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RESUMO

A terapia fotodinamica(PDT) é baseada na aplicagao de fotossensibilizadores(PS) que se
concentram nos tecidos e, quando irradiados por luz, sao excitados e geram oxigénio sin-
gleto e espécies reativas de oxigénio. Embora a PDT seja aplicada clinicamente desde 1993,
¢é possivel aprimorar a terapia com o estudo de novos PS que possuam maior seletividade
por células tumorais, baixa toxicidade no escuro, alto rendimento de oxigénio singleto,
entre outras propriedades. Neste estudo foram empregados métodos computacionais de
primeiros-principios para investigar as propriedades eletronicas de derivados do xanteno,
propondo a viabilidade destes como farmacos na terapia fotodinamica. Foi observado que
xantenos substituidos no acido benzoico ligado aos anéis do xanteno base alteram por
volta de 20 nm o espectro de absor¢ao. Substituintes aromaticos que aumentam a con-
jugacao do sistema alteram os orbitais participantes das transi¢oes e também a interacao
da molécula com a bicamada fosfolipidica, sendo estes compostos mais promissores para

a PDT.

Palavras-chave:
Terapia Fotodinamica, DFT, Estrutura Eletronica, Xantenos



ABSTRACT

The photodynamic therapy (PDT) is made by applying a photosensitizer (PS) in the area
of interest and irradiating it with specific wavelength light for each PS utilized. The PS is
excited, transferring energy to the oxygen. Then it forms Reactive Oxygen species (ROS).
Although the PDT has been clinically applied since 1993, it is possible to enhance the
therapy by studying PSs with more selectivity to cancer cell, low light toxicity and high
singlet oxygen yield. The purpose of this project is to study the ground states of xanthene
molecules and derivatives using first principle methods, to evaluate the viability of new
molecules to the photodynamic therapy. It was shown in this study that the substituents
on the benzoic acid modify in around 20 nm the absorption spectrum. Substituents which
increase the conjugated system alter the molecular orbitals participating on the electro-
nic transitions and increases the interaction between the molecule and the phospholipid
bilayer. The aromatic substituents on xanthenes tend to be the most promissory to it‘s

usage on PDT.

Keywords:
Photodynamic Therapy, DFT, Electronic Structure, Xanthenes
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1 INTRODUCAO

A terapia fotodindmica (PDT) tem como principal mecanismo a excitagdo de um fotos-
sensibilizador (PS) do estado fundamental para o estado excitado, que faz a transferéncia
de energia para o oxigénio molecular excitando-o, por sua vez, para o estado singleto
e iniciando a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Estas espécies reagem
com diversos tipos de estrutura celular, resultando na morte da célula por necrose e/ou
apoptose (BONNETT, 2014; ORMOND; FREEMAN, 2013).

Quando se considera um PS ideal, algumas caracteristicas sdo preferiveis, sendo

algumas delas (PUSHPAN et al., 2002):

a) quimicamente puro e rota sintética conhecida
b) alto rendimento de oxigénio singleto

C) absor¢ao entre 550-800 nm

d) estavel e permeavel nos tecidos do corpo

O xanteno é uma base para corantes como o Rosa de Bengala, a Fosina Y, a Flu-
oresceina e a Eritrosina B, sendo estes alguns dos derivados mais conhecidos e estudados,
tendo diversas aplicagdes médicas e bioquimicas (GANDIN; LION; VORST, 1983; BUCK et

al., 2017).

Xanteno Fluoresceina

O 0O 0} OH
OH

Figura 1 - Xanteno base e Fluoresceina. As substituicdes propostas foram
feitas no acido benzoico presente na Fluoresceina.
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O Rose de Bengala é o corante baseado em xanteno mais promissor para a PDT.
Seu mecanismo na morte celular é bem elucidado na literatura e hd estudos mostrando
formas de otimizar sua estabilidade e seletividade em meio biolégico (MOUSAVI et al., 2009;

BUCK et al., 2017; GIANOTTI et al., 2014; PANZARINI; INGUSCIO; DINI, 2011).

1.1 Objetivos

Os corantes baseados no xanteno possuem caracteristicas desejadas para a PDT
como o alto rendimento de oxigénio singleto, a absor¢ao acima de 500 nm e a rota sintética
conhecida. O desafio para usar esta classe de compostos na PDT é aumentar a sua seleti-
vidade uma vez que a maioria dos derivados sao lipofobicos (BONNETT, 2014; GIANOTTI
etal., 2014).

O objetivo deste estudo ¢, utilizando célculos computacionais com base na Teoria
do Funcional da Densidade (DFT) e a Teoria do Funcional da Densidade Dependente
do Tempo (TD-DFT), analisar moléculas baseadas no xanteno com substitui¢oes no anel
aromatico e propor a viabilidade destas na PDT e orientar novos substituintes para o

design de novos farmacos.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Problema de muitos corpos

A descri¢ao de um sistema de muitos corpos é feita pela funcao de onda obtida da
solucao da equagao de Schrodinger independente do tempo. Em um sistema de n elétrons

e N protons, esta equagao se da da seguinte forma:

HREfIT ), (Rj)] = EY[(T4), (Rj)] (2.1)

Onde Py = {P1, Po,..., Th}t e ﬁj = {ﬁl,ﬁz,...,ﬁn} sao as posigoes dos
elétrons e dos nucleos, respectivamente. Nesta equacao, a funcao de onda depende tanto
da posicao dos elétrons quanto dos protons, fazendo com que a equagao nao tenha solugao
analitica. A aproximagdo de Born-Oppenheimer (BO) assume que o movimento dos
nucleos e dos elétrons podem ser tratados de forma separada, podendo entdo escrever

a funcao de onda como:

V[(F0), (Rj)] = We(Pi) CUn(R;) (2.2)

Neste caso, o Hamiltoniano eletronico Higé1descrito por:

L] 1

T — | — | S
=B V(T4 UL TR = Gk (23
i i i i<j

Em que o primeiro termo é o operador de energia cinética do elétron, o segundo ¢é
o operador de energia potencial que os nticleos exercem sobre os elétrons e o terceiro é o
operador de energia potencial da interacao elétron-elétron.

Outra aproximacao tomada para resolver o problema de muitos corpos é pelo pro-
duto de Hartree, que consiste em transformar um problema de n elétrons em n problemas

de um elétron, conforme a seguinte equagao:

We(T1, To, o, Tn) = W(T o) LO(T2) - TH(T ) (2.4)

14



15

Ja DFT tem como base dois teoremas propostos por Hohenberg e Kohn (HK) em
1964 (HOHENBERG; KOHN, 1964):

Teorema 1. O potencial externo Uext(F) e a energia total sdo funcionais tinicos da
densidade eletrénica n(r).

Teorema 2. A funcao que descreve a energia do estado fundamental fornece um
minimo de energia quando n(r) é a densidade do estado fundamental.

Em 1965, Kohn e Sham (KOHN; SHAM, 1965) publicaram uma forma de resolver
este problema. Pelos teoremas de HK, o funcional de energia E[n(r)] pode ser escrito da

seguinte forma

- “h(r)n(r

E[n(r)] = n(r)uex(r)dr + = r

Em que G[n(r)] é um funcional universal da densidade. Escrevendo G[n(r)] como:

drdr™+ G[n(r)] (2.5)

G[n(r)] = Ts[n(r)] + Ex[n(r)] (2.6)

Com as equagdes 2.5 e 2.6 temos que a energia do sistema depende do potencial
externo (Uext), a interagao elétron-elétron (2° termo de eq. 2.5), da energia cinética dos
elétrons (Ts) e da energia de troca e correlacao (Exc). O potencial efetivo de Kohn-Sham

é escrito como: -
n(r)

Ir—rf

oe(7) = "0 ) = g 23)

Uks[n(r)] = d®r + Uexe () + Uxe[N(r)] (2.7)

em que

Propondo uma densidade inicial nj(r), é possivel resolver a equacao de 2.7 de forma
autoconsistente, obtendo um Y;(r) e calculando uma nova densidade até que a diferenga

entre as densidades seja minima, como mostra o esquema de Kohn-Sham:



3 METODOLOGIA

3.1 Derivados de xantenos

Foram discutidos derivados de xanteno que pudessem ser sintetizados facilmente a
partir de reagentes comerciais (A.O. Ribeiro, comunicagao pessoal, 14 de maio de 2018).
Foram propostas 33 moléculas para este projeto, sendo estas separadas em 4 grupos

segundo as substitui¢des no acido benzoico da fluoresceina base.

o o o FI:RI=R2=R4=H:R3=F
FI_1: R1=F:;R2=R3=R4=H
F1_22 R1=R2=R3=H:R4=F

= F2: R1=R4=H:R2=R3=F
F2_1: R1=R4=F;R2=R3=H

OH F4: R1 =R2=R3=R4 =F

Cl: R1 =R2 =R4 = H ; R3 = Cl

R1 C1_1: R1=Cl;R2=R3=R4 =H

Cl1_2: R1 =R2=R3 =H ;R4 =ClI

Cl2: R1 = R4 =H; R2=R3=Cl

Cl2_1: R1=R4=Cl;R2=R3 =H

Cld: R1 = R2 = R3 = R4 = ClI

R3 Br4: R1 = Br; R2 = Br; R3 = Br: R4 = Br
14:R1=1:R2=1:R3=1:R4 =1

Figura 2 — Fluoresceina base contendo R1 ao R4 = H. O grupo Halogénio

possui substitui¢cbes nas posicoes R1, R2, R3 e R4 com Fluor, Cloro, Bromo
e lodo conforme a tabela.

OH OH OH

CH;

CH,
CH, H,C

CH,
CH,

Metil 1-4Metil Tercbutil

Figura 3 — Grupo Metil com substituicdes metil e tercbutil no acido benzoico
presente na fluoresceina base
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OH oH
OH on
o o
° O o

Benz1 Benz1_1 Benz2 Benz2_1
OH OH
o O o
O Br
Br

Benzd Benz6 BenzBr/BenzBr_:Z

Figura 4 — O grupo Aromatico possui substituicOes de anéis aromaticos li-
gados por um ou dois carbonos. As moléculas BenzBr e BenzBr_2 diferem
espacialmente.

OH OH OH OH
OH
o] o) (o] o
OH HO

OH OH_1 OH_2 OH_3
OH OH OH OH CH,
0
o o o o
OH
o
o o OH CH,

o OH \H/

i 0
AcidCarb AcidCarb_1 Eter

- AcidCarb_2

Figura 5 - O grupo Carboxilico possui grupos carboxila, éter e hidroxila subs-
tituidos ao acido benzoico da fluoresceina.
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3.2 Calculos computacionais

Os xantenos estudados foram investigados com base na DFT e na TD-DFT im-
plementadas no pacote Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009). As geometrias e frequéncias
foram otimizadas usando o funcional B3LYP (BECKE, 1993; LEE; YANG; PARR, 1988) e
a base cc-pVDZ (IR, 1989), sendo apenas o iodo descrito pela base aug-cc-pVDZ-PP
(PETERSON et al., 2006). O efeito do solvente, quando se fez necessario, foi tratado com
o método IEFPCM (MENNUCCI; CANCES; TOMASI, 1997; CANCES; MENNUCCI; TOMASI,
1997; CANCES; MENNUCCI, 1998) simulando ambientes com agua e n-octanol. Os espec-
tros de absorcao foram obtidos com os calculos de TD-DF'T para 40 estados utilizando a

mesma base e funcional do célculo de otimizagao e frequéncia.

Protonada Desprotonada Lactona

Figura 6 — Fluoresceina base nas formas protonada, desprotonada e lactona.
Os pKas da fluoresceina sao 5,00 para a forma anidonica e 6,10 para a forma
desprotonada (dianidnica) .

Os célculos de todas as moléculas foram feitos paras as formas protonada, despro-
tonada e lactona mostradas na Figura 6. Tendo em vista que o pH de células tumorais
é em torno de 6,5 e que o pKa da fluoresceina, eosina, eritrosina e rosa de bengala sao,
respectivamente, 6,10, 3,80, 3,79 e 3,93, é esperado que, em meio biolégico, os xantenos
estejam na forma desprotonada ou lactona (BATISTELA et al., 2011). Segundo a literatura,
os xantenos na forma desprotonada sao estaveis em solventes proticos polares devido as
ligacoes de hidrogénio formada no grupo carboxila enquanto a lactona ¢ estavel em solven-
tes apolares apréticos (PEDONE; BARONE, 2010). Sendo assim, é esperado que os xantenos

estejam na forma desprotonada fora da bicamada e na forma lactona dentro na bicamada.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, sdo apresentados os principais resultados obtidos para a forma desprotonada ou
lactona separando-os nas se¢oes Otimizacgao, Espectros de absorc¢ao, Orbitais de fronteira,
Coeficiente de Particao e MEP.

Ao otimizar a forma lactona em fase gasosa foi observado que a distancia d, mos-
trada na Figura 7, entre o carbono e o oxigénio é maior que 2.4 A em todas as moléculas

(vide Anexo).

Figura 7 — Distancia (d) entre o Carbono e o Oxigénio da lactona. A estrutura
desprotonada nao possui essa ligagao, tendo uma distancia de aproximada-
mente 2,4 A, enquanto que na forma lactona a distancia &€ proxima de 1,6
A.

Para investigar mais afundo foi feita a otimizacao da forma lactona em agua e
n-octanol, sendo observado que a distancia d para 14 das 33 moléculas diminuiu para
1,60£0,02 A em ambos os solventes. Para 16 das 33 moléculas, as distancias foram
préximas de 2,7420,02 A. Para 3 moléculas as distdncias mudaram conforme o solvente,
sendo de 2,940,4 A em n-octanol e 1,61#0,02 A em 4dgua. Andlises das cargas atomicas
e das estruturas de ressonéancia serao conduzidas para esclarecer estes achados.

Segundo a literatura, os xantenos na forma desprotonada sao estaveis em solventes
proticos polares como a agua devido as ligacoes de hidrogénio formadas, enquanto que a
lactona é estavel em solventes apolares aproéticos, como o n-octanol (PEDONE; BARONE,
2010). O método de solvatagao implicita descreve a cavidade do soluto a partir do raio
de Van der Waals, indicando que algumas das moléculas tém a estabilidade da forma

lactona ligada principalmente a forcas intermoleculares fracas, enquanto outras dependem
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de interacao explicita com o solvente, e que nao pode ser descrito com solvatacao implicita,
o método empregado aqui.

A partir das geometrias obtidas, foi conduzido o calculo usando a TD-DFT para
obter valores de energia das transicoes verticais e as respectivas forcas de oscilador. No
Anexo sao apresentados os espectros dos xantenos desprotonados na forma de convolugoes
para todas as transicoes encontradas entre 350 e 500 nm juntamente as transicoes verticais
com forga do oscilador maior que 0,1. As substituicdes propostas alteram pouco a regiao

de absorcao do espectro, apresentando a maior parte das transigoes entre 420 e 440 nmS8.

0.5

0.4 .

Forca do Oscilador

0.2

&

0.1_||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||I|||||||||||

350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 8 — Transi¢cOes verticais de energia com F.Osc.> 0,1 para todas as
moléculas. A maior parte das transi¢cOes esta compreendida entre 420 e 440
nm.

Pela literatura, o calculo de TD-DFT fornece espectros de absorcao deslocados
para comprimentos de onda menores tanto para xantenos como para outras classes de
fotossensibilizadores(BUCK et al., 2017; SOUZA et al., 2018; BETTANIN et al., 2017). E
esperado entao que os espectros experimentais tenham um deslocamento para o vermelho
(comprimentos de onda maiores) se comparados com os calculados. Mesmo com esse
deslocamento, a faixa de absor¢ao ainda nao ficaria na janela terapéutica (entre 550 e

800nm). Para deslocar a faixa de absor¢ao para comprimentos de onda maiores propoe-se
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adicionar halogénios ligados aos anéis do xanteno base visto que para a Eosina, Eritrosina
e Rosa de Bengala estas adi¢oes deslocam a absor¢ao para a regiao do vermelho(JHONSI;
SRINIVASAN; KATHIRAVAN, 2014).

As transi¢oes que ocorrem no visivel envolvem principalmente os orbitais de fron-
teira HOMO, LUMO e LUMO+1 (vide Anexo). As transi¢oes foram classificadas em dois
tipos segundo as suas contribui¢oes atomicas para os orbitais moleculares. A primeira
transicado observada envolve os orbitais localizados nos anéis fundidos, como ocorre na
transicaio HOMO - LUMO+1 do AcidCarb desprotonadas (Figura 9). Esta transigao sera

chamada de Tipo 1 neste estudo.

Figura 9 - Transi¢cao Tipo 1: Orbitais HOMO (esquerda) - LUMO++1 (direita)
do AcidCarb.

A segunda transicao observada envolve a transferéncia da densidade eletronica dos
orbitais nos anéis fundidos para os orbitais do anel fenilico substituido, como é o caso
da transicado HOMO - LUMO+5 do Benz6 na forma desprotonada na Figura 10. Esta

transicao ¢ a de Tipo 2.



22

Figura 10 — Transicao Tipo 2: Orbitais HOMO (esquerda) - LUMO+5 (di-
reita) do Benz6.

Para classificar as transi¢oes eletronicas foram escolhidas as transi¢oes com com-
primento de onda maior que 400nm e forca do oscilador maior que 0,1. Foi observado
que as moléculas desprotonadas apresentam principalmente transicoes do Tipo 1, sendo
que apenas as moléculas Benz2, Benz4, Benz6, BenzBr e BenzBr_2 apresentam tanto
transi¢coes de Tipo 1 quanto de Tipo 2. Ja as moléculas na forma lactona apresentam

transi¢oes de Tipo 1 e 2 para todas as moléculas.

4.1 Coeficiente de particao

O Coeficiente de Particao (P) é definido como a razao da concentragao de soluto
entre dois solventes bifasicos (normalmente dgua e n-octanol), e sua razao logaritmica é
denotada por log P. Esta é uma grandeza que reflete na lipossolubilidade do soluto e é
um parametro que pode ser relacionado com a interacao da molécula com o organismo.
(VLAHOVIC et al., 2017).

Moléculas com log P<0 mostram caracteristicas lipofobicas, e as com log P>1,5
mostram caracteristicas lipofilicas. A regiao entre 0 e 1,5 mostra caracteristicas anfifilicas.
(PELLOSI et al., 2012).

Para o calculo teérico do logP foi utilizada a seguinte equacio (VLAHOVIC et al.,
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2017; MICHALIK; LUKES, 2016):

AGagua - AGn—octanol
RTINn(10)

Onde AGgagua € AGn—octanol 580 0s valores de energia eletronica com a corre¢ao da

logP = (4.1)

energia livre, em eV, obtidos nos calculo de otimizac¢ao com solvatacao implicita em agua
e n-octanol e o AAG ¢ a diferenca entre elas. O valor de R = 8,62x107° eV- K™t e T =
298 K.

Inicialmente foram utilzados os valores de AG em agua e fase gasosa (sem sol-
vatacao) para calcular 0
log P das formas protonadas dos 33 xantenos, onde os valores variaram de -9,98 até
-15,05, sendo todas lipofébicas. Todos os valores podem ser encontrados no Anexo.

Os valores de log P apresentados na Tabela a seguir foram os obtidos para as
moléculas citadas anteriormente, nas formas desprotonadas e lactona, e substituindo o

AGyacuo pelo AGn—octanol-

Tabela 1 — Coeficiente de particao tedrico entre agua e n-octanol calculado
com solvatag¢@o implicita para as moléculas que apresentam transi¢coes Tipo 2

Molécula AA G log P
Benz2 -0,02596  -11,94076035
Benz4 -0,027676 -12,73006485
Desprotonado Benz6 -0,024556 -11,29496576
BenzBr -0,023052 -10,6031744
BenzBr_2 -0,023052 -10,6031744
Benz2 -0,024516 -11,27656705
Benz4 -0,026935 -12,38922881
Lactona Benz6 -0,023859 -10,9743683
BenzBr -0,023424 -10,77428237
BenzBr 2 -0,023423 -10,77382241

Os resultados sugerem que os xantenos tratados sao bastante hidrofilicas, mesmo
que os resultados sejam qualitativos tendo em vista que as interacoes entre o solvente
e a molécula nao sdo consideradas neste calculo. Assim, as moléculas tendem a nao
entrar completamente na bicamada. Dessa forma, aquelas que possuem substituigoes
lipofilicas e transi¢des do Tipo 2, seriam melhores candidatos, pois poderiam interagir
com a bicamada fosfolipidica e transferir carga para o oxigénio singleto, dando inicio ao
mecanismo da PDT.

Afim de identificar as regides mais polares e apolares das moléculas com transi¢ao

de Tipo 2 foram geradas as superficies de potencial eletrostatico molecular (MEP, do inglés






