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RESUMO

Corréa, Bianca Aloise Maneira. Modelagem molecular, docking e estudos
tedricos do espectro eletronico de absorcédo de derivados da benzofenona. Rio
de Janeiro, 2010. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade
de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

As benzofenonas possuem a habilidade de absorver e dissipar a radiacao
ultravioleta (UV) e, por isso, sdo muito utilizadas como filtros UV na industria
farmacéutica, alimenticia e cosmética. Diversas publicagbes apontam a presenga
sistémica de benzofenonas apds aplicacdo cutanea ou ingestdo de alimentos que
mantiveram contato direto com plasticos cuja composicdo apresenta benzofenonas.
A benzofenona-3 € o principal alvo desses estudos, devido a sua elevada aplicacédo
em formulagbes fotoprotetoras. Diversas publicacbes evidenciam absorcao,
bioacumulacdo, metabolizacdo e excrecdo da benzofenona-3. Do ponto de vista
toxicologico, diversos estudos avaliam a atividade das benzofenonas como
desreguladores enddcrinos. A atividade estrogénica das benzofenonas é identificada
por uma série de estudos in vitro e in vivo. O objetivo desse trabalho € a aplicacao
de técnicas de modelagem molecular no estudo de derivados da benzofenona
visando gerar informacgdes estruturais e eletrdnicas importantes que possam ser
empregadas para o desenho racional de novos compostos com atividade
fotoprotetora, mas que n&o apresentem atividade estrogénica evidenciada em
muitos desses derivados. Para isso, utilizou-se uma série de derivados da
benzofenona e buscou-se identificar parametros estruturais e eletrbnicos que
possam ser correlacionados com a atividade estrogénica, bem como o estudo de
docking em receptor de estrogénio e o calculo do espectro eletrdnico de absorcao
UV visando obter uma metodologia robusta que possa avaliar a faixa de absorcéo no
espectro UV desses derivados. Os resultados do estudo de SAR apontaram que a
alta densidade eletrbnica na posi¢cédo para dos anéis A e B como uma caracteristica
importante para a interacdo com o receptor de estrogénio. No estudo de docking do
derivado com maior atividade estrogénica foram identificadas trés interacbes por
ligacédo hidrogénio, duas com os mesmos residuos que o 173-estradiol faz, Glu353 e
Arg394, e uma com o residuo Thr347. Observaram-se também interacdes

hidrofébicas. No estudo do espectro eletrénico tedérico, método TD-DFT, foi possivel



identificar as contribuicbes em termos de orbitais moleculares das principais
transicbes eletronicas. Os maximos tedricos estdo de acordo com as faixas dos
maximos de absorcdo obtidos experimentalmente. O presente trabalho compila
informacdes estruturais e eletrdnicas importantes sobre derivados da benzofenona,
gue podem ser racionalizadas em estudos posteriores visando o desenvolvimento de
novos compostos utilizados como filtros UV, mas que n&o apresentem atividade

estrogénica, portanto, eficazes e mais seguros.



ABSTRACT

The benzophenones have the ability to absorb and dissipate ultraviolet (UV)
and therefore are widely used in pharmaceutical, food and cosmetics as UV filters.
Several publications indicate the presence of systemic benzophenones after dermal
application or ingestion of foods that have maintained their surface in contact with
plastics whose composition has benzophenones. The benzophenone-3 is the main
target of these studies, due to its high application in formulations sunscreens.
Several publications show the absorption, bioaccumulation, metabolism and
excretion of benzophenone-3. From the toxicological point of view, several studies
evaluating the activity of benzophenones as endocrine disrupters. The estrogenic
activity of the benzophenones is identified by a series of in vitro and in vivo. The aim
of this work is the application of molecular modeling techniques in the study of
benzophenone derivatives in order to generate structural and electronic information
that may be employed for the rational design of new compounds with sunscreen
activity, but that did not show estrogenic activity evident in many of these derivatives.
For this, we used a series of derivatives of benzophenone and sought to identify
structural and electronic parameters that can be correlated with estrogenic activity,
as well as the study of estrogen receptor in docking and calculation of the electronic
spectrum of UV absorption to obtain a robust methodology that can evaluate the
range of UV absorption spectra of these derivatives. The results of the SAR indicated
that the high electron density in para position for the rings A and B as an important
feature for interaction with the estrogen receptor. In the study by docking the
derivative with greater estrogenic activity by three hydrogen bond interactions, two
with the same residues that 173-estradiol does, Glu353 Arg394, and one with the
Thr347 residue, were identified. There were also hydrophobic and electrostatic
interactions. In the theoretical study of the electronic spectrum, TD-DFT method, it
was possible to identify the contributions in terms of molecular orbitals of the main
electronic transitions. The theoretical maximum are in agreement with the bands of
maximum absorption obtained experimentally. This work compiles structural and
electronic information of benzophenones, which can be streamlined in future studies
aimed at developing new compounds as UV absorbers, but that did not show

estrogenic activity, therefore, more effective and safe.
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1. INTRODUCAO

1.1. DESREGULADORES ENDOCRINOS

Os desreguladores, disruptores ou interferentes endécrinos sao substancias
exogenas, que atuam sobre as funcdes do sistema enddcrino, resultando em efeitos
adversos no desenvolvimento e nas funcdes reprodutivas de animais e seres
humanos e seus descendentes. Essas alteracbes podem ocorrer por diferentes
mecanismos, como pelo dano ou alteracdo de um érgédo endocrino; interagdo com
receptores hormonais atuando como agonista ou antagonista; e interferéncia na
sintese, armazenamento, liberacdo, transporte, metabolismo e eliminacdo de
hormbénios endogenos (COM, 1999; BLAIR et al.,, 2000; BILA, 2005; BILA &
DEZOTTI, 2007; GHISELLI & JARDIM, 2007).

Os desreguladores enddcrinos podem ser provenientes de diferentes fontes,
incluindo pesticidas, substancias quimicas, farmacéuticas e fitoquimicas, e a
exposicdo humana pode ser pelo ambiente de trabalho, produtos de consumo
(alimentos, cosméticos, saneantes) ou pelo ar, 4gua e solo, devido a poluentes
ambientais (COM, 1999; GOLOUBKOVA,; SPRITZER, 2000; SUZUKI et al., 2005;
BILA, 2005).

Indmeros compostos, com diferentes funcées quimicas, podem atuar como
desreguladores enddécrinos, e por isso, torna-se mais dificil a predicdo dessa
propriedade. Sdo exemplos de xenoestrogénios, isto € xenobidticos com estrutura
nao esterdide que apresentam atividade similar aos estrogénios endocrinos, o
organoclorado DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil) etano), um dos pesticidas
mais utilizados em todo o mundo entre os anos de 1950 e 1960, e o Bisfenol A (4,4'-
dihidroéxi-2,2-difenilpropano), monémero de plastico policarbonato, muito utilizado em
plasticos, revestimento de latas de alimentos, complexos dentarios para obturacdes
e embalagens de remédios (HESS, 2010).

O nucleo esterdide ndo é essencial para a atividade agonista sobre os
receptores de estrogénio. O Bisfenol A e o DDT possuem pouca relacdo estrutural

com o estradiol, estrogénio humano, porém, sdo semelhantes ao dietiletilbestrol
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(DES), potente agonista de receptor de estrogénio (Figura 1) (COM, 1999;
GOLOUBKOVA; SPRITZER, 2000; SODERO, 2007).

Cl
Cl Cl

CH, CH,
Cl l I Cl HO l I OH

DDT Bisfenol A
OH

OH
I
HO HO
DES 17p - estradiol

Figura 1. Estrutura quimica do DDT, Bisfenol A, DES e Estradiol.

O DES, potente estrogénio sintético, era prescrito para mulheres gravidas,
com o intuito de evitar abortos e promover o crescimento fetal. Porém, atua como
desregulador enddcrino para o feto em desenvolvimento. No periodo intra-uterino, a
exposicao ao DES pode resultar em anomalias congénitas e na puberdade e fase
adulta, reducao na fertilidade, desordem no sistema imunolégico, gravidez anormal
ou algum tipo raro de céancer vaginal (COM, 1999; GOLOUBKOVA; SPRITZER,
2000; SUZUKI et al., 2005; BILA, 2005).

Outro exemplo de desregulador com atividade estrogénica sédo os alquilfendis,
substancias formadas por um grupo fendlico ligado a uma cadeia carbbnica. Estes
compostos sdo amplamente utilizados como componentes de detergentes, tintas,
herbicidas, agentes humectantes, cosmeéticos, pesticidas e em muitos outros
produtos domeésticos e industriais (HESS, 2010).

Os ftalatos, estrutura quimica geral ilustrada na Figura 2, possuem aplicacéo
em materiais de construcao, moveis, roupas, plasticos PVC e, como solventes, em

adesivos, tintas, cosmeéticos, ceras, inseticidas e produtos farmacéuticos e de uso
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pessoal. S&o amplamente empregados, por isso a contaminagcdo pode ocorrer de
diversas formas, como ingestao, inalacdo, absorcdo cutanes e até por administracao
intravenosa. Podem causar disfunc¢des no trato reprodutivo masculino, resultante em
parte de sua atividade anti-androgénica, pelo decréscimo na sintese de testosterona
(BOTELHO, 2009; HESS, 2010).

OR
OR'
O

Figura 2. Estrutura quimica geral dos ftalatos.

1.1.1. Sistema enddcrino

O sistema enddcrino participa da regulacdo de diversas funcées corporais. E
constituido por diversas glandulas que secretam substancias quimicas,
denominadas de hormoénios, que atuam em receptores hormonais desencadeando
uma cascata de reacdes na célula. S&o classificados em dois tipos principais
segundo sua composicado quimica: horménios esterdides e horménios peptideos ou
protéicos (GUYTON; HALL, 2002).

Os hormonios esterdides sdo derivados do colesterol e possuem uma
estrutura geral, ilustrada na Figura 3, relacionada ao ciclopentaperhidrofenantreno,
com 17 atomos de carbono dispostos em um anel de cinco membros (D) e um
conjunto de trés anéis (A, B e C) (SODERO, 2007).
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Figura 3. Estrutura comum dos hormonios esteroidais, representada pelo composto
ciclopentaperhidrofenantreno. A numeragéo é [IUPAC (SODERO, 2007).

Os horménios esterdides sao lipossoluveis e, por isso, atravessam facilmente
as membranas plasmaticas para o interior das células alvo para regular a expressao
génica e a biossintese de proteinas, via a formacao de complexos esteroide-receptor
(GUYTON & HALL, 2002; SODERO, 2007).

Os hormonios esterdides sexuais sao responsaveis pela estimulacdo do
desenvolvimento sexual e reprodutivo dos seres humanos. Os estrogénios e
androgénios sdo exemplos de esteroides sexuais (GUYTON & HALL, 2002).

Os estrogénios sdo responsaveis pelas caracteristicas sexuais femininas e a
principal funcéo é atuar na proliferacéo celular e crescimento dos tecidos dos érgéos
sexuais e de outros tecidos relacionados com a reproducdo. Possuem, também,
efeitos sobre 0 esqueleto, aumentando a atividade osteoblastica, sobre a deposicao
protéica e de gordura, a distribuicdo de pélos e sobre o equilibrio eletrolitico. No
plasma feminino estdo presentes apenas trés estrogénios: estrona, estriol e o 17(3-
estradiol.

Os androgénios, como testosterona e diidrotestosterona, sdo hormonios
esteroides com efeitos masculinizantes. A testosterona além de atuar no
desenvolvimento das caracteristicas distintivas do corpo masculino, também
apresenta efeitos na distribuicdo de pélos no corpo, voz, desenvolvimento de acne,
formacao de proteinas e desenvolvimento muscular, crescimento 6sseo, hemacias e
equilibrio hidrico-eletrolitico (GUYTON & HALL, 2002).
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1.1.2. Alteracdo da homeostase de hormdnios esterdides sexuais

Os desreguladores enddcrinos que alteram o equilibrio de hormdnios

esterdides podem acarretar danos no desenvolvimento sexual e reprodutivo dos

seres humanos. Essas alteracbes podem ocorrer por diversos mecanismos,
conforme Quadro 1 (MORAES et al., 2008).

Quadro 1. Mecanismos de alteragdo da homeostase de hormonios esterdides sexuais’.

Desreguladores

Atividade Mecanismo de agéo -
endécrinos (exemplos)
Alteracdo da expressao da Praguicidas como
proteina esteroidogénica dimetoato, glifosato e
N reguladora aguda (StAR) ? lindano
Inibicdo da - .
sintese de Dlmet_oato, gllfosgto,
testosterona Inibicdo da enzima 1,1,_1—t(|c_|oro-_2,2-b|s (4-
desmolase h|drp?(|—fenll) etano
(metabolito do metoxiclor)
Anti- e cetoconazol

androgénica

Interacéo com
receptores
esteroidais

Antagonista de receptor
andrégeno

Fungicida vinclozolin, o
DDT e DDE (principal
metabdlito do DDT)

Aumento do
metabolismo da
testosterona

Inducgéo da atividade das
monoxigenases
microssomais, enzimas
hepaticas que atuam na
depuracéo de testosterona

Analogos do DDT

Anti-
androgénica e
estrogénica

Inducgéo da
conversao da
testosterona a

estrogeno

Inducéo da atividade da
enzima aromatase °, e
conseqliente aumento dos
niveis de estrogeno e
diminuicdo da testosterona

Herbicidas 2-cloro-tiazina,
como a propazina,
simazina e atrazina

Atividade
estrogénica

Interacéo com
receptores
esteroidais

Agonista de receptor de
estrogénio

DDT e metoxicloro

Anti-
estrogénicae
androgénica

Inibicdo da
conversao da
testosterona a

estrogeno

Inibicdo da expresséo da
enzima aromatase °, e
consequente diminuic&do
dos niveis de estrogeno e
aumento da testosterona

Fungicidas fenarimol e
procloraz

' Adaptado de MORAES et al., 2008.

% A sintese dos horménios esteroidais ocorre a partir do colesterol, que inicialmente é transportado
para o interior da mitocondria pela proteina esteroidogénica reguladora aguda (StAR). *Em seguida,
o colesterol é convertido em pregnenolona, reacdo catalisada pela desmolase. © A conversio da
testosterona a estrégeno €é catalisada pela enzima aromatase.

A exposicdo aos desreguladores endocrinos que atuam como agonistas de

receptor de estrogénio pode resultar, em mulheres, no desenvolvimento de
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endometriose, cancer de mama e utero e, em homens, em ginecomastia
(crescimento das mamas), diminui¢do da libido, impoténcia, diminuicdo dos niveis de
androgeno no sangue e diminuicdo da espermatogénese. A atividade agonista
ocorre pelo encaixe de um ligante no dominio de ligacéo do ligante (Ligand Binding
Domain, LBD) do receptor de estrogénio (HESS, 2010).

1.2. AGONISTAS NATURAIS DE RECEPTOR DE ESTROGENIO

1.2.1. Receptores de estrogénio

Os receptores de estrogénio (ER, do inglés estrogen receptor) pertencem a
familia dos receptores nucleares de fatores de transcricio e possuem uma
organizacao estrutural modular, que apresenta quatro dominios de ligacdo (A/B, C,
D, E/F), sendo que o dominio C apresenta a regido de ligacdo do DNA e o dominio E
€ a sequéncia especifica para o dominio de ligacdo do ligante (PIKE et al., 1999;
SODERO, 2007).

Os ERs existem em duas formas distintas, denominadas a e B (ER-a e ER-f).
A Figura 4 ilustra a distribuicdo dos dois subtipos, ER-a e ER-3, em tecidos de ratos
machos e fémeas. A expressdo das duas formas € variada nos tecidos. Os ovarios,
por exemplo, expressam aproximadamente a mesma quantidade de ER-a e ER-B. O
Gtero e os testiculos expressam mais ER-a, enquanto que prostata e bexiga
apresentam maior expressao do ER-B. Os rins e o figado expressam apenas ER-q,
enquanto que pulmédo e cérebro expressam apenas ER-B (PIKE et al, 1999;
KATZENELLENBOGEN, 2000; SODERO, 2007).
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Prutano ERa

fim ERa
—Ovarn
ERa/ERp
Tosticulo ERe/ER) ==l F Medula
Epudidmo e
ERa/ERD -
Utero ERa/ERP

Bexiga ERR/ERa
Préstata ERR/ERa

Figura 4. Diagrama esquematico ilustrativo da distribuicdo de ER-a e ER-B no tecido de ratos machos
e fémeas (FITOESTROGENIOS, 2010).

A Figura 5 apresenta a comparacao dos dois subtipos (a e B). As duas formas
apresentam uma modesta similaridade na sequéncia global (47%). Para o LBD
(dominio E) ha uma divergéncia consideravel (55%), no entanto no dominio de
ligacdo do DNA (dominio C) séo praticamente idénticos (97%) B (PIKE et al, 1999;
KATZENELLENBOGEN, 2000; SODERO, 2007).
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Dominio de Ligacio

do DNA (97%) Dominio de Ligacao
do Ligante (35%)
(17%) (30%) (18%)
25 ¢ 355 549 ¥ 505
ER-x ¢ D E F
14 304 500 530
ER-p D E F
AF-1 AFD

Figura 5. Comparacao entre as sequiéncias de aminoacidos dos receptores de estrogénio a e 3
(SODERO, 2007). Entre parénteses estéo indicados o percentual de identidade entre as seqiiéncias
dos dominios A/B, C, D, E e F.

No LBD (dominio E), a ligacdo ocorre majoritariamente na regido C-terminal e
diferentes ligantes podem ser reconhecidos, mesmo com grandes diferengcas nas
estruturas e massas moleculares, conformacdes e propriedades fisico-quimicas
(SODERO, 2007).

1.2.2. Estrogénios naturais

Os estrogénios enddgenos ou naturais (17p-estradiol, estrona e estriol; Figura
6) sdo horménios esteroidais, sendo o estradiol o principal e mais potente estrogénio
secretado pelos ovarios (GUYTON & HALL, 2002).

OH
wmliJH

HO HO HO
17B-estradiol Estrona Estriol

Figura 6. Estruturas quimicas dos estrogénios endégenos: 173-estradiol, estrona e estriol.
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O estradiol interage no sitio do LBD (dominio E), uma cavidade
predominantemente hidrofébica, via um conjunto de interacdes, responsaveis pelo
reconhecimento do estradiol em afinidade subnanomolar em relagcdo a uma grande
variedade de esteréides enddgenos. A Figura 7 ilustra a estrutura tridimensional do
LBD do ER-a complexado ao 17f-estradiol obtida por difragdo de raios-X (cédigo
PDB: 1ERE).

HisS24

Estradiol -
2774

Hi1

Arg3o4

(A)

Figura 7. Representacdo da estrutura tridimensional do LBD do ER-a complexado ao 173-estradiol

obtida por difragdo de raios-X (cédigo PDB: 1ERE): (A) principais estruturas secundarias ao redor do
ligante; (B) interacdes por ligagcéo hidrogénio do ligante com o LBD (SODERO, 2007).

A interacdo da hidroxila fendlica do anel A por ligacdo hidrogénio com os
residuos Glu353 e Arg394 e uma molécula de agua e é responsavel pela alta
afinidade de ligacéo aos receptores de estrogénio. A hidroxila 178 do anel D também
interage por ligagdo hidrogénio com o residuo His524. Em complementaridade com
as interacdes por ligacdo hidrogénio, o carater apolar do estradiol fornece as

interacbes com as regides hidrofébicas do receptor (SODERO, 2007).
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1.3. FOTOFISICA E FOTOQUIMICA MOLECULAR

O entendimento das propriedades fotofisicas e fotoquimicas de um composto
é relacionado a interacdo da luz com a matéria e ao espectro eletrénico de absorcéo
e 0 espectro de emissdo de uma molécula (PAULA, 2003).

A partir do conhecimento dos processos de absor¢cdo e de emissao, um
completo diagrama de estados pode ser deduzido e a dinamica dos inameros
processos que resultam a partir desses estados, fotoquimicos e/ou fotofisicos, pode,
entdo, ser compreendida (PAULA, 2003).

As moléculas apresentam transi¢cbes nos estados rotacionais, vibracionais e
eletrbnicos. A Figura 8 apresenta 0 espectro eletromagnético e os tipos de
transicoes.

4@ rRAiDIO |¢(ummm W EEEE) EEEm—— v EEEE——) $uevis En) ¢ UV ) | RAIOS-X H))

A (m) 1 10 107 103 10+ 10° 10 10 10* 10

/(MHz) 310 310¢ 3106 310# 3101

ROTAGAO VIBRACAO TRANSICAO
MOLECULAR MOLECULAR ELETRONICA
(Camada de Valéncia)

Figura 8. Espectro eletromagnético e os tipos de transicdes (KLAN & WIRZ, 2009)

As transi¢cfes eletrbnicas situam-se nas regides visivel e ultravioleta (UV) do
espectro eletromagnético e formam o espectro eletrdnico de absorcdo e o espectro
de emissdo de uma molécula. Determinados comprimentos de onda, na faixa da
radiacdo UV e visivel, correspondem a energias capazes de promoverem a
excitacdo eletrbnica, isto €, a transicdo eletrbnica de um estado de menor energia
para um maior nivel de energia.

A excitacdo eletrénica ocorre devido a absorcdo de fétons com energia
suficiente para transferir elétrons situados no orbital HOMO (orbital molecular

ocupado de maior energia) para o orbital LUMO (orbital molecular desocupado de
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menor energia). Ao retornarem ao estado inicial, o excesso de energia € liberado. As
transicOes eletronicas que estdo envolvidas no processo de absorgcéo da luz UV
envolvem a diferenca de energia entre HOMO e LUMO. Observa-se que como 0
comprimento de onda é inversamente proporcional a energia, assim, a diminui¢cao na
diferenca de energia HOMO-LUMO leva a um aumento no comprimento de onda de
absorcao (FLOR, DAVOLOS & CORREA, 2006).

Geralmente, quando a excitagcdo ocorre, o elétron € promovido de HOMO
para o orbital LUMO, embora as transicdes possam ocorrer de orbitais de menor
energia que HOMO, como HOMO-1 ou HOMO-2, para orbitais de maior energia que
LUMO, como LUMO+1.

As transicdes eletrdnicas que ocorrem durante 0 processo de absorcéo de luz
sdo de diferentes naturezas e determinadas pela estrutura molecular responsavel
pela absorgdo dessa energia em uma determinada faixa da radiagdo, denominada
de cromoforo. Qualquer alteracdo na estrutura do cromoforo pode influenciar
significantemente no comprimento de onda absorvido (FORESTIER, 2008).

A Tabela 1 apresenta as transi¢cdes que os cromoéforos envolvem.

Tabela 1. Caracteristicas tipicas de alguns croméforos (PAULA, 2003).

Transicdes Comprimento de onda (nm) &ns (dm3.mol™.cm™) Cromoéforo
o> o* <180 1000 C-CeC-H
n-> o* <250 - O-H, N-H e C-O-C
m> 180 1000 C=C
m> 220 2000 C=C-C=C
n->mw* 280 20 C=0
n->mw* 350 100 N=N
n->m 660 200 N=0O
n S 350 30 C=C-C=0

m> 220 20000 C=C-C=0
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A Figura 9 é uma representacdo esquematica dos tipos de transicfes

eletrbnicas existentes.

EP

n-g-

n-ma*

n

ag-0+

O

Figura 9. Representacao esquematica dos tipos de transi¢cfes eletronicas.

A emissdo de energia ocorre do nivel eletrbnico excitado de mais baixa
energia (Regra de Kasha); observa-se entdo durante as transicbes processos de
relaxamento vibracional: conversao interna (IC, do inglés Internal Conversion) entre
spins de mesma multiplicidade (singleto (S2) — singleto (S,), tripleto (T2) — tripleto
(T1)) ou converséao intersistemas (ISC, do inglés Intersystem Crossing) entre spins
de diferentes multiplicidades (singleto — tripleto).

O diagrama de Jablonski (Figura 10) compreende os eventos que podem
acontecer quando a radiacdo interage com a matéria e possibilita um entendimento

melhor dos processos de absor¢céo e emissao de energia.
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estado fundamental

Figura 10. Diagrama de Jablénski: Os processos fotofisicos sao representados por (1) absorgéo de
luz, (2) conversdo interna (IC), (3) fluorescéncia, (4) cruzamento entre sistemas (ISC) e (5)
fosforescéncia (PAULA, 2003).

As transicdes eletronicas entre estados sao indicadas por linhas verticais. A
absorcado de energia promove a excitacao eletrénica (1) da molécula para um estado
eletrébnico superior (Sy) e a tendéncia € o relaxamento vibracional por conversao
interna (IC) até o primeiro estado singleto excitado (S;). A partir do primeiro estado
singleto excitado, a molécula poderéa fluorescer (3) ou desativar-se por conversao
interna (2). Ainda é possivel, a partir dai, obter-se uma populacdo de um estado
tripleto, através do cruzamento entre sistemas (ISC), processo de desativacéo
vibracional que envolve a mudanca de multiplicidade do spin eletrénico. A partir do
estado tripleto (T,), a espécie excitada perde vibracionalmente parte do excesso de
energia por conversao interna, até atingir o estado T;. A partir desse estado, a
molécula excitada pode desativar-se para o estado fundamental por dois caminhos:

cruzamento entre sistemas (4) e fosforescéncia (5) (PAULA, 2003).
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1.4. BENZOFENONAS

As benzofenonas (BFs) sdo cetonas aromaticas, naturais ou sintéticas, de
grande interesse cientifico e com inimeras aplicacdes devido a variedade de suas
propriedades bioldgicas e fisico-quimicas. Sao formadas por dois anéis aroméaticos
ligados por um grupo carbonila (Figura 11), podendo apresentar diferentes
substituintes que alteram as caracteristicas estereoeletrénicas e, com isso, suas
propriedades (MANTAS, BLANCO & FERRETI, 2004).

O

Figura 11. Estrutura quimica da benzofenona.

As BFs possuem a habilidade de absorver e dissipar a radiacdo UV e, por
isso, sdo muito utilizadas como filtros UV na industria farmacéutica, alimenticia e
cosmética (COX, DIMITRIOS & KELLY, 2008).

Os filtros UV, também denominados de filtros solares, possuem a capacidade
de absorver e/ou refletir e dissipar os raios UV protegendo a pele contra os riscos
associados com a exposicdo cumulativa ou excessiva ao sol. Dependendo da sua
estrutura quimica, sdo classificados com filtros organicos e inorganicos (LOWE,
2006; FORESTIER, 2008).

Os filtros organicos sdo capazes de absorver a radiagdo UV, na faixa do UVA
(320 a 400 nm), do UVB (280 a 320 nm) ou em ambas as faixas, denominados de
fitros de amplo espectro (UVA e UVB) (LAUTENSCHLAGER et al., 2007;
FORESTIER, 2008).

As benzofenonas se enquadram na classe dos filtros organicos de amplo
espectro. A benzofenona-3 (Figura 12), atualmente muito utilizada, foi um dos
primeiros filtros UV, de amplo espectro, empregado em formulacdes fotoprotetoras
(SUZUKI et al., 2005; MOLINA-MOLINA et al., 2008).
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Figura 12. Estrutura quimica da benzofenona-3.

Estado incluidas na lista vigente de filtros ultravioleta permitidos para produtos
de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, da Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 47 de 16 de marco de 2006: benzofenona-3 (BF-3; 2-Hidroxi-4-
metoxibenzofenona;  oxibenzona);  benzofenona-8 (BF-8;  2,2’-Dihidréxi-4-
metoxibenzofenona); benzofenona-4 (BF-4; &cido 2-hidroxi-4-metoxi-5-sulfénico;
sulisobenzona) e seu sal sodico, benzofenona-5 (BZF-5; sulisobenzona sédica); e 2-
(4’-dietilamino-2’-hidréxibenzoil)-benzoato de hexila (DHHB).

Os filtros UV também possuem aplicacdo na protecdo de produtos contra a
degradacdo frente a radiacdo UV. A 24-Dihidroxibenzofenona, 2,2°,4,4'-
tetrahidroxibenzofenona e 2,4,4’-Trihidroxibenzofenonas sdo empregadas, com esta
finalidade, em produtos cosméticos e em embalagens plasticas de alimentos.
(SUZUKI et al., 2005; MOLINA-MOLINA et al., 2008).

Diversas publicacdes apontam a presenca sistémica de benzofenonas apoés
aplicacao cutanea ou ingestdo de alimentos que mantiveram em contato direto com
plasticos cuja composicado apresenta benzofenonas. A benzofenona-3 é o principal
alvo desses estudos, devido a sua elevada aplicacdo em formulacdes fotoprotetoras.
Diversas publicacdes evidenciam a absorcdo, bioacumulacdo, metabolizacdo e
excrecdo da benzofenona-3 (GONZALEZ, FARBROT & LARKO, 2002; JANJUA et
al., 2004; SCHLUMPF et al., 2004; SUZUKI et al., 2005; KAWAMURA et al., 2005;
GONZALEZ et al., 2006; KUNZ & KENT, 2006; JEON et al., 2008; MOLINA-MOLINA
et al., 2008).
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1.4.1. Mecanismo de absorcéo da radiacdo UV

As benzofenonas possuem o grupo carbonila (funcédo cetona) ligado a dois
anéis aromaticos e apresentam transicoes m > " e n »> T* (Figura 13), que
resultam em dois picos na faixa do UV, geralmente um na faixa do UVA e outro na

faixa do UVB, por isso sao classificadas como filtros de amplo espectro.

e ™ F —

v 4

©~ H H +
So S1 S»
(n, ) (o, 7T%)

Figura 13. Tipos de transicdes eletrdnicas presentes na excitacao fotoquimica das benzofenonas (Sg
— estado fundamental, S; — primeiro estado excitado singleto, S, — segundo estado excitado singleto)

A Figura 14 apresenta o processo de emisséo de energia da benzofenona.

Nas benzofenonas, as moléculas excitadas exibem ISC, por isso emitem
energia na forma de fluorescéncia e fosforescéncia. Quando a emissao ocorre do
estado singleto (S;) € possivel observar o efeito de fluorescéncia. Quando a emisséo
ocorre do estado excitado tripleto (T;) observa-se fosforescéncia. A maioria das

moléculas é excitada em singleto (S;) € convertida em tripleto (T,).
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Figura 14. Processo de emissao de energia da benzofenona (Adaptado de BARTON et al., 2010)

1.4.2. Desregulacédo enddécrina por derivados da benzofenona

Estudo realizado por Janjua e colaboradores (2004) e conduzido em 32
voluntarios, apontou a presenca sistémica, em uma concentracdo plasmatica de 200
ng/mL, e deteccdo na urina, ap0s a aplicacdo topica (corpo inteiro) de uma
formulacdo contendo 10% do filtro BF-3. Outras publicacbes corroboram os
resultados de Janjua e colaboradores (2004).

A absorcéo percutanea de BF-3 foi avaliada em dois trabalhos de Gonzalez e
colaboradores. No primeiro de 2002, 11 voluntarios fizeram a aplicacéo topica de um
protetor solar comercial, com concentracdo conhecida de BF-3. Amostras de urina
foram coletadas em um periodo de 48h apés a aplicacdo de cada um. Na urina, foi
encontrada aproximadamente 0,4% da concentragéo total de BF-3 aplicada na pele.
No segundo de 2006 avaliou-se, também na urina, a concentracdo de BF-3
excretada. Neste estudo, 25 voluntarios aplicaram topicamente uma formulagéo
contendo 4% de BF-3 repetidas vezes (manhd e noite, durante 5 dias). Os
voluntarios excretaram em meédia 3,7% da BF-3 total aplicada. Com este estudo

também pode ser observado a bioacumulacdo de BF-3, porque depois de 5 dias da
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dltima aplicagéo topica do protetor solar, os voluntarios ainda excretavam a BF-3
(GONZALEZ, FARBROT & LARKO, 2002; GONZALEZ et al., 2006).

Jeon e colaboradores (2008) observaram que ap0s a administracéo oral de
BF-3, em ratos, esta era convertida em 2,4-Dihidroxibenzofenona, 2,3,4-
Trihidroxibenzofenona e 2,2-Dihidroxi-4-metoxibenzofenona (BF-8) e propuseram

uma rota para esse processo (Figura 15).
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Figura 15. Rota de metabolizacdo em ratos proposta para a benzofenona-3 (1. Formacao dos
produtos intermediarios: (2) 2,2-Dihidroxi-4-metoxibenzofenona, (3) 2,4-Dihidroxibenzofenona e (4)
2,3,4-Trihidroxibenzofenona (JEON et al., 2008).

Do ponto de vista toxicolégico, diversos estudos avaliam a atividade das
benzofenonas como desreguladores endocrinos. O foco principal para os estudos de
desregulacdo enddcrina é relacionado ao estimulo aos receptores de estrogénio
(MOLINA-MOLINA et al., 2008).

A atividade estrogénica das benzofenonas é identificada por uma série de
estudos in vitro, como ensaios de gene “repdrter” com varias linhagens de células,
ensaios de ligagdo em receptores de estrogénio humano (hERa) e receptor de
estrogénio de peixes, e estudos in vivo, em ratos (SCHLUMPF et al., 2004,
KAWAMURA et al., 2005; SUZUKI et al., 2005; KUNZ & KENT, 2006; MOLINA-
MOLINA et al., 2008; ).

A aplicacdo topica de 2mg/cm?3 de um protetor solar contendo 10% de BF-3
nao interferiu nos niveis enddégenos de hormdnios reprodutivos. Porém, o estudo foi

realizado com 32 mulheres, voluntarias, sendo 15 com idade média de 26 anos e 17
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estavam no periodo pds-menopausa, com idade média de 65 anos. No entanto,
criangcas em pré-puberdade séo consideradas mais sensiveis devido ao baixo nivel
endogeno de hormdnios reprodutivos. Criancas apresentam o sistema de eliminacéo
de substancias exdgenas, menos desenvolvido e, além disso, possuem maior
superficie corpérea em relacdo ao peso, quando comparadas a adultos. Esses
fatores podem conduzir a uma maior concentracdo plasmética da BF-3 e também
maior bioacumulacéo (JANJUA et al., 2004)

Além da atividade estrogénica, estudos apontam que algumas benzofenonas
também podem apresentar atividade antiandrogénica. Ambas as atividades podem
ser observadas em benzofenonas hidroxiladas nas posicfes 2 e 4 (KAWAMURA et
al., 2005; SUZUKI et al., 2005).

1.5. MODELAGEM MOLECULAR

A modelagem molecular é uma ferramenta de predicdo do comportamento de
sistemas moleculares, por investigacdo de parametros geométricos e eletrdnicos.
Emprega-se um conjunto de ferramentas para a construcéo, edicdo e visualizacéo,
andlise e armazenamento de sistemas moleculares e estd associada a técnicas
computacionais, que possibilitam o calculo de sistemas mais complexos e, também,
a representacdo tridimensional dos sistemas analisados (LEACH, 2001,
RODRIGUES, 2001; SANTOS, 2001; ARROIO; HONORIO; SILVA, 2010).

A modelagem molecular pode ser aplicada em estratégias diretas e indiretas.
Na abordagem direta, utiliza-se a estrutura do receptor conhecida, por exemplo,
através de dados de difragdo de raios-X ou de ressonancia magnética nuclear
(RMN). Na abordagem indireta faz-se uma analise comparativa das estruturas e
atividades em nivel de um determinado receptor (BARREIRO et al., 1997).

Para determinada estratégia de modelagem utliza-se a quimica
computacional que engloba a mecanica molecular e mecéanica quantica (LEACH,
2001).
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1.5.1. Mecéanica molecular

Métodos de mecéanica molecular (MM), também conhecidos como métodos de
campo de forcas, calculam a energia do sistema em funcédo das posi¢cdes nucleares.
Considerando a aproximagao de Born-Oppenheimer, em que 0os movimentos dos
ndcleos e dos elétrons podem ser tratados separadamente. A MM é caracterizada
por considerar 0s movimentos nucleares e ndo tratar os movimentos eletrénicos
explicitamente, pois assume que 0s elétrons se movimentam rapidamente e se
adaptam a posi¢ao dos nucleos, por isso, a MM nao pode fornecer propriedades que
dependem da distribuicdo eletrbnica da molécula (LEACH, 2001; RODRIGUES,
2001).

Na MM, a energia da molécula é descrita pela superficie de energia potencial
em termos das posi¢des nucleares. O calculo da superficie de energia potencial, em
funcdo de coordenadas geométricas, usando um determinado campo de forcas
(COELHO et al., 1999; LEACH, 2001; RODRIGUES, 2001; CARVALHO et al., 2003).

O modelo de mecéanica molecular representa as moléculas como de esferas
(atomos) interligadas por molas (ligagbes quimicas), isto é, que 0s atomos sao
ligados por forgas potenciais harmonicas. Essas forgas ou interagdes sao descritas
por funcdes de energia potencial parametrizadas no campo de forcas. As funcdes de
energia potencial sdo calculadas independentemente e somadas para obter a
energia total da molécula (COELHO et al., 1999; LEACH, 2001; RODRIGUES, 2001;
CARVALHO et al., 2003).

Os campos de forgca possibilitam calcular a energia relacionada com
determinada conformacdo de uma molécula, e para isso se baseiam em parametros
referentes a interacgdes ligantes, como comprimento e angulo de ligacbes e angulos
de torsdo (diedros), e interacbes ndo-ligantes, como elestrostaticas e de van der
Waals. Os calculos utilizam uma série de equacgdes derivadas empiricamente para a
superficie de energia potencial, cujo formalismo matematico estd baseado num
modelo de mecanica classica de estrutura molecular (LEACH, 2001,
RODRIGUES,2001; CARVALHO et al., 2003).

Um campo de forgas adequado a uma investigacdo em particular deve ser
cuidadosamente selecionado. Dentre os campos de forgas comumente presentes

em programas de modelagem computacional, o MMFF (Merck Molecular Force
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Field) € um desenvolvido pela empresa farmacéutica Merck e é direcionado para
estudos de sistemas organicos e biopolimeros. A parametrizagdo do MMFF94 foi
baseada em dados experimentais e em calculos quanticos acurados. Este campo de
forcas é capaz de gerar informacfes quantitativas sobre conformacfes e geometrias
moleculares (HEHRE, 2003; HALGREN, 1996).

1.5.2. Mecanica quantica

Em 1926, a mecéanica quantica teve seu inicio marcado pelo fisico austriaco
Erwin Schrédinger (1887-1961), com a publicacdo de uma equacgao que determina a
funcdo de onda quantica de um sistema. A equacdo de onda, ou equacdo de
Schrédinger, considera a natureza ondulatéria dos elétrons no calculo da energia
total do sistema (LEACH, 2001; HEHRE, 2003; MARQUES & BOTTI, 2010).

Cada funcdo de onda, representada pela letra grega psi (¥) corresponde a
um estado diferente para o elétron. E, para cada estado ha uma energia e uma
posicéo particular, que pode ser calculada pela equacdo de onda. A funcédo de onda
ao quadrado (¥?) indica a densidade de probabilidade de um elétron, isto €, a
probabilidade de se encontrar um elétron em uma localizacdo (r) especifica no
espaco (LEACH, 2001; HEHRE, 2003; MARQUES; BOTTI, 2010).

Os métodos de mecéanica quantica descrevem as moléculas em termos de
interacOes entre o nucleo e os elétrons, e o ponto de partida para o estudo desses
métodos é a equacdo de Schrddinger, que no caso do atomo de Hidrogénio (Atomo

com um elétron), pode ser resolvida exatamente (Eg. 1) (HEHRE, 2003).
[ 1 2 zZ ~
_EV — ;] Y(r)= E¥(r) Equacdo 1

A primeira contribuicdo, entre colchetes, descreve a energia potencial e
cinética de um elétron a uma distancia r do nucleo de carga Z. E € a energia
eletrbnica e W a funcdo de onda que descreve 0s movimentos eletrénicos tao
plenamente quanto possivel, em funcdo das coordenada eletrénica (r) (LEACH,
2001; HEHRE, 2003; MARQUES; BOTTI, 2010).
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Em um sistema multieletrénico e multinuclear, o nimero de termos aumenta e
a func@o de onda fica com mais variaveis, com isso a dificuldade de se resolver a
equacao cresce exponencialmente. A Equacéo 2 apresenta uma forma simplificada
da equacdo de Schrodinger para um sistema de muitos atomos (LEACH, 2001;
HEHRE, 2003; MARQUES; BOTTI, 2010).

H¥Y(r) = E¥(r) Equacédo 2

Onde, H é o operador Hamiltoniano, que representa a energia potencial e
cinética dos elétrons a uma distancia r do nucleo. No H, as unidades atdmicas sdo
dadas em funcéo da carga e massa nuclear, da massa dos elétrons e da distancia
entre 0 nucleo e os elétrons (LEACH, 2001; HEHRE, 2003; MARQUES; BOTTI,
2010).

A equacao de Schrodinger tem uma solugcdo exata em poucos casos, como
exemplo, para o atomo de hidrogénio. Na maioria dos casos, como em sistemas
multieletrénicos e mutinucleares, a solu¢do da equacéo correspondente torna-se tao
complexa e demorada, que, durante anos, fisicos e quimicos buscaram
aproximacdes para resolver o problema de muitos corpos. Uma aproximacéo
utilizada, conhecida como aproximacdo de Born-Oppenheimer, assume a
disparidade entre a massa e 0 movimento dos nucleos e elétrons, para tratar os
nucleos como particulas fixas e bem localizadas. Os ndcleos possuem movimentos
lentos quando comparados a velocidade dos elétrons. Com isso, para cada arranjo
nuclear, r, fixado, tem-se uma densidade ou nuvem eletrdnica associada. O arranjo
nuclear é determinado pela geometria de equilibrio, isto €, uma distancia internuclear
de equilibrio (TOSTES, 1998; LEACH, 2001; HEHRE, 2003; MARQUES & BOTTI,
2010).

Dois métodos principais, ab initio e semi-empiricos, fornecem parametros
quanticos e possuem aplicagdo em quimica computacional. Permitem a defini¢cdo de
um grande numero de propriedades atdbmicas e moleculares, caracterizando
propriedades relacionadas a reatividade, forma e modo de ligacdo de fragmentos e
substituintes moleculares. Através desses métodos, uma seérie de descritores

7

moleculares é obtida, possibilitando a identificacdo de muitas propriedades



44

geométricas e eletrénicas das moléculas e suas intera¢cdes (ARROIO, HONORIO &
SILVA, 2010).

Os métodos ab initio representam um tratamento tedrico mais rigoroso e
fornecem informacOes relativamente mais precisas sobre o0 comportamento
eletrdnico, porém exigem um custo computacional maior em comparacdo aos
métodos semi-empiricos (ARROIO, HONORIO & SILVA, 2010).

Os métodos semi-empiricos sdo baseados no formalismo dos métodos ab
initio, no entanto, possuem simplificacdo dos célculos, pois utilizam parametros
obtidos de dados experimentais. Com isso, consegue-se uma redu¢ao dos custos de
memoéria e tempo computacional e elevacao na velocidade de processamento dos
calculos (MORGON & COUTINHO, 2007).

Com o objetivo de se obter aproximacdes mais precisas, os métodos AM1
(Austin Model 1 ou Modelo Austin 1) e PM3 (Parametric Method 3 ou Método
Paramétrico 3) foram desenvolvidos. Ambos os métodos incorporam aproximacdes
muito semelhantes, mas diferem nas suas parametrizacdes. O aprimoramento da
parametrizacdo resultou no modelo PM5 (Parametric Method 5 ou Método
Paramétrico 5), que possui cerca de 40% de reducao nos erros médios comparados
aos outros métodos semi-empiricos (ROCHA et al., 2006).

Recentemente, o método AM1 foi objeto de uma reparametrizacdo para os
atomos de H, C, N, O, P, S, F, Cl, Br e I, resultando no método RM1 (Recife Model
1). Para entalpia de formac¢éo, momento de dipolo, potencial de ionizagéo e distancia
interatbmica, os erros médios foram menores do que os gerados pelos métodos
AM1, PM3 e PM5 nas 1736 moléculas estudadas. Apenas o angulo de ligacéo
calculado por RM1 obteve resultados com erro médio levemente maior do que o
obtido por AM1, mas, ainda, inferior ao erro médio nos valores obtidos por PM3 e
PM5 (Figura 16) (ROCHA et al., 2006).
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Figura 16. Erros médios da entalpia de formacao, momento de dipolo, potencial de ionizacdo e
distancia interatdbmica, os erros médios. Comparagéo entre os métodos RM1, AM1, PM3 e PM5
(ROCHA et al., 2006).

Segundo Gongalves e col. (2010) uma andlise conformacional realizada pelo
método RM1 apresenta maior acuracia quando comparada a outros métodos semi-
empiricos, como AM1 e PM3, além de exigir menor tempo de célculo quando
comparado como a Teoria do Funcional da Densidade (DFT, do inglés Density

Functional Theory).

1.5.3. Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

Em 1964, o norte americano de origem austriaca Walter Kohn e seu aluno
francés Pierre Hohenberg publicaram um artigo com dois teoremas que
reformulavam a mecéanica quantica, baseando-se na densidade eletrénica ao invés
das funcdes de onda. Os teoremas determinavam que todas as grandezas fisicas

medidas em um sistema sdo unicamente determinadas pela densidade eletrénica,
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isto €, sdo funcionais de densidade. Porém, Hohenberg e Kohn apenas provavam
que os funcionais existiam, mas ndo os determinavam na pratica para um sistema
real. No ano seguinte, outro artigo foi publicado por Kohn, agora com Lu Sham,
trazendo a solucdo exata para se encontrar os funcionais e também a aproximacao
da densidade local (LDA, do inglés Local Density Approximation), que € baseada na
densidade eletrbnica, em que os nucleos sdo substituidos por uma carga positiva
continua e constante (MARQUES & BOTTI, 2010).

A teoria de Thomas-Ferni, desenvolvida no final de 1920, continha alguns
desses elementos presentes na Teoria do Funcional da Densidade, porém foram
esses dois artigos de Kohn que legitimaram os seus fundamentos (MORGON;
COUTINHO, 2007; MARQUES & BOTTI, 2010).

Além dos desenvolvimentos teoricos, pode ser observado, nas Uultimas
décadas, um grande avanco no desenvolvimento computacional. Com isso,
atualmente é possivel célculos cada vez mais sofisticados de sistemas cada vez
maiores (MARQUES & BOTTI, 2010).

Desta forma, o método DFT tornou-se importante para o estudo das
propriedades estruturais e eletrdnicas das moléculas, pois apresenta resultados com
precisdo quimica aceitavel e boa correlacdo com resultados experimentais. Utiliza a
densidade eletrbnica como variavel necessaria para o célculo das propriedades
eletrbnicas, diferente da Teoria de Hartree-Fock (HF), que utiliza a funcdo de onda
de N elétron, em que N representa o numero de elétrons de uma molécula
(MORGON & COUTINHO, 2007).

Para o estudo de moléculas em estados excitados, como é o caso dos
estudos em que sdo descritas transicbes eletrbnicas, sdo utilizados recursos
adicionais, como a Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TD-
DFT, do inglés Time Dependent Density Functional Theory).

A TD-DFT se baseia em principios da mecéanica quantica dependente do
tempo utilizando funcionais da densidade. Devido ao sucesso de aplicagdo da DFT
em estados estacionarios, a descricdo de estados dependentes do tempo
(excitados) em termos do funcional da densidade tem sido realizada e a
fotoabsorcdo de atomos tém sido tratada com sucesso nessa abordagem
(DAMASCENO, 2009).

O célculo das intensidades de absorcdo é feito considerando-se as

probabilidades de absor¢éo entre os estados de energia envolvidos na transicao.
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Robert Sanderson Miulliken, um dos pioneiros no trabalho da teoria da Orbital
molecular, relacionou a quantidade de absorcdo com uma medida de intensidade, a

qual denominou forca de oscilador (PAULA, 2003).

1.5.4. Analise conformacional

A estrutura tridimensional ou conformacional de uma molécula esta
intimamente relacionada com as suas propriedades fisico-quimicas e biologicas. A
andlise conformacional é o estudo dos diferentes arranjos espaciais em busca de
uma conformacdo mais estavel, a que determina o comportamento estereoeletrénico
de uma molécula (LEACH, 2001; RODRIGUES, 2003).

A conformacdo de uma molécula é definida pelo arranjo rotacional dos
angulos de torsdo ou diedros e o equilibrio conformacional € determinado por
interagbes estéricas, relacionadas com a proximidade dos atomos; eletrdnicas,
provenientes de interacdes entre os orbitais; e eletrostaticas, resultante da interacéo
entre dipolos e/ou ions de cargas opostas (DOMINGUES, 2007; LEACH, 2001,
RODRIGUES, 2003).

A andlise conformacional pode ser realizada por diferentes estratégias, como:
busca sistematica; busca randémica (aleatéria); simulacdo por dinamica molecular
ou Monte Carlo; constru¢cdo da conformacdo molecular a partir de fragmentos
moleculares, com estruturas tridimensionais previamente conhecidas; e
sobreposi¢cao molecular (VERDI, 2010).

A busca sistematica € realizada pela identificacdo de todas as ligacdes
rotaveis (graus de liberdade ou diedros livres) e utilizacdo de um incremento preé-
determinado (geralmente 30°), para a rotacao desses diedros, de 0° a 360°. Cada
conformacdo assim obtida é submetida a uma minimizagdo de energia para a
obtencéo do calor de formac&o. O numero de conférmeros a serem obtidos cresce
exponencialmente de acordo com o numero de graus de liberdade a serem

analisados (VERDI, 2010).
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1.5.5. Descritores moleculares

Descritores moleculares sdo o resultado de um procedimento logico e
matematico que transforma informacdes quimicas em uma importante ferramenta de
predicdo das propriedades moleculares, fornecendo subsidios sobre a natureza
fisico-quimica da atividade em estudo. Os descritores traduzem propriedades
estereoeletrénicas que possibilitam o estudo de relagdo estrutura-atividade de uma
série de compostos (ARROIO; HONORIO; SILVA, 2010).

1.5.5.1. Energia dos orbitais moleculares

A energia dos orbitais de fronteira, que envolvem o orbital molecular ocupado
de maior energia (HOMO, do inglés Highest Occupied Molecular Orbital) e o orbital
molecular desocupado de menor energia (LUMO, do inglés Lowest Unoccupied
Molecular Orbital) sdo descritores quimico-quanticos bastante utilizados que
desempenham um papel importante nas reacdes quimicas e na formacdo de
diversos complexos de transferéncia de cargas (SANT’ANNA, 2002).

A energia de LUMO mede o caréater elétron-aceptor e esta relacionada a
afinidade eletrbnica de uma molécula e a sua reatividade como eletréfilo. A energia
de HOMO mede o caréater elétron-doador e esta relacionada ao potencial de
ionizacdo de uma molécula e a sua reatividade como nucleofilo (ARROIO,
HONORIO & SILVA, 2010).

A estabilidade molecular pode ser indicada pelo gap HOMO-LUMO, que
representa a diferenca entre as energias desses orbitais. Alto valor de gap indica
alta estabilidade da molécula, no sentido de baixa reatividade nas reacdes quimicas,
enguanto moléculas com baixo valor de gap sdo geralmente mais reativas (ZHANG
& MUSGRAVE, 2007).
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1.5.5.2. Densidades de HOMO e LUMO

A densidade eletrbnica dos orbitais de fronteira fornece uma caracterizacao
detalhada das interacdes doador-aceptor. A maioria das rea¢cdes quimicas ocorre no
local de maior densidade nos orbitais de fronteira, que sao definidos de acordo com
o tipo de reacdo: a densidade de HOMO representa areas suscetiveis a ataques
eletrofilicos, enquanto a densidade de LUMO representa as areas mais suscetiveis a
ataques nucleofilicos (GRANT & RICHARDS, 1996).

1.5.5.3. Coeficientes de HOMO e LUMO

Os coeficientes de HOMO e LUMO representam a contribuicdo do potencial
de cada orbital atdmico no orbital molecular. Aqueles orbitais atdmicos que
contribuem mais terdo maiores coeficientes nos orbitais moleculares.

Um maior valor de coeficiente no LUMO estéd de certa forma relacionando a
uma maior deficiéncia eletrénica nas vizinhancas do atomo em questdao. Um maior
valor de coeficiente no HOMO esta de certa forma relacionando a uma maior
densidade eletrbnica nas vizinhancas do &tomo em questdo (BRAIBANTE &
BRAIBANTE, 2010).

1.5.5.4. Momento de dipolo molecular

7

Esta propriedade € importante, pois a interacdo-farmaco receptor € dada
também em funcdo da complementaridade de cargas. O momento dipolo fornece a
polaridade global da molécula.

E uma propriedade que mede a deslocaliza¢do de carga quando atomos de
eletronegatividade diferentes estéo interligados. A direcdo do momento dipolar de

uma molécula é baseada nas eletronegatividades relativas dos atomos desta
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molécula e o valor é obtido pelo vetor resultante dos momentos de dipolo de cada
ligacdo presente na molécula (ARROIO; HONORIO & SILVA, 2010).

1.5.5.5. Mapa do Potencial Eletrostatico molecular

O mapa do potencial eletrostatico molecular (MEP, de molecular electrostatic
potential) é calculado em uma grade de pontos localizados em diferentes camadas
em torno da molécula. Essas camadas sdo construidas como uma sobreposicao de
esferas de van der Waals em cada aomo (RAMACHANDRAN; DEEPA;
NAMBOORI, 2008).

O MEP pode ser utilizada com o intuito de compreender a contribuicdo
eletrostatica de uma série de derivados para a atividade.

As superficies tridimensionais dos MEPs sdo geradas apds a sobreposicdo na
molécula de uma particula carregada positivamente que percorre a superficie de
contato de van der Waals e ao revelar uma regido de repulsédo, representa o
potencial positivo, de coloracdo azul, e uma regido de atracéo representa o potencial

negativo de coloragao vermelha.
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2. JUSTIFICATIVA

As benzofenonas, por absorverem radiacdo UV, sdo empregadas como
protetor solar e em embalagens de alimentos para prevenir a degradacdo ou
mudanca de qualidade dos mesmos. Porém, diversos estudos realizados, in vivo e in
vitro, indicam a atividade estrogénica para diversos compostos dessa classe (BLAIR
et al., 2000; JANJUA et al., 2004; SUZUKI et al., 2005; MOLINA-MOLINA et al.,
2008).

A benzofenona-3 € alvo principal desses estudos por ser muito utilizada na
protecdo solar e por apresentar permeacdo cutanea, podendo ser identificada no
sangue e urina pouco tempo depois de sua aplicacdo topica, além de produzir
metabdlitos que podem apresentar atividade estrogénica.

Acredita-se que este trabalho possa gerar informacdes estruturais e
eletronicas importantes sobre os derivados da benzofenona para o desenvolvimento
de novos compostos que possam ser utilizados como filtros UV, mas que né&o

apresentem atividade estrogénica, portanto, eficazes e mais seguros.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Aplicar técnicas de modelagem molecular em uma série de derivados da
benzofenona visando gerar informac¢des importantes para o desenho racional de
compostos com atividade fotoprotetora, mas que nao apresentem atividade
estrogénica evidenciada em muitos desses compostos. Avaliar fatores que
contribuem com a atividade estrogénica indesejavel e obter uma metodologia

robusta para avaliar a faixa de absor¢céo de novos composto.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar estudos tedricos através de métodos rapidos e precisos para a
obtencdo de parametros estruturais e eletrbnicos que possam ser correlacionados
com a atividade estrogénica de uma série de derivados da benzofenona.

Realizar um estudo de docking com o derivado mais ativo no receptor de
estrogénio, visando observar os principais sitios de interacao ligante-receptor.

Empregar a Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TD-
DFT) no estudo tedrico do espectro eletronico de absorcdo e das transicoes
eletrbnicas de derivados da benzofenona. Comparar os resultados tedricos com
dados experimentais do espectro UV em diferentes solventes e avaliar a capacidade

de predicao do espectro eletrénico de derivados da benzofenona.
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4. METODOLOGIA

4.1. DADOS BIOLOGICOS: SERIE DE DERIVADOS DA BENZOFENONA

Suzuki e colaboradores (2005) avaliaram a atividade estrogénica de uma
série de derivados da benzofenona, utilizados como estabilizadores e filtros UV. A
série apresenta 16 compostos, incluindo a benzofenona (composto 01), que foram
utilizados para o estudo de SAR.

A Tabela 2 descreve a estrutura quimica dos 16 compostos e suas
respectivas atividades, as quais sao definidas pelos valores de pECso. Os valores de
PECso correspondem a —log ECsp (UM).

Para a determinacdo do ECso, Suzuki e colaboradores (2005) utilizaram o
ensaio “reporter” in vitro de ERE-luc com MCF-7. Este ensaio avalia a proliferacao
de células cancerigenas mamarias humanas, isto €, células de linhagem celular
MCF-7, em resposta a exposicdo a substancias estrogénicas cuja atividade é
avaliada pela enzima luciferase (BILA, 2005). O valor de ECsy representa a dose
minima capaz de estimular 50% da proliferacao de células MCF-7.

A Figura 17 apresenta a distribuicdo dos compostos em relacdo a atividade
estrogénica, em que se verifica que os valores de pECsy variam de 1,00 a -2,00, ou

seja, uma faixa de trés unidades logaritmicas.
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Tabela 2. Estrutura quimica e valores de pEC50 (SUZUKI et al., 2005) da série de 16 derivados da

benzofenona

# Nome X2 X3 Xa Xs Xy X' Xi pECse(M)
01 Benzofenona H H H H H H H 1,70
02 2-Hidroxibenzofenona OH H H H H H H 1,96
03 3-Hidroxibenzofenona H OH H H H H H 2,42
04 4-Hidroxibenzofenona H H OH H H H H 2,75
05 2,2'-Dihidroxibenzofenona OH H H H OH H H <0,61
06 2,4-Dihidroxibenzofenona OH H OH H H H H 2,51
07 4,4'-Dihidroxibenzofenona H H OH H H H OH 3,46
08 2,3,4-Trihidroxibenzofenona OH OH OH H H H H 1,53
09 2,4,4'-Trihidroxibenzofenona OH H OH H H H OH 3,61
10 2,2',4,4'-Tetrahidroxibenzofenona OH H OH H OH H OH 3,13
11 2,3,4,4'-Tetrahidroxibenzofenona OH OH OH H H H OH 1,11
12 2,3',4,4'-Tetrahidroxibenzofenona OH H OH H H OH OH 3,46
13 2-Hidrdxi-4-metoxibenzofenona OH H CH30 H H H H 1,32
14 2,2'-Dihidréxi-4-metoxibenzofenona OH H CH;0 H OH H H <0,61
15 2,2'-Dihidréxi-4,4'-dimetoxibenzofenona OH H CH;0 H OH H CH;0 <0,61
16 Acido 2-Hidroxi-4- metoxibenzofenone-5-sulfénico OH H CH;O SOsH H H H <0,61
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Figura 17. Distribuicéo dos valores de atividade (pECsp) dos 16 derivados da benzofenona
selecionados para o estudo de SAR (SUZUKI et al., 2005).

4.2. ESTUDO DA RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE (SAR) DE UMA
SERIE DE DERIVADOS DA BENZOFENONA (01-16) COM PERFIL DE
ATIVIDADE ESTROGENICA

A primeira etapa do trabalho consistiu no estudo da relagdo estrutura-
atividade (SAR) de uma série de derivados da benzofenona, pela avaliacdo da
importancia dos grupos substituintes e o efeito no perfil de atividade estrogénica.

Para o estudo da relacdo estrutura-atividade (SAR) foram necessarios os
calculos dos descritores moleculares por técnicas de modelagem molecular. Para
isso, utilizou-se o programa Spartan’08 ® (Wavefunction Inc., em ambiente Windows
®) disponivel no Laboratério de Modelagem Molecular & QSAR-3D (ModMolQSAR-

3D) da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

4.2.1. Construcéo e otimizagao das estruturas tridimensionais

Inicialmente, foi realizado o desenho e a minimizacdo de energia da

estruturas 3D de cada um dos 16 compostos da série.
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Para a determinacdo da Superficie de Energia Potencial minima das
benzofenonas no véacuo realizou-se uma busca sistematica pelo método de
mecanica molecular, utilizando o campo de forcas Merck Molecular Force Field
(MMFF) disponivel no programa Spartan’08. As energias das estruturas moleculares
foram calculadas em fungéo dos principais angulos de diedros usando incrementos
de 120°.

Os conférmeros de menor energia obtidos através da busca foram otimizados
pelo método semi-empirico, modelo RM1 (Recife Model 1).

A Figura 18 ilustra o sistema de numeracdo dos atomos adotado para as

benzofenonas neste estudo.

Figura 18. Numeracao dos atomos na benzofenona.

4.2.2. Célculo das propriedades eletrénicas

As estruturas otimizadas foram submetidas a calculos de Teoria de
Densidade Funcional (DFT, do inglés Density Functional Theory), em ponto Unico
(single point), utilizando o funcional de correlagéo-troca B3LYP e conjunto de base
6-31G*.

Desta forma, foram obtidas propriedades empregadas como potenciais
descritores moleculares: momento de dipolo molecular, mapa de potencial
eletrostatico molecular (MEP), mapa de densidade eletrbnica HOMO, mapa de

densidade eletrénica LUMO, energias e coeficientes dos orbitais HOMO e LUMO e
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lipofilicidade. Os valores de lipofilicidade (cLogP) foram obtidos pelo modelo de
Crippen, disponivel também no pacote Spartan’08®.

4.3. ESTUDO DE DOCKING DO COMPOSTO MAIS ATIVO (09) DA SERIE
DE DERIVADOS DA BENZOFENONA

Realizou-se um estudo de docking do composto mais ativo (09) no receptor
de estrogénio (cédigo PDB: 1ERE) para complementar ao estudo de SAR.

A estrutura tridimensional do ligante (derivado 09) otimizada no programa
Spartan’ 08 e salva no formato mol2 foi convertida para o arquivo de entrada do
programa GAMESS US no programa Open Babel (ambos em ambiente Linux).
Depois da preparacdo do arquivo de entrada para o GAMESS US (*.inp) obteve-se
as cargas CHELPG (do inglés Charge Electrostatic Potential Grid).

O programa de interface grafica AutoDockTools (ADT) foi utilizado para gerar
arquivo de entrada da proteina, receptor de estrogénio (codigo PDB: 1ERE), e do
ligante para o programa Autodock.

Para o docking, uma caixa de 60x60x60 A foi construida centralizada no LBD.
O espacamento de grade de 0,375A (aproximadamente ¥ da distancia de uma
ligacdo covalente C-C) e uma funcdo da constante dielétrica dependente de
distancia foram utilizados para o célculo dos mapas de energia.

Foram obtidas 20 “poses” para o ligante. O estudo de docking foi realizado
aplicando-se o algoritmo genético de busca Lamarckiano e um protocolo padrdo com
uma populacao inicial de 150 individuos aleatérios, um nimero maximo de 2,5x106
avaliacOes de energia e um méaximo de 2,7 x 104 gerac¢des. Foram mantidas a taxa
de mutacao de 0,02 e a taxa de crossover de 0,8.

Resultados de docking que apresentaram um RMSD inferiores a 2.0 A foram
agrupados e o resultado da melhor energia de docking foi selecionado como o

melhor complexo resultante (MORRIS et al., 1998).
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4.4, CALCULO DO ESPECTRO UV-VIS DOS COMPOSTOS (01, 13 e 14)
DERIVADOS DA BENZOFENONAS

A Ultima etapa é referente ao estudo tedrico do espectro eletrdnico de
absorcdo do derivado 01 (benzofenona) e os derivados incluidos na lista de filtros
solares permitidos pela ANVISA vigente (RDC n° 47 de 16 de marco de 2006):
composto 13 (BF-3; 2-Hidréxi-4-metoxibenzofenona; oxibenzona) e composto 14
(BF-8; 2,2’-Dihidroxi-4-metoxibenzofenona; dioxibenzona).

Para o célculo do espectro eletrbnico UV-vis utilizaram-se os programas
Spartan’08 ® (Wavefunction Inc., em ambiente Windows ® - Microsoft Corporation) e
GAMESS US (em ambiente Linux) disponiveis no Laboratério de Modelagem
Molecular & QSAR-3D (ModMoIQSAR-3D) da Faculdade de Farméacia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Em ambos os programas utilizou-se
a Teoria de Densidade Funcional Dependente do Tempo (TD-DFT) com o funcional
de correlacdo-troca B3LYP e conjunto de base 6-31G* para o estudo em estado
excitado.

As mesmas conformacdes obtidas na anélise conformacional realizada para o
estudo de SAR, otimizadas pelos métodos de mecéanica molecular (MMFF) e semi-
empiricos (RM1), foram utilizadas nesta etapa do trabalho. Ambos os estudo do
espectro eletrénico, usando os programas Spartan’'08 e GAMESS US, foram

realizados em single point.

4.4.1. Estudo do espectro eletrébnico de absorcdo UV-Vis realizado no
programa Spartan’ 08

Para o estudo do espectro eletronico de absorcao realizado no programa
Spartan’08, os calculos em estado excitado foram realizados no vacuo e em etanol
(modelo de solvatacdo implicito método SM8). No método de solvente implicito, o
efeito do solvente é incluido simulando sua capacidade de modular as propriedades
eletrostaticas do meio, isto €, considerando apenas a constante dielétrica (¢) do

solvente.
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Com esses célculos, obtiveram-se os comprimentos de onda (A) absorvidos e
a respectiva forca de oscilagdo (f). A forga de oscilagdo € uma dimensao
quantitativa utilizada para expressar a forca de transicdo eletrbnica de um estado

para outro, em uma molécula, devido a absorcéo de luz.

4.4.2. Estudo do espectro eletrébnico de absorcdo UV-Vis realizado no
programa GAMESS US

A conformacédo de menor energia obtida na analise conformacional realizada
no Spartan’08, na primeira etapa do trabalho, foi salva em formato mol2 e convertida
para o arquivo de entrada do GAMESS US (*.inp) com o auxilio do programa Open
Babel (em ambiente Linux). Depois da preparacdo do arquivo de entrada para o
GAMESS US os calculos no estado excitado, método TD-DFT/B3LYP/6-31G*, foram
executados.

Com esses célculos, obtiveram-se os comprimentos de onda (A) absorvidos
com a respectiva forga de oscilagéo (f) e a contribuicdo dos orbitais moleculares que
participam da excitacdo eletrénica.

O arquivo de saida do GAMESS US (*.out) foi lido com o auxilio do programa

Chemissian (ambiente Windows).

4.5. FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA

A Figura 19 ilustra o fluxograma da metodologia utilizada no estudo dos

derivados da benzofenona.
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Figura 19. Fluxograma da metodologia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ESTUDO DA RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE DE DERIVADOS DA
BENZOFENONA COM PERFIL ESTROGENICO

5.1.1. Anédlise conformacional

A analise conformacional dos compostos em estudo foi realizada através de
uma busca sistematica com variacdo de angulos torsionais em incrementos
regulares de 120°. Com a rotacao dos angulos que envolvem a ligagao simples entre
os anéis (A e B) e a funcéo carbonila, obteve-se as conformacfes de menor energia
gue representam o0s possiveis minimos de energia. Para isso, empregou-se a
mecanica molecular como método de calculo e o campo de forcas MMFF. Os
conférmeros tiveram a sua geometria otimizada pelo método semi-empirico RM1.

O estudo foi realizado no vacuo e, por isso, as conformacdes encontradas sao
influenciadas apenas pelas caracteristicas e propriedades quimicas de seus
substituintes.

Na Figura 20, estdo ilustrados os conférmeros de menor energia da série de

derivados da benzofenona (01-16).
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Figura 20. Conférmero de menor energia de cada composto da série (01-16) obtido por calculos de
mecanica molecular (MMFF) e método semi-empirico RM1.

7

A estrutura geral das benzofenonas ndo é planar, pois o0 arranjo
conformacional € influenciado pela interacdo estérica entre atomos de hidrogénio
aromaticos orto (Figura 21) que impedem a co-planaridade entre os dois anéis

ligados pelo grupo carbonila (COX et al., 2008).

Figura 201. (a) Estrutura da benzofenona nao otimizada - Impedimento estérico, entre os atomos de
hidrogénio destacados em amarelo, observado na estrutura da benzofenona que apresenta
planaridade entre os anéis (Modelo CPK). (b) Estrutura da benzofenona otimizada (Modelo de
varetas) (c) Estrutura da benzofenona otimizada em modelo CPK (Corey Pauling Koltum).
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A Tabela 3 apresenta os angulos de inclinacéo entre os planos dos dois anéis
(A e B) calculados para os conférmeros de menor energia da série em estudo. Para
medir o angulo de inclinacdo entre os planos dos anéis (wap) foram utilizados os

atomos C,C4 e C1oCi3, de acordo com a numeracao apresentada na Figura 18.

Tabela 3. Angulos de inclinacdo para os conférmeros de menor energia da série de derivados da
benzofenona (01-16). (was = angulo de inclinacdo (C,C4C,,C13) formado entre os planos contendo os

anéis aroméaticos A e B).

# was (°)
01 62,05
02 54,56
03 62,36
04 61,36
05 42,68
06 54,40
07 60,83
08 54,70
09 53,20
10 40,79
11 53,49
12 54,05
13 54,41
14 41,67
15 40,58
16 53,05

O angulo entre os planos dos anéis A e B (wapg) variaram entre 40,58°
(derivado 15) e 62,36° (derivado 03).

Mantas e colaboradores (2004) também estudaram a conformacdo de
benzofenonas substituidas e observaram que a inclinagdo dos planos contendo os
aneéis aromaticos A e B dos compostos calculados por eles compreendiam a faixa de
49,7-51,1° (vacuo) e 49,7°-51,2° (agua). A diferenca de energia entre os compostos

estudados no vacuo e em agua era menor do que lkcal/mol.
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Realizou-se a comparacdo dos angulos calculados com os angulos de
benzofenonas substituidas presentes no banco de dados estruturais de Cambridge
(CSD, do inglés Cambridge Structural Database).

A estrutura cristal da benzofenona (derivado 01) disponivel no CSD apresenta
um angulo entre os planos dos dois anéis igual a 65°, préximo ao obtido na andlise
conformacional realizada (62,05°).

A insercdo de substituintes doadores de elétrons no derivado 01
(benzofenona) aumenta a planaridade dos conformeros (MANTAS et al., 2004).
Esse efeito péde ser observado nos compostos substituidos da série analisada,
exceto para o derivado 03, que apresentou um angulo um pouco maior do que o da
benzofenona (01).

O angulo calculado e o observado na estrutura cristal da 2,2'4,4'-
Tetrahidroxibenzofenona (derivado 10) sdo muito préximos, 40,79° e 43°,
respectivamente. Para o derivado 13 (2-Hidréxi-4-metoxibenzofenona), também foi
observada pequena variacdo, o angulo calculado foi de 54,41°, aproximadamente 4°
de desvio do angulo disponivel no CSD.

Os compostos (05, 10, 14 e 15) apresentam oS menores angulos entre os
planos dos anéis (< 50°). Todos esses derivados sdo substituidos por uma hidroxila
em cada anel na posicdo orto. A formacdo simultanea de duas ligac6es hidrogénio
intramoleculares envolvendo a carbonila favorece a co-planaridade entre os anéis
(COX et al., 2000).

Cox e colaboradores (2000) também observaram um angulo menor entre os
anéis do composto di-orto-substituido, 2,2'-Dihidroxi-4,4'-dimetoxibenzofenona,
guando comparado aos angulos dos outros compostos estudados por eles.

Os minimos de energia encontrados para cada uma das estruturas dos
derivados nas condicbes do estudo (vacuo) podem ser outros em diferentes
ambientes, como no cristal da substancia pura ou em solugcéo aquosa. Contudo, 0s
valores calculados apresentaram coeréncia quando comparados com os dados da
estruturas cristal disponiveis no CSD.

As conformacOes de menor energia (mais estaveis) obtidas por célculos de
mecanica molecular e quantica foram utilizadas para os calculos de energia em
single point. Considerou-se que a conformacdo mais estavel deve estar em maior
namero durante o processo de interagdo com o receptor. No entanto, deve-se

ressaltar que ndo ha uma relacdo direta entre a conformagcdo mais estavel e a
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conformacao bioativa, pois a primeira pode sofrer mudangas na sua conformacao

original no momento em que se aproxima do sitio receptor (RODRIGUES, 2001).

5.1.2. Analise dos dados de atividade estrogénica e dos dados obtidos a
partir dos calculos de modelagem molecular da série de derivados da
benzofenona (01-16)

A atividade estrogénica da série de derivados da benzofenona (01-16) foi
estudada por Suzuki e colaboradores (2005) com o intuito de avaliar a atividade das
mesmas como desreguladores enddcrinos.

A série totaliza 16 compostos, que possuem ao menos um grupo hidroxila
como substituinte comum, exceto para a benzofenona (composto 01). Todos os
compostos exibiram atividade estrogénica no ensaio “reporter” in vitro de ERE-luc
com MCF-7, com um amplo perfil de atividade.

Os derivados mono-hidroxilados (02-04), em que o composto (02) é orto-
substituido (Xz), (03) é meta-substituido (X3) e (04) é para-substituido (Xu)
compreendem a faixa de atividade (pECso) 1,96 a 2,75, sendo o composto para-
substituido (04) o que possui maior atividade entre eles (Figura 23). Segundo Suzuki
e colaboradores (2005), o grupo 4-hidroxila da benzofenona € importante para a
ligacdo com o sitio LBD do receptor de estrogénio, como o grupo 3-hidroxila do 17-
estradiol.



66

3,00

2,50

2,00

pEC50

1,50

1,00

0,50

0,00

(01) (02) (03) (04)

Figura 21. Atividade estrogénica (pECso) dos derivados monohidroxilados: derivado orto-substituido
(02), meta-substituido (03) e para-substituido (04).

A substituicdo do grupo em meta (derivado 03) ndo reduz a atividade tanto
qguanto a substituicdo em orto (derivado 02). Segundo Kawamura e col. (2003), os
anéis ligados a carbonila ndo séo fixos, apresentam rotacao livre referente ao angulo
de torséo entre o plano da carbonila e do anel que permite a interacdo semelhante
do grupo 3-hidroxila a do grupo 4-hidroxila no LBD do receptor de estrogénio.

Os compostos (05-07) di-hidroxilados apresentam a atividade estrogénica na
ordem: 4,4'-Dihidroxibenzofenona (07) (pECso = 3,46) > 2,4-Dihidroxibenzofenona
(06) (PECs0=2,51) > 2,2'-Dihidroxibenzofenona (05) (pECso = 0,61) (Figura 24).

3,5

2,5

PEC5,
N

1,5

0,5

(04) (05) (06) (07)

Figura 22. Atividade estrogénica (pECsg) dos derivados 4-Hidroxibenzofenona (04), 2,2'-
Dihidroxibenzofenona (05), 2,4-Dihidroxibenzofenona (06) e 4,4'-Dihidroxibenzofenona (07).
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A adicdo do grupo 4’-hidroxila na 4-hidroxibenzofenona (04) resultou em um
aumento da atividade estrogénica. Em ensaios realizados por Kawamura e col.
(2003), a atividade estrogénica de benzofenonas nao hidroxiladas na posicéo para
também foi baixa. A baixa atividade da 2,2'-Dihidroxibenzofenona (composto 05)
reforca a importancia do grupo 4-hidroxila para a atividade.

Os derivados (08-09) sao tri-hidroxilados. O derivado (09), 2,4,4-
Trihidroxibenzofenona, foi o que apresentou maior atividade estrogénica (pECsp =
3,61). Na série o derivado (08), 2,3,4-Trihidroxibenzofenona, apresentou baixa
atividade (pECso = 1,53).

Dos compostos tetrahidroxilados (10-12), os derivados 10 e 12 exibiram
elevada atividade estrogénica. A atividade de (12) 2,3',4,4'-Tetrahidroxibenzofenona
(PECso = 3,46) foi maior que a de (10) 2,2'.4,4'-Tetrahidroxibenzofenona (pECsp =
3,13). Ja o derivado 11, 2,3,4,4'-Tetrahidroxibenzofenona, apresentou baixa
atividade (pECsp = 1,11).

Os derivados di-para-hidroxilados, exceto 11, apresentaram 0S maiores
valores de atividade estrogénica. A ordem crescente da atividade dos derivados
mais ativos é: 2,2'.4,4'-Tetrahidroxibenzofenona (10) < 4,4'-Dihidroxibenzofenona
(07) e 2,3,4,4'-Tetrahidroxibenzofenona (12) < 2,4,4'-Trihidroxibenzofenona (09)
(Figura 25).

Os resultados dos ensaios realizados por Kawamura e col. (2005) apontaram
a 2,4,4-Trihidroxibenzofenona (09) como responsavel pela maior atividade
estrogénica, corroborando a pesquisa de Suzuki e col. (2005).

A atividade estrogénica do derivado 09 foi confirmada in vivo por ensaio
uterotréfico em ratas (SUZUKI et al., 2005).
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Figura 23. Atividade estrogénica (pECs,) dos derivados mais potentes do estudo de SUZUKI et al.,
2005.

Pode ser observado entre os compostos 07 e 09 um aumento de atividade
promovido pela presenca do grupo 2-hidroxila na 4,4’-hidroxibenzofenona.

A Figura 26 apresenta o alinhamento e sobreposicdo dos compostos 07 e 09.
O composto 09 apresenta maior rigidez devido a ligacdo hidrogénio intramolecular
entre o grupo 2-hidroxila e o atomo de oxigénio da carbonila, o que pode influenciar

para uma melhor interacdo no LBD do receptor de estrogénio.

Figura 24. Alinhamento e sobreposicdo dos compostos 07 e 09. Tracejado amarelo aponta a
interacdo por ligac@o hidrogénio do grupo 2-hidroxil com a carbonila.
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O anel 2,4-dihidroxilado do composto 09 apresenta menor angulo de torsao
(01C,CoC1p) entre o plano do anel e da carbonila (10,44°) do que o anel 4-
hidroxilado do composto 07 que apresentou um angulo diedro de 34,74°.

Segundo Kawamura e col. (2003; 2005), a presenca do grupo 2-hidroxil pode
favorecer a atividade de benzofenonas 4,4’-dihidroxiladas por uma interagédo de
ligacdo hidrogénio entre o grupo 2-hidroxila e o grupo carbonila, que promove uma
rigidez na estrutura, possibilitando uma melhor interacdo da regido hidrofébica no
LBD do receptor de estrogénio.

Entre as benzofenonas para-dihidroxiladas, apenas o derivado 11 apresentou
baixa atividade estrogénica.

Se comparada as atividades dos compostos 06 (pEC50=2,51) e 08
(PEC50=1,53) e dos compostos 09 (pEC50=3,61) e 11 (pEC50=-1,11), observa-se
que a insergdo do grupo 3-hidroxila prejudica a atividade estrogénica.

Em ensaios realizados por Kawamura e colaboradores (2003), para a
avaliacdo da atividade estrogénica, a presenca do grupo 3-hidroxila em
benzofenonas 2,4-hidroxiladas também foi desfavoravel para a atividade.

A Figura 27 ilustra, em modelo CPK, a estrutura dos compostos 06, 08, 09 e
11 e area exposta (A2) dos atomos de oxigénio e hidrogénio dos substituintes para-

hidroxila.
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Figura 25. Estrutura dos compostos 06 (pEC50=-0,10) e 08 (pEC50=-1,07) e dos compostos 09
(PEC50=1,00) e 11 (pEC50=-1,50) em modelo CPK e area exposta (A2) dos &tomos de oxigénio e
hidrogénio dos substituintes para-hidroxila.

E possivel observar uma pequena diminuicido na area exposta dos doadores
e aceptores de ligacdo hidrogénio do grupo para-hidroxila. Segundo Suzuki e col.
(2005), benzofenonas com trés hidroxilas adjacentes (2,3,4-trihidroxiladas) podem
apresentar atividade reduzida. Presume-se que as 3 hidroxilas adjacentes dificultam
a ligacao hidrogénio do derivado no sitio LBD do receptor.

Os derivados (13-16) possuem substituintes metoxila, além de hidroxila,
sendo que o composto (16) € o unico que apresenta também o grupo sulfénico
(substituinte em Xs).

A benzofenona-3 (13) é o derivado mais utilizado em formulagbes para a
protecdo solar. No estudo de Suzuki e col. (2005), a BF-3 apresentou atividade
estrogénica mais fraca no ensaio in vitro mais fraca (pECso = 1,32) do que os
derivados substituidos apenas por hidroxila, exceto os compostos 05 e 11 (pouco
ativos). No ensaio in vivo realizado por Suzuki e col. (2005) a BF-3 n&o exibiu
atividade estrogénica. As benzofenonas (14-16) exibiram atividade muito fraca
(PECso = < 0,61).

Segundo Kawamura e col. (2005), no ensaio com hERa, 2-Hidroxi-4-

metoxibenzofenona (13), 2,2'-Dihidréxi-4-metoxibenzofenona (14) e 2,2'-Dihidréxi-
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4,4'-dimetoxibenzofenona (15) apresentam baixa atividade estrogénica, e 0 acido 2-
Hidréxi-4-metoxibenzofenona-5-sulfénico (16) ndo exibiu atividade.

5.1.2.1. Parametros estereoeletronicos teéricos

Realizou-se um estudo dos principais parametros estereoeletrénicos tedricos
dos derivados da benzofenona (01-16) com o intuito de obter informacdes
importantes sobre a modulacéo da atividade estrogénica desses derivados.

A partir do conférmero de menor energia de cada composto da série (01-16),
os descritores moleculares foram calculados utilizando-se a Teoria do Funcional da
Densidade (DFT). A Tabela 4 apresenta os parametros obtidos (volume molecular,
energias de HOMO e LUMO (Eromo e ELumo), cLogP e momento de dipolo

molecular) a partir dos célculos de modelagem molecular de todos os derivados.
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Tabela 4. Parametros calculados (volume, energia de HOMO e LUMO, dipolo molecular e cLogP) e

atividade estrogénica (pECso) experimental (SUZUKI et al., 2005) dos derivados da benzofenona.

# Volume (A% E(Zi/w;o E(:;A)O Dipolo (Debye) cLogP PECso
01 202,29 -6,54 -1,54 3,18 3,24 1,70
02 208,12 6,10 -1,72 3,32 2,85 1,96
03 209,38 -6,20 -1,56 2,20 2,85 2,42
04 209,32 -6,19 -1,36 2,73 2,85 2,75
05 213,96 -6,19 -2,06 2,87 2,46 <0,61
06 215,12 -6,06 -1,49 2,21 2,46 2,51
07 216,37 6,05 -1,18 1,64 246 3.46
08 222,14 -5,95 -1,53 1,64 2,07 1,53
09 222,13 -5,97  -1,37 2,17 2,07 3,61
10 227,86 5,96 -1,69 1,31 1,69 3.13
11 229,15 -5,88 -1,40 2,49 1,69 1,11
12 229,19 -5,87 -1,31 3,08 1,69 3,46
13 235,10 -5,96 -1,46 2,52 2,72 1,32
14 240,90 -6,02 -1,84 2,95 2,34 <0,61
15 267,82 584 -164 1,90 221 <061
16 252,78 6,74 -1,99 3,35 1,62 <061

A correlagdo linear de Pearson dos derivados foi verificada para os

parametros calculados e a atividade estrogénica. Observou-se uma correlacao linear

moderada positiva (r= 0,7007; p=0,0025) entre a energia de LUMO e a atividade

estrogénica (pECsp) da série de derivados (01-16). A Figura 28 apresenta o grafico

de disperséo entre a energia de LUMO (E_uwo) € a atividade estrogénica (pECsy).
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Figura 26. Correlacéo linear de Pearson: Energia de LUMO (E_uymo) e atividade estrogénica (pECs)
da série de derivados da benzofenona (01-16).

A reacdo entre um &cido de Lewis e uma base de Lewis consiste na
transferéncia de elétrons, por interacdo entre os orbitais de HOMO e LUMO de dois
compostos. O composto que reage via orbital HOMO é chamado de elétron-doador
(base de Lewis) e aquele que reage via orbital LUMO é denominado de elétron-
aceptor (acido de Lewis). Quanto maior a energia do HOMO, maior a capacidade
elétron-doadora. Quanto menor a energia do LUMO, menor sera a resisténcia para
aceitar elétrons.

A correlacdo da atividade estrogénica com a energia de LUMO, da série de
derivados da benzofenona, pode estar relacionada com o mecanismo de interacao
com o LBD do receptor de estrogénio, em funcdo da energia necessaria para as
interagbes que possam ocorrer entre orbitais HOMO do receptor e orbitais LUMO
dos derivados.
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Os compostos metoxilados (13-16) possuem os maiores volumes. O volume
molecular pode interferir negativamente com o encaixe e as intera¢des do ligante no
sitio de ligacao do receptor.

Foi possivel observar, como ilustrado na Figura 29, um aumento do tamanho
do composto de aproximadamente 2,3A com a troca da hidroxila pela metoxila e o
aumento do volume molecular, de 227,86 A® (composto 10) para 267,82 A3
(composto 15).

4

\—"}
11,202A 13,5884

Figura 27. Distancia entre os atomos de hidrogénio dos compostos 10 (esquerda) e 15 (direita)
(modelo CPK).

Os outros parametros, como energia de HOMO, momento de dipolo molecular
e cLogP, ndo forneceram, aparentemente, nenhuma correlacdo com a atividade

estrogénica.

5.1.2.2. Mapa da densidade LUMO

O mapa da densidade LUMO descreve areas deficientes em elétrons que
podem ser suscetiveis a interacdo com regides de alta densidade eletrénica do sitio
LBD do receptor. A area deficiente em elétrons (cor azul) dos derivados da
benzofenona esta concentrada no &tomo de carbono (C;) da carbonila (Figura 18). A
Figura 30 ilustra o0 mapa da densidade eletronica de LUMO para todos os compostos
da série.
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Figura 28. Mapa de densidade do Orbital Molecular de Menor Energia Desocupado (LUMO) da série
de derivados (01-16) codificado na faixa de vermelho profundo (0,00) a azul profundo (0,02) sobre
uma superficie de densidade eletrdnica constante de 0,002 eV/ua’®, as areas azuis e vermelhas
indicam menores e maiores valores de energia LUMO, respectivamente.

Esta observagcao indica que a baixa densidade eletronica LUMO sobre o
atomo de carbono da carbonila dos derivados pode auxiliar, porém, ndo deve ser
determinante para uma melhor interacdo entre a molécula e o sitio LBD, pois tanto
os derivados mais ativos, quanto os menos ativos apresentaram a deficiéncia

eletronica na mesma regiao.

5.1.2.3. Mapa da densidade HOMO

A Figura 31 ilustra o mapa da densidade eletrénica de HOMO, que varia do
vermelho (baixa densidade de HOMO) ao azul (alta densidade de HOMO), da série

de derivados da benzofenona (01-16).
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Figura 29. Mapa de densidade do Orbital Molecular de Maior Energia Ocupado (HOMO), codificado
na faixa de vermelho profundo (0.00) a azul profundo (0.02) sobre uma superficie de densidade
eletrdnica constante de 0,002 eV/ua®, as areas azuis e vermelhas indicam maiores e menores valores
de energia de HOMO, respectivamente.

Nos mapas de HOMO é possivel observar dois perfis de distribuicdo da
densidade eletrbnica: densidade deslocalizada, isto €, distribuida uniformemente na
estrutura (compostos 01, 05, 07, 10, 12, 14 e 15) e densidade localizada no anel
com maior nimero de substituintes hidroxila e/ou metila (Compostos 02, 03, 04, 06,
08, 09, 11, 13 e 16).

Os compostos 01, 05, 07 e 15 apresentam simetria estrutural, o que explica a
deslocalizacéo eletronica no mapa de HOMO. Sendo que, o composto 01, por néo
possuir substituintes nos anéis, exibe alta densidade eletrbnica no atomo de
oxigénio da carbonila.

Essa deslocalizacdo do mapa de HOMO pode ser observada também no
composto 12, que mesmo ndo possuindo simetria, apresenta a mesma quantidade

de grupos hidroxila nos dois anéis, com diferenca apenas nas suas posic¢oes.
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O composto 15 também apresenta 0 mesmo numero de grupos hidroxila nos
anéis, porém possui adicionalmente uma metoxila em apenas um deles, lembrando
gue o grupo metoxila tem carater doador de elétron.

A deslocalizacdo da densidade eletronica de HOMO nao pode ser
correlacionada com a atividade estrogénica, visto que os compostos 07, 12 e 10
estdo no grupo dos compostos mais ativos e os derivados 05, 14 e 15 no grupo dos
menos ativos.

Quando comparado com os compostos 07, 10 e 12, o composto 09, derivado
mais ativo, apresenta menor densidade eletrénica em HOMO no anel B, incluindo a
hidroxila (posicéo para, X;") e maior densidade no anel A. Esse efeito pode favorecer
o carater aceptor/doador de ligacdo hidrogénio do grupo hidroxila.

E importante destacar que o reconhecimento do ligante no sitio LBD do

receptor de estrogénio é obtido por ligagdes hidrogénio (SODERO, 2007).

5.1.2.4. Mapa de potencial eletrostatico molecular (MEP)

Os mapas de potencial eletrostatico molecular (MEP) dos derivados (Figura
32) mostram uma densidade eletronica similar, em todos os derivados, concentrada

principalmente, nos grupos hidroxila e carbonila.
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Figura 30. Mapa do potencial eletrostatico molecular (MEP) codificado na faixa de -100 a 100 kJ/mol
sobre uma superficie de densidade eletrdnica constante de 0,002 eV/ua®. Compostos destacados (07,
09, 10 e 12) apresentam maior atividade estrogénica.

Os compostos mais ativos (07, 09, 10 e 12) sao di-para-hidroxilados e por
isso apresentam alta densidade eletrbnica na posicao para dos anéis A e B. Essa
caracteristica € muito importante para a interacdo com o sitio LBD receptor de
estrogénio, que foi possivel observar que os derivados menos ativos, exceto 11, nédo
possuem alta densidade eletrbnica na posicao para.

O composto 11 também apresenta grupos hidroxila em X4 e X4’, no entanto,
possui um grupo 3-hidroxila em X3 que desvaforece a interacéo no sitio de ligacao,
visto que 0 mesmo apresentou baixa atividade.

A troca do grupo hidroxila por metoxila em compostos di-para-substituidos
resulta na diminuicdo da atividade estrogénica. E possivel observar uma diminuic&o
da densidade eletronica no atomo de oxigénio ligado ao grupo metila. Sugere-se que
essa reducdo da densidade eletrbnica nas posicbes para de ambos 0s anéis
desvaforece a interacdo de benzofenonas metoxiladas com o sitio LBD do receptor
de estrogénio. Adicionalmente, o grupo metoxila pode dificultar as interagdes,

principalmente das ligacbes de hidrogénio, entre o ligante e o sitio LBD, por
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impedimento estérico, pois torna os atomos de oxigénio (aceptores de ligacao
hidrogénio) menos acessiveis. Além disso, o grupo metoxila é apenas aceptor de
ligacdo hidrogénio, diferente do grupo hidroxila, que além de aceptor é também
doador de ligacdo hidrogénio. A metilacdo exclui a capacidade de doacao de ligacéo
hidrogénio.

Contudo, estudos em ratos apontam que a 2-Hidroxi-4-metoxibenzofenona
(benzofenona-3), muito utilizada na protecdo solar, pode ser convertida em
metabdlitos desmetilados e em funcdo disso contribuir com a atividade estrogénica
(JEON et al., 2008).

5.1.2.5. Distancias interatbmicas

Realizou-se a comparagcdo da distancia entre os atomos de oxigénio das
posicdes para dos derivados di-para-hidroxilados em estudo e do 17B-estradiol. A
estrutura do hormdnio foi extraida do arquivo de raios-x do dominio de ligacdo do
ligante do receptor de estrogénio humano complexado com o 17(3-estradiol (PDB:

1ERE). Na Tabela 5 estdo agrupadas essas distancias.

Tabela 5. Distancia entre os atomos de oxigénio das hidroxilas da posi¢cdo para dos compostos em

estudo e das hidroxilas do 173-estradiol.

Composto  Distancia (A)

17B-estradiol 10,8
07 9,50
09 9,65
10 9,75
11 9,65
12 9,68

Observa-se uma proximidade das distancias entre os atomos de oxigénio das
hidroxilas dos compostos em estudo e do 17B-estradiol. Sugere-se que as
benzofenonas di-para-hidroxiladas apresentam interagdo com 0os mesmos residuos

de aminoacido que o 17B-estradiol.
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As hidroxilas para substituidas nos anéis A e B (X4 e X,) das 44’-
hidroxibenzofenonas em analogia com a hidroxila fenolica do anel A do 173-estradiol
e a hidroxila do anel de cinco membros, anel D, podem interagir por ligacéo
hidrogénio com os mesmos residuos de aminoacidos do sitio LBD favorecendo a
atividade.

A Figura 33 demonstra o alinhamento e sobreposi¢céo das benzofenonas mais
ativas (07, 09, 10 e 12) e do 17B-estradiol, onde é possivel observar que as 4,4'-
hidroxilas ficam em posic6es semelhantes a hidroxila fendlica do anel A e a hidroxila

do anel D de cinco membros.

Figura 31. Alinhamento e sobreposi¢cdo das benzofenonas mais ativas (07, 09, 10 e 12 — em cinza) e
do 17B-estradiol (em rosa).

5.2. ESTUDO DE DOCKING DO COMPOSTO MAIS ATIVO (09)

O estudo de docking foi realizado em colaboragcdo com a aluna de doutorado
Alessandra Mendonca Teles de Souza do Programa de Pos-Graduacdo em Quimica
da Universidade Federal Fluminense, Rio de janeiro (UFF - RJ).

Os estudos de encaixe molecular (docking) do derivado mais ativo (09) no
LBD do receptor de estrogénio (codigo do PDB: 1ERE) obtido no banco de dados de
proteinas, Protein Data Bank, usando o Autodock. Retirou-se o ligante complexado
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(17B-estradiol), excluiu-se as moléculas de &gua presentes na estrutura
cristalografica e fez-se a docagem do derivado (09) mais ativo do estudo.

Diversos “poses” foram gerados e agrupados em trés clusters (RMSD
inferiores a 2.0 A) (Figura 34). O cluster de menor energia (-3,7 kcal/mol) apresenta

10 “poses”.

10
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Figura 32. Agrupamento em clusters (RMSD inferiores a 2.0 A) dos “poses” do derivado 09. Em
vermelho, cluster de menor energia com 10 “poses”.

Na solucdo de menor energia (-3,7 kcal/mol) ocorrem trés interacbes por
ligacdo hidrogénio. A Figura 35 ilustra estas intera¢des por ligacdo hidrogénio entre
o ligante (derivado 09) e o LBD do receptor de estrogénio.
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Figura 33. Liga¢Bes de hidrogénio do derivado 09 com os residuos de aminoacido Arg394, Glu353 e
Thr347 do LBD do receptor de estrogénio (ER-a) (c6digo do PDB: 1ERE).

O estudo de docking com a 2,2’ 4-Tetrahidroxibenzofenona (09) demonstra
gue o anel B (mono-substituido) do derivado (09) esta localizado, aproximadamente,
no mesmo local que o anel A do estradiol se localiza, onde se observa duas
interacdes por ligacdo hidrogénio entre a hidroxila fenolica (X4’) e os residuos
Glu353 e Arg394 (Figura 35). Essas mesmas interacbes sdo observadas na
estrutura tridimensional do LBD do receptor de estrogénio complexado ao 17(3-
estradiol (cédigo do PDB: 1ERE) (Figura 7).

O anel A (di-substituido) faz uma interacdo por ligacdo hidrogénio entre a
hidroxila fenélica substituida em para (X,) e o residuo Thr347 (Figura 35).

A hidroxila substituida em orto (X;) faz interacdo intramolecular por ligacéo
hidrogénio com a carbonila (Figura 36), diminuindo a liberdade conformacional, o
gue pode favorecer as interacdes hidrofobicas entre o ligante e o receptor.

O anel A do derivado 09 realiza intera¢des de van der Waals com os residuos

Leu525, Ala 350, Leu346 e Met343. O anel B realiza interacdes hidrofébicas com os
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residuos Phe404, Leu387 e Leu391. A Figura 36 aponta as interacdes hidrofébicas
entre o ligante (derivado 09) e o receptor de estrogénio.
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Figura 34. Intera¢cfes de van der Waals observadas entre o ligante (derivado 09) e o LBD do receptor
de estrogénio (ER-a) (codigo do PDB: 1ERE).

O anel D do 17B-estradiol realiza interacdes de van der Waals com o0s
residuos Leu525, Gly521 e lle424.

De acordo com os resultados do estudo de docking, a interagao do derivado
09 no LBD do receptor de estrogénio deve ocorrer, aproximadamente, no mesmo
local em que o ligante natural, 17B-estradiol, realiza suas interacdes especificas e
inespecificas.

O grupo hidroxila em X,, como observado no estudo de SAR, promove uma
rigidez na estrutura devido a ligagédo hidrogénio intramolecular da 2-hidroxila com a

carbonila. Essa interagao intramolecular foi observada na conformacdo que
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apresentou melhor interagcdo com o receptor de estrogénio e, por isso, presume-se
que seja favoravel para a interagdo do derivado 09 no LBD do receptor.

Foram observadas no derivado 09 interacdes semelhantes a delfinidina,
antocianidina presente em plantas, que possui atividade agonista do receptor de
estrogénio (ER-a). Segundo Chalopin e col. (2010), a delfinidina interage
diretamente no receptor de estrogénio. O modo de ligacdo da delfinidina sobre o
dominio de ligacdo do receptor de estrogénio (Figura 37) € relativamente
semelhante aquele observado na estrutura de raios-X do estradiol com o receptor de
estrogénio. Chalopin e col. (2010) observaram contatos apolares dos trés anéis da
delfinidina com residuos hidrofébicos (Leu346, Ala350, Leu384, Leu387, Met388,
Leu391, Phe404, Met42l, lle424, Leud28, Leu525 e Phe404). Também foi
observada a interacdo por ligacdo hidrogénio com o residuo Glu353, no entanto, as
interacdes com os residuos Arg394 e His524, que o estradiol faz, foram perdidas e
compensadas por ligacao hidrogénio com a Leu346.

e
Leu387 )—w
A \ b

Arg394 . )/ 2
\Ph\e404

Figura 35. Modo de ligacdo da delfinidina no LBD do receptor de estrogénio (ER-a) (Adaptado de
CHALOPIN et al., 2010)
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Celik e col. (2008) realizaram um estudo das possiveis interacdes entre
desreguladores enddcrinos e o receptor de estrogénio. Diversos desreguladores
endocrinos apresentaram ligacdo no LBD do receptor de estrogénio, como o DDT e
e o0 HPTE (2,2-dihidroxifenil-1,1,1-tricloroetano) (Figura 38), que ligam-se de

maneira forte ao receptor.

Cl
Cl CICI

HPTE

Figura 36. Estrutura quimica do DDT e o HPTE.

Para os compostos DDT e HPTE, um dos anéis fica posicionado na direcéao
dos residuos Glu353 e Arg394 enquanto o outro na direcdo do Thr347. A Figura 39
ilustra a ligacdo desses desreguladores enddocrinos no LBD do receptor de
estrogénio.
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Figura 37. Ligacdo do (A) DDT, (B) HPTE (conformacéo 1) e (C) HPTE (conformacéo 2) no sitio de
ligacdo do receptor de estrogénio (Adaptado de CELIK et al., 2008).

O DDT, pesticida organoclorado que apresenta atividade similar aos
estrogénios enddécrinos, e o HPTE interagem no LBD de modo semelhante ao
derivado 09, realizando interacdes por ligacdo hidrogénio com os mesmo residuos.

O estudo de docking realizado no presente trabalho é essencial para a
racionalizacédo de novos derivados que possam atuar como fotoprotetores, visto que
esses nao devem interagir da mesma forma que o estradiol e o derivado 09 no

receptor de estrogénio.

5.3. ESTUDO TEORICO DO ESPECTRO ELETRONICO DE ABSORCAO UV
DE DERIVADOS DA BENZOFENONA

Nesta terceira parte do trabalho utilizou-se apenas o derivado 01
(benzofenona) e os derivados incluidos na lista vigente de filtros solares permitidos
pela ANVISA (RDC n° 47 de 16 de marco de 2006): 13 (BF-3; 2-Hidroxi-4-
metoxibenzofenona; oxibenzona) e 14 (BF-8; 2,2’-Dihidréxi-4-metoxibenzofenona;

dioxibenzona).
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Com o intuito de comparar os espectros eletronicos de absorgéo experimental
e tedrico desses derivados da benzofenona realizaram-se calculos quanticos usando
a Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TD-DTF/ B3LYP/6-
31G*).

Para o estudo de SAR, realizado na primeira etapa do presente trabalho, ja
havia sido realizada a analise conformacional para a obtencdo das geometrias
otimizadas. Entdo, para essa segunda etapa, utilizaram-se as mesmas geometrias
para os calculos do espectro eletrdbnico em ponto Unico (single point) em dois
programas, Spartan’08, simulando o vacuo e em etanol (solvente implicito, método
SM8) e GAMESS US, simulando o vacuo.

Os méaximos de absorcdo experimentais do derivado (01) foram obtidos por
Dilling (1966) e dos derivados 13 e 14 por Baughman e colaboradores (2009), em
diferentes solventes.

A Tabela 6 apresenta os maximos de absorcdo experimentais (nm) da

benzofenona (01), oxibenzona (13) e dioxibenzona (14), em diferentes solventes.
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Tabela 6. Medida experimental dos comprimentos de onda maximos (Ans& €m nm) para a
benzofenona (01), oxibenzona (13) e dioxibenzona (14) em diferentes solventes.

01* 13** 14**
Solvente
)\méx (1 ) )\méx (2) )\méx (1 ) )\méx (2) )\méx (1 ) )\méx (2)
Diclorometano - - 287,96 326,94 297,92 351,98
Dietil éter 249 344 - - - -
Cloroférmio - - 289,05 328,04 297,92 353,06

Tetracloreto de
- - 286,94 327,96 296,04 353,06

carbono

Tolueno - - 287,96 328,05 299,02 354,93

Hexano 2475 346,5 - - - -

Ciclohexano 248,5 346,5 - - - -
Acetonitrila - - 287,05 324,01 285,91 331,02
Tetraidrofurano - - 287,96 327,58 283,96 330,00
Metanol 2525 331,5 287,01 323,98 284,03 326,03
Etanol 252 332,5 287,01 325,07 284,03 326,96
Propanol 2525 333,5 287,96 326,01 284,03 328,99
Butanol 2525 333,5 287,96 326,94 283,96 330,00

* Referéncia: DILLING, 1966. ** Referéncia;: BAUGHMAN et al., 2009.

5.3.1. Estudo tedrico do espectro eletréonico do derivado (01)

O espectro de absorcdo UV das benzofenonas é caracterizado por duas
bandas. Uma mais fraca, na faixa do UV préximo (300 — 400 nm), que corresponde a
transi¢cdes do tipo n > ¥, e outra mais forte e larga, na faixa do UV médio (200 —
300nm), do tipo ™ 2> ™ (URAHATA & CANUTO, 2000).

Nas medidas experimentais dos maximos de absorcdo, observou-se para as
transicbes na faixa do UV médio (200-300 nm) um efeito solvatocrémico positivo

pequeno (=5 nm), isto €, com o aumento da polaridade do solvente houve um
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deslocamento batocrémico (aumento do comprimento de onda), que caracteriza
transi¢cdes do tipo ™ > 1*. No caso das transicdes de menor energia, na faixa de
300-400nm, ocorre um efeito solvatocrébmico negativo (=15 nm), isto €, com o
aumento da polaridade do solvente ocorre uma dimimuicdo do comprimento de onda
(deslocamento hipsocrémico) que caracteriza transi¢des do tipo n - ™.

Na Tabela 7 estdo agrupados os comprimentos de onda calculados com suas
respectivas forcas de oscilagdo e os maximos de absorcdo experimentais medidos
em etanol (DILLING, 1966).

Tabela 7. Comprimentos de onda (A) e forca de oscilacdo (f) do derivado 01 (benzofenona).

Transi¢des calculadas utilizando o método TD-DFT (B3LYP/6-31G*) no vacuo e etanol, programa
Spartan’ 08 e apenas no vacuo, programa GAMESS US (Vacuo-G), e os comprimentos de onda

maximos do espectro eletrénico experimental (etanol)

Experimental
Etanol

A (nm) i A (nm) f A (nm) i A (nm)

233,46 0,028405 222,05 0,003800 216,73 0,013

239,05 0,038947 242,41 0,042622 216,96 0,002

246,53 0,182513 252,47 0,244445 229,86 0,008 252,0

254,81 0,049770 261,40 0,050393 234,77 0,021

261,46 0,017308 269,43 0,019611 245,35 0,034

Vacuo Etanol Vacuo-G

339,55 0,001622 316,81 0,001742 249,24 0,163 332,5
- - - - 257,25 0,061
- - - - 264,03 0,018
- - - - 344,79 0,001

¢ Referéncia: DILLING, 1966

O comprimento de onda maximo calculado no Spartan’ 08 foi de 246,53 nm
(vacuo) e 252,47 nm (etanol) e no GAMESS US, 249,24 nm (vacuo). Valores muito
préximos ao observado experimentalmente em etanol por Dilling (1966) (252 nm).

A absorcdo em 332,5 nm (experimental) também pode ser observada nos
calculos em 339,55 nm (Vacuo), 316, 81 nm (Etanol) e 344,79 (Vacuo-G). A forca de
oscilagdo calculada extremamente baixa (=0,001) para essas transicoes é
consistente com o fato de que a transicdo experimental correspondente € muito
fraca.

O efeito do solvente pdde ser caracterizado no espectro calculado no
programa Spartan’08. A diferenga entre os maximos de absor¢cdo dos célculos
realizados no vacuo (246,53 nm) e em etanol (252,47 nm), Spartan’08, foi de
aproximadamente 6 nm. O efeito solvatocromico observado experimentalmente é

positivo (deslocamento batocrémico) e baixo (=5 nm) para as transigcbes de menor
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energia (200-300 nm). A variacdo entre os espectros calculados no vacuo (339,55
nm) e em etanol (316,81 nm), programa Spartan’08, € de aproximadamente 23 nm.
No espectro experimental, foi observado um deslocamento hipsocrémico (=15 nm)
para as transicfes de menor energia (300-400 nm).

A Figura 40 apresenta uma comparagdo entre 0s espectros teoricos
normalizados da benzofenona (derivado 01) calculados no presente trabalho
(método TD-DFT) usando os programas Spartan’ 08 (Vacuo e Etanol) e GAMESS
US (Vacuo-G) e nos trabalhos de GEORG e col. (2006) e URAHATA e col. (2000)
(método INDO/CIS).

A intensidade é a forca de oscilacdo da transicédo calculada. A normalizacao
do espectro € realizada em funcdo do maximo de intensidade de cada espectro.
Desta forma, eliminam-se as diferencas de intensidade devido as variacdes dos
métodos, e 0s espectros podem ser comprados dentro e uma mesma ordem de
grandeza, variando todos em intensidade de 0 a 1.
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Comprimento de onda (nm)

Figura 38. Comparacéo entre os espectros eletrdnicos calculados da benzofenona (01).

Graficos semelhantes foram obtidos comparando os calculos realizados no
presente trabalho e os célculos realizados por GEORG e col. (2006) no vacuo
usando o método INDO/CIS.

Os espectros obtidos por URAHATA e col. (2000), em agua e no vacuo

usando o meétodo INDO/CIS, apresentaram-se deslocados para comprimentos de
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onda menores, maximos de absor¢cdo em 231 nm (vacuo) e 238 nm (agua), em
relacdo aos calculados no presente trabalho.

O método tedrico aplicado no presente trabalho para o estudo do espectro
eletrbnico de absorcao da benzofenona (01) foi apresentou boa proximidade com os
resultados experimentais para a absorcao de maior energia (252 nm).

A presenca de apenas uma banda intensa no espectro calculado €
consequéncia da baixa absorcdo na faixa que compreende 332,5 nm, que
corresponde a transicoes do tipo n > 1*. Esse tipo de transi¢do é caracteristico do

grupo carbonila, croméforo de baixa absortividade.

5.3.1.1. Configuracéo das principais transi¢des eletrénicas do derivado 01

A configuragdo das transices eletronicas observadas no espectro da
benzofenona (01) obtido com o programa GAMESS US encontra-se na Tabela 8.

Tabela 8. Transi¢des calculadas (eV e nm) dos nove estados de menor energia, forca de oscilagédo
(f) e composigdo em termos dos orbitais moleculares (MO) das transigbes do derivado 01
(benzofenona).

Estados MO E (eV) A (nm) f
1 H— L (88%) 3,62 344,79 0,001
2 H-1 — L (86%) 4,70 264,03 0,018
3 H-2 — L (86%) 4,82 257,25 0,061
4 H-4 — L (83%) 4,98 249,24 0,163
5 H-3 — L (79%) 5,00 245,35 0,034
6 H— L+1 (88%) 5,28 234,77 0,021
7 H — L+2 (92%) 5,40 229,86 0,008
8 H-1 — L+2 (70%) 5,72 216,96 0,002
9 H — L+3 (80%) 573 216,73 0,013

Na absor¢do maxima calculada, localizada em 249,24 nm e com forca de
oscilacéo de 0,163, predomina a transicdo HOMO-4 — LUMO. Para a absorcéo em
344,79 nm, a principal transicdo € HOMO — LUMO. As transi¢des que apresentam
comprimentos de onda maiores do que 240 nm envolvem transi¢bes para o orbital

LUMO, que possui carater 1*.
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A Figura 41 ilustra os coeficientes dos orbitais de fronteira HOMO-4 e LUMO
calculados no véacuo, programa Spartan’08 (DFT/B3LYP/6-31G*) para a
benzofenona (01).

Figura 39. Coeficientes dos orbitais envolvidos na transicdo mais intensa (T - 1) para a

benzofenona (01).

Nos dois orbitais moleculares, HOMO-4 e LUMO, observa-se a densidade
eletrbnica distribuida em ambos os anéis. A presenca de superficies nodais
adicionais nos anéis € uma caracteristica indicativa de transicao m > m*.

Na faixa do UV préximo (300 — 400 nm) observa-se apenas o comprimento de
onda de 335,8 nm, que apresenta baixa intensidade de absorcdo. Essa transicdo
envolve os orbitais de HOMO e LUMO (Figura 42).

Figura 40. Coeficientes dos orbitais envolvidos na transicdo de menor energia para a benzofenona
(01).

Empiricamente, as transicbes de menor energia s&do descritas como
transicbes n > m* do grupo carbonila. Contudo, no orbital ocupado (HOMO)
observam-se orbitais n da carbonila combinados com orbitais T dos anéis fenila e,
por isso, transicbes de HOMO - LUMO possuem carater n - m* (carbonila) e

carater ™ > 1" (anéis).
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5.3.2. Estudo tedrico do espectro eletréonico do derivado 13

O espectro eletrbnico experimental do derivado 13 (2-Hidroxi-4-
metoxibenzofenona) possui um efeito solvatocrdbmico pequeno, pois 0 uso de
solventes com diferentes polaridades e constantes dielétricas, hexano (¢ = 1,88) e
acetonitrila (¢ = 35,68) (WINGET et al., 1999), causou um deslocamento minimo nos
maximos de absorcdo (Tabela 6).

Na Tabela 9 estdo agrupados os comprimentos de onda calculados com suas
respectivas forcas de oscilacdo e os maximos de absorcdo experimentais medidos

em etanol (Baughman et al., 2009).

Tabela 9. Comprimentos de onda (A) e forca de oscilagdo (f) do derivado 13 (oxibenzona).
Transi¢des calculadas utilizando o método TD-DFT (B3LYP/6-31G*) no vacuo e etanol, programa
Spartan’ 08 e apenas no vacuo, programa GAMESS US (Vacuo-G), e os comprimentos de onda

maximos do espectro eletrénico experimental (etanol)

Experimental

Vacuo Etanol Vacuo-G
Etanol
A (nm) i A (nm) F A (nm) i A (nm)
241,23 0,016019 234,81 0,067478 220,78 0,013
247,09 0,100608 251,16 0,032955 221,92 0,004
252,44 0,009292 261,1 0,018132 239,06 0,039 287,01
267,73 0,233318 270,74 0,29467 242,95 0,033
301,05 0,166287 298,74 0,077746 249,44 0,090 325,07
311,24 0,013401 303,39 0,114832 253,99 0,009
- - - - 272,98 0,189
- - - - 310,07 0,133
- - - - 313,36 0,034

?Referéncia: BAUGHMAN et al., 2009

No espectro calculado, usando o programa Spartan’ 08, observou-se uma
intensa absor¢do em 267,73 e 301,05 nm no vacuo e em 270,74 nm e 303,39 nm no
etanol (método de solvatagdo implicita), variacdo aproximada de 2 nm entre o0s
MAaximos no Vacuo e no etanol.

Os maximos de absorcéo calculados no GAMESS US (Vacuo — G) foram em
272,98 e 310,07 nm.

Os espectro calculados estdo de acordo com a absor¢do em 287 nm, no
entanto, ndo abrangem a faixa que compreende o maximo em 325 nm, observado

experimentalmente em etanol.
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Além dos maximos de absor¢éo obtidos por Baughman e col. (2009), utilizou-
se uma varredura do espectro UV da benzofenona-3 realizada no Laboratério de
Desenvolvimento Galénico (LADEG) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ) pela a aluna de mestrado Débora Freitas do Nascimento do Programa de
Pé6s-Graduacdo em Ciéncia Farmacéuticas. O espectro foi obtido a partir de uma
solugcdo de benzofenona-3 em diclorometano, na concentragdo de 10pg/mL, em
Espectrofotdmetro V630 (Jasco).

A varredura do espectro UV, obtida no LADEG-UFRJ, apresenta os maximos
de absorcdo em 288 nm e 324 nm. A Figura 43 apresenta uma comparacao entre 0s
espectros tedricos normalizados da oxibenzona (derivado 13) calculados no
presente trabalho (método TD-DFT), usando os programas Spartan’ 08 (Vacuo e
Etanol) e GAMESS US (Vacuo-G), e o experimental (obtido no LADEG-UFRJ).

1,2 -
1 .
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Figura 41. Comparacao entre os espectros de absor¢éo calculados e experimental da benzofenona-3
(derivado 13).

Nos espectros tedricos e experimental foi possivel identificar absor¢cdo na
faixa de 200-250 nm, que corresponde a radiacdo UVC. Para filtors UV utilizados na
protecdo solar, a absor¢do nessa faixa ndo € relevante, pois estes comprimentos de
onda altamente danosos séo absorvidos pela camada de ozbénio e, por isso, ndo

chegam a superficie da pele.
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Nos espectros calculados no presente trabalho foi possivel observar intensa
absorcao na faixa UVB (283-400). No entanto, né&o foi identificada absorcao na faixa
UVA (320-400 nm) nos calculos realizados tanto no vacuo, como no etanol.

Baughman e col. (2009) calcularam o0s espectros de absorcdo da
benzofenona-3 livre e complexada (1:1) com o metanol, tetraidrofurano e acetonitrila.
Utilizaram dois métodos, TD-DFT e ZINDO. Observaram os maximos de absor¢cédo
na faixa de 312 nm (BF-3 complexada com tetraidrofurano; método ZINDO) a 345

nm (BF-3 complexada com metanol; método TDDFT).

5.3.2.1. Configuracao das principais transicdes eletrénicas do derivado 13

A configuracdo das transicfes eletrbnicas observadas no espectro da

oxibenzona (13) obtido com o programa GAMESS US encontra-se na Tabela 10.

Tabela 10. Transi¢des calculadas (eV e nm) dos nove estados de menor energia, for¢ca de oscilacdo
(f) e composicdo em termos dos orbitais moleculares (MO) das transicbes do derivado 13
(dioxibenzona).

Estados MO E (eV) Amax (nm) I
1 H-2 — L (80%) 3,961 313,36 0,034
2 H— L (83%) 4,003 310,07 0,133
3 H-1 — L (82%) 4,547 272,98 0,189
4 H-3 - L (91%) 4,887 253,99 0,009
5 H-4 — L (71%) 4,976 249,44 0,090
6 H— L+1 (77%) 5,109 242,95 0,033
7 H — L+2 (88%) 5,192 239,06 0,039
8 H-2 — L+1 (81%) 5,593 221,92 0,004
9 H — L+3 (59%) 5,622 220,78 0,013

Os méaximos de absorcédo calculados, localizados em 272,98 (f= 0,189) e
310,07 nm (f= 0,189), apresentam como principais transicdes HOMO-1 — LUMO e
HOMO — LUMO, respectivamente. Para a absor¢cdo em 313,36 nm, a principal
transicdo é de HOMO-2 — LUMO. As transicfes que apresentam comprimentos de
onda maiores que 245 nm envolvem transi¢cdes para o orbital de LUMO, que possui

carater 1r*.
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A Figura 44 ilustra os coeficientes dos orbitais de fronteira HOMO, HOMO-1,
HOMO-2 e LUMO calculados no vacuo, programa Spartan’08 (DFT/B3LYP/6-31G*)

para a benzofenona (01).

Figura 42. Coeficientes dos orbitais envolvidos nas transigfes eletrénicas do derivado 13.

Os coeficientes dos orbitais indicam o envolvimento do anel A na transicao
HOMO — LUMO e HOMO-1 — LUMO e do anel B na transicdo HOMO-2 — LUMO.
As superficies nodais adicionais observadas em LUMO, anel A e B, indicam
transicdes do tipo T > .

No orbital ocupado HOMO-2, observam-se orbitais n da carbonila e da
hidroxila (X2) combinados com orbitais 1 do anel fenila B. Transicdes HOMO-2 —
LUMO combinam carater n - 11* (carbonila e hidroxila) e carater ™ > m* (anel).

Segundo Baughman e col. (2009), benzofenonas o-hidroxiladas néo
apresentam transi¢c6es do tipo n > 1* e transicdes de baixa energia sdo atribuidas
ao processo denominado de transferéncia de préton no estado excitado (ESPT, do
inglés Excited State Proton Transfer) que envolvem a hidroxila e a carbonila.

A Figura 45 apresenta uma ilustracdo esquematica do processo ESPT.

. ‘ — ‘ ‘
—_—
OCH, OCH,

Figura 43. Representacdo esquematica da transferéncia de préton intramolecular no estado excitado
(ESPT) (Adaptado de BAUGHMAN et al., 2009).

Baughman e col. (2009) caracterizaram as principais transicdes da

benzofenona-3 como sendo entre orbitais HOMO, HOMO-1 e LUMO e atribuiram a
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transferéncia de proton intramolecular a transigado HOMO — LUMO, em funcéo da
diminuicdo da densidade eletrénica no atomo de oxigénio da hidroxila.

Os orbitais HOMO, HOMO-1 e LUMO calculados no presente trabalho sao
semelhantes aos calculados por Baughman e col (2009). E possivel observar na
transicdio HOMO — LUMO essa mesma diminuicdo da densidade eletronica na
hidroxila. No entanto, eles ndo descreveram transicbes HOMO-2 — LUMO, que
segundo o presente estudo apresentou carater n > 1*.

Dilling (1966) avaliou o efeito dos solventes na energia das transicdes n > 1~
e T = 1" de derivados da benzofenona hidroxilados e observaram que as bandas n
-> m* nao foram discerniveis, isto é, a absor¢cdo ndo foi suficientemente bem
resolvida de outras bandas mais intensas. Em funcdo disso, consideraram as
transicbes T > 1" como produto de dois cromaoforos diferentes, o grupo benzoila e o
grupo benzoila-hidroxila. Transi¢cdes envolvendo o grupo benzoila-hidroxila foram
denominadas de transicdes ESPT.

Baseando-se no presente estudo sugere-se que as transicfes de menor
energia da benzofenona-3 apresentam carater n > 1 e ESPT. Contudo, as
transicOes que envolvem o processo ESPT apresentam maior intensidade de

absorcédo e envolvem energias maiores do que as de carater n > 1.

5.3.3. Estudo do espectro eletrdnico tedrico do derivado 14

No espectro eletronico de absorcdo experimental obtido por Baughman e col.
(2009) (Tabela 6), foi possivel observar efeito solvatocromico em ambos o0s
comprimentos de onda maximos do derivado 14 (2,2’-Hidroxi-4-metoxibenzofenona).
Os méximos de absorcédo, nos diversos solventes, das transicbes de maior energia
variaram em 15,06 nm, de 283,96 (em tetraidrofurano e butanol) nm a 299,02 (em
tolueno), e de menor energia em 28,9 nm, de 326,03 nm (em metanol) a 354,93 (em
tolueno).

O aumento da polaridade do solvente resultou em um deslocamento

hipsocromico  (diminuichio do comprimento de onda) denominado de
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solvatocromismo negativo. A transicdo de menor energia é a que sofreu maior efeito
hipsocrémico.

Na Tabela 11 estdo agrupados os comprimentos de onda calculados com
suas respectivas forcas de oscilacdo e 0os maximos de absorcdo experimentais

obtidos por Baughman e col. (2009) em etanol.

Tabela 11. Comprimentos de onda (A) e for¢ca de oscilacdo (f) do derivado 14 (dioxibenzona).
Transicdes calculadas utilizando o método TD-DFT (B3LYP/6-31G*) no vacuo e etanol, programa
Spartan’ 08 e apenas no vacuo, programa GAMESS US (Vacuo-G).

Vacuo Etanol Vacuo-G

A (nm) I A (nm) I A (nm) i
235,96 0,06111 235,61 0,055594 217,60 0,004
252,09 0,085071 252,6 0,09707 222,96 0,012
281,71 0,19553 285,93 0,200855 237,74 0,097
305,46 0,002134 301,23 0,004222 241,30 0,041
319,69 0,024338 321,25 0,018597 257,09 0,075
335,87 0,31618 335,52 0,328909 286,86 0,147
- - - - 308,23 0,003
- - - - 327,67 0,019
- - - - 344,88 0,262

No espectro calculado para o derivado 14 usando o programa Spartan’ 08, os
maximos de absorcdo foram em 281,71 e 335,87 nm, no vacuo, e 285,93 nm e
335,52 nm, em etanol. No GAMESS US (Vacuo-G) os maximos de absorcéo
calculados foram em 286,86 nm e 344,88 nm.

O efeito do solvente ndo pdde ser caracterizado no espectro eletronico
tedrico. No entanto, os maximos tedricos estdo de acordo com as faixas dos
méaximos de absor¢do obtidos experimentalmente Baughman e col. (2009) nos
diversos solventes, que foram de 283,96 (tetraidrofurano e butanol) a 299,02
(tolueno), para as absorcbes de maior energia, e 326,96 (metanol) a 354,93
(tolueno), para as absorcdes de menor energia.

A Figura 46 apresenta uma comparacdo entre 0S espectros teoricos
normalizados da benzofenona (derivado 14) calculados no presente trabalho
(método TD-DFT), usando os programas Spartan’ 08 (Vacuo e Etanol) e GAMESS
US (Vacuo-G).
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Figura 44. Comparacao entre os espectros eletrdnicos calculados para o derivado 14.

Os espectros eletrénicos calculados, usando os programas Spartan’08 (Vacuo
e Etanol) e GAMESS US (Vacuo-G), apresentaram o mesmo perfil de absorcéo.
Observa-se uma banda larga e intensa na faixa do UVB, centrada entre 281-287 nm,
e uma de maior intensidade na faixa do UVA, com absor¢cdo maxima na faixa de
335-345 nm.

5.3.3.1. Configuracao das principais transi¢coes eletrénicas do derivado 14

A Tabela 12 apresenta as configuracfes de transicdo calculadas usando o
programa GAMESS US.
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Tabela 12. Transi¢des calculadas (eV e nm) dos nove estados de menor energia, forca de oscilacao
(f) e composicdo em termos dos orbitais moleculares (MO) do derivado 2,2’-Hidréxi-4-
metoxibenzofenona (14).

Estados MO E (eV) Amax (nm) F
1 H— L (92%) 3,599 344,88 0,262
2 H-1 — L (90%) 3,788 327,67 0,019
3 H-4 — L (69%) 4,027 308,23 0,003
4 H-2 — L (83%) 4,327 286,86 0,147
5 H-3 — L (58%) 4,828 257,09 0,075
6 H— L+1(75%) 5,144 241,3 0,041
7 H-1 — L+1 (87%) 5,221 237,74 0,097
8 H— L+2 (74%) 5,567 222,96 0,012
9 H —L+3 (61%) 5,704 217,6 0,004

Os maximos de absorcao calculados, localizados em 286,86 (f= 0,147) e
344,88 nm (f= 0,262), apresentam as transicbes HOMO — LUMO e HOMO-2 —
LUMO, respectivamente, como principais (Figura 47).

Figura 45. Coefientes do orbitais de HOMO-2, HOMO e LUMO do derivado 14.

Os coeficientes dos orbitais envolvidos nas transicfes eletrénicas indicam um
envolvimento dos anéis A e B na transicio HOMO — LUMO, caracterizando
transigdes do tipo T > 1*. As transi¢cdes entre HOMO-2 e LUMO envolvem apenas o
anel A.

As transicdes de menor energia envolvem os orbitais de HOMO-LUMO. No
espectro experimental, as transicbes de menor energia sofreram maior efeito
hipsocrémico. O efeito hipsocromico é indicativo de transi¢des n - 1*. No entanto, o
atomo de oxigénio do grupo carbonila no HOMO apresenta baixa densidade
eletrbnica, devido a presenca de grupos hidroxila na posicéo orto dos dois anéis.

Na comparacdo dos coeficientes de HOMO e LUMO, observou-se aumento
na densidade no grupo carbonila e diminuicdo nos grupos hidroxila em LUMO.

Segundo Baughman e col. (2009), essas alteracfes sao devidas ao processo de



101

transferéncia de proton no estado excitado (ESPT), Figura 48, ndo a transi¢cdes do

tipon > 1*.

H H
o 0 g ‘ ’
| CH,

| o ™o ™,
7 OCH,
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e

3

Figura 46. Representacédo esquematica da transferéncia de préton intramolecular no estado excitado
(ESPT) da dioxibenzona (Adaptado de BAUGHMAN et al., 2009).

Baughman e col. (2009) calcularam as transi¢des eletronicas da dioxibenzona
(14) livre e complexada (1:1) com o metanol, tetraidrofurano e acetonitrila. Utilizaram
dois métodos, TD-DFT e ZINDO. Observaram os maximos de absorcdo na faixa de
319 nm (dioxibenzona complexada com metanol; método ZINDO) a 369 nm
(dioxibenzona livre; método TD-DFT) e caracterizaram as transicdes como sendo
entre orbitais HOMO, HOMO-2 e LUMO.

Os orbitais de HOMO, HOMO-2 e LUMO calculados no presente trabalho sao

semelhantes aos calculados por Baughman e col (2009).
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A atividade estrogénica, indesejavel para a fotoprotecdo, € favorecida em
benzofenonas di-para-hidroxiladas (X4 e X4’). A alta densidade eletrbnica na posicao
para dos anéis A e B (X4 e X4") € uma caracteristica importante para a interacdo com
0 receptor de estrogénio. O derivado 09 (2,4,4’-hidroxibenzofenona) possui maior
atividade estrogénica entre os compostos estudados. A hidroxila substituida em X,
diminui a liberdade conformacional devido a ligacdo hidrogénio intramolecular e com
isso favorece a atividade.

A atividade estrogénica é desfavorecida com a substituicdo do grupo hidroxila
(-OH) pelo grupo metoxila (-OCH3) (derivados 13-16), pois além do aumento do
volume molecular gerado pelo grupo metoxil, a metilacdo também exclui a
capacidade de doacgéo de ligacdo hidrogénio. Contudo, derivados metoxilados séao
metabolizados em derivados desmetilados.

No estudo de docking do composto 09, a ligac&o hidrogénio intramolecular foi
observada no conférmero que apresentou melhor interagdo no sitio de ligacdo. O
derivado 09 faz trés interacbes por ligacdo hidrogénio, duas com 0sS mesmos
residuos que o 17p-estradiol faz, Glu353 e Arg394, e uma com o residuo Thr347.
Foram observadas também intera¢cdes hidrofébicas.

Na ultima etapa do trabalho avaliou-se o espectro eletrbnico tedrico da
benzofenona (01) e seus derivados (13 e 14) utilizando um estudo por TD-DFT. Os
calculos permitiram observar as contribuicdes em termos de orbitais moleculares das
principais transicdes eletrbnicas. Os espectros eletrdnicos tedricos foram
comparados com 0s espectros experimentais. Para os trés derivados, os maximos
tedricos estdo de acordo com as faixas dos maximos de absorcdo obtidos
experimentalmente, exceto para o derivado 13 na faixa do UVA. Para o derivado 01,
o efeito do solvente péde ser caracterizado no espectro eletrénico teorico.

O presente trabalho compila informagfes estruturais e eletrénicas importantes
sobre as benzofenonas, que podem ser racionalizadas em estudos posteriores
visando o desenvolvimento de novos compostos utilizados como absorvedores UV,
mas gue nao apresentem atividade estrogénica, portanto, eficazes e mais seguros.

Julga-se importante a realizacdo de novos calculos com intuito de se

conseguir resultados mais acurados para a absor¢cdo da oxibenzona na faixa do
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UVA e destaca-se a necessidade de se avaliar o efeito dos substituintes no espectro
eletronico de absorcdo UV de derivados da benzofenona para a racionalizagdo dos
dados e proposta de novos derivados que apresentem absorcéo da radiacdo UV nas

faixas do UVA e do UVB.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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