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RESUMO

OLIVEIRA, R. F. Modelagem de propriedades estruturais e eletronicas para a
otimizacdo da biodisponibilidade de N-piridilporfirinas atuando como moduladores
redox. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2013.

O estresse oxidativo € uma condicdo bioldgica na qual ha um desequilibrio entre a
liberacdo de espécies reativas e a sua captacdo pelos sistemas bioldgicos, podendo
provocar a producdo de peroxidos e radicais livres que danificam diferentes componentes
celulares, incluindo proteinas, lipidios e 0 DNA. As porfirinas e seus complexos metalicos
podem ser usados como mimicos da enzima superéxido dismutase (SOD) na modulacdo do
estresse oxidativo. A eficacia in vivo das porfirinas esta relacionada, entre outros fatores,
com sua biodisponibilidade, que é fortemente influenciada pela lipofilicidade e pode
também ser relacionada a diferentes propriedades estruturais e eletronicas dessas
moléculas. Neste contexto, o presente trabalho teve o intuito de analisar a influéncia de
determinadas propriedades moleculares na lipofilicidade de uma série de N-
piridilporfirinas, por meio de célculos teoricos, visando fornecer informagdes Uteis para o
planejamento de novos derivados de porfirinas. Inicialmente, o logaritmo do coeficiente de
particdo octanol/agua (log P) dessas moléculas foi estimado utilizando diferentes
programas computacionais livres, bem como com base na diferenca de energia livre de
solvatacdo octanol/agua, empregando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT), com
diferentes funcionais hibridos (B3LYP, M06 e M062X). A partir dos célculos DFT foram
obtidas, ainda, propriedades eletrdnicas e estruturais, tais como cargas parciais atémicas,
orbitais moleculares, momento de dipolo, polarizabilidade, area superficial e volume
molecular. Os dados obtidos foram comparados a medida experimental de lipofilicidade
disponivel para esta série de porfirinas, o fator de retencdo cromatografica (Rg. Os
resultados mostram que métodos tradicionais e bem estabelecidos de calculo do log P,
como o0s métodos fragmentais, ndo fornecem resultados confiaveis para as porfirinas
estudadas, ao contrario dos calculos baseados na energia livre de solvatacdo, que
forneceram tendéncias semelhantes aos valores experimentais de log P de porfirinas de
manganés analogas as estudadas. Além disso, 0s resultados obtidos sugerem que a
distribuicdo de cargas na estrutura das porfirinas pode estar relacionada com as diferencas
observadas na lipofilicidade e, consequentemente, com a passagem destas moléculas
através da membrana celular. Também ficou evidente que o volume molecular esta
fortemente relacionado a lipofilicidade, uma vez que se observa um maior relaxamento da
estrutura na fase n-octanol devido ao carater lipofilico das longas cadeias alquilicas ligadas
ao grupo piridil. Baixas correlacbes entre os valores de R e as demais propriedades
moleculares calculadas foram obtidas, indicando que a lipofilicidade das porfirinas pode
ser modulada apenas pelo tamanho das cadeias alquilicas e pela introducdo de grupos que
alterem favoravelmente a distribuicéo de cargas.

Palavras-chave: N-piridilporfirinas; lipofilicidade; métodos fragmentais; calculos DFT.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, R. F. Modeling of structural and electronic properties to the optimization
of bioavailability of N-pyridylporphyrins acting as redox modulators. Dissertation
(Master’s Degree) — Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2013.

Oxidative stress is a biological condition in which there is an imbalance between the
release of reactive species and their reuptake by biological systems, leading to the
production of peroxides and free radicals that damage different cellular components,
including proteins, lipids and DNA. Porphyrins and their metal complexes can be used as
mimics of the enzyme superoxide dismutase (SOD) in the modulation of oxidative stress.
The in vivo efficacy of porphyrins is related, among other factors, to their bioavailability,
which is strongly influenced by lipophilicity and can also be related to different structural
and electronic properties of these molecules. In this context, the present work has the aim
of analyzing the influence of certain molecular properties on the lipophilicity of a series of
N-pyridylporphyrins, by means of theoretical calculations, intending to provide useful
information for the design of new porphyrin derivatives. Initially, the logarithm of the
octanol/water partition coefficient (log P) of these molecules was estimated by using
different free software, as well as based on the difference of octanol/water free energy of
solvation, employing the Density Functional Theory (DFT), with different hybrid
functionals (B3LYP, M06 and M062X). From DFT calculations, electronic and structural
properties were also obtained, such as atomic partial charges, molecular orbitals, dipole
moment, polarizability, surface area and molecular volume. The obtained data were
compared to the available experimental measure of lipophilicity to this series of
porphyrins, the chromatographic retention factor (Ry). The results show that traditional and
well established methods for log P calculation, such as fragmental methods, do not provide
reliable results for the studied porphyrins, unlike the calculations based on free energy of
solvation, which have provided similar trends to the experimental log P of manganese
porphyrins analogous to the studied ones. Furthermore, the obtained results suggests that
charge distribution on the porphyrin structure may be related to the observed differences in
lipophilicity and, consequently, with the passage of these molecules across the cellular
membrane. It also became evident that the molecular volume is strongly related to
lipophilicity, since a larger relaxation of the structures in the n-octanol phase is observed
due to the lipophilic character of the long alkyl chains attached to the pyridyl group. Low
correlations between Rf values and the other molecular properties calculated were
obtained, indicating that the lipophilicity of porphyrins can only be modulated by the size
of alkyl changes and the introduction of groups that favorably alter the charge distribution.

Keywords: N-pyridylporphyrins; lipophilicity; fragmental methods; DFT calculations.
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1 INTRODUCAO

1.1 PORFIRINAS COMO MODULADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo € uma condicdo bioldgica na qual ha um desequilibrio entre a
liberacdo de espécies reativas (tais como OONO™ e O,) e a sua captacdo pelos sistemas
bioldgicos. Todos 0s organismos vivos possuem um ambiente intracelular de natureza
redutora, existindo um equilibrio entre as formas oxidada e reduzida de moléculas.
Perturbacbes neste equilibrio redox podem provocar a producdo nao-fisioldgica de
peréxidos e radicais livres que danificam todos os componentes celulares, incluindo
proteinas, lipidios e 0 DNA.

Existem indicios que apontam o estresse oxidativo como tendo um papel
importante em doencas neurodegenerativas, tais como a doenca de Parkinson e a doenca de
Alzheimer. Existe também alguma correlacdo entre estresse oxidativo e certas doencas
cardiovasculares. As espécies reativas de oxigénio também podem agir de forma benéfica
no organismo, quando usadas pelo sistema imunoldgico para atacar e aniquilar agentes
patogénicos ou quando atuam como moléculas mensageiras em vias de sinalizacao celular
(também designada sinalizacdo redox). Algumas enzimas sdo capazes de produzir
superdxido como a xantina oxidase, NADPH oxidases e citocromo P450 oxidase. Os
antioxidantes enzimaticos mais bem estudados sd@o as enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalase e glutationaperoxidase.

O papel essencial das superoxido dismutases (SOD) € manter o bom funcionamento
do metabolismo e proteger as células contra os efeitos primarios e secundarios do radical
superdxido. O controle do estresse oxidativo mostra ser a chave para o tratamento de
diversas doencas e tem papel importante no metabolismo celular das mitocondrias. Assim,
a sintese de mimicos de SOD sintéticos, principalmente aqueles que tém a mitocondria
como alvo, se faz necessaria.

A diversidade estrutural e eletrénica dos complexos a base de porfirinas possibilita
que alguns dos compostos se enquadrem bem nos critérios para que uma molécula seja

considerada como um mimico da SOD. Tendo um metal redox no centro do sitio ativo,
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assim como as enzimas SOD, metaloporfirinas sintéticas podem atuar como excelentes
doadores e aceitadores de elétrons, podendo assim catalisar reacdes de oxidagdo e reducdo
de espécies reativas. Uma porfirina € caracterizada por um macrociclo tetrapirrélico (Fig.
1), onde os pirrdis sdo conectados por grupos metinos (=CH-), e que possui no seu centro
quatro atomos de nitrogénio e um espaco apropriado para acomodar um ion metalico. Nas
porfirinas sintéticas utilizadas como mimicos de SOD, esses grupos metinos se conectam,
geralmente, a anéis piridilas (Figura 1) com cadeias n-alquilicas ligadas aos nitrogénios do
piridil.

Figura 1. Estrutura geral das Mn-porfirinas comumente utilizadas como mimicos de SOD.

R H-C
3 \ L
N—
R
a2
R = meso-substituinte

Nos anos 1970, foram descobertas ferro-porfirinas (Fe-porfirinas) capazes de
promoverem a dismutacéo catalitica de O," via dois processos redox, de modo semelhante
ao das enzimas SOD (Egs. (1) e (2), sendo M o metal).

MM pSt 4 07 2 MUP* + 0, (1)
Mp*t + 2HY + 0; = M'P5* 4+ H,0, 2)

As Fe-porfirinas sdo bastante ativas como catalisadores de remocdo do O,". O uso
biolégico limitado destes sistemas a base de Fe tem sido comumente associado a
posibilidade de liberagdo de Fe “livre”, que pode resultar na toxica reagdo de Fenton (Eq.

3), levando a formacéo do radical OH".

11
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Fe** + H,0, > Fe3* + OH™ + OH® (3)

Por outro lado, as Mn-porfirinas (MnPs), por terem alta estabilidade metal-ligante,
diversidade estrutural do anel porfirinico e constantes de velocidade para dismutacdo de
superoxido (Kea) proximas das SOD, sdo boas candidatas a mimicos de SOD. As MnPs tém
sido extensivamente estudas e sdo consideradas potentes mimicos de SOD. MnPs que
atuam como mimicos de SOD foram projetadas de forma que sua carga catiénica e cadeias
alquilicas fornececem tanto sua notavel poténcia SOD, bem como permitissem a entrada na
mitocdndria. Dentro da classe das MnPs, analogos lipofilicos sdo particularmente eficazes
para o tratamento de lesdes do sistema nervoso central onde os tecidos s&o mais lipofilicos

e as mitocondrias desempenham papel-chave.

1.2 AS N-ALQUILPIRIDILPORFIRINAS DE MANGANES

Desenvolvidas a partir de estudos da relacdo estrutura-atividade entre a habilidade
das MnPs em remover superoxido e o potencial de reducdo do par redox Mn(111)P/Mn(I1)P,
as N-alquilpiridilporfirinas de Mn(lIl1), cuja estrutura geral € mostrada na Figura 2, estdo
entre 0s mais potentes mimicos da SOD, além de atuarem como removedores cataliticos de
peroxinitrito e moduladores da atividade redox de transcricdo celular (GAUTER-
FLECKENSTEIN et al., 2008).

Por meio da remocdo de espécies reativas, as orto-N-alquilpiridilporfirinas de
Mn(I11) suprimem ndo apenas o0 evento oxidativo primario, mas também a atividade de
transcricdo celular mediante a inibicdo dos fatores HIF-1a, NF-kB, e AP-1 (JACKSON et
al., 2007) e, consequentemente, as respostas inflamatorias e imunes secundarias, bem como
0s niveis das citoquinas relacionadas (BATINIC-HABERLE et al., 2009). Além disso, as
MnPs, como a MnTE-2-PyP, MnTnHex-2-PyP e MnTDE-2-ImP atenuam efetivamente o
estresse oxidativo em modelos animais de cancer (MOELLER et al., 2005; RABBANI et
al., 2009; ZHAO et al., 2005), disfuncdes do sistema nervoso central, lesées por radiacéo,
diabetes e tolerancia a morfina (BATINIC-HABERLE et al., 2010), entre outros.

12



Figura 2. Estrutura geral dos isdmeros orto e meta das N-alquilpiridilporfirinas de
manganés.
Isomero - Orto Isomero - Meta

R=CH, R—N""

n 2o+l

n= 1 (metl) a 8 (octl)

Qs

|
R

O efeito in vivo das MnPs é influenciado pela capacidade antioxidante, pela
biodisponibilidade e pela toxidez dessas moléculas. Por sua vez, a biodisponibilidade é
dependente do tamanho, carga, forma (flexibilidade conformacional e geometria) e da
lipofilicidade. Em consequéncia dos diferentes niveis de acumulacdo nos compartimentos
celulares, alguns farmacos podem ser eficazes em determinados modelos, mas falharem
completamente ou serem menos eficazes em outro (GILES et al., 2005).

Na tentativa de aumentar a biodisponibilidade (quantidade do farmaco que
realmente chegou ao local a ser tratado) e diminuir a toxidez das MnPs, diferentes
estratégias foram empregadas. Um aumento de cerca de dez vezes na lipofilicidade foi
obtido para cada carbono adicionado a cadeia alquilica, ou para a troca de cadeias
alquilicas de mesmo tamanho da posicdo orto para meta do anel piridinico (ver Fig. 2).
Assim, as porfirinas meta sdo dez vezes mais lipofilicas do que as orto, além de serem
menos volumosas. Desse modo, sua menor capacidade antioxidante é compensada por
essas caracteristicas, o que as torna igualmente efetivas in vivo (KOS et al., 2009a).

Estas porfirinas altamente lipofilicas foram planejadas de modo a melhorar as
propriedades de transporte através da barreira hematoencefalica para, assim, serem eficazes
contra lesbes do sistema nervoso central. A titulo de exemplo, a porfirina MnTnHex-2-

PyP>* ¢ 120 vezes mais eficaz do que a MnTE-2-PyP>*, além de atravessar a barreira
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hematoencefélica 12 vezes mais (SPASOJEVIC et al., 2008) e se acumular na mitocondria
em maior quantidade (SPASOJEVIC et al., 2010).

Entretanto, as porfirinas mais lipofilicas possuem um caréater surfactante e podem
danificar a membrana celular em concentragdes mais altas. Por isso, modificacGes
estruturais foram realizadas com o objetivo de diminuir sua toxidez, porém mantendo
ainda a atividade semelhante as SODs. A estratégia empregada com este intuito foi a
introducdo de um grupo metoxi nos substituintes piridinicos, o que resultou em diminuicéo
da toxidez, aumento da eficAcia e melhora no transporte através da parede celular
(TOVMASYAN et al., 2011).

Apesar dos avancos alcancados, algumas questdes ainda necessitam ser melhor
exploradas: quais sdo os parametros estruturais que poderiam explicar as variacdes
observadas na lipofilicidade? Por que a introducdo de um atomo de oxigénio na cadeia
alquilica leva a uma reducéo téo drastica na lipofilicidade? Como é possivel planejar novas
moléculas de modo a manter a atividade semelhante a SOD e, ao mesmo tempo, otimizar a
eficacia e diminuir a toxidez?

Neste contexto, o presente trabalho contribui por meio do célculo de propriedades
moleculares de N-piridilporfirinas relacionadas a sua biodisponibilidade in vivo, a fim de
obter informacdes que possam ser uteis para o planejamento de novas porfirinas
apresentando uma melhor biodisponibilidade e, consequentemente, uma maior eficacia

como moduladoras da atividade redox.
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2

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como intuito analisar a influéncia das propriedades

moleculares de uma série de N-alquilpiridilporfirinas em sua lipofilicidade, visando obter

informagdes importantes para a otimizagdo da biodisponibilidade e da eficacia desses

compostos como moduladores redox.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

d)

Comparar os resultados de diferentes métodos de calculo do coeficiente de particdo
octanol/agua (log P) das porfirinas estudadas;

Testar diferentes funcionais hibridos para essas porfirinas com o intuito de
identificar aqueles que fornecessem uma maior correlacdo entre os dados
experimentais e os calculados;

Calcular descritores estruturais e eletronicos que possam explicar o efeito de
modificagdes estruturais na lipofilicidade e biodisponibilidade das N-
alquilpiridilporfirinas;

Avaliar as diferencas estruturais e energéticas entre as N-piridilporfirinas em agua e
n-octanol como solventes, de modo a simular os ambientes hidrofilicos e lipofilicos
e obter explicacdes sobre os efeitos do aumento do nimero de carbonos e da
introducdo do grupo metdxi na cadeia alquilica sobre a lipofilicidade das N-

alquilpiridilporfirinas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 METODOS COMPUTACIONAIS PARA O CALCULO DE LOG P
3.1.1 METODO FRAGMENTAL

Este método divide a molécula em fragmentos e aplica fatores de corregdo para
compensar as interacfes intramoleculares, de acordo com a Eq.(1), onde o primeiro termo
considera a contribuicdo do fragmento constante, fi, e a incidéncia deste fragmento, a;
(MANNHOLD & REKKER, 2000). O segundo termo considera a contribuicdo do fator de

corregéo, Fj, e sua frequéncia, bj:

n
m
logP = af + Z bF, 4)
j=1

i=1

Definindo grandes fragmentos ao invés de simples atomos, garante-se que
importantes interacdes eletrdnicas estejam compreendidas dentro do fragmento. No

entanto, fragmentos arbitrarios e perdidos sdo as principais desvantagens.
3.1.2 METODO BASEADO EM ATOMO

Neste método, corta-se a molécula em simples atomos e geralmente ndo se aplicam
regras de correcdo. O célculo do log P se da como o resultado de um somatdrio do produto
do nimero de 4&tomos de um tipo i, n;, com a contribuicdo deste tipo de atomo, a;, como &

mostrado na equagao 5:

logP = Y n;a; (5)

Entretanto o coeficiente de particdo ndo é uma simples propriedade aditiva. O
carater constitutivo é protegido por uma enorme quantidade de tipos de atomos

classificados de acordo o ambiente estrutural. A vantagem do método baseado em atomos é
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que ambiguidades sdo evitadas, a desvantagem € que falha para interacdes de longo

alcance.

3.1.3 METODO BASEADO EM DESCRITORES TOPOLOGICOS

Os métodos baseados nos descritores topoldgicos tem como principal vantagem a
velocidade de célculo, o que os torna importantes ferramentas para a previsdo de um
grande conjunto de dados. Para obter melhores resultados, alguns programas como o
ALOGPs utilizam modelos baseados nos descritores de Estado-E, que unem o modelo de
descritores topolégicos com os estados de valéncia dos atomos. Este modelo obteve
sucesso quando usado para construir modelos QSAR para diferentes propriedades
biologicas e fisico-quimicas, inclusive na predicdo da lipofilicidade (MANNHOLD et al.,
2008). Assim, 0 ALOGPs combina as correlagdes lineares com o método de redes neurais,

para diversos descritores e bancos de dados com milhares de moléculas.

3.1.4 METODOS BASEADOS EM PROPRIEDADES

Para dois solventes relativamente imisciveis, o log P pode ser considerado
proporcional a energia livre de Gibbs molar de transferéncia entre as fases octanol e agua
(MANNHOLD et al., 2009):

—2,303RTlogP = MGy — AG,, = AG,,, = AGEL + AGH (6)

onde AG,, e AG,. Sdo as energias livres de solvatacdo do soluto em &gua e octanol, e
AGEL,, AGRe correspondem ao termo eletrostatico e ao termo ndo-polar (formagdo de
cavidade e dispersao de van der Waals) das interac6es soluto-solvente.

Para calcular as energias de Gibbs da Eg. (6), aproximacBes empiricas podem ser
feitas, considerando os efeitos fisicos que influenciam a particdo de moléculas entre as
duas fases e obter um conjunto restrito de parametros experimentais que governam este
processo. Entretanto, parametros que podem ser calculados por métodos computacionais,

tais como tamanho molecular ou cargas atdmicas podem ser capazes de fornecer modelos
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confiaveis para a predicdo da energia de Gibbs. Certos modelos de solvatacdo simplificam
0 problema considerando o solvente como um meio continuo.

A fim de garantir a obtencao de resultados bons e confiaveis é necessario conhecer
os fundamentos tedricos de todos os principais métodos e modelos envolvidos no calculo
das propriedades estruturais e eletronicas utilizadas neste trabalho, os quais serdo

apresentados a seguir.

3.2 ATEORIA DO FUNCIONAL DA DENSIDADE

Na mecénica quantica, o estado de um sistema pode ser descrito pela equacdo de
Schrédinger, cuja forma dependente do tempo € expressa como (LEVINE, 2000):

W(xyz) _ _ h*[3*W azly_l_azly
at T 2mlox2 dy? 0z2

ih

] +V(xy,2)¥Y(xYy,zt) @)

onde h (h cortado) é um simbolo simplificado para h/27z, onde h € a constante de Planck, ¥
corresponde a funcao de onda e V corresponde a energia potencial.

Muitas aplicagbes da mecanica quantica para a quimica ndo necessitam desta
equacdo, de modo que uma forma mais simplificada, a equacdo de Schrodinger
independente do tempo, é usada. A partir da equacdo dependente do tempo se obtém a

nova equacao independente do tempo (Eqg. 8)

—% [(?:T‘j + (3727‘: + ZZTZJ] +V(x,y,2)Y(xyz) = E¥Y(xy,2) (8)

A equacdo de Schrodinger s6 possui solucdo analitica exata para atomos
monoeletrdnicos e para modelos simples como por exemplo rotor rigido e particula na
caixa. Para moléculas polieletronicos a solucdo dessa equacdo torna-se impossivel sem o
uso de aproximacdes como a de Born e Oppenheimer. Esta aproximacao resolve a equacao
de Schrodinger desacoplando o movimento eletrénico do movimento dos ndcleos, levando
a uma dependéncia paramétrica da funcdo de onda eletrénica com a coordenadas dos
nacleos. O desenvolvimento do método Hartree-Fock e dos métodos pos-Hartree-Fock,

fazendo uso da aproximacdo de Born e Oppenheimer, permitiu o tratamento da estrutura
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eletrobnica de moléculas maiores e de soOlidos, embora demandando altos tempos
computacionais (SZABO & OSTLUND, 1989).

Thomas e Fermi (GOODISMAN, 1971) propuseram um modelo diferente para o
tratamento desses sistemas baseado na densidade eletronica, p(r). Com isso, torna-Se mais
simples a solucdo da equagdo de Schrédinger para sistemas maiores, uma vez que a
complicada funcdo de onda de N elétrons na equacdo de Schrodinger é substituida pela
densidade eletrnica, que é mais simples. Neste modelo, a energia dos sistemas

moleculares pode ser escrita como:
EIF(0) =3/19 3n2) 5 [ p(r)fadr + 4 [ p(ru(r)dr + 1/, [ [ 222202 ay, ar, (9)

onde o primeiro termo € a energia cinética, o potencial na auséncia de um campo externo, o
segundo termo representa a energia potencial nuclear e o terceiro termo, a repulséo

intereletronica.

3.2.1 TEOREMAS DE HOHENBERG E KOHN

Hohenberg e Kohn consideraram a densidade eletrénica, p, como variavel basica,
fornecendo os fundamentos para o primeiro teorema de Hohenberg e Kohn (DUARTE &
ROCHA; 2007). O Hamiltoniano nao relativistico na aproximacao de Born-Oppenheimer
para um sistema com N elétrons é dado por:

HBO =T +7, (10)

+U
N M N 7
— N 1/ y2 ﬁ:_zz—“‘
Z /2 ' - IRy — i
l
e — rep — o _p |
i<j j |n-—rj| <A A IR = R

onde i e j e A e B representam, respectivamente, os elétrons e os nucleos atdmicos, r e R
correspondem as coordenadas dos elétrons e dos nlcleos e Z o nimero atémico. O termo T
é o operador energia cinética, V, é operador de repulsio elétron-elétron que inclui os

termos de repulsdo Coulombiana, Erep, 0s termos ndo classicos (troca-correlagio) e U
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representa o potencial externo relacionado aos elétrons, geralmente devido as cargas dos
nacleos Z,.

A energia total do sistema ndo degenerado pode ser dada por
E, = [ WYABOW dr.dr, ...dn,, = (Y|HEO|W) (11)

O potencial externo pode ser separado em um funcional da densidade eletronica,

assim:

E, = (P|T + V,|¥) + [ p(r)v(r)dr (12)
onde a densidade eletrdnica é definida por

p(r) = [W(ry, 1o o, )W (ry, 7y, o, Ty) dry, ATy, oo, dTy (13)

e W(ry, 1y, ...,ry) € asolucdo do estado fundamental do Hamiltoniano. O numero total de
elétrons N e o potencial externo v no qual os elétrons se deslocam, define o hamiltoniano
do sistema.

De acordo com o primeiro teorema de Hohenberg-Kohn, o potencial externo € um
funcional unico da densidade eletronica p(r). A partir da densidade eletronica definimos o
potencial externo para N elétrons e consequentemente 0 Hamiltoniano do sistema. Assim
como a energia é calculada resolvendo a equacéo de Schrodinger, a energia de um sistema

eletrénico é determinada pela densidade eletronica:
E=E,[p] (14)

onde vexplicita a dependéncia com o potencial externo v (r).
O segundo teorema de Hohenberg-Kohn diz respeito ao principio variacional da
densidade eletrénica p(r). Para um densidade qualquer p(r)" de forma que p(r)' >0 e

tenha [ p(r)'dr = N, aenergia é dada pela equagdo 14
E, < E[p'] (15)
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onde E[p'] é a energia do funcional da densidade. A partir destas informacGes € possivel
correlacionar a densidade eletronica p(r)’, o Hamiltoniano H'e a funcdo de onda do estado

fundamental ¥'.

p(r) »H - (16)
Ey = Elp] <E[p'] = (W'[HIV') = [ p'Mu@)dr + Tlp'] + Ve [p']
[ o' @(@)dr + Fyux[p'] (17)

Onde Fyk[p'] é o funcional universal, definido como a soma T[p'] + V,.[p'] e &
independente do potencial externo e p(r) é a verdadeira densidade eletronica do estado

fundamental deste sistema real.

3.2.2 O METODO DE KOHN-SHAM

O método de Hohenberg e Kohn ndo desenvolve um procedimento préatico para a
construgdo do funcional Fyk[p], visto que o funcional universal embora exista é
desconhecido. A principal falha dos funcionais nos modelos de Thomas-Fermi e Thomas-
Fermi-Dirac era a deficiéncia em descrever a contribuigdo cinética T[p]. O método Kohn-
Sham (KS) mudou essa situacdo drasticamente, pois introduziu a ideia dos orbitais
monoeletrdnicos, os quais podem ser construidos de modo rigoroso. Com essa ideia, a
descricdo da contribuicdo da energia cinética pode ser representada mais apropriadamente.

O esquema de KS tem suas raizes nos metodos de Hartree, porém, o método de
Kohn-Sham inclui os efeitos de troca e correlacdo eletronica explicitamente. De acordo
com o primeiro teorema de Hohenberg e Kohn, existe um anico funcional da energia para
o qual o principio variacional produz a densidade p(r) exata do estado fundamental,
correspondendo ao Hamiltoniano do sistema. Fyx[p] denota o funcional universal (no
sentido que ndo depende do potencial externo) da energia cinética para o sistema de
particulas ndo interagentes.

O esquema de KS afirma que para qualquer sistema de particulas interagentes,
existe um potencial monoeletronico local v¢(r) (potencial ficticio), tal que a densidade

exata do estado fundamental p(r) do sistema ndo interagente €:
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p(r) = ps(r) (18)

onde p(r) representa a densidade de carga real do gés de elétrons ndo homogéneo. O
Hamiltoniano referente a este sistema de referéncia de elétrons ndo interagentes segua

seguinte formula
A =yn |=1ly2 NEDINLS 19
N i=1 2 1 +US(TL) — &i=1"'% ( )

Onde hXS é o Hamiltoniano de Kohn-Sham de um elétron.

A N-representatividade (densidade obtida a partir de uma funcdo de onda antissimétrica) e
v-representatividade (garantia de que o potencial externo obtida a partir de uma densidade
tentativa é verdadeiro) sdo condicdes que devem ser satisfeitas [MORGON &
COUTINHO, 2007].

Kohn-Sham utilizou uma funcédo de onda WX° de um sistema néo interagente de elétrons
num determinate de Slater (produto anti-simetrizado de N func¢6es de um elétron), obtendo

os orbitais de Kohn-Sham da equacéo de Schrédinger de um elétron.
hiSPES = el (20)

O sistema de referéncia se conecta ao sistema real através da escolha do potencial externo
que represente a densidade eletronica do sistema real. Assim KS desenvolveram um
processo autoconsistente KS-SCF (Kohn Sham — Self Consistent Field), onde a partir de
uma densidade tentativa, é encontrada um potencial externo, deste um funcdo de onda que
gera uma nova densidade eletronica e assim por diante até ser encontrado o potencial
externo que represente a densidade eletrénica do sistema real.

KS reescreveram as equacfes de HK, definindo a diferenca média na energia cinética
AT [p] do estado fundamental entre a molécula e o sistema de referéncia de elétrons néo

interagentes com densidade eletrdnica igual a da molécula [LEVINE, 2000], pela equacédo
E,lpl = [ prv(dr + Tlp'] + 2 [ p(r)p(ry)rij dridr; + AT[p] + AV [p] (21)
AT[pl = Tlpl = T[p'l  AVelpl = Vielp] =3 [f p(r)p(ry)ri dridr;
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Onde o termo %ff p(ri)p(rj)ri;ldridrj é a expressdo da energia de repulsdo intereletrénica

sobre uma distribuicdo continua de cargas com densidade eletronica p. O funcionais AT [p]

e AV,.[p] séo desconhecidos.

A energia do Funcional de troca-correlacdo é definida pela equacédo abaixo

Exc[p] = AT[p] + AVee[p] (22)

Assim,
By = Eylpl = [ p(rv(dr + Tlp'] +3 [ pr)p ()i dridr; + Exe[p]  (23)

A chave para o célculo de boas propriedades pelo método KS-SCF esta na escolha do

melhor funcional de troca-correlacao.

3.2.3 FUNCIONAIS DE TROCA E CORRELACAO

Quando adicionamos o efeito de correlagdo eletrénica no modelo do gas uniforme
de elétrons, surge uma aproximacdo mais geral chamada LDA (do inglés, Local Density
Approximation). Esta aproximacéo é valida para sistemas onde a densidade de carga varia
lentamente em uma escala atdmica, ou seja, cada regido se comporta como um gas
uniforme de elétrons. A energia de troca-correlacdo é obtida pela integracdo do espaco

total do sistema,
EégA = fp(r)gxc (p)dr (24)

onde &,.(p) é a energia de troca-correlacdo do gas de elétrons associado ao potencial LDA

a
Vg4 (r) = exclp(m)] + p(r) %ﬁgﬂ] (25)

Quando aplicado a sistemas reais que ndo se comportam como gas homogéneo, o funcional
LDA superestima a energia de correlacdo por exemplo. Para melhorar esta aproximacao as

chamadas correcdes ndo-locais sao introduzidas (ZIEGLER, 1991).
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Outra aproximagdo que procura corrigir o potencial LDA e que fornece erros
menores que 1% para energia de troca, aparece no trabalho de Perdew e Yue (1986) e

utiliza uma expressao simples e precisa para o gradiente:

B9 to) = ~3(2) " o) Ry (26)

Os funcionais de correlacédo pelo gradiente de uso mais comum incluem o de Lee-
Yang-Parr (LYP), o funcional de correlagdo de Perdew (P86 ou Pc86), o funcional de
correlacdo de Perdew-Wang 1991 (PW91 ou PWc91) e os funcionais de Becke (BECKE,
1988), conhecidos como Bc96 ou B96. O funcional hibrido B3LYP (o nimero 3 indica que
esse funcional possui trés parametros) € uma das aproximac6es mais populares aplicadas a
grandes sistemas, misturando termos de troca vindos da metodologia HF com parametros
empiricos.

Os funcionais M06 e MO062X s&o funcionais hibridos meta-GGA de troca-
correlacdo (ZHAO & TRUHLAR, 2008). Comparados a outros 14 funcionais e a0 método
Hartree-Fock, fazendo uso de diversos bancos de dados de termoquimica, espectroscopia,
cinética, interagcdes ndo-covalentes, ligacdes de metais de transicéo, energias de excitacdes
atdbmicas de metais, energias de excitacdes de moléculas, comprimentos de ligacdo,
frequéncias vibracionais e energias vibracionais do ponto-zero. Dentre esses, 0 M06 foi
parametrizado de modo a incluir metais de transicdo e ndo-metais e 0 M062X é um
funcional ndo-local parametrizado apenas para ndo-metais. O M06 destes € considerado o
melhor funcional para o estudo termoquimico de compostos organometalicos e
inorganometalicos. O M062X e M06 séo funcionais muito bons para estudo das interacfes
ndo covalentes, sendo p M062X um funcional recomendado no estudo dos principais

grupos cinéticos e termoquimicos.

3.3 METODOS DE SOLVATACAO

A solvatacdo pode ser entendida como o processo de transferéncia de uma molécula
em meio gasoso para um meio condensado (MANNHOLD et al., 2009). A importancia de

estudar o efeito do solvente deve-se ao fato de que a maioria dos processos quimicos
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ocorrem em solucdo. Na solvatacdo, o soluto é transferido de uma posicéo fixa na fase
gasosa, para uma posicdo fixa em solucdo, mantendo-se constantes a pressdo, a
temperatura e a composicdo do solvente. A energia livre de solvatacdo AGsy, € 0 trabalho
necessario para realizar essa transferéncia. Para um processo geral, a energia livre em

solucdo do processo é calculada através do ciclo termodindmico mostrado na Figura 3.

Figura 3. Ciclo termodindmico para a determinagéo da energia livre em solucao

Ag + Bg AG!J > Cg + Dg
AGsolv (A) l AGsolv (B) l l AGsolv (C) l AGsolv (D)
A B,, AGso ¢ D
sol + sol —IP sol + sol

A expresséo para o célculo da energia livre em solucao é:

AGgsop = AGy + [AGs1, (C) + AGso1, (D) + -1 = [AGgo1, (A) + AGso1,(B) + -+ 1 (27)

A energia livre de solvatacdo é definida da mesma maneira atraves dos termos de

cavitacdo, interacdes de repulsdo e dispersao e contibuicdes eletrostaticas:

AGsolvatagdo = Gcav + Gele + Gdisp—rep (28)

O termo de cavitacdo G.,, € uma cavidade criada para envolver e acomodar o
soluto, englobando tanto o trabalho necessario para criar a cavidade como tambem
interacdes solvente-solvente geradas apés a criacdo da cavidade.

Para simular o processo de solvatacdo podem ser usados dois tipos de modelos:
explicito ou implicito. O modelo implicito é usado quando o sistema estudado contém
muitos centenas de atomos e fica inviavel adicionar mais centenas ou milhares de atomos
de solvente. Em vez disso, a inser¢do do solvente é feita na forma de um meio continuo.
Nos modelos explicitos, tais como os utilizados em simula¢des de Dindmica Molecular ou
Monte Carlo, diversas moléculas de solvente sdo colocadas em volta do sistema,

interagindo diretamente com o mesmo. Neste trabalho, visto o tamanho dos sistemas
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estudados, o modelo de solvatacdo implicita se apresenta como o mais indicado e sera

brevemente descrito a seguir.

3.3.1 SOLVATACAO IMPLICITA

Nos modelos de solvatacdo implicita ou modelos continuos, o solvente é
representado implicitamente por um continuo polarizavel que interage eletrostaticamente
com o soluto (CRAMER, 2002).

Born definiu que o soluto poderia ser representado por cargas pontuais, enquanto
Kirkwood fez generalizacbes da aproximacdo de Born, transformando a distribuicdo de
cargas do soluto numa representacdo de multipolos, trazendo a tona o conceito de cavidade
na qual se encontra o soluto. Onsager definiu a distribuicdo de cargas como o momento de
dipolo do soluto e descreveu a cavidade esférica, introduzindo o conceito de campo de

reacdo (R) descrito na equacao 26:

R=(2(-1))/(@e+1) u/r (29)

onde € é a constante dielétrica do meio, £ 0 momento de dipolo do soluto e r o raio da
esfera do soluto.

A distribuicdo de cargas do soluto agora € representada pelo seu momento de
dipolo que gera um campo elétrico que polariza o meio dielétrico. O solvente passa entdo a
ser representado como dipolos pontuais. A fim de encontrar o potencial eletrostatico
gerado da interacao entre os dipolos pontuais do solvente e o soluto faz-se uso da equacéo
de Poisson (Eqg. 30):

Vo(r) = (—4mp(r))/e (30)

onde ¢(r) é o potencial eletrostatico, p(r) é a densidade de carga e €(r) é a constante
dielétrica dependente da posi¢ao.

A adicdo das contribuicGes positivas e negativas para distribuicdo da densidade de
carga de ions em torno do continuo, conduz a uma alteracdo na equacao 30, levando a
equacdo de Poisson-Boltzmann (JENSEN, 2007).
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Vie(r)Vd(r)] — (8”—6121)2 (k"%) sen qd)(r)/kBT = —4mp(r) (31)

kgT

pt = *tqceta®/ksT
Onde kg € a constante de Boltzmann, T é a temperatura, g é a magnitude da carga do

27\ 2
SZQTI) é um parametro de Debye-Hiickel, p* é a distribuicdo de
B

eletrélito ibnico, o termo (

cargas para ions positivos (+) e ions negativos (-) e I € a forca idnica da solugdo dada pela

equacéo abaixo:
1=z (32)

onde z é a carga do ion i e ¢ a concentracdo deste ion na solucao.

A energia livre dada pelo potencial eletrostatico € descrita pela equacao:

AGeree = /o [ p(r) d(r)dr (33)

O campo de reacdo auto-consistente, SCRF (Self-Consistent Reaction Field) é a
unido do SCF (Self-Consistent Field) usado na descricdo da melhor funcdo de onda para
sistemas atbmicos e moleculares e 0 método do Campo de Reacdo de Onsager (TOMASI,
MENNUCCI & CAMMI, 2005).

O modelo continuo de solvatacdo mais popular € o PCM (Polarizable Continuum
Model) ou Modelo do Continuo Polarizavel (MIERTUS, SCROCCO & TOMASI, 1981),
no qual o soluto € representado por uma distribuicdo de cargas e o solvente continua sendo
representado por um dielétrico continuo. A distribuicdo de cargas do soluto polariza o
dielétrico ao seu redor e induz novas cargas aparentes sobre a superficie da cavidade que
envolve o soluto. Essas cargas induzidas geram o campo de reacdo que € introduzido no
hamiltoniano molecular do soluto como uma perturbacao.

A criacdo de cavidades € realizada através da criacdo de esferas sobrepostas
centradas nos atomos descritas pelos raios de van der Waals. A energia livre de solvatacdo
é descrita através das contribuigdes de cavitacdo (G.,,,), eletrostatica (Ge.), disperséo e

repulséo (G4-,), de acordo como a equagéo abaixo:

27



Gsolv = Gelec + Gd—p + Gcav (34)

A éarea superficial do soluto que ser& exposta ao solvente é formada por pequenas
porcdes de area, completando toda a are superficial, chamadas de Tesserae. Cada Tesserae
é construida para abrigar um ponto de carga e definir a superficie da cavidade que envolve
0 soluto.

A contribuicdo da energia de gibbs de dispersdo-repulsédo depende da distribuicao
de solvente ao redor da cavidade do soluto, considerando uma média da energia de
interagdo soluto-solvente, o G,_, representa esta contribuicdo como uma soma das
interacdes soluto-solvente separadas por uma distancia 75yut0—soivente- POJEMOS escrever

essas interagcdes como

AGd—p = Zsoluto Zév=1 Zsolvente v (rsoluto—solvente) (35)

onde Y9(Tsomto—sowente) € 0 potencial de Lennard-Jones, com diferentes contribuictes
deste potencial para o soluto e para o solvente.

O método PCM permite ainda a criacdo de cavidades mais flexiveis a simetria da
molécula e o controle da distancia de interacdo soluto-solvente através de modificagdes nos
raios de Van der Waals, o que aumenta sua aplicabilidade. Existem outros métodos de
solvatacdo implicita, que se diferenciam pela criacdo da cavidade e pela descricdo do

potencial eletrostatico de interacdo soluto-solvente.
3.3.2 O MODELO SMD

O modelo de solvatacdo implicita chamado de SMD (Solvation Model - Density)
foi desenvolvido para predizer a energia livre de solvatacdo de solutos neutros e idnicos em
agua e em solventes ndo aquosos. Para solventes ndo aquosos, 0 SMD usa um pequeno
conjunto de descritores do solvente que caracterizam suas propriedades (MARENICH;
CRAMER & TRUHLAR; 2009).

O modelo SMD é baseado no tratamento do campo de reacdo auto-consistente da

densidade eletrostatica que envolve uma integracdo da equacdo ndo homogénea de Poisson
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e do protocolo dispersdo-cavidade-solvente-estrutura para a contribuicdo ndo eletrostatica
da energia livre de solvatagéo.

A energia livre padrdo de solvatagdo, que é a energia livre no estado padrdo da
transferéncia da fase gasosa para fase condensada, podendo ser particionado de acordo

com um novo modelo continuo de solvatacdo dado por:

AG.: = AGgnp + Geps + AGccjonc (36)

onde o subscrito ENP representa as componentes da energia livre eletronica (E), nuclear
(N), e de polarizacdo (P). O componente de relaxacdo nuclear do termo ENP ¢ igual a
diferenca entre a energia total calculada da geometria em equilibrio na fase gasosa e da
geometria em equilibrio na fase condensada. Se assumirmos que a geometria no equilibrio
nas duas fases é a mesma, entdo o termo ENP se torna apenas o termo (EP) de polarizacao
eletrénica. O subscrito CDS representa as componentes associadas a mudancas na energia
livre, cavitacdo do solvente(C), variacdo na dispersdo da energia (D), e mudancas na
estrutura local do solvente (S). O termo final representa a variagdo de concentracao entre o

estado padréo na fase gasosa e na fase liquida.

3.4 Orbitais Naturais de Ligacdo (NBO)

Lowdin (WEINHOLD & LANDIS; 2005) mostrou que a completa informacao
contida no operador densidade de primeira e segunda ordem y pode ser obtida dos
autovetores 6; (Orbitais naturais), e seus correspondentes autovalores n;, pela
diagonalizacdo da matriz de densidade, obtendo informacdes sobre as ligagdes quimicas a
partir de dois atomos (WEINHOLD & LANDIS, 2005), tal como mostrado na Eq. 35:

70; = n;0; (37)

onde n; = (0;|716;) é o nUmero de ocupacdo dos orbitais naturais 6;.
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Orbitais naturais localizados séo obtidos como autovalores dos blocos formados por
funcOes de base na matriz de densidade. O autovalor localizado satisfaz propriedades de
maxima ocupacdo pela representacdo da densidade eletronica associada com o bloco.

Os NBOs podem ser descritos como orbitais moleculares localizados nas ligacdes
quimicas. Este conceito de orbitais naturais é usado para distribuir elétrons dentro de
orbitais atbmicos e moleculares, de modo a descrever cargas atdmicas e orbitais de ligacdo
a partir da densidade eletrénica entre &tomos. Assim, € possivel avaliar quantitativamente o
efeito eletrofilico exercido pelos grupos através da interacdo entre orbitais ligantes e

orbitais antiligantes.

3.4 DETERMINACAO DA LIPOFILICIDADE DE PORFIRINAS NA
LITERATURA

A lipofilicidade de porfirinas pode ser determinada diretamente pela medida do log
P ou estabelecendo uma relacdo entre o0 log P e o R; (coeficiente de retencédo
cromatrografico), tal como feito para uma série de Mn(lll) meso-tetrakis-N-
alquilpiridilporfirinas tetracatibnicas através de uma variacdo do método shake-flask (KOS
et al., 2009a; KOS et al., 2009b, SPASOJEVIC et al., 2011). Este método determina o
coeficiente de particdo n-butanol/agua e posteriormente é convertido em log P (coeficiente
de particdo n-octanol/agua) (IMLAY, 2003).

Ja o calculo do log P de moléculas em geral se faz a partir de estudos QSPR
(relacdo quantitativa entre estrutura-propriedade), usando um banco de dados contendo
informacGes experimentais e correlacionando com propriedades estruturais e eletrénicas

através de regressao linear multipla para predizer propriedades especificas como log P.

Quase ndo ha trabalhos sobre obtencdo do log P em porfirinas catidnicas. Pode-se
destacar o trabalho de (ENGELMANN et al., 2007) na determinacdo da relacdo entre o
coeficiente de particdo octanol/agua de 20 porfirinas catidnicas, dentre elas algumas N-
piridilporfirinas semelhantes as estudadas neste trabalho. O coeficiente de paticao
octanol/dgua foi determinado a partir de uma variagdo do método “shake-flask”. O

coeficiente foi obtido em n-butanol/agua, onde as porfirinas sdo mais sollveis, e entdo
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correlacionadas com os correspondentes valores do sistema n-octanol/agua usando uma

curva de calibragao utilizando o programa Pallas 3.1.

Diversos trabalhos utilizam DFT para determinar propriedades de interesse,
dependendo do tamanho e substituicdes das porfirinas. Destaca-se 0 uso de DFT na
determinagdo da energia dos orbitais de fronteira, a fim de entender a interagdo entre as
porfirinas tetra catibnicas e o DNA (PING et al., 2008), bem como estudos tedrico-
espectroscopicos de porfirinas tetracationicas ligadas a diversos anions (LAN-FEN, XIAN-
WEI & FANG-QIONG, 2010), onde o autor aplicou DFT na determinacdo de estruturas
otimizadas, propriedades eletronicas e frequéncias vibracionais, entre outras.

No entanto, célculos para a determinacdo de log P de porfirinas a partir da diferenca
de energia livre de Gibbs de solvatacdo em n-octanol e agua ndo foram encontrados para

porfirinas tetracationicas.
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4 METODOLOGIA

A fim de atingir os objetivos deste trabalho, duas séries de porfirinas meso-tetra-N-

aquilpiridilporfirinas e meso-tetra-N-metoxialquilpiridilporfirinas foram estudadas, cujas

estruturas estdo representadas nas Tabelas 1 e 2.

Na Tabela 1 estdo representadas as estruturas quimicas de uma série de porfirinas

aqui chamadas de “Série log P”, para as quais foram comparados os valores de log P,

calculados por diferentes métodos, com os valores de coeficiente de retengdo
cromatografica (R¢) experiementais (TOVMASYAN et al., 2011).

Tabela 1. Estruturas moleculares das porfirinas da “Série log P”.

PORFIRINAS COM R-MESO-SUBSTITUINTES

ISOMEROS meta

ISOMEROS orto

H,TMOE-3-PyP

CH,
/—CHs
—N’ N
\ / N\ /
H,TE-3-PyP H,TE-2-PyP
H
—N L
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/—/—//CH3

+

—N

\_/

H,TnHex-3-PyP

CHj

+

N—

\_/

H,TnHex-2-PyP

HqaC
S
0

H,TMOHex-3-PyP

A segunda série, que esta representada na Tabela 2, foi chamada “Série Gibbs”. Seu

objetivo é verificar a relacdo entre o aumento do nimero de carbonos na cadeia alquilica e

as energias livres de solvatacéo.

Tabela 2. Estruturas moleculares das porfirinas da “Série Gibbs”.

PORFIRINAS COM R-MESO-SUBSTITUINTES
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ISOMERO meta

ISOMERO orto

<

/—CHs
—N"
o —
H,TE-3-PyP H,TE-2-PyP
H3C
CH, 2
— N’ N2

\_/

—\)

H,TnPr-3-PyP H,TnPr-2-PyP
CH,
/_/7CH3
+
—N +
N—

H,TnBut-3-PyP

H,TnBut-2-PyP

CHj

\_/

H,TnHex-2-PyP

H,TMOE-3-PyP
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+

—N N

\_/

H,TMOE-3-PyP
H,TMOE-2-PyP

H3C

O/

H,TMOHex-3-PyP

As porfirinas orto e meta possuem quatro isdbmeros rotacionais, aaaa, aaaf,
aaffe afaB, conhecidos como atropoisdmeros (Fig. 4), dependendo da orientacdo

relativa dos grupos orto ou meta do anel arila (R) em relacdo ao plano porfirinico.

Figura 4. Representacdo dos diferentes atropoisdmeros das porfirinas estudadas.

R
R
R
R
aaoa aaff afaf aaaf
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Destes atropoisomeros, apenas o aaaf foi utilizado neste trabalho, visto que este
possui a maior contribuicdo (50%) na distribuicdo estatistica da mistura dos quatro
isdmeros rotacionais (aaaa:.aaaf:acff.apfaf = 1:4:2:1) apo6s a sintese das porfirinas
(DATTA; QUINTAVALLA & GROVES, 2006).

Durante o estudo foram utilizados para realizagdo dos célculos os softwares
GAUSSIAN 09 (Gaussian09, 2009), MOPAC 2009 (STEWART, 2009) e NWCHEM 5.5
(Nwchem, 2010). Inicialmente, as moléculas estudadas foram desenhadas usando o
software Gaussview (2009) a partir da estrutura cristalografica de uma das porfirinas
estudadas, H,TM-2-PyP (SPASOJEVIC et al., 2002). Esta estrutura cristalogréfica foi
alterada pela adicdo de mais carbonos ligados ao nitrogénio do grupo piridila meso
substituinte e rotacdo de um anel piridila, pois a estrutura cristalogréafica € do atropisomero
afap e os calculos sdo feitos no atropoisomero aaaf.

A etapa seguinte foi a otimizacao das estruturas com o metodo PM6, no vacuo e em
solugdo, pois 0 mesmo apresentou boa concordancia das estruturas otimizadas com as
estruturas cristalograficas para porfirinas andlogas de base livre (ndo metaladas)
(CALVACANTI, 2011). No entanto, devido as baixas correlagcdes obtidas entre os valores
de log P calculados com base nos valores de AG de solvatacdo e os valores experimentais
dos fatores de retencdo Ry, todos os célculos foram refeitos utilizando o método DFT, com
os funcionais B3LYP (BECKE, 1993), M06 (ZHAO & TRUHLAR, 2008) e M062X
(ZHAO & TRUHLAR, 2008) e o conjunto de bases 6-311G(d,p) (MCLEAN &
CHANDLER, 1980) para os trés funcionais.

O célculo de otimizacdo da geometria em fase gasosa foi realizado a fim de obter
uma melhor descricdo da geometria das moléculas. Nesta etapa também foram feitos
calculos de frequéncia. As moléculas cujas geometrias apresentaram alguma frequéncia
imaginaria foram reotimizadas. Ao final destas duas etapas os mesmos calculos foram
feitos em solucdo com os solventes agua e octanol, com o método de solvatacdo PCM,
modelo SMD (MARENICH; CRAMER & TRUHLAR, 2009). Verificadas auséncias de
frequéncias imaginarias, as propriedades quimicas e termoquimicas de interesse foram
analisadas.

Inicialmente, estas estruturas foram utilizadas para estimar os valores de log P

utilizando os seguintes programas disponiveis gratuitamente (Tabela 3):
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Tabela 3. Programas utilizados na determinacéo do log P

Programa Tipo Referéncia
ALOGPs Descritores Topolégicos TETKO & TANCHUK, 2002.
ACD logP Método fragmental PETRAUSKAS & KOLOVANOV, 2000.
MLOGP® Método fragmental MORIGUCHI et al., 1992,
KOWWIN Método fragmental MEYLAN & HOWARD, 1995.
ALOGP Contribuicio dos Atomos MAURI; CONSONNI;ZZQ\E;/AN & TODESCHINI,
XLOGP2 Contribuicdo dos Atomos WANG; FU & LAI, 1997.
XLOGP3 Contribuicdo dos Atomos CHENG et al., 2007.
OCHEM Método fragmental SUSHKO et al., 2011.
milogP Método fragmental http://www.molinspiration.com
MarvinSketch | Contribuicio dos Atomos VISWANADHAN et al., 1989.

Além disso, os valores de AG de solvatacdo em agua e n-octanol calculados com

DFT foram utilizados para estimar os valores de log P por meio da equacéo 6:

_ (AGoct_AGa’gua)

lOgP - 2,303 RT

(6)

Finalmente, diferentes propriedades moleculares foram analisadas e comparadas
com os valores de Rf obtidos experimentalmente (TOVMASYAN et al., 2011) a fim de

obter possiveis explicacbes sobre as caracteristicas estruturais que determinam as

diferencas observadas nas lipofilicidades das porfirinas estudadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CALCULO DE LOG P COM METODOS BASEADOS NA ESTRUTURA

Atualmente, os modelos tedricos baseados na estrutura sdo bastante utilizados para
predizer algumas propriedades quimicas de moléculas como o log P, solubilidade, entre
outras. Todos esses métodos possuem uma boa precisdo para moléculas semelhantes as
usadas no banco de dados do programa. Com a finalidade de determinar se esses métodos,
que sdo bem estabelecidos na determinacdo de propriedades de moléculas menores, podem
ser utilizados para predizer o log P de uma série de porfirinas tetracatibnicas, foram feitas
andlises correlacionando os valores de log P obtidos pelos métodos mais conhecidos com
medidas experimentais de lipofilicidade baseadas no coeficiente de retencdo
cromatografica, Ry.

A Tabela 4 contém os resultados dos célculos de log P realizados a partir das
estruturas da série Gibbs, a Tabela 5 lista apenas um unico valor de log P para cada
combinagdo porfirina/programa, uma vez que se para uma dada porfirina e um dado
programa, todas as 6 estruturas de minimo obtidas por qualquer dos 3 métodos DFT (seja
em agua ou n-octanol) resultaram em uma mesma estimativa de log P ja que os programas
da Tabela 4 ndo levam em conta diferencas na estrutura das moléculas. A comparacao

entre a medida indireta da lipofilicidade (Ry) e o log P calculado é feita abaixo.
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Tabela 4. Valores de log P das porfirinas obtidas por diferentes programas.

log P calculados para as porfirinas
2c
Programas | H,TE- H,TE- H,TMOE- H,TnHex- H,TnHex- H,TMOHex- | ™

3-PyP  2-PyP 3-PyP 3-PyP 2-PyP 3-PyP
ALOGPs 1,70 2,15 1,10 4,90 4,81 4,09 0,343
ACD logP 3,82 4,33 1,82 11,24 11,61 9,24 0,737

KLOGP* | 278 395 0,85 =oees eeeeee e [ e

MLOGP® 389 381 1,60 s e e e

KOWWIN 6,92 7,61 3,86 14,78 14,78 11,71 0,343
XLOGP2 7,75 8,26 5,30 14,75 15,40 11,03 0,343
XLOGP3 590 6,34 3,85 13,77 14,44 9,56 0,343
Average logP | 4,68 5,29 2,63 11,89 12,21 9,13 0,343
OCHEM 2,05 4,00 1,23 4,96 5,38 3,94 0,343
milogP 6,56 7,19 4,99 10,06 10,12 9,44 0,343
MarvinSketch | 4,44 6,00 2,82 11,86 13,43 8,69 0,615
Valores de R¢ 0,22 0,12 0,27 0,54 0,45 0,42

o) programa ALOGP nédo determinou o log P das porfirinas H,TnHex-3-PyP, H,TnHex-2-PyP e
H,TMOHex-3-PyP.

o) programa MLOGP néo determinou o log P das porfirinas H,TnHex-3-PyP, H,TnHex-2-PyP e
H,TMOHex-3-PyP.

¢ Coeficiente de correlagéo linear entre os valores calculados de log P e os valores experimentais de Ry.

A Tabela 4 mostra que os valores de R? foram baixos para a maioria dos programas,
a excecdo do ACD logP e do MarvinSketch. Os programas baseados nos métodos
fragmentais (KOWWIN, ACD LogP, KLOGP, MLOGP, milogP, OCHEM), baseados na
contribuicdo dos atomos (XLOGP2, XLOGP3, ALOGP, MarvinSketch) e baseado em
descritores topolégicos (ALOGPs), forneceram o mesmo valor de R? = 0,343, embora ndo
fornecam valores iguais de log P para porfirinas iguais. As baixas correlacdes lineares
encontradas entre os valores calculados por esses métodos e 0 Ry experimental indicam que

os programas utilizados ndo sdo recomendaveis para o calculo de log P de porfirinas
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catidnicas. Essa informacdo é de suma importancia e fica de aviso para 0s colegas
pesquisadores que por nao ter informagdo técnica ou recursos computacionais na
necessidade de obter resultados sobre a lipofilicidade das porfirinas fazem uso destes
programas. O objetivo nesta parte do trabalho é mostrar que os log P obtidos por esses
programas para predizer a lipofilifidade ndo devem ser usados pois ndo traduzem a real
lipofilicidade das porfirinas. Esta discusséo de resultados vem com um tom de critica mas

principalmente como um alerta para evitar novos e futuros erros.

5.2 CALCULO DO LOG P A PARTIR DO AG DE SOLVATACAO

O processo de obtencdo do log P a partir da diferenca da energia de Gibbs de
particdo entre duas fases € uma teoria j& bem fundamentada (BEN-NAIM, 1987). Para
descrever o efeito do solvente, é necessario definir parametros que representem o grau de
interacdo soluto-solvente. A definicdo que melhor descreve a interacao soluto-solvente foi
proposta por Ben-Naim (1987), sendo chamada simplesmente de energia livre de
solvatacao e representada como AGgojy.

A Figura 5 mostra o ciclo termodinamico usado na obtencdo do coeficiente de
particdo octanol/agua (log P). O AG4(A) e AG,(B) séo as energias livres de transferéncia

dos solutos A e B de fase aquosa para a fase octanol (BEST et al., 1998).

Figura 5. Ciclo termodinamico utilizado no calculo do coeficiente de particdo

octanol/agua.

AG,(A) l l AG»(B)

Aoc AG4 Boc

AG, = —RTInP, (39)
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As equactes 39 e 40 podem ser usadas para calcular o log P através da energia livre
de solvatacgdo calculada a partir de modelos continuos de solvatacdo. Assim, a equagéo 41,
baseada na energia livre do ciclo, pode ser utilizada:

AG4 - AG3 = AGZ - AGl (41)

A energia livre de solvatacdo relativa de A e B pode ser usada para calcular a
energia livre relativa de transferéncia AG, — AGs. A equagdo 40 mostra a relacdo direta
entre a energia livre de transferéncia e o log P.

AG, — AG; = —2,303RTlog P,,, (42)

Neste trabalho, a equacdo 40 foi usada para determinar o log P das porfirinas
estudadas a partir dos valores de AG de solvatacdo calculados com os funcionais B3LYP,

MO06 e M062X, cujos resultados sao mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Valores de log P das porfirinas obtidas a partir do AG de solvatagéo calculado
com diferentes funcionais.

B3LYP
PORFIRINAS  AGo’(kcal/mol)  AGaga"(kcal/mol) Log Peac” Ry
H,TE-3-PyP -1439,50328 -1439,521542 -9,19 0,22
H,TE-2-PyP -1439,48435 -1439,505662 -10,73 0,12
H, TMOE-3-PyP -1726,94124 -1726,959356 -9,12 0,27
H>TnHex-3-PyP -1834,6798 -1834,075899 -3,98 0,54
H>TnHex-2-PyP -1834,05060 -1834,060174 -4,82 0,45
HTMOHex-3-PyP -2121,52463 -2121,512817 -5,95 0,42

R%® 0,98

MO06

PORFIRINAS  AGo’(kcal/mol)  AGaga"(kcal/mol) Log Peac® Ry
H,TE-3-PyP -1438,40675 -1438,42533 -9,35 0,22
H,TE-2-PyP -1438,40184 -1438,42213 -1,21 0,12
H, TMOE-3-PyP -1725,69181 -1725,71086 -9,58 0,27
H,TnHex-3-PyP -1832,63726 -1832,64574 -4,27 0,54
H,TnHex-2-PyP -1832,62993 -1832,64198 -6,07 0,45
H, TMOHex-3-PyP -2119,91610 -2119,92150 2,71 0,42

R’ 0,75

MO062X

PORFIRINAS  AGoe’(kcal/mol)  AGugua“(kcal/mol) Log Peac® R
H,TE-3-PyP -1438,89974 -1438,91676 -8,56 0,22
H,TE-2-PyP -1438,88673 -1438,90862 -11,02 0,12
H,TMOE-3-PyP  -1726,23015 -1726,25503 -12,52 0,27
H,TnHex-3-PyP  -1833,24613 -1833,25518 -4,56 0,54
H,TnHex-2-PyP  -1833,24251 -1833,25561 -6,59 0,45
H, TMOHex-3-PyP -2120,57660 -2120,58777 -5,63 0,42

R? 0,69

# Energia Livre de Gibbs em n-octanol.

® Energia Livre de Gibbs em 4gua.

‘log P,,, calculado segundo a equagéo 6

¢ Coeficiente de Retencéo Cromatografica experimental [TOVMASYAN et al., 2010].

¢ Coeficiente de correlacdo linear entre os valores calculados de log P e os valores experimentais de R;.

Comparando os resultados obtidos para os diferentes funcionais, observa-se que o
funcional B3LYP apresenta uma maior habilidade de correlacdo dos valores calculados de
log P com a medida experimental de lipofilicidade, tendo sido portanto utilizado para o

calculos das demais propriedades moleculares das porfirinas. O grafico da correlagdo linear
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entre o log P calculado e o valor de (Rs) é mostrado na Figura 6, indicando que ha uma boa
correlacdo entre o log P calculado pela diferenca entre as energias de solvatacdo das
porfirinas em &agua e em n-octanol, significativamente maior do que a obtida pelos

programas da Tabela 3.

Figura 6. Correlacdo Linear entre o log P calculado a partir do partir do AG de solvatacao
(B3LYP) e 0 R experimental.
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Os valores experimentais de Log P a partir dos valores medidos do R; para as
porfirinas metaladas (TOVMASYAN et al., 2011), que apresentam um ion manganés em

seus centros foram obtidos por meio da equacéo 43:

log Pretatadas = 12'207Rf(metaladas) — 8,521 (44)
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Para as mesmas porfirinas da Série log P, as porfirinas base livre e as metaladas
com Mn(lll) apresentam as mesmas tendéncias com relacdo a alteragbes estrutura-
lipofilicidade, como demonstrado na Figura 7 (TOVMASYAN et al., 2011). Isso indica
que os resultados do R?=0,98 para a correlacdo entre os valores de Rt experimentais e
aqueles de log P calculadas com método DFT/B3LYP/6-311(d,p) corroboram a afirmativa

de que os valores relativos calculados sdo confiaveis.

Figura 7. Comparagdo entre a variagdo dos valores de Rs experimental com a estrutura das
porfirinas base livre e metaladas.
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No entanto, os valores calculados para as bases-livres, comparados com 0s
resultados de Rf e log P experimentais das Mn(l11)-porfirinas, indicariam que as porfirinas
base-livre seriam menos lipofilicas que os complexos de Mn(lll) e isso ndo € o0 que se
observa experimentalmente. Dados de Ry das porfirinas base-livre tetracatiénicas H,P*" sdo
consistentemente maiores que aqueles dos complexos de Mn(lII)P pentacatibnicos
correspondentes (BATINIC-HABERLE et al., 2002), indicando que a lipoficicidade das
base-livre, H,P**, diminui com a metalacdo com Mn(lII).

A reducdo das Mn(lll)-porfirinas com ascorbato resultou na formacdo dos
complexos tetracationicos correspondentes Mn(I1)P**, os quais apresentaram valores de Ry
(e, consequentemente, lipofilicidade) maiores que os complexos Mn(I11)P** de partida
(SPASOJEVIC et al.,, 2011). Estas observacGes experimentais estdo de acordo com a

intuicdo quimica de que um aumento da carga total do composto deveria reduzir a
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lipofilicidade do sistema. Tomando-se os valores experimentais de lipofilicidade das
Mn(l11)-porfirinas Mn(I11)P°>* como referéncia, a menor lipofilicidade calculada neste
trabalho para as porfirinas base-livre H,P** pareceria, & primeira vista, inconsistentes.
Enquanto uma analise superficial do problema poderia indicar a inclusdo de algum fator de
correcdo ou ajuste no célculo para sanar essa discrepancia, uma analise minuciosa pode
revelar algumas peculiaridades importantes do sistema que podem estar sendo ignoradas e
que justificariam a diferenca entre os resultados experimentais e 0s tedricos.

A aparente divergéncia entre os valores experimentais de lipofilicidade para
Mn(I11)P>* e aqueles calculados para H,P** poderia ser perfeitamente acomodada se houver
espaco para se questionar a natureza das espécies quimicas em solucdo durante as medidas
experimentais da lipofilicidade e que dariam origem aos valores de “referéncia”. Enquanto
as porfirinas base-livre e os correspondentes complexos de Mn(l11) s&o isolados como sais
tetra e pentacationicos, respectivamente, ndo se pode garantir que cations e anions nestes
compostos estejam completamente dissociados, isto €, que se comportem verdadeiramente
como eletrolitos 1:4 ou 1:5, respectivamente.

A formagdo de pares idnicos, em alguma extensdo (por exemplo, {[H.P]*'CI'}*" e
{[MnP]*CI'}*") reduziria a carga total do composto levando a uma lipoficilidade
“aparente” menor que aquela esperada para um composto de carga total maior. Existem,
inclusive, alguns experimentos em que a formacdo de par ibnico nestes sistemas é
explorada, como, por exemplo, na aquisicdo de espectros de massas com ioniza¢ao por
electrospray (ESI-MS), onde o anion heptafluorobutirato (HFBA") é adicionado ao sistema
em analise para formacdo de pares iénicos do tipo [MnP>* + HFBA1*, [MnP>* + 2
HFBA J** e [MnP>* + 3 HFBA]** (REBOUCAS et al., 2008). E importante ressaltar ainda
que inclusive as medidas de lipofilicidade, a partir dos valores de Rt de cromatografia de
camada delgada, sdo efetuadas usando uma solucdo de alta forca idnica
(KNOg3(sar):CH3CN:H0, 1:1:8 v/v/v) como eluente (KOS et al., 2009a, 2009b).

Portanto, ndo se pode excluir, neste momento, que o0s valores experimentais
reportados na literatura para lipofilicidade ndo sejam, de fato, estes valores “aparentes”
resultantes de pares idnicos, mas que sdo tomados (inapropriadamente) como referéncia
para as espécies completamente dissociadas. No presente estudo, foram efetuados célculos
unicamente para as espécies completamente dissociadas, as quais podem guardar alguma
relacdo de semelhanca com as espécies/pares ibnicos experimentais, 0 que poderia

justificar o fato de que, embora a tendéncia geral observada para o efeito dos substituintes
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sobre a lipofilicidade seja apropriadamente descrita e concordante com a tendéncia
experimentalmente observada, os valores absolutos entre os resultados teéricos e
experimentais deveriam necessariamente divergir.

A Figura 8 mostra a correlagdo entre os log P experimentais das porfirinas
metaladas e o log P calculado neste trabalho das porfirinas base-livre.
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Figura 8. Comparag&o entre o log P calculados para a mesma série de porfirinas base-livre

e log P determinados experimentalmente para as andlogas metaladas com Mn.

log P (Metalada x Base-Livre)

==@==Porfirinas Metaladas = ==®==Porfirinas Base-Livre

A Figura 8 mostra que as tendéncias com respeito a lipofilicidade (log P) sdo bem
proximas entre a série de porfirinas estudas para metaladas e base-livre. Em conjunto com
os dados de Rs justificam o uso de porfirinas base-livre para o estudo e planejamento de
novas porfirinas metaladas com a lipofilicidade desejada. O uso das porfirinas base-livre
sdo uma vantagem em relacdo as porfirinas metaladas, visto que as base-livres sdo menos
custosas computacionalmente.

Figura 9. Correlacdo linear entre 0 LOg Pretalada € O LOQ Ppase-tivre calculado para a “série
Log P” de porfirinas.
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log Prretatada = 0,840410g Pyyse—iivre +0,8053 (45)

A excelente correlagdo linear (R? = 0,97) entre 0 10g Pretalada € 109 Prasetivre
demonstra a possibilidade de que a partir de calculos de tedricos das porfirinas base-livre
estimar os valores do log P experimentais para pofirinas metaladas com manganés pela
equacdo (45).

A tabela 6 mostra a série log P, para as porfirinas de manganés obtida a partir da

equacéo (45).

Tabela 6. Correlacdo entre os valores dos log P obtidos experimentalmente e calculados

pela equacdo acima, para a mesma série log P de porfirinas metaladas.

PORFIRINAS Log P pase-tivre ~ LOB P metalada Log P metalada-calculado
H,TE-3-PyP -9,19 -7,42 -6,91+0,3
H,TE-2-PyP -10,73 -7,79 -8,20+£0,3

H,TMOE-3-PyP 9,12 -7,06 -6,85+0,3
H,TnHex-3-PyP -3,98 -2,66 -2,54+0,3
H,TnHex-2-PyP -4,82 -3,27 -3,24+0,3
H, TMOHex-3-PyP -5,95 -3,76 -4,19+0,3

Figura 10. Correlacdo entre os valores dos log P obtidos experimentalmente e

calculados pela equacdo 45, para a mesma série log P de porfirinas metaladas.
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Log P Metalada (Experimental x Calculada "log P

base-livre")
1 2 3 4 5 6
Porfirina Metalada experimental Porfirinas Metalada calculada

A Figura acima mostra a correlacdo entre os log P experimentais e obtidos a partir
da equacdo (45) para a série log P, devido a alta correlacdo linear entre os log P das
porfirinas com manganés (metaladas) e das porfirinas sem manganés (base-livre) é viavel o
uso da equacdo acima como um meio para a predicdo da lipofilicidade de porfirinas de

manganés das séries estudadas este trabalho.

5.3 RELACAO ENTRE AG E A NATUREZA DA CADEIA ALQUILICA

Uma andlise da variacdo nos valores de AG de solvatacdo, e sua consequente
influéncia na lipofilicidade, foi feita aumentando-se sistematicamente o numero de
carbonos ou introduzindo oxigénios na cadeia alquilica das porfirinas, compondo-se assim
a Série Gibbs. A Tabela 7 mostra os valores de AG de solvatacdo em agua e n-octanol
calculados.

Tabela 7. Valores das energias de solvatacdo calculados pelo método B3LYP em funcéo
da natureza da cadeia alquilica nas porfirinas da “Série Gibbs”.

B3LYP
PORFIRINA AGt (Kcal/mol) AGsqua (kcal/mol)
H,TE-2-PyP -1439,48169 -1439,50052
H,TnPr-2-PyP -1538,12619 -1538,13874
H,TnBut-2-PyP -1636,76440 -1636,78323
H,TnHex-2-PyP -1834,04712 -1834,05967
H, TMOE-2-PyP -1726,92563 -1726,94881
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H2TnBUOE-2-PyP -1924,21397 -1924,23374

H,TE-3-PyP -1439,50052 -1439,51934
H,TnPr-3-PyP -1538,13874 -1538,15756
H,TnBut-3-PyP -1636,78323 -1636,79578
H,TnHex-3-PyP -1834,06594 -1834,07222
H,TMOE-3-PyP -1726,93752 -1726,96262
H,TMOHex-3-PyP -2121,52177 -2121,50922

Os dados da Tabela 7 demonstram que & medida que se aumenta um carbono na
cadeia n-alquil ligada ao nitrogénio do piridil, a energia livre de Gibbs de solvatacdo vai
ficando cada vez mais negativa, corroborando o fato de que o aumento no nimero de
carbono torna a molécula mais lipofilica (KOS et al., 2009). Ja as porfirinas meta
estudadas apresentam energia livre de Gibbs de solvatagcdo mais negativas em n-octanol do
que em agua, e mais negativas do que suas analogas orto, o que esta de acordo com o fato
de que os isdbmoros meta sdo mais lipofilicos que os isdmeros orto (comparacao realcada
em verde na Tabela 6). Seguindo o mesmo raciocinio, 0s valores para a porfirina
oxigenada H,TMOE-3-PyP estdo de acordo com os dados experimentais, pois observa-se
um AG mais negativo gque sua andloga meta (realgcadas em amarelo na Tabela 7).

Por outro lado, a porfirina H,TnHex-3-PyP, que apresenta um maior valor de R¢
do que sua correspondente oxigenada H,TMOHex-3-PyP e é portanto mais lipofilica do
que esta Ultima, apresenta uma tendéncia contraria nos valores de AG de solvatacdo (AG
mais positivo, quando deveria ser mais negativo — comparacao realcada em lilas na Tabela
7). Isso indica que a lipofilicidade esta relacionada a outras propriedades moleculares e nao

somente ao AG de solvatagdo. Esses resultados sdo sumarizados na Figura 11.

Figura 11. Relacdo entre energia de Gibbs de solvatacdo e a natureza da cadeia n-alquil
ligada aos meso-piridis.
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5.4 PROPRIEDADES MOLECULARES E LIPOFILICIDADE

Grande parte das moléculas é transportada através da membrana celular por difusao
passiva. A difusdo simples € o tipo de transporte que ocorre pela diferenca no gradiente de
concentracdo do soluto, ou seja, de uma area de alta concentracdo para uma area de baixa
concentracdo sem gasto de energia. A taxa de difusdo é diretamente proporcional a esse

gradiente e depende da solubilidade em lipidios, grau de ionizagdo, carga, tamanho da
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molécula e area de superficie de absor¢do. Naturalmente, essas propriedades influenciam a
biodisponibilidade das moléculas, que € um fator determinante para a eficacia in vivo das
porfirinas em estudo, juntamente com sua capacidade antioxidante e toxicidade.

Assim, um estudo da relagdo entre algumas destas propriedades e a medida da
lipofilicidade experimental disponivel (Ry) foi realizado, a fim de estimar qual delas teria
influéncia na absorcédo das porfirinas através da membrana celular e, consequentemente, na

biodisponibilidade das porfirinas estudadas.

5.4.1 CARGAS PARCIAIS NBO

Devido a bicamada lipidica celular ser formada por fosfolipidios com carga, o
estudo das cargas das tetra N-alquilpiridil porfirinas € de fundamental importéancia, pois
uma interacao entre as cargas dos fosfolipidios e das porfirinas pode facilitar ou dificultar a
passagem atraves da membrana celular, o que influencia diretamente na biodisponibilidade
do composto.

As anélises populacionais dos orbitais naturais de ligacdo (NBO) foram efetuados
em nivel DFT/B3LYP/6-311(d,p), utilizando o programa NBO 5 que se encontra
implementado no pacote GAUSSIAN 09.

Os resultados desses calculos sdo mostrados na Tabela 8. A analise das cargas
parciais NBO das tetra-N-alquilporfirinas revelou que a presenca de um atomo de oxigénio
na cadeia lateral da meta N-metoxietilpiridilporfirina (H, TMOE-3-PyP) aumenta as cargas
parciais nos nitrogénios, quando comparados aos nitrogénios das porfirinas andlogas que
ndo possuem oxigénio. Por outro lado, no analogo meta n-hexil (H,TMOHex-3-PyP), o
oxigénio, por estar mais distante do grupo piridila, apresenta pouco ou nenhum efeito na
carga parcial dos nitrogénios. As cargas parciais do nitrogénio das piridilas estdo
diretamente relacionadas a posicdo do oxigénio na cadeia n-alquil, cargas estas que
possuem grande impacto na biodisponibilidade das porfirinas no organismo e

consequentemente quando impacto nos valores da lipofilicidade.

Figura 12. Relacdo entre a posicdo do oxigénio e sua influéncia nas cargas parciais
a medida que se aproxima do nitrogénio da piridila.

52



I:I-"

CH5

Carga do Nitrogénio J
Carga do Oxigénio f

Quando se comparam as analogas orto e meta, a carga parcial no nitrogénio é
sempre mais alta nas porfirinas meta, o que indica uma possivel melhora na interacao
eletrostatica com os grupos fosfato da membrana celular, resultando numa melhor absorcéo

in vivo, como pode ser observado na Tabela 8.
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Tabela 8. Cargas parciais NBO das porfirinas.

PORFIRINAS

Cargas Parciais (NBO)

NS N, N, Nj 0, 0, 0, O

2029482 -0.29484 -029489 -029473  com- eoee e e

H,TE-3-PyP -0,29347 -0,29392 -0,29369 -0,29377  ----=  meeem e e
-0,29892 -0.30264 -030258 -0,2987  cc-  eeee e e

H,TE-2-PyP -0,29617 -0,30024 -0,30028 -0,29624  ----=  meeem e e
L TMOE.a.pyp (029612 020502 -0,29599 -0,29604 -0,60004 -0,59807 -059832 -0,59969
2 Y& 029549 -029511 -029523 -0,29529 -0,60593 -0.60504 -0,60607 -0,60573
2029071 -0,29068 -02906 -0,20073  cce-  eeee e e

HoTnHex-3-PYP 198979 -028949 -028983 -028972  wce oo e
-0,3008 -0,29998 -030077 -0,20948  c-e-  ecee e e

HoTnHex-2-PYP 159730 -0.29698 -0,2974 029748  —ce eoe e
-0,29071 -0,29039 -029053 -0,29029 -0.60187 -0.60126 -0,60169 -0,60129
HoTMOHeX-3-PYP 15808 1028977 -0.28981 -028971 -061572 -0.61497 -0.61473 -0.61588

& Cargas parciais em n-octanol e dgua dos nitrogénios no anel pirimidico, respectivamente nesta ordem, primeiro a carga em n-octanol e depois em agua.
b.¢ Cargas parciais em n-octanol e 4gua do nitrogénio que esta ligado ao hidrogénio no centro da porfirina.
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Além do aumento nas cargas dos nitrogénios nos anéis piridilas, houve também
uma diminuigdo das cargas parciais dos oxigénios com o aumento do nimero de carbonos

entre o oxigénio na ponta da cadeia alquilica e o nitrogénio da piridila (ver Figura 12).

Figura 13. Posigdes dos nitrogénios e oxigénios alfa e beta.

H2C

Este resultado mostrou que a proximidade do oxigénio influencia na distribuicdo de
cargas da porfirina. A carga do nitrogénio piridilico se torna maior a medida que a
distancia em relacdo ao oxigénio se torna maior, aumentando, a primeira vista, a
capacidade de interacdo eletrostatica da porfirina com grupos carregados negativamente e
seu carater eletro-aceptor. Esses resultados podem ser visualizados na Figura 14, que
mostra 0 mapa do potencial eletrostatico para as porfirinas analogos (oxigenadas e nao

oxigenadas).
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Figura 14. Mapa do Potencial Eletrostatico de algumas porfirinas
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5.4.2 ORBITAIS DE FRONTEIRA NBO

A andlise dos orbitais de fronteira foi feita a partir do HOMO (do inglés, Highest
Occupied Molecular Orbital) e LUMO (do inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital).
Quando falamos de orbitais de fronteira, queremos dizer, orbitais de Kohn-Sham, uma vez
que estes orbitais foram obtidos a partir de calculos em nivel DFT. Os orbitais de Kohn-

Sham HOMO e LUMO para algumas porfirinas sdo mostrados na Figura 15.
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Figura 15. Orbitais de Fronteira HOMO (esquerda) e LUMO (direita).

HOMO H,TMOE-3-PvP LUMO
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HOMO H,TnHex-2-PyP LUMO

A analise dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO deixa evidente que a presenca
do oxigénio na cadeia alquilica ndo influencia na localizacdo dos orbitais moleculares, que
se apresentam concentrados no plano central das porfirinas, o que indica que ligacdes
quimica entre os oxigénios da cadeia alquila e outros atomos néo ¢ favorecida, ndo estando

envolvidos na lipofilicidade dessas moléculas.

58



5.4.3 POLARIZABILIDADE

A polarizabilidade mede a capacidade que um atomo ou molécula tem de mudar
sua distribuicdo eletrénica em resposta a um campo elétrico externo (E). Quanto maior a
polarizabilidade, mais facilmente sua densidade eletrénica se distorce e gera um dipolo
momentaneo. Esta é uma propriedade molecular importante na descricdo de uma grande
quantidade de fendmenos, desde interacdes intermoleculares (MAITLAND et al., 1987) até
processos Opticos lineares e ndo lineares. A Tabela 9 mostra os valores das
polarizabilidades calculados a partir das estruturas otimizadas das porfirinas com o
programa GAUSSIAN 09, a partir das frequéncias estéticas (RICE & HANDY, 1992).

Tabela 9. Valores das Polarizabilidades das porfirinas.

Polarizabilidade (Bohr®)
B3LYP MO06 MO062X
PORFIRINAS agua n-octanol agua n-octanol agua n-octanol
H,TE-3-PyP 1396,87 1324,90 1447,887 1350,887 1364,91 1277,44 |0,22
H,TE-2-PyP 1357,72 1262,90 1374,898 1276,834 1304,68 1215,63 |0,12
H, TMOE-3-PyP 1482,09 1353,20 1553,317 1454,589 1473,45 1383,64 |0,27
H,TnHex-3-PyP  1689,79 1556,86 1686,206 1582,779 1571,32 1479,06 |0,54
H,TnHex-2-PyP  1409,23 1311,77 1425,111 1335,327 1327,25 1244,33 |0,45
H,TMOHex-3-PyP 1774,86 1590,02 1685,708 1583,813 1584,38 1492,79 |0,42
R’ 0,48 0,52 0,48 0,50 0,39 0,41

Ryt

Os resultados da tabela 9 mostra os R? referentes a correlagdes lineares entre o Ry e
a polarizabilidade, estas correlacdes lineares de apresentaram muito baixas, com muitos
“outlines”. As Figuras 16a e 16b mostram uma melhora nas correlacbes quando ndo-
lineares (polinomial) entre as polarizabilidades em agua e n-octanol. As correlacdes
polinomiais embora sejam mais promissoras ainda estdo incompletas, sendo necessario um
maior nimero de porfirinas para ter certeza se a polarizabilidade € relevante ou ndo como

um bom descritor para a analise das lipofilicidades desta série de porfirinas.
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Figura 16. Correlagdo Linear entre o R experimental e a Polarizabilidade calculada com o
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544 VOLUME MOLECULAR.

A Tabela 10 mostra os valores dos volume moleculares das porfirinas, obtidos com o

programa GAUSSIAN 09 em &gua e n-octanol, determinado pela integracdo de Monte-

Carlo a partir do volume dentro de um contorno de 0,001 elctrons/Bohr® da densidade

eletronica.

Tabela 10. Valores do volume molecular das porfirinas.

Volume (Bohr®/mol)

B3LYP MO6 M062X

PORFIRINAS

R
dgua  octanol agua octanol agua  octanol

H,TE-3-PyP

H,TE-2-PyP

6354,68 6487,140 5444,33 5497,70 6698,23 5646,45 0,22

5873,04 6358,914 6417,75 5299,06 5299,60 6697,29 0,12
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H,TMOE-3-PyP  7610,12 7530,861 7677,58 5910,52 7542,12 7011,82 0,27

H,TnHex-3-PyP  8065,44 9155,590 8360,30 8065,23 8572,05 9177,14 0,54

H,TnHex-2-PyP  8235,35 8581,517 7910,87 8747,60 7812,28 8494,90 0,45

H,TMOHex-3-PyP 8515,01 8047,830 8073,48 9786,04 10202,87 7618,14 0,42
R? 0,73 0,94 0,65 0,70 0,62 0,76

A Figura 17 mostra que as correlacdes lineares do volume em agua ndo foram téo

significativas, ao contrario do volume em n-octanol, que mostrou ter uma boa correlagdo

linear com o R¢ experimental (Figura 17b).

Figura 17. Correlacdo Linear entre o R¢ experimental e o Volume em (a) agua e (b) n-

octanol, resultados do funcional B3LYP.
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O volume em n-octanol mostrou ser um descritor importante para a elucidacdo das

diferentes lipofilicidades das porfirinas estudadas. Essa diferenca na correlagdo pode ser

resultado da maior flexibilidade da H,TnHex-3-PyP em n-octanol, como mostrado na

Figura 19b, devido as interacbes com o solvente apolar, o que permite um maior
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relaxamento da estrutura. Em solu¢do aquosa (carater pouco lipofilico), os “grandes
bracos” das cadeias n-alquila (hidrofébicas) ligadas aos grupos piridila fazem com que a
H,TnHex-3-PyP se contraia, diminuindo seu volume, como é mostrado na Figura 19a. O
mesmo nao acontece com o isGmero orto, visto que nesta posi¢do os “grandes bragos” sdo
mais rigidos que no isdmero meta, assim, ndo permitindo um relaxamento do volume em
n-octanol. As porfirinas oxigenadas H;TMOE-3-PyP e H;TMOHex-3-PyP tem
comportamento contréario devido ao oxigénio mais eletronegativo na cadeia n-alquilica, os
dados mostram que agua essas porfirinas tendem a relaxar (interaces com as aguas)
expondo 0s oxigénios carregados negativamente e em n-octanol se contraem tentando
esconder esses mesmos oxigénios e expor as partes hidrofobicas, tendo assim

comportamento contrario as suas analogas sem oxigénio.

Combinando as equacdes (45) e (47) obtidas a partir das melhores correlagcdes
lineares obteve-se a equacdo (48) que correlaciona diretamente o volume das porfirinas

base-livre e o log P das porfirinas metaladas.
Log Phietatada = 0,00193292Volumey yse_jivre — 20,322356 (48)

Figura 18. Correlacdo entre os valores dos log P obtidos experimentalmente e calculados

pela equacdo acima, para a mesma série log P de porfirinas metaladas.

Porfirina Metalada Experimental Porfirina Metalada Calculada
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Tabela 11. Valores dos log P experimentais e dos preditos calculados pela equacdo acima

das porfirinas metaladas utilizando o volume das porfirinas base-livre em n-octanol.

PORF I R I NAS |Og P metalada |0g P metalada-calculado V°|ume octanol

H,TE-3-PyP -7,42 -7,78 £0,5 6487,14
H,TE-2-PyP -7,79 -8,03+0,5 6358,91
H,TMOE-3-PyP -7,06 -5,77 £0,5 7530,86
H,TnHex-3-PyP -2,66 -2,63+0,5 9155,59
H,TnHex-2-PyP -3,27 -3,73+0,5 8581,51
H,TMOHex-3-PyP -3,76 -4,77 £ 0,5 8047,83

A Figura 18 mostra a diferenca entre os valores experimentais e 0s calculados a partir da
equacdo (45) e da equacao (47) dos log P de uma mesma série de porfirinas metaladas com
manganés. Como € de se esperar, usar equacdes com correlagdes que nao séo tdo proximas
induz a um somatorio de erros, porém mesmo com algum erro as predi¢6es utilizando a
equacdo (48) mantém a tendéncia vista para a lipofilicidade desta serie.

Na auséncia de uma expressao que traduza ao comportamento das porfirinas da série log P
em relacdo a sua lipofilicidade, a equacdo acima pode ser um bom método para se estimar
inicialmente a lipofilicidade de porfirinas metaladas com manganés a partir de calculos
guanto-quimicos de volume das mesmas porfirinas base-livre em solu¢do de n-octanol
antes de partir para sinteses experimentais.

Diferente da equacdo (45) que usa a diferenca entre a energia livre de solvatacdo para
estimar o log P da porfirina base-livre, o célculo quanto-quimico do volume em n-octanol é
bem menos custoso computacionalmente, porém, ainda é preciso estudos mais detalhados
para avaliar se este custo computacional compensa ou ndo a menor precisdo da equacao

(48) em comparacdo a equacdo (45).
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O mais importante resultado, que se destaca por se s6 é a capacidade de predizer a
tendéncia lipofilica desta série de porfirinas, fazendo uso do volume da porfirina base-

livre.
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Figura 19. Estruturas quimicas das porfirinas (a) H, TMOHex-3-PyP e (b) H,TnHex-3-PyP otimizadas em agua (esquerda) e em n-octanol
(direita).

(a) H,TMOHex-3-PyP




(b) H,TnHex-3-PyP




6 CONCLUSOES

Os célculos tedricos realizados neste trabalho para a obtencéo do log P a partir do
AG de solvatacdo apresentaram uma correlagcdo linear excelente com a medida
experimental indireta de lipofilicidade (Rf), em comparacdo aos métodos fragmentais,
baseados no atomos, topoldgicos, etc... j& bem estabelecidos para determinacdo do log P
para diversas espécies quimicas, o que de certa forma ja era esperado, visto que a
parametrizacdo destes métodos fragmentais depende de uma banco de dados com espécies
quimicas que sdo em geral moléculas pequenas em comparacdo as porfirinas estudadas,
mas de grande importancia do meu ponto de vista j& que trabalhos sdo publicados

utilizando os valores de log P obtidos com esses programas como certos.

A determinacédo do log P a partir do AG de solvatacdo (Eg. 2) mostrou resultados
mais satisfatorios com o funcional B3LYP. De modo geral, as melhores correlacdes
lineares para descritores estruturais ou eletrénicos foram obtidas com o funcional B3LYP,
ao contrario do esperado, ja que os funcionais M06 e M062X sdo mais utilizados para
determinacdo de dados termodinamicos. Esse resultado mostra o qudo importante é a

escolha do melhor funcional para descri¢do do sistema estudado.

A metodologia aplicada no calculo do log P pela diferenca entre as energias de
solvatacdo agua/n-octanol para as porfirinas teve sucesso em determinar a mesma
tendéncia “atipica” das porfirinas oxigenadas metaladas com manganés. Os Rg
experimentais ja mostravam a semelhanca nos dois comportamentos (das metaladas e das
bases-livres). Com isso, sugere-se que a metodologia aplicada pode ser utilizada no
planejamento de novas porfirinas com base nas porfirinas base-livre que tem um custo
computacional menor e apresentam as mesmas tendéncias, com um certo grau de
seguranca, que as porfirinas metaladas, ja que estas ultimas, por sua capacidade de reduzir

0 estresse oxidativo que causam diversas doencas, sdo 0s principais alvos de sinteses.

Assim como os dados experimentais demonstram, neste trabalho nota-se que um
aumento no nimero de carbonos nas cadeias alquilicas aumenta a estabilidade (AG mais
negativos) em solucdo, com excecdo da H,TMOHex-3-PyP. A propria H,TMOE-3-PyP
tem um AG mais negativo que a analoga H,ET-3-PyP, assim como a MnTMOE-3-PyP é
levemente mais lipofilica que a MnET-3-PyP, enquanto a H2TnBUOE-2-PyP tem um AG
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mais negativo que H,TnHex-2-PyP. Ainda nesta linha os isomeros meta possuem um AG

levemente mais negativo que os isbmeros orto, sendo portanto mais lipofilicas.

E possivel observar também que a insercdo de oxigénio alterou significativamente a
lipofilicidade de porfirinas como a MnTMOE-3-PyP°*, MnTnBUOE-2-PyP* e
MnTMOHex-2-PyP>*. Os dados experimentais mostram que a MnTMOE-3-PyP>* §é
levemente mais lipofilica que a andloga MnTE-3-PyP>*, a MnTnBUOE-2-PyP*® é mais
lipofilica que a MnHex-2-PyP°* e a MnTMOHex-2-PyP>* é menos lipofilica que a analoga
MnHex-2-PyP>*. Em relacdo aos isbmeros, a orto é mais ativa como mimico SOD que a
meta, porém a mesma € mais lipofilica, ou seja, tem uma biodisponibilidade melhor. Assim
como nos dados experimentais para as porfirinas metaladas, verificou-se com os dados
deste trabalho uma diminuicdo do carater positivo do nitrogénio do piridil & medida que o
oxigénio na cadeia n-alquilica esta mais proximo do anel porfinico, diminuindo o efeito

elétron-aceptor do nitrogénio.

Segundo os estudos experimentais para porfirinas metaladas de manganés idénticas
as usadas na série Log P (RAJIC et al.,, 2013), a solvatacdo e lipofilicidade estdo
diretamente relacionadas com a posicdo do oxigénio nas cadeias alquilicas ligadas ao
meso-piridil. O efeito de solvatacdo parece ser mais afetado pela mudanga na posicao do
oxigénio na cadeia alquilica do que o efeito lipofilico. Quando os grupos substituintes no
piridil sdo lipofilicos, as cargas catidnicas sdo mais fortes e por sua vez exercem um forte
efeito eletro-aceptor no centro da porfirina. Devido a presenca do oxigénio na cadeia
alquilica e da sua proximidade do nitrogénio da piridila, a cadeia metoxialquilada atua
diminuindo a carga, ou seja a capacidade eletron-aceptora do nitrogénio da piridila, o que
ndo acontece com as cadeias hexil, assim, o resultado deste efeito é a diminui¢do nas
cargas do nitrogénio da piridila (REBOUCAS et al., 2008). Os orbitais de ligacdo
mostraram que as ligacGes quimicas ocorrem no centro da porfirina onde a densidade de
carga negativa € menos intensa quando 0s oxigénios estdo mais proximos das piridilas,
portanto ha uma influéncia indireta na capacidade de ligacdo de outras moléculas com o
centro da porfirinas. As carga parciais do nitrogénio piridila tem grande importancia na
influéncia da distribuicdo de cargas no centro da porfirina, onde ocorrem as ligacdes

quimicas, e em sua lipofilicidade.

Dentre os descritores estruturais, 0 volume molecular das porfirinas em n-octanol

obteve a melhor correlagdo linear com a lipofilicidade experimental, mostrando uma forte

68



influéncia entre a alteracdo no volume da porfirina e sua lipofilicidade em meios de
solvatacdo diferentes. A capacidade da porfirina de relaxar sua estrutura e aumentar seu
volume é comum ao isdmero meta. O aumento deste relaxamento na fase n-octanol advém
do caréter lipofilico das longas cadeias alquilicas em relacdo ao n-octanol. Em meio

aquoso a tendéncia é uma contracdo dessas cadeias, ja que o meio é altamente polar.
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PERSPECTIVAS

Trabalhos subsequentes podem ser realizados a fim de ampliar o entendimento das
relacGes estrutura-lipofilicidade, com diferentes focos, tais como:

e Calculo das propriedades termodinamicas das porfirinas metaladas com manganés
da série log P.

e Ampliacdo da prépria série de porfirinas log P e criacdo de um banco de dados com
propriedades termodinamicas usadas na determinacdo do log P de um conjunto de
porfirinas oxigenadas e ndo oxigenadas.

e Estudos utilizando outros métodos tedricos, como por exemplo métodos hibridos
tais como ONIOM, assim como novos funcionais DFT, modelos de solvatacéo,
possibilitando a obtencdo de melhores dados termodinamicos na determinacdo da
lipofilicidade.

e Estudo de simulagéo das porfirinas da série log P em bicamada agua/n-octanol com
Dinamica Molecular, a fim de compreender o papel do solvente explicitamente.

e Estudos sobre o grau de influéncia de diferentes atropoisémeros na lipofilicidade
das porfirinas.

e Estudos sobre a variacdo na lipofilicidade em relacéo as distor¢6es no plano ou fora
do plano que afetam sua atividade biologica, quantificando e qualificando a energia
necessaria para criar tal efeito e por conseguinte alteracdes nas propriedades quimicas,

assim como estudos comparativos sobre as alteracGes nas propriedades causadas pelas

distor¢es estruturais de porfirinas metaladas e base-livre.
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