresentando certos limites.

Tomando como exemplo parametros hidrofébicos, pode-se constatar
gue o modelo parabdlico representa mais adequadamente o crescimento da
atividade biolégica que é favorecida pelo aumento na hidrofobicidade.
Embora o aumento na hidrofobicidade seja favoravel, este atingird um ponto
maximo e, a partir de entdo, o aumento nesta propriedade fisico-quimica
provocaria um decréscimo na resposta biolégica, o que comprova o perfil

parabolico do modelo descrito abaixo.

Log l/C=a(LogP)>+blogP+co+dEs+e

onde os termos Log 1/C e Log P representam a poténcia bioldgica e o
coeficiente de particdo octanol-agua. Os termos a, b, ¢, d e e sdo constantes
determinadas pela analise de regressao linear e os parametros o e Es séo

as constantes de substituintes referentes aos efeitos eletrénico e estérico.

e O modelo bilinear

Além dos modelos linear e parabdlico, implementados para estudos

com diferentes tendéncias e variaveis, foi definido também outro modelo que
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apresenta ajustamento ainda maior as determinacdes experimentais de
certos processos biologicos. Kubinyi, em suas pesquisas na década de 70,
observou que, como no modelo parabdlico, as propriedades realmente
possuem um limite maximo, a partir do qual o aumento nessa propriedade
induz a uma diminuicdo da poténcia bioldgica. Porém, constatou que o
incremento nessa propriedade até alcancar este ponto 6timo corresponderia
a uma relagdo linear. A partir destas constatacdes, foi desenvolvido o
primeiro modelo bilinear, que tem apresentado melhor ajuste a conjuntos de

dados experimentais como apresenta a equacao abaixo.

Logl/C=alogP—-blLog(BP+1)

Este modelo apresenta portanto uma fungéo de formato caracteristico,
sendo uma porcéo linear ascendente, de coeficiente angular (a) e uma
porcéo linear descendente, de coeficiente angular (a-b), onde (b) € sempre
maior que (a).

e O software CODESSA e a construcdo dos modelos QSAR

A construcdo dos modelos QSAR envolve o calculo preciso de
descritores moleculares e a validagao estatistica dos modelos obtidos com o
emprego destes descritores, 0 que possibilita a selecdo de propriedades que
apresentam maior correlagdo com a atividade biologica de interesse e
assegura a validade das equacfes como modelos matematicos preditivos
(GAUDIO et al., 2001). O software CODESSA (COmparative DEscriptors for
Statistical and Structure Analisys) € uma eficiente ferramenta utilizada na
realizacdo destes procedimentos (KATRITZKY et al., 2004).

O emprego deste programa possibilita o calculo de um grande nimero
de descritores moleculares dos compostos de interesse, a partir das
informacbes da geometria molecular, da estrutura eletrbnica e das
propriedades termodinamicas previamente calculadas na etapa de
otimizacdo das diferentes geometrias moleculares (analise conformacional).
Os célculos destas propriedades sédo realizados empregando-se métodos

semi-empiricos, com o software MOPAC (XIA et al., 2008).
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Dentre as principais classes de descritores gerados com o programa
encontram-se 0s descritores constitucionais, topolégicos, quanticos,
geomeétricos, eletrostéaticos e termodinamicos (SEMICHEM, 2011).

Geradas essas informacdes, € construida uma matriz de dados pelo
programa, contendo as atividades biologicas e o valor determinado dos
descritores moleculares para cada composto analisado. A partir dessa matriz
de dados € que sdo construidos os modelos QSAR, onde a eficiéncia
biolégica dos compostos € correlacionada com os valores encontrados para
cada descritor molecular, de maneira a se obter diversos modelos
matematicos e possibilitar a definicdo do descritor molecular de maior
correlacdo com a atividade (KATRITZKY et al., 2004).

Todos o0s modelos QSAR apresentados neste trabalho foram
desenvolvidos com o emprego do software CODESSA. Nos capitulos a

seguir serdo comentados estes resultados.

1.5 - O emprego da voltametria ciclica no estudo de processos de oxi-

reducéo

A quimica eletroanalitica engloba um conjunto de técnicas analiticas
guantitativas baseadas nas propriedades elétricas de solucdes eletroliticas.
Estas técnicas constituem um grande avanco no campo da Quimica
Analitica, uma vez que fornecem limites de deteccdo excepcionalmente
baixos, gerando um grande namero de informacgdes sobre o sistema quimico
em estudo e apresentando um custo operacional relativamente baixo.

Dentre as técnicas eletroanaliticas existentes, destacam-se as de
voltametria, que constituem um grupo de métodos nos quais o0s resultados
sao obtidos através de medidas de corrente em funcdo do potencial aplicado
no sistema em questdo. Deste modo, as técnicas de voltametria séo
constantemente utilizadas pelos quimicos para estudos fundamentais de
processos de reducao e de oxidacdo em diversas situacoes.

No caso especifico da voltametria ciclica, a resposta da corrente de
um eletrodo estacionério é excitada por um potencial de onda que varia, de
forma linear, até que seja atingido um valor maximo e, neste ponto, a

varredura seja invertida e o potencial volte ao valor minimo, inicial. Os
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valores de potencial maximo e de potencial minimo sdo convencionalmente
chamados de potenciais de inversao (SKOOG, 2002).

As técnicas eletroquimicas s&o, portanto, importantes para o
desenvolvimento racional de substéancias que atuam em processos de
transferéncia de elétrons, constituindo um novo campo de pesquisa, embora
0s mecanismos de acdo que envolvam transferéncia de elétrons e espécies
reativas de oxigénio tenham sido reconhecidos até mesmo para substancias
h& muito conhecidas e de prolongada utilizagdo clinica (HILLARD et al.,
2008).

Muitos processos fisiol6gicos importantes sdo baseados em reacdes
de transferéncia de elétrons, envolvendo numerosas e sucessivas etapas de
catalise enzimética (DE ABREU et al., 2002; HILLARD et al., 2008). Como
exemplo, a respiracao celular, onde se tem a conversao da energia biologica
para a forma de ATP utl, ocorre pela cadeia mitocondrial da célula
respiratéria, envolvendo uma série de reagdes de oxi-reducdo (HILLARD et
al., 2008).

A partir dos potenciais de reducéo, obtidos pela aplicacdo da técnica
de voltametria ciclica, objetivou-se estabelecer uma correlagdo entre estes
valores e a poténcia biolégica dos mesmos. Além desta analise, também
foram realizados célculos tedricos (DFT) dos potenciais de reducdo dos
mesmos compostos. Este conjunto de dados permitiu que fosse investigada
a influéncia de cada grupo substituinte sobre a atividade biologica das

substancias estudadas.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivos gerais

Realizacdo de estudos tedricos de compostos fitotdéxicos analogos
aos rubrolideos empregando-se métodos semi-empiricos e DFT, com o
propésito de determinar propriedades eletrbnicas moleculares que estejam
correlacionadas com a atividade biologica. A partir de informacbes
provenientes dos célculos tedricos e dos ensaios bioldgicos, identificar a
correlacdo entre as estruturas moleculares e as respectivas poténcias
biolégicas. Além disso, determinar, por voltametria ciclica, os potenciais de
reducdo das substancias em estudo e a correlacdo entre estes potenciais e

a fitotoxicidade.

2.2 — Objetivos especificos

Efetuar a analise conformacional dos rubrolideos empregando o
método semi-empirico AM1 do software SPARTAN06. A partir dos dados
obtidos nesta etapa inicial, calcular, empregando-se o software CODESSA,
0os descritores moleculares, que s&o utilizados para a construgcdo dos
modelos QSAR, permitindo a identificacdo dos descritores que apresentam
maior correlacdo com a atividade biologica. Explorar a equacdo matematica
gue melhor descreva quantitativamente e qualitativamente a poténcia
biologica. Efetuar a otimizacdo de geometria das conformacfes de menor
energia das moléculas utilizando o software GAUSSIAN 03W, empregando a
metodologia DFT nos niveis B3LYP/6-31g(d,p) e mPWB1K/6-31+g(d,p).
Determinar os potenciais de redu¢éo das substancias em estudo a partir das
propriedades  fisico-quimicas obtidas nos célculos. Determinar,
experimentalmente, os potenciais de reducdo, utilizando a técnica de

voltametria ciclica.
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3 - MATERIAIS E METODOS

Todos os estudos do presente trabalho foram voltados para a analise
do conjunto de substancias analogas aos rubrolideos, mostradas na Figura
8.

RB13
Figura 8. Estrutura dos rubrolideos RB1 a RB13.
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Estes compostos foram empregados nos testes biolégicos realizados
na Universidade de Ferrara, Italia, tendo sido avaliada a eficiéncia dos
mesmos na inibi¢éo, in vitro, da reacdo de Hill, o que indica a capacidade de
cada composto de inibir o transporte de elétrons no fotossistema Il da
fotossintese. Esses experimentos foram realizados com cloroplastos ativos
isolados de pepino, e ferricianeto de potassio foi utilizado como aceptor ndo
biolégico de elétrons. Os dados obtidos nesses ensaios biologicos foram
empregados no presente trabalho para a construcdo dos modelos QSAR

conforme Tabela 2.

Tabela 1. Valores de ICso e de log 1/ICsy determinados nos ensaios

biolégicos

Composto ICs0 (uM) Log 1/ICso

RB1 - -
RB2 - -

RB3 1,1 +/- 0,2 5,96
RB4 39,5 +/- 8,6 4,40
RB5 20,5 +/- 5,2 4,69
RB6 12,6 +- 0,9 4,90
RB7 1,3 +/-0,3 5,89
RBS 8,1 +/- 2,1 5,09
RBO 3,5 +/- 0,4 5,46
RB10 > 1000 -

RB11 12,6 +/- 1,2 4,90
RB12 9,2 +- 4,7 5,04
RB13 5,9 +/- 0,9 5,54

3.1 - Calculos computacionais

Os calculos foram realizados no Laboratério de Quimica
Computacional do Departamento de Quimica Inorganica do Instituto de
Quimica da Universidade Federal Fluminense. Para a realizacdo dos
mesmos foram utilizados diferentes computadores AMD e Intel (AMD
Athlon(tm) 64, AMD Athlon(tm) 64 x 2 dual core e Intel Core 2 Quad).
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Para a realizacdo dos célculos semi-empiricos foram utilizados os
softwares MOPAC (OPENMOPAC, 2011) e SPARTAN 06 (WAVEFUN,
2011), enquanto o software GAUSSIAN 03W (FRISCH et al., 2003) foi
utilizado para a realizacdo dos célculos de DFT. Os modelos QSAR foram
obtidos com o software CODESSA (KATRITZKY et al., 2007).

3.1.1 - Célculos semi-empiricos e estudo QSAR

O estudo QSAR foi realizado com os compostos descritos na Figura
8. Estes compostos possuem similaridades estruturais e suas atividades
biolégicas foram medidas seguindo um mesmo procedimento de ensaio
biolégico, em que os valores de ICsy foram registrados em unidades
logaritmicas.

O software SPARTAN" 06 foi utiizado para o “desenho” das
estruturas moleculares e para a realizagdo da analise conformacional dos
rubrolideos, usando a sub-rotina “conformer distribution”. Nesta etapa foram
determinadas as conformacfes de menor energia, que foram empregadas
na “criacdo” dos inputs para os demais calculos computacionais.

Com o programa MOPAC 2006 foram realizados os calculos semi-
empiricos, fazendo uso das seguintes “key words” para o calculo de
otimizacdo de geometria: AM1, PRECISE, XYZ, EF, ENPART, VECTORS,
BONDS, Pl e POLAR. Para o calculo das fungcbes termodinamicas foi
empregado o seguinte conjunto de “key words”: AM1, PRECISE, THERMO,
ROT=1 e XYZ. Estes calculos forneceram os valores de propriedades
moleculares necessarios para o estudo QSAR.

O procedimento para obtencdo dos modelos matematicos no estudo
QSAR foi realizado com a utilizacdo do pacote CODESSA — “Comprehensive
Descriptors for Structural and Statistical Analysis” - para o calculo dos
descritores moleculares, sendo utilizados como dados de entrada os
parametros obtidos com o MOPAC. Centenas de descritores moleculares
foram calculados e, de posse também dos valores de ICsp dos compostos,
foi construida a matriz de dados para a execucdo dos procedimentos de
regressdo linear (KATRITSKY et al.,, 2004). O método Heuristico foi

empregado na pré-selecdo dos descritores para a constru¢cdo dos modelos
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lineares, sendo empregados 0s seguintes parametros na construgdo dos

modelos:

NuUmero maximo de descritores por modelo: 1
Critério de significancia do parametro: 0,01
Nivel de alta correlagdo: 0,99

Nivel de inter-correlagéo significativa: 0,8

Esse método, além de fornecer uma boa estimativa da qualidade da
correlagdo dos dados, deriva diversos modelos de regressao, indicando
agueles que apresentam maior significancia estatistica (XIA et al., 2008).

3.1.2 - Calculos DFT e determinacao dos potenciais de reducao

Tendo em vista que os analogos aos rubrolideos atuam na inibicdo de
processos de transferéncia de elétrons do fotossistema Il, este trabalho
fundamentou-se na analise das propriedades redutoras destes compostos.
Portanto, com o intuito de quantificar a capacidade de reducédo destes
compostos, foram calculados os potenciais de reducdo dos mesmos,
empregando-se calculos computacionais com o uso da metodologia DFT.

Os célculos ab initio foram realizados com o programa GAUSSIAN
03W, fazendo uso dos seguintes conjuntos de bases sugeridos na literatura:
mPWB1K/TZVP e B3LYP/6-31G(d,p). Nestes calculos foram determinados
os valores da variacdo da energia-livre de Gibbs para o processo de reducao
e para o processo de solvatacéo dos rubrolideos. Os valores de energia-livre
foram empregados na determinacdo dos potenciais de reducdo destas
substancias (ZUBATYUK et al., 2009).

Para a realizacdo destes célculos foram utilizadas conformacdes de
menores energias determinadas pela analise conformacional. Estas
estruturas foram pré-otimizadas pelo método semi-empirico AM1 e foram
utilizadas como input para a otimizacdo de geometria pela metodologia DFT.

Inicialmente, para calcular os potencias de reducédo dos rubrolideos,
foram realizados os calculos para a obtencdo da energia-livre de Gibbs para

0 processo de reducdo dos rubrolides (AG™), com o emprego do ciclo
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termodinamico descrito a seguir (Esquema 4). Como pode ser observado no
esquema, duas sdo etapas necessarias para o calculo do parametro AG™:
calculo da energia-livre de reducéo em fase gas e calculo da energia livre de
solvatacdo das formas oxidadas e reduzidas.

AG"®Y(gas) "

O(gas) + e’ R’(gas)
AGSOlV(O)l lAGSOlV(R')
d
O(solv) + e’ AG™(solv) » R(solv)

Esquema 4: Ciclo termodinamico utilizado para célculo dos potenciais
de reducédo dos rubrolideos. O é a forma oxidada e R" € a forma
reduzida de cada espécie (ZUBATYUK et al., 2009).

A partir do ciclo termodinamico pode-se chegar a seguinte equacao
para a determinacao da energia-livre de reducdo em solucéo:
red — red solv/- solv
AG 5, (0) = AG (55 + AG*™V(R) - AG>*Y(0)
Os valores dos potenciais de reducéo, por sua vez, foram calculados

a partir da substituicio destes valores na equacdo da Lei de Faraday,
descrita a seguir (LEWIS et al., 2004):

red
-AG solv

E° =
' nF

+ Eq

onde (LEWIS et al., 2004):

E° é o potencial padréo de reducao.

AG™ é a variacdo da energia livre de Gibbs do processo de reducéo
em solucéo.

n é o numero de elétrons envolvido no processo de reducao (1).
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F é a constante de Faraday (96485 C/mol).

En € o potencial absoluto do eletrodo de hidrogénio (4,36 V).

3.2- Determinacao dos potenciais de redugédo por voltametria ciclica

Os valores de potenciais de reducdo foram determinados também por
métodos experimentais, empregando-se a técnica de voltametria ciclica. Os
experimentos de voltametria foram realizados no Laborat6rio Multiusuario de
Eletroquimica do Departamento de Quimica Inorganica do Instituto de
Quimica da Universidade Federal Fluminense.

Os experimentos foram realizados em um potenciostato-galvanostato
BASi modelo Epsilon, com uma célula de trés componentes regulares:
carbono vitreo como eletrodo de trabalho, Ag/AgCI imerso em 0,1 mol/L de
TBACIO, em DMSO como eletrodo de referéncia e um fio de platina como
contra eletrodo. Os compostos foram dissolvidos em DMSO anidro (Sigma-
Aldrich) com 0,1 mol/L de TBACIO,4 (Sigma-Aldrich, grau eletroquimico), em
uma concentracao de 1-2 mg/mL, e purgada com argénio ultrapuro antes de
cada medicdo. Ferroceno foi adicionado em cada experimento, como
referéncia interna (GAGNE et al., 1980). Seu potencial de meia-onda foi
determinado a partr da média aritmética dos valores determinados
experimentalmente, onde Ei» = 0,34 £ 0,01 V. Todas as analises foram

realizadas com uma velocidade de varredura igual a 100 mV/s.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente serdo apresentados os resultados do estudo QSAR. Em
seguida, serdo abordados os resultados da determinagéo dos potencias de
reducdo, obtidos pela aplicacdo da técnica de voltametria ciclica. Por fim,
serdo apresentados os resultados dos célculos DFT para os potenciais de
reducao.

4.1 - Estudos QSAR

Para a obtencdo de modelos QSAR fez-se necessario dispor de um
conjunto de dados experimentais referentes a variavel dependente. No
presente caso, foi investigada a eficiéncia de um conjunto de moléculas que
atuam na inibicdo do processo de transferéncia eletrénica do fotossistema Il
do processo de fotossintese.

Com as informacdes experimentais e um conjunto de descritores,
construiu-se uma matriz de dados que foi empregada para obtencdo dos
modelos QSAR. Os dados de ensaios bioldgicos foram obtidos de trabalhos
realizados na Universidade de Ferrara, Italia, onde foi avaliada a eficiéncia
destes compostos na inibicdo da sintese de ATP no fotossistema Il da
fotossintese (BARCELOS, 2009). Como as moléculas possuem
solubilidades em &agua relativamente elevadas, a maioria delas pode ser
analisada na faixa de concentracdo entre 1 e 100 uM. Foram empregados
derivados que possuem diferencas significativas quanto a eficacia, variando-
se de substancias totalmente inativas a compostos capazes de interferir com
o transporte de elétrons fotossintético na faixa de concentracdo de cerca de
1 uM.

Os compostos RB1 e RB2 ndo apresentaram atividade nos ensaios
biolégicos, enquanto que o composto RB10 apresentou somente atividade
em uma faixa de concentracdo muito alta. Para os estudos QSAR, estes
compostos ndo foram considerados, por nao apresentarem atividade

bioldgica significativa.
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Os dados dos 10 valores de log 1/1Cso mostrados na Tabela 2 (pagina
35) possuem média igual a 5,19 e desvio padrao igual a 0,51, com 60% dos
valores no intervalo +o, caracteristico de uma distribuigdo normal. A
diferenca maxima nos valores de log ICsp € de 1,56 unidades logaritmicas.

A primeira etapa da analise estrutural consistiu na otimizagdo das
geometrias das espécies quimicas estudadas (Figura 8, pagina 34). Nesta
etapa foi empregado o software SPARTAN 06, utilizando o método semi-
empirico AM1. As conformacdes mais estaveis sao aquelas em que o anel
lactbnico é coplanar ao anel arilideno, apresentando um angulo diedro em
torno de 60° entre o plano do anel lacténico e o plano do substituinte arila.
Porém, a energia envolvida na rotacdo desta ligacdo € muito pequena e o
composto pode apresentar dois rotdmeros, ora com 0 substituinte metoxi
voltado para uma das faces do plano do anel lacténico ora para outra.

Apés a determinacdo da conformacdo mais estavel de cada
composto, foi realizada uma re-otimizacdo da conformacdo de menor
energia, empregando o programa MOPAC e, novamente, o método AM1.
Com isto, sdo gerados arquivos que sdo empregados como dados de
entrada para o software CODESSA. Foram gerados dois arquivos para cada
molécula, um contendo as informacdes geomeétricas e eletronicas (obtidas
com o uso das key words: AM1, PRECISE, XYZ, EF, ENPART, VECTORS,
BONDS, Pl e POLAR) e o outro contendo informacdes termodinamicas
(obtidas com o uso das key words: AM1, PRECISE, THERMO, ROT=1 e
XYZ).

As informacdes dos arquivos de otimizacdo de geometria, juntamente
com os dados de log 1/ICsy para cada molécula, foram entdo colocados em
um terceiro arquivo que serve de input para o programa CODESSA. Com o
emprego deste programa, foram calculados os descritores moleculares
(cerca de 480 para cada molécula), utilizando as informacdes contidas nos
arquivos referidos acima. Os descritores calculados pelo CODESSA e os
parametros estatisticos empregados para obtencdo dos modelos foram
descritos na secao de materiais e métodos.

Diversos modelos foram gerados pelo CODESSA, com alta
significancia estatistica e apontando diversas propriedades altamente

correlacionadas com a fitotoxicidade. Dentre os modelos com maior
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representatividade estatistica, destacam-se as correla¢cdes obtidas entre a
poténcia bioldgica e o descritor molecular FNSA3 (area superficial negativa
ponderada pela carga), e entre a poténcia bioldgica e os valores de energia
dos orbitais de fronteira.

Os melhores modelos de regresséo linear obtidos apresentam alto
coeficiente de correlaco linear (r?), valor elevado para o critério de Fischer
(F), baixo desvio padrdo (s), baixa variancia (s%) e alto coeficiente de
correlacdo co-validado (R%.). O descritor molecular estatisticamente mais
significativo € o FNSA3 (PNSA3/TMSA). O modelo com os parametros
estatisticos e os respectivos graficos construidos com o emprego deste

descritor sdo mostrados nos gréficos 2 e 3.

Log (1/ICso) = -4,50e+01(7,24e+00)(FNSA3) + 1,81e+00(25,48e-01)

(n=10; r*=0,83; F = 38,65; s*= 0,0504; R, = 0,75)

6,10

5,90
570 _#"RB7
’ RBY

RB3

5,50 *
530 o RB8
510 RB12e ¢ RB13

o RB4 ® RB11

Eficiéncia calculada

4,70
4,50 oRBS

4,30 T : ;
4,30 4,80 5,30 5,80

Eficiéncia experimental

Gréafico 2. Grafico eficiéncia experimental versus eficiéncia calculada

para o modelo de regressao obtido com o descritor FNSAS.
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Grafico 3. Grafico FNSA3 versus eficiéncia experimental.

O descritor molecular FNSA3 reporta a fracdo da area superficial
carregada negativamente e esta associado a polaridade da molécula. Ele é
obtido como um quociente entre dois outros descritores moleculares, tendo
no numerador o PNSAS3 (area superficial negativa ponderada pela carga) e
no denominador o TMSA (area total da superficie molecular), de forma que
(KATRITZKY et al., 2007):

PNSA 3
TMSA

FNSA3 =

onde:
PNSA3 =), quSqs A €{qy <0}
q, - carga atdbmica parcial no atomo A
S, - area da superfice de um dado atomo A carregada

negativamente.

TMSA = area da superficie molecular total.

Este descritor esta relacionado a existéncia de atomos na superficie
molecular com carga negativa. Os valores de FNSA-3 para cada composto
sdo dados na Tabela 2. Sdo negativos devido a carga negativa que entra em

seu calculo. Segundo este modelo, quanto maior for a fracdo negativa da

43



superficie total, maior sera a eficiéncia do composto. Portanto, os compostos
mais eficientes serdo aqueles que tiverem grupos mais eletronegativos

expostos na superficie molecular.

Tabela 2. Valores encontrados para o descritor molecular FNSA 3

Composto FNSA 3
RB3 -0,0915
RB4 -0,0649
RB5 -0,0595
RB6 -0,0689
RB7 -0,0879
RB8 -0,0784
RB9 -0,0829

RB11 -0,0666
RB12 -0,0746
RB13 -0,0745

O segundo melhor modelo foi obtido com o descritor atragdo maxima
elétron-nucleo para uma ligagcdo carbono-oxigénio (Max e-n attraction for a
C-O Bond). A equacao obtida com o descritor Max e-n esta apresentada

abaixo, bem como os gréficos obtidos com este modelo (Graficos 4 e 5).

Log (1/1Csp) = -4,47e+00(8,38e-01)(Max e-n) + 1,84e+03(+3,45e+02)

(n=10;r*=0,78; F =28,48; s*=0,06; R%, = 0,66)

6,1
59

RB3
5,7 /

RB13 RB7
°
RB9 ¢

55
53

51
4o | RBA RB6, RE12

47 s RB5
45 ® RB11

RB8 e

Eficiéncia calculada

4,3

4,30 4,80 5,30 5,80

Eficiéncia experimental

Gréfico 4. Gréfico da eficiéncia experimental versus eficiéncia calculada

para o modelo de regressao obtido com o descritor atracdo maxima e-n.
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Grafico 5. Grafico da atragdo maxima e-n versus eficiéncia experimental.

Os valores deste descritor molecular para cada uma das moléculas
séo apresentados na Tabela 3. Os valores deste descritor apresentam baixa
variagdo, sendo, na pratica, constante para todos 0Ss compostos.
Adicionalmente, quando colocados na equacao do modelo, levam a valores
previstos para a eficiéncia que sdo fortemente dependentes do termo
constante. Com base nestes fatos, assumimos que este descritor, embora
estatisticamente significante, ndo tem significado fisico real e ndo sera mais

discutido.

Tabela 3. Valores para o descritor molecular atracdo maxima e-n

Max e-n

Composto atraction for a

C-O Bond (eV)
RB3 411,24
RB4 411,45
RB5 411,50
RB6 411,43
RB7 411,26
RB8 411,34
RB9 411,32
RB11 411,52
RB12 411,44
RB13 411,30
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Além dos dois modelos comentados anteriormente, foram obtidos
modelos, também com alta significAncia estatistica, que correlacionam a
atividade biolégica as energias dos orbitais de fronteira (HOMO, LUMO e
LUMO+1), os quais sao apresentados a seguir.

Equacao, parametros estatisticos e graficos para o modelo obtido com
o descritor LUMO+1:

Log (1/ICs) = -1,58e+00(+2,99e-01)(LUMO+1) + 4,28e+00(+1,90e-01)

(n=10; r*=0,78; F=28,07; s°=0,07; R%, =0,66)
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Gréfico 6. Gréfico da eficiéncia experimental versus a eficiéncia calculada

para o modelo de regressédo obtido com o descritor energia de LUMO +1.
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Grafico 7. Grafico da correlacdo entre energia de LUMO +1 e eficiéncia.
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Equacéo, parametros estatisticos e graficos para o modelo obtido com

o descritor energia de HOMO:

Log (1/ICs) = -1,38e+00(22,75e-01)(HOMO) - 7,21e+00(+2,47e+00)

n=10; r’=0,76; F=25,27; s>=0,07; R%, =0,65;
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Grafico 8. Gréfico da eficiéncia experimental versus a eficiéncia calculada

para o modelo de regressao obtido com o descritor energia de HOMO.
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Gréfico 9. Gréfico da correlacéo entre energia de HOMO e eficiéncia.
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Equacéo, parametros estatisticos e graficos para o modelo obtido com

o descritor energia de LUMO:
Log (1/1Csp) = -1,78e+00(%4,16e-01)(LUMO) + 2,37e+00(x6,65e-01)

n=10: r’=0,70; F = 18,35; s>=0,09; R%, = 0,56;
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Grafico 10. Gréfico da eficiéncia experimental versus eficiéncia calculada

do modelo de regresséao obtido para o descritor energia de LUMO.
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Gréfico 11. Gréfico da correlacédo entre energia de LUMO e eficiéncia.
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Os acrénimos HOMO e LUMO referem-se a “Highest Occupied
Molecular Orbital” (orbital molecular ocupado de mais alta energia) e “Lowest
Unoccupied Molecular Orbital” (orbital molecular desocupado de mais baixa
energia), respectivamente. Todos os modelos envolvendo energia dos
orbitais de fronteira indicam que valores menores para a energia destes
orbitais resultam em compostos mais eficientes. Nao é surpreendente que se
encontre correlacbes com diferentes orbitais, visto que a energia dos
mesmos sao frequentemente correlacionadas (FRAGOSO et al., 2010).
Embora as melhores correlagdes tenham sido obtidas com o descritor LUMO
+1, daqui para frente discutiremos apenas os valores de HOMO e LUMO,
uma vez que estes sao quimicamente mais indicativos.

As energias dos orbitais de fronteira, calculadas com método semi-
empirico e com métodos DFT s&o mostradas nas Tabelas 4 a 6,
respectivamente. Também adicionamos nestas tabelas a diferenga LUMO-
HOMO, um termo que esta associado a varios indices de reatividade.

Tabela 4. Valores das energias de HOMO, LUMO e AE_uwmo-Homo Obtidos

com os calculos semi-empiricos (AM1)

Energia de Energia de AE| umo-Homo

Composto HOMO (eV)  LUMO (eV) eV)
RB1 29,51 113 746
RB2 -0.42 -0,93 7.18
RB3 -9.44 11,98 7.42
RB4 -8.59 1,41 7.14
RB5 -8.75 11,33 7.47
RB6 -8.66 11,52 7.52
RB7 -0.36 11,89 750
RBS -0.18 -1.66 7.36
RB9 -0.26 1,76 7.32
RB10 -8.78 11,42 7.48
RB11 -8.60 1,24 7.46
RB12 -8.85 11,53 7.18
RB13 -8.98 11,50 7.42
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Tabela 5. Valores das energias de HOMO, LUMO e AE,uwmo-Homo Obtidos
com os célculos DFT (B3LYP/6-31g(d,p))

Composto Energia de Energia de AELUMO-HOMO

HOMO (eV)  LUMO (eV) (eV)
RB1 -6,39 -1,83 4,56
RB2 -6,34 1,77 4,57
RB3 -6,47 -3,08 3,39
RB4 5,44 -2,23 3,21
RB5 -5,85 -2,32 3,53
RB6 -5,49 -2,30 3,19
RB7 6,41 -3,02 3,39
RBS 6,17 -2,61 3,56
RB9 -6,23 -2,68 3,55

RB10 5,81 -2,37 3,44

RB11 -5,63 -2,21 3,42

RB12 5,87 -2,43 3,44

RB13 -5,77 -2,49 3,28

Tabela 6. Valores das energias de HOMO, LUMO e AE_uwmo-Homo Obtidos
com o método DFT (mPWB1K/6-31+g(d,p))

Energia de Energia de AE| umo-Homo

Composto oMo (ev)  LUMO (eV) (V)
RB1 7,70 114 6,56
RB2 7,60 -1,08 6,52
RB3 -7.60 2,52 5,08
RB4 6,58 1,71 4.87
RB5 6,95 1,76 5,19
RB6 6,65 1,79 4,86
RB7 7,52 -2.46 5,06
RBS 7,33 -2,09 5,24
RB9 7.41 2,17 5,24

RB10 6,93 1,83 5,10
RB11 6,75 1,67 5,08
RB12 7,01 1,92 5,00
RB13 6,98 1,97 5,01

Um aspecto importante é saber se os orbitais de fronteira séo
equivalentes nas diferentes moléculas. Para confirmar este fato foram
analisadas imagens para os orbitais HOMO e LUMO de todas as moléculas.

Exemplos das imagens destes orbitais sdo dadas abaixo (images de orbitais
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moleculares do RB8). Uma analise visual indica que estes orbitais sdo
sempre equivalentes nas diferentes estruturas. Nos Anexos B e C sdao
apresentadas as imagens dos orbitais moleculares HOMO e LUMO para os
demais rubrolideos.

Figura 9. Imagem do orbital molecular HOMO do rubrolideo 8 obtida
com o método DFT mPWB1K/6-31+g(d,p).

Figura 10. Imagem do orbital molecular LUMO do rubrolideo 8
obtida com o0 método DFT mPWB1K/6-31+g(d,p).

Estas imagens mostram que o orbital HOMO € um orbital que esta
associado principalmente a ligacdo dupla exociclica do grupo arilideno. O
orbital LUMO €& um orbital associado ao sistema 1 do anel lacténico, com
forte participacdo do carbono da ligacdo dupla exociclica. Portanto, a
reatividade nestes compostos esta fortemente associada ao anel lacténico e
a ligacdo dupla exociclica a este anel. Como a energia dos orbitais de
fronteira esta fortemente relacionada com a eficiéncia, isto sugere que o

mecanismo de acdo destes compostos deve envolver esta regido da
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molécula. Uma racionalizacdo para 0 mecanismo passa entdo por uma
andlise destes orbitais.

De acordo com a teoria dos orbitais de fronteira, um ataque
nucleofilico ocorre por fluxo de elétrons do orbital HOMO de um nucledfilo
para o orbital LUMO de um eletréfilo. Em moléculas estaveis, os elétrons
sempre residem em orbitais ocupados com energias negativas, e orbitais
desocupados tém energias positivas ou levemente negativas. Portanto, as
energias de HOMO e LUMO estdo relacionadas com a reatividade da
molécula: moléculas com elétrons em orbitais HOMO de alta energia tendem
a ser bons nucledfilos porque os elétrons estdo mais disponiveis para a
formacdo de uma nova ligacdo. Da mesma forma, moléculas com energias
de LUMO baixas tendem a ser bons eletréfilos porque liberam grande
guantidade de energia ao receber um elétron no respectivo orbital.

Traduzindo para o presente sistema, isto indica que estes compostos
devem agir por um mecanismo de adi¢gdo nucleofilica, visto que o0s
compostos mais eficientes sdo aqueles que possuem as energias de LUMO
mais negativas. Portanto, aceitacdo de elétrons, provavelmente na regido do
anel lactbnico, deve ser uma etapa importante no mecanismo de acao
destes compostos.

A andlise dos modelos QSAR mostrados acima indica as seguintes
constatacdes: O aumento da area superficial com carga negativa contribui
para o aumento da eficiéncia, conforme representado pelo descritor FNSA3.

Isto pode ser interpretado em termos de um aumento na polaridade
da molécula, com a parte negativa da molécula estendendo-se por uma
grande regido e estando facilmente acessivel. Grupos fortemente retiradores
de elétrons tendem a aumentar a polaridade das moléculas, levando a um
aumento no numero de atomos com carga negativa e a um valor mais
negativo para o descritor FNSA3. A consequéncia € que moléculas com
grupos mais eletronegativos tendem a ser mais eficientes, o que € o caso
dos rubrolideos contendo os substituintes NO, e CF3;, que estdo entre os
mais ativos.

Além disso, os orbitais HOMO e LUMO mostram excelente correlacéo
com a eficiéncia. Valores menores destes orbitais resultam em moléculas

mais ativas.

52



A diminuicdo da energia dos orbitais € provocada pela presenca de
substituintes retiradores de elétrons que, ao diminuir a densidade de carga
na molécula, reduzem a repulsdo elétron-elétron e, consequentemente, a
energia dos orbitais. Isto € o que se pode observar para o caso dos
substituintes NO; e CF3, portanto, em comum acordo com o observado para
0 descritor FNSA3. Substituintes mais eletronegativos aumentam a
eficiéncia. A diminuigdo da energia dos orbitais de fronteira como indutor da
eficiéncia pode indicar algumas alternativas de mecanismo.

A reducéo da energia dos orbitais LUMO aumenta a capacidade da
molécula sofrer um ataque nucleofilico. Isto pode estar associado por
exemplo a um ataque nucleofilico no carbono da dupla exociclica ou em
algum dos atomos de carbono em destaque do anel lactdnico, como
ilustrado na Figura 11. Substituintes atratores de elétrons aumentam a

eletrofilicidade nestes atomos de carbono.

X
/Br
—0 —C
\
c/\o/c\\o
—
\
R

Figura 11. Atomos suscetiveis a adicdo nucleofilica nos rubrolideos.

Conforme apontam os dados da literatura, ao ocorrer a ligacdo do
composto fitotéxico a plastoquinonas do fotossistema IlI, ocorre um
abaixamento no potencial de redu¢do da mesma, o que causa a interrupcao
da transferéncia de elétrons no processo (KRIEGER et al., 1998). Em virtude
disso, decidimos por medir e calcular o potencial de reducdo destes
compostos com o objetivo de identificar se ha alguma correlacdo entre

potencial de reducao e eficiéncia.
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4.2 - Determinacdo dos potenciais de redugao por voltametria ciclica

A técnica de voltametria ciclica foi empregada para a obtencéo dos
voltamogramas dos compostos RB1 a RB13, sendo que todos foram
analisados seguindo um mesmo protocolo, como descrito no Capitulo 3. Os
voltamogramas obtidos estdo apresentados no Anexo D e mostraram um
mesmo padrdo, com picos de reducdo semelhantes, possibilitando a
interpretacdo direta dos resultados. A Figura 11 apresenta o voltamograma
correspondente ao rubrolideo RB8.

40.0

200
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L ]
L ]

200

-2050 -1238 -425 388 1200
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Figura 12. Voltamograma do RB8.

A patrtir dos voltamogramas, foram obtidos os parametros necessarios
para a determinacdo dos valores dos potenciais de reducdo. O potencial de
pico catodico (Epc) correspondente a cada rubrolideo e o potencial de meia-
onda para o ferroceno (E1;) foram empregados na determinacdo dos valores
dos potenciais de reducdo. Este valor foi calculado subtraindo-se o valor de
E1» do valor encontrado para o Ep, como descrito na equagéo abaixo. Os

valores de potencial sdo apresentados na Tabela 7.

Er® = Epc - E112 (ferroceno)
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Tabela 7. Potenciais de pico catédico versus ferroceno para o primeiro
processo de reducdo (Epc 1) obtidos pela andlise de voltametria ciclica. Ei
(ferroceno) = 0,34 £ 0,01V

Composto E° (V)

RB1 -2,08
RB2 -2,04
RB3 -1,28
RB4 -1,69
RB5 -1,67
RB6 -1,68
RB7 -1,29
RBS -1,54
RB9 -1,53

RB10 -1,74

RB11 1,72

RB12 -1,70

RB13 1,71

Esses resultados foram utilizados para analisar a correlacdo entre os
potenciais de reducéo e as respectivas atividades biolégicas apresentadas
pelos rubrolideos. O Grafico 12 ilustra a correlacdo existente estas

propriedades.
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Gréfico 12. Correlagéo entre os valores de Er° e a atividade bioldgica.
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4.3 - Céalculos dos potenciais de reduc¢éo por DFT

Uma das ferramentas mais importantes da Quimica Computacional é
a possibilidade de célculo de propriedades moleculares que séo dificeis de
serem obtidas experimentalmente. Célculo de potenciais de reducdo tem
sido publicados (ZUBATYUK et al., 2009), mas nao sao tdo comuns. Nesta
etapa foi desenvolvida uma metodologia para obter os valores dos potenciais
de reducéo do conjunto de rubrolideos estudados.

Os célculos computacionais foram realizados com base na Teoria do
Funcional de Densidade e permitiram a obtencdo de parametros fisico-
guimicos necessarios para a determinacdo dos potenciais de reducdo dos
rubrolideos. Foram determinados os valores da variacao de energia-livre de
Gibbs para a reducéo dos rubrolideos, bem como os valores da variacao da
energia-livre de Gibbs para a solvatacéo das espécies estudadas, em suas
formas neutras e em formas reduzidas, com carga -1.

Os valores de AG foram determinados conforme as equacgdes abaixo:

. AG™®Y(gas) ]
O(gas) + € —————> R(gas)

. AGred(soIv) o) .
Oy + € — > Rso)

AG red (O) = AG red + AGSO'V(R-) _ AGSOIV(O)

solv gas

onde O representa a forma oxidada (ou neutra) dos rubrolideos e R™ é a

forma reduzida (carga -1).
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Os valores para as variagdes das energias-livres de Gibbs da reducéo
e da solvatacéo foram inseridos na equacao descrita acima, possibilitando a
determinacado do potencial de reducéo de cada substancia.

Na Tabela 8 sdo mostrados os valores de variacdo da energia-livre de
Gibbs correspondente a reducdo em fase gasosa, obtidos com os dois

funcionais DFT.

Tabela 8. Valores da variacdo da energia-livre de Gibbs para o processo de

reducdo dos rubrolideos em fase gasosa, determinadas por métodos DFT

Composto  AG™(as) (kcal/mol)  AG™ (a5 (kcal/mol)
B3LYP/6-31g(d,p) mPWB1K/6-31+g(d,p)

RB1 -14,76 -19,14
RB2 -13,92 -17,88
RB3 -45,01 -48,67
RB4 -25,56 -31,26
RB5 -26,66 -31,97
RB6 -27,05 -32,11
RB7 -43,66 -47,11
RB8 -34,15 -39,48
RB9 -35,60 -41,75
RB10 -28,06 -33,59
RB11 -24,82 -29,88
RB12 -29,57 -35,06
RB13 -30,93 -37,08

Foram determinadas também as energias de solvatacdo dos mesmos
compostos, empregando-se 0 método de solvatacdo CPCM (Polarizable
Conductor Calculation Model), em suas formas oxidadas e reduzidas, cujos
valores estdo mostrados nas Tabelas 9 a 12 (BARONE et al., 1998).
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Tabela 9. Valores da variagdo da energia-livre de Gibbs de solvatagdo em
agua e em DMSO das espécies neutras, determinadas por DFT em nivel
B3LYP/6-31g(d,p) e utilizando o método de solvatagdo CPCM

Composto  AG*®" (kcal/mol) AG*" (kcal/mol)

Em agua Em DMSO
RB1 1,23 -1,01
RB2 0,77 -1,46
RB3 3,58 0,22
RB4 4,37 0,82
RB5 4,23 1,63
RB6 4,92 1,38
RB7 3,07 -0,21
RB8 6,34 3,08
RB9 6,89 3,59
RB10 -0,20 -2,59
RB11 -0,52 -3,15
RB12 0,38 -2,20
RB13 4,45 1,37

Tabela 10. Valores da variacdo da energia-livre de Gibbs de solvatacdo em
agua e em DMSO das espécies reduzidas, determinados por DFT em nivel
B3LYP/6-31g(d,p) e utilizando o método de solvatacdo CPCM

Composto  AG*®"Y (kcal/mol) AG®**" (kcal/mol)

Em agua Em DMSO
RB1 -40,27 -42,08
RB2 -41,84 -43,62
RB3 -31,27 -33,32
RB4 -36,37 -38,22
RB5 -36,73 -38,57
RB6 -34,53 -36,49
RB7 -32,95 -34,98
RB8 -30,71 -32,64
RB9 -28,94 -31,00
RB10 -39,68 -41,29
RB11 -42,59 -44,38
RB12 -38,07 -39,58
RB13 -33,85 -35,97
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Tabela 11. Valores da variagao da energia-livre de Gibbs de solvatagdo em
agua e em DMSO das espécies neutras, determinados por DFT em nivel
mPWB1K/6-31+g(d,p) e utilizando o método de solvatacdo CPCM

Composto  AG*®" (kcal/mol) AG*" (kcal/mol)

Em agua Em DMSO
RB1 -0,59 -2,62
RB2 -0,88 -2,94
RB3 0,53 -1,91
RB4 1,92 -0,65
RB5 1,94 -0,37
RB6 2,23 -0,27
RB7 0,20 -2,06
RB8 3,58 1,20
RB9 3,77 1,38
RB10 -2,66 -7,27
RB11 -2,85 -5,28
RB12 -2,37 -4,55
RB13 2,37 0,08

Tabela 12. Valores da variacdo da energia-livre de Gibbs de solvatacdo em
agua e em DMSO das espécies reduzidas, determinados por DFT em nivel
mPWB1K/6-31+g(d,p) e utilizando o método de solvatagdo CPCM

Composto  AG*®"Y (kcal/mol) AG**" (kcal/mol)

em agua em DMSO
RB1 -42,17 -43,98
RB2 -43,75 -45,52
RB3 -33,58 -35,77
RB4 -39,36 -41,39
RB5 -39,84 -41,56
RB6 -37,37 -39,48
RB7 -35,36 -37,50
RB8 -33,39 -35,44
RB9 -31,57 -33,65
RB10 -42,80 -44,31
RB11 -45,52 -47,23
RB12 -40,88 -42,48
RB13 -36,62 -38,79

Uma vez obtidos esses valores da variacdo de energia livre de Gibbs
para os processos de reducdo em fase gas e de solvatacdo (em agua e em
dimetilsulféxido), determinou-se a variacdo da energia livre de Gibbs total

para o processo de reducdo dos rubrolideos solvatados (AGred(soD),
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empregando-se a equacdo estabelecida através do ciclo terodindmico

construido. Os valores de AG™ () sd0 apresentados nas tabela 13 e 14:

Tabela 13. Valores calculados de AG™ s,y em agua

AG™%, (B3LYP/6-  AG™%, (MPWB1K/6-

Composto 31g(d,p)) em &gua 31+g(d,p)) em agua
RB1 -56,26 -60,72
RB2 -56,53 -60,75
RB3 -79,86 -82,78
RB4 -66,30 -72,54
RB5 -67,62 -73,75
RB6 -66,50 -71,71
RB7 -79,68 -82,67
RB8 -71,20 -76,45
RB9 -71,43 -77,09
RB10 -67,54 -73,73
RB11 -66,89 -72,55
RB12 -68,02 -73,57
RB13 -69,23 -76,07

Tabela 14. Valores calculados de AG™ s, em DMSO

AG™%, (B3LYP/6- AG™%, (MPWB1K/6-

Composto  514(d,p)) em DMSO  31+g(d,p)) em DMSO
RB1 755,83 260,50
RB2 56,08 60,46
RB3 78,55 82,53
RB4 64,60 72,00
RB5 -66,86 73,16
RB6 64,92 71,32
RB7 78,43 82,55
RBS 69,87 76,12
RB9 -70,19 76,78

RB10 66,76 70,63
RB11 -66,05 71,83
RB12 66,95 72,99
RB13 68,27 75,95

Com base nestes valores calculados, foram determinados os
potenciais de reducdo, empregando-se a varia¢do da energia-livre de Gibbs
do processo de reducdo dos compostos solvatados e usando a equacao
(LEWIS et al., 2004):
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onde (LEWIS et al., 2004):

E° é o potencial padréo de reducdo.

AG™ é a variacdo da energia livre de Gibbs do processo de reducéo
em solugéo.

n é o numero de elétrons envolvido no processo de reducéo (1).

F € a constante de Faraday (96485 C/mol).

En é o potencial absoluto do eletrodo de hidrogénio (4,36 V).

Os valores obtidos para os potenciais de reducdo dos rubrolideos sao

mostrados na Tabela 15.

Tabela 15. Valores dos potenciais de reducdo calculados para os

rubrolideos
E°r (V)
Em agua Em DMSO
Composto B3LYP/ ngWBlK/ B3LYP/ mPWB 1K/
6-319(d,p) 6-31+g(d,p) 6-31g(d,p) 6-31+g(d,p)
RB1 -1,92 -1,73 -1,94 -1,74
RB2 -1,91 -1,73 -1,93 -1,74
RB3 -0,90 -0,77 -0,96 -0,79
RB4 -1,49 -1,22 -1,56 -1,24
RB5 -1,43 -1,16 -1,46 -1,19
RB6 -1,48 -1,25 -1,55 -1,27
RB7 -0,91 -0,78 -0,96 -0,78
RBS8 -1,28 -1,05 -1,33 -1,06
RB9 -1,27 -1,02 -1,32 -1,03
RB10 -1,43 -1,17 -1,47 -1,30
RB11 -1,46 -1,22 -1,50 -1,25
RB12 -1,41 -1,17 -1,46 -1,20
RB13 -1,36 -1,06 -1,40 -1,07
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4.4 - Determinacao da correlacdo entre os valores dos potenciais de

reducdo obtidos por métodos tedricos e experimentais.

Os valores dos potenciais de reducao foram determinados com o
emprego da técnica de voltametria ciclica e por calculos teoricos,
empregando-se a metodologia DFT. Os valores determinados com o
emprego destas técnicas estdo apresentados na Tabela 16, e a correlagéo
entre os valores tedricos e experimentais foi determinada através de graficos
construidos com os valores tedricos versus valores experimentais, também

mostrados nos gréficos 12 e 13.

Tabela 16. Valores dos potenciais de reducdo dos rubrolideos em DMSO

obtidos por métodos teoricos (DFT) e experimentais (voltametria ciclica)

E°r (V) E° (V) tedrico E° (V) tedrico
Composto experimental (B3LYP/6- (mPWB1K/6-
Fc/Fc* 31g(d,p)) 31+g(d,p))
RB1 -2,08 -1,94 -1,74
RB2 -2,04 -1,93 -1,74
RB3 -1,28 -0,96 -0,79
RB4 -1,72 -1,56 -1,24
RB5 -1,67 -1,46 -1,19
RB6 -1,69 -1,55 -1,27
RB7 -1,29 -0,96 -0,78
RB8 -1,54 -1,33 -1,06
RB9 -1,53 -1,32 -1,03
RB10 -1,73 -1,47 -1,30
RB11 -1,73 -1,50 -1,25
RB12 -1,71 -1,46 -1,20
RB13 -1,71 -1,40 -1,07
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Grafico 13. Grafico de correlacdo entre os valores dos potenciais de
reducdo dos rubrolideos obtidos por método tedrico DFT (B3LYP/6-

31g(d,p)) e experimental (voltametria ciclica).
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Grafico 14. Gréfico de correlacdo entre os valores dos potenciais de
reducdo dos rubrolideos obtidos por método tedrico DFT (mPWB1K/6-

31+g(d,p)) e experimental (voltametria ciclica).

A partir destes resultados, p6de-se inferir que os calculos tedricos
reproduzem satisfatoriamente os valores de potencial de reducao
experimentais encontrados para os rubrolideos. No presente caso, 0 método
B3LYP/6-31g(d,p) apresentou resultados mais concordantes com os valores

experimentais obtidos por voltametria ciclica.
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5 - CONCLUSOES

A partir da analise estrutural dos rubrolideos, foi constatado que em
todos os compostos analisados o anel lactbnico permanece no mesmo plano
do grupo arilideno. J& o substituinte arila permanece em outro semi-plano, o
gual forma um angulo diedro que varia em torno de 60° com o anel lactbnico.

O modelo construido com o descritor FNSA3 no estudo QSAR indicou
gue o aumento da superficie molecular com carga negativa (aumento na
polaridade) contribui para o aumento da eficiéncia, o que pode ser
conseguido com substituintes mais eletronegativos. Em concordancia com
este resultado, os substituintes mais eletronegativos contribuem para o
abaixamento nas energias dos orbitais de fronteira, resultando em moléculas
mais ativas, como foi constatado nos modelos construidos com o0s
descritores moleculares relativos as energias dos orbitais HOMO e LUMO.
Portanto, moléculas com grupos atratores de elétrons, como NO, e CFsj,
tendem a ser mais eficientes. Adicionalmente, baseando-se nestes aspectos,
foi constatada a possibilidade dessas moléculas reagirem por um
mecanismo de adi¢do nucleofilica.

Nas analises de voltametria ciclica, em geral foram obtidos
voltamogramas com picos irreversiveis, sendo determinados os potenciais
de reducdo e foram encontrados valores correlacionados com a atividade
biologica. A partir destes resultados, foi reforcada a hipétese de que estes
compostos ligam-se a uma plastoquinona do fotossistema II, influenciando
no abaixamento do potencial de reducdo da mesma e impedindo a
continuacao do transporte de elétrons no processo fotossintético.

As substancias que ndo possuem o substituinte arilideno
apresentaram valores de potencial de reducdo discrepantes em relacdo aos
demais compostos, e ndo possuem atividade biolégica, o que reforca a
proposta de mecanismo de acao destes compostos.

Os calculos de DFT reproduziram satisfatoriamente os valores de
potencial de reducdo medidos nos experimentos de voltametria ciclica. Isto
assegura que os funcionais empregados, B3LYP e mPWBI1K, sdao

adequados para o calculo dos potenciais de reducdo da classe de
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compostos estudada. No presente trabalho, o funcional B3LYP foi o que
apresentou resultados mais concordantes com o0s valores experimentais
obtidos por voltametria ciclica.

A partir destes resultados, conclui-se que foi estabelecida uma nova
metodologia para o célculo de potenciais de reducéo dos rubrolideos.
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Tabela 18. Tabela com valores de energia livre de Gibbs calculadas para os

rubrolideos.

ANEXOS
ANEXO A

Soma de energia livre térmica e eletrénica das espécies neutras

Composto

RB1
RB2
RB3
RB4
RB5
RB6
RB7
RB8
RB9
RB10
RB11
RB12
RB13

B3LYP/6-31G(d)

-3321,066764
-3221,825635
-3794,651250
-3679,424957
-3490,908542
-3778,666294
-3695,410126
-3827,945721
-3927,187127
-3566,127239
-3566,126399
-3665,368415
-3665,370326

mPWB1K/TZVP
-3323,782785
-3224,519836
-3797,289207
-3682,048600
-3493,537195
-3781,312493
-3698,027370
-3830,621492
-3929,883561
-3568,758758
-3568,758252
-3668,022450
-3668,020452

Tabela 19. Tabela com valores de energia livre de Gibbs calculadas para os

rubrolideos.

Soma de energia livre térmica e eletrbnica das espécies carregadas

(carga=-1)

Composto

RB1
RB2
RB3
RB4
RB5
RB6
RB7
RB8
RB9
RB10
RB11
RB12
RB13

B3LYP/6-31G(d)

-3321,090282
-3221,84782
-3794,722983
-3679,465691
-3490,951032
-3778,709402
-3695,479704
-3828,000139
-3927,243864
-3566,171962
-3566,165952
-3665,415535
-3665,419618

mPWB1K/TZVP
-3323,813281
-3224,548337
-3797,366764
-3682,098423
-3493,588136
-3781,363666
-3698,102438
-3830,684410
-3929,950091
-3568,812294
-3568,805874
-3668,078316
-3668,079541
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ANEXO B

Imagens dos orbitais moleculares HOMO obtidas nos célculos DFT.
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ANEXO C

Imagens dos orbitais moleculares LUMO obtidas nos célculos DFT.
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ANEXO D

Voltamogramas obtidos nas analises de voltametria ciclica (a

velocidade de varredura em todas as analises foi de 100 mV/s).
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Figura 12. Voltamograma ciclico do rubrolideo 1.
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Figura 13. Voltamograma ciclico do rubrolideo 2.
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Figura 14. Voltamograma ciclico do rubrolideo 3.
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Figura 15. Voltamograma ciclico do rubrolideo 4.
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Figura 16. Voltamograma c
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Figura 17. Voltamograma ciclico do rubrolideo 6.
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Figura 18. Voltamograma ciclico do rubrolideo 7.
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Figura 19. Voltamograma ciclico do rubrolideo 8.
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Figura 20. Voltamograma ciclico do rubrolideo 9.
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Figura 22. Voltamograma ciclico do rubrolideo 11.
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Figura 24. Voltamograma ciclico do rubrolideo 13.
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