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RESUMO

A bergenina é uma isocumarina encontrada tipicamente em espécies de florestas
tropicais, como é o caso da espécie amazobnica Uchi-amarelo (Endopleura uchi), no
qual a substancia esta distribuida em suas folhas, casca e frutos. A literatura relata
diversas atividades biologicas para a bergenina, dentre as quais citamos como
principais as atividades: antioxidante, hepatoprotetora, anti-inflamatoria e
antiulcerogénica. No presente trabalho, os espectros UV/Visivel da bergenina em
agua e em etanol foram estudados através de espectroscopia UV e por métodos
computacionais. Foram calculadas as energias de excitacdo, forca do oscilador
utiizando a Teoria Funcional da Densidade-Dependente do Tempo (TFD-DT)
usando o funcional B3LYP e o conjunto de bases 6-31G*. Além disso, o efeito do
solvente sobre a molécula foi discutido com base nos célculos ab initio HF/6-31G*
realizados para determinacdo da estrutura molecular e de algumas propriedades
moleculares. Os estudos computacionais para a molécula evidenciaram que a
estrutura quimica da bergenina nédo € planar, apresentando uma conformacéao tipo
cadeira no Anel D-glicopiranose a -148,99° para fora do plano, momento dipolar de
0,94D, energia do gap (€gap) de 11,14 e logP de -1,40. Os espectros UV/Vis
simulados mostraram-se compativeis com 0s espectros experimentais. Apds 0s
calculos computacionais simulando a molécula em solvente etanol e em &gua,
separadamente, foi observado que a conformacdo estrutural da bergenina né&o
sofreu grandes variacfes, no entanto, seu momento dipolar variou para 2,80D e
1,33D, respectivamente, assim como a energia do gap para 11eV e 10,97V. Néao foi
observado alteracdo no logP durante o estudo do efeito do solvente. Os resultados
indicaram que a bergenina interage muito mais com o etanol do que com a agua, no
entanto, os solventes utilizados para a simulacdo nao alteraram a lipofilicidade da
molécula. Além disso, os resultados obtivos através dos métodos computacionais,
apos comparagdo com os resultados obtidos por métodos experimentais neste
trabalho e com os resultados encontrados na literatura, apresentaram-se
compativeis, indicando que a regido croméfora ou fotoativa da molécula € localizada
no Anel fenilico, sendo esta a regido que mais contribui para a atividade biolégica da
bergenina.

Palavras chaves: Bergenina, Espectros de absorcdo UV, Teoria Funcional da
Densidade Dependente do tempo- TFDDT, Métodos ab initio.
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ABSTRACT

Bergenin is an isocoumarin typically found in tropical forest species, such as the
Amazonian species Uchi-amarelo (Endopleura uchi), in which the substance is
distributed in its leaves, bark and fruits. The literature reports several biological
activities for bergenin, among which we mention the following main activities:
antioxidant, hepatoprotective, anti-inflammatory and antiulcer. In this work, the
spectra UV / Visible bergenin of water and ethanol were studied by UV spectroscopy
and computational methods. Were calculated excitation energies, oscillator strength
using the Density Functional Theory of Time-Dependent (TD-DFT) using the B3LYP
functional and the basis set 6-31G*. Furthermore, the effect of solvent on the
molecule has been discussed based on the HF/6-31G* ab initio calculations
performed to determine the molecular structure and properties of some molecules.
The computational studies for the molecule showed that the chemical structure of
bergenin is not planar, with a kind chair conformation in ring D-glucopyranose to -
148.99° out of the plane, the dipole moment of 0,94D, the energy gap (egap) of 11.14
and logP of -1.40. The UV / Vis simulated were compatible with the experimental
spectra. After the computations molecule simulating the ethanol solvent and water
separately, it was observed that the structural conformation of bergenin not suffer
large variations, however, its dipole moment changed to 2.80D and 1.33D,
respectively, as well as gap energy to 11eV and 10.97eV. There was no change in
logP during the study the effect of solvent. The results indicated that bergenin
interacts with more ethanol than water, however, the solvent used for the simulation
did not alter the lipophilicity of the molecule. In addition, results using the
computational methods obtivos, after comparison with the results obtained by
experimental methods in this study and the results reported in the literature were
compatible, indicating that the photoactive region or chromophoric molecule is
localized on the phenyl ring, this being the region that contributes to the biological
activity of bergenin.

Keywords: Bergenin, absorption UV spectra, Density Functional Theory Time-
Dependent — DFTTD, ab initio methods.
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1. INTRODUCAO

O uso e aproveitamento de espécies vegetais com propriedades terapéuticas
(conhecidas popularmente pelo jargao plantas medicinais) tém sido durante muitos
séculos difundido em véarios lugares. Essas plantas representaram durante muito
tempo a fonte de acesso a cura para 0S grupos mais carentes da populacéo
(RATES, 2001). De acordo com Springfield et al (2005), a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) estimou que 80% da populacdo depende da medicina tradicional,
indicando que estas fontes naturais com atividade biolégica, comprovada ou néo,
continuam sendo valorizadas pelo mundo inteiro, principalmente quando os
tratamentos habituais da medicina ndo atingem seu objetivo pleno, a cura do
paciente.

Uma classe de compostos quimicos, as isocumarinas, tem se destacado em
relacdo as suas propriedades terapéuticas, tais como: antialérgica, antimicrobiana,
imunomoduladora, antifungica, antiinflamatoéria, anticancer, etc; e sdo produzidas
naturalmente por plantas, fungos, bactérias, e liquens (BARRY, 1964; QADEER,
RAMA, e SHAHA, 2007). Fazendo parte dessa classe, uma substancia conhecida
como Bergenina tem despertado interesse devido a essas propriedades citadas
anteriormente e outras mais descritas na literatura (RASTOGI e RAWAT, 2008;
PATEL et al, 2012).

A Bergenina foi descoberta por Garreau e Machelart (1880), sendo extraida
inicialmente da espécie Saxifraga crassifolia (sinonimia, Bergenia crassifolia) e de
outras espécies da propria familia (Saxifragaceae). Sua aplicacédo inicial na medicina
tradicional visava combater males que afetavam e enfraqueciam a “resisténcia vital”,
atuando como um poderoso tonico do sistema nervoso. Anos mais tarde, outros
pesquisadores conseguiram isolar esta substancia em espécies de outras familias.
Desde entdo, estudos com a Bergenina vem sendo realizados atestando suas
atividades biolégicas (OKADA et al, 1973; ABE et al, 1980; PIEGEN, 1980;
JAHROMI, CHANSOURIA e RAY, 1992; PIACENTE, 1996; GOEL et al, 1997; KIM et
al, 2000; PU et al, 2002; NYASSE et al, 2004; MADUKA e OKOYE, 2006).
Magalhdes et al (2007) identificaram esta isocumarina em uma espécie amazoénica

conhecida comumente pelos nomes de Uxi, uchi, uchi-amarelo ou uchi-pucu



(Endopleura uchi), da familia Humiriaceae. Dois anos mais tarde, Nunomura et al
(2009) e Silva et al (2009) relataram, respectivamente, a atividade antioxidante e a
atividade antimicrobiana em extratos desta mesma espécie. Através destes
resultados e dos resultados de outros pesquisadores, a Bergenina apresenta-se
como uma substancia quimica potencial para a producdo de um novo medicamento
para o tratamento de hepatite C, tripanossomos, artrite, Ulcera pépticas e males do
trato gastrointestinal e urinario e etc., além de atuar como agente antioxidante e
antiinflamatorio (RASTOGI e RAWAT, 2008; PATEL et al, 2012).

No que tange o desenvolvimento de novos medicamentos, Adams e Brantner
(2010) estimam que para a descoberta de um novo farmaco, considerando o
processo de sua cadeia inovativa (ensaios quimicos, ensaios clinicos,
regulamentacdo e disponibilizacdo nas prateleiras das farmacias), a industria
farmacéutica investe em média $1,214 milhdes. Barreiro e Pinto (2010) estimam que
a cada 10.000 moléculas pesquisadas, apenas uma transforma-se em medicamento,
logo, o valor exorbitante citado contabiliza também os insucessos das moléculas
pesquisadas que ndo chegaram a ser comercializadas.

Com o intuito de minimizar os gastos que a industria farmacéutica tem com o
lancamento de novos medicamentos € que a Espectroscopia eletrbnica aliada a
Quimica computacional se apresentam como uma das ferramentas no estudo da
relacdo entre estrutura quimica e atividade biolégica de espécies quimicas. Através
da Espectroscopia eletrbnica torna-se possivel estudar os grupos cromoéforos (parte
da molécula que contém os elétrons envolvidos na transicdo eletrbnica que da
origem a uma absorcdo), comportamento solvatocrémico (efeito relacionado a
dependéncia dos espectros de absorcédo e emissdo de acordo com a polaridade do
solvente) e as transicoes eletrdnicas de uma substancia. Além disso, pode-se
determinar na substancia, os niveis de energias de orbitais moleculares ocupados e
desocupados, e as diferencas das energias entre si, especialmente a diferenca entre
0s 0s orbitais moleculares de fronteira HOMO (Orbital Molecular Ocupado Mais Alto)
e LUMO (Orbital Molecular Desocupado Mais Baixo), o qual desempenham papel
fundamental na reatividade dos compostos em muitos tipos de reacdes quimicas e
biologicas (ANDERSON, BENDELL e GROUNDWATER, 2004; ALBUQUERQUE,
2008). Por outro lado, a Quimica Computacional, através dos calculos quéanticos é

capaz



de expressar muitos parametros moleculares de uma substancia, tais como:
estrutura geomeétrica molecular, estrutura eletrdnica, distribuicdo de cargas de
substancias quimicas e suas interacdes, etc; e relaciona-los com suas atividades
biolégicas (ARROIO; HONORIO e SILVA, 2010). O avanco tecnologico
computacional continuo (ALCACER, 2007) e o surgimento e aprimoramento de
pacotes computacionais como Gaussian (Gaussian, Inc.) e Spartan (Wavefunction,
Inc.) tem permitido o estudo de moléculas e sistemas moleculares cada vez mais
complexos e com precisdo, em prazos de tempo cada vez menores, € com menor
utilizacdo de memoria de processamento, como € o caso dos calculos tedricos
baseados na Teoria do Funcional da Densidade - TFD (MORGON e CUSTODIO,
1994), tornando viavel o estudo tedrico de uma substancia.

Sendo assim, pode-se ressaltar a importancia do estudo tedrico e
espectroscopico da Bergenina, visto que poderd contribuir ndo somente para a
determinacdo das propriedades moleculares e fotofisicas desta substancia, mas
também, em principio, serdo capazes de ajudar no entendimento da relacéo entre a
estrutura quimica desta molécula e suas atividades biolégicas, e como consequéncia
disto, o entendimento de seu mecanismo de acdo e o aperfeicoamento da molécula.
Além disso, este trabalho fornecerd dados importantes que poderdo ser utilizados

em estudos futuros com a substancia.



2. BERGENINA

2.1.Molécula

A Bergenina € um derivado da familia das cumarinas intitulado formalmente
como uma o-lactona do &cido 4-metoxi-2[(1S,2R,3S,4S,5R)-3,4,5,6-tetrahidro-3,4,5-
trihidroxi-6 (hidroximetil)-2H-pirano-2-il]-alfa-resorcilico (RASTOGI; RAWAT, 2008).

Apés sua descoberta por Garreau e Machelart em 1880, foi estudada
principalmente por Tschitschibabin et al (1929), no qual forneceram a seguinte
férmula molecular, na sua forma monohidratada: Ci14H1609.H2O, € propuseram a
primeira estrutura quimica para a substancia (Figura 1a). Anos mais tarde, em 1950,

a estrutura foi alterada por Shimokoriyama (Figura 1b).

a) b) OH
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Figura 1 - (a) Estrutura molecular proposta para a bergenina por Tschitschibabin e
colaboradores em 1929 e (b) estrutura molecular alterada por Shimokoriyama em 1950

Comumente isolada, especificamente da raiz da Bergenia crassifolia, esta
substancia € um derivado C-glicopiranosil do acido 4-O-metilgéalico, tendo aparéncia
cristalina incolor (HAY; HAYNES, 1958).

2.2.Dados Espectroscopicos e Estruturais

Posternak e Durr (1958) definiram esta substancia hidratada como sendo uma
isocumarina que contém 01 grupo lactona, 01 grupo metoxi e 06 grupos hidroxilas,
sendo que 02 delas séo fendlicas e 01 correspondente a molécula de agua. Além
disso, o0s ensaios espectroscopicos de absorcdo no UV-Vis relatados pelos autores
apresentaram bandas com maximo de absor¢do nos comprimentos de onda 272nm

e 213nm, e 241nm. Posteriormente, outros pesquisadores também analisaram o
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espectro de absorcdo UV-Vis concordando com as absorcdes descritas por
Posternak e Durr, as quais sdo citados alguns destes na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados dos espectros de UV-Vis da Bergenina ja relatados

. SOLVENTE .
REFERENCIA BANDAS DE ABSORCAO UV-VIS
UTILIZADO
Posternak e Dirr, 1958 Etanol 272nm; 241nm; 213nm
Fujise et al., 1959 Etanol 220nm; 275nm
Ogan, 1971 Metanol 225nm; 275nm; 310nm
Faparusi e Bassir, 1972 Etanol 275nm
Qin et al., 2010 Agua 220nm:; 275nm

A literatura registra também dados a respeito das bandas de absor¢do no

Infravermelho (IV) da Bergenina. Alguns destes dados sdo encontrados na Tabela 2.

Tabela 2 — Dados dos espectros de |V da Bergenina ja relatados

REFERENCIA BANDAS DE ABSORCAO IV

Fujise et al., 1959 1703 cm™ (C=0)

3350 cm™ e 3200 cm™ (OH)
1700 cm™ (C=0), 1610 cm™ (C=C)
Seis bandas: 1040-1100 cm™,
com méaximo em 1090 cm™ (C—O)
3400 cm™ e 3291cm™ (OH)
Magalh&es et al., 2007 1706 cm™ (C=0)
1609 cm™, 1587 cm™ e 1493 cm™ (C=C)
3450 cm™ e 3200 cm™ (OH)
1702 cm™ (C=0)
1612 cm™, 1528 cm™,1460 cm™ e 1375 cm™ (C—C)
1090 cm™ a 1070 cm™ (C—O)
Qin et al., 2010 1713 cm™ (C=0), 1695 cm™ (C=0)

Ogan, 1971

Abreu et al., 2008




A literatura também registra o uso de espectroscopia de RMN (**C e 'H,

HMBC, COSY e outros) como ferramenta para elucidacédo estrutural da Bergenina.

Dentre as espécies das quais a substancia ja fora isolada e teve sua estrutura

elucidada, destacamos algumas no Quadro 1.

Quadro 1 - Plantas no qual a bergenina foi isolada e elucidada por RMN

FAMILIA ESPECIE REFERENCIA
MAGALHAES et al., 2007;
Humiriaceae Endopleura uchi SILVA et al., 2009;
NUNOMURA et al., 2009
Saxifraga stolonifera TANEYAMA et al., 1983
Astilbe chinensis YE, SUM e PAN, 2004
Saxifragaceae Rodgersia podophylla CHIN e KIM, 2006

Rodgersia sambucifolia

DENG et al., 2010

Bergenia stracheyi

NAZIR et al., 2011

Leguminosae

Peltophorum interme

JOSHI e KAMAT, 1969

Euphorbiaceae

Macaranga roxburghti

RAMAIAH et al., 1979

Dipetrocarpaceae

Vatica diospyroides

SEO et al., 1999

Hopea sangal

NASSER et al., 2009

Myrtaceae

Syzygium cumini

KOPANSKI e SCHNELLE, 1988

Myrsinaceae

Ardisia japonica

PIACENTE, 1996

Ardisia corolata

SUMINO et al., 2002

Ardisia crenata

DENG et al., 2010

Fabaceae

Caesalpinia mimosoides

YODSAOQUE et al., 2010

Caldas et al (2002) declararam que dados espectroscopicos (NMR, UV e V)

ndo permitiam a definicdo sem ambiguidades da estereoquimica de uma substancia

e, por este motivo, determinaram a estrutura de Raio-X da Bergenina a 120K,

enquanto Ye et al (2004) determinaram a estrutura cristalografica a temperatura de
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288K objetivando confirmar a estrutura quimica elucidada por Zhou et al (1999)
através de RMN 2D. Posteriormente, Dittrich e colaboradores (2009) elucidaram
também a estrutura da bergenina por difracdo de Raio-X, a temperatura de 293K,
baseando-se nos parametros atdmicos relatados por Ye et al (2004), designando a
bergenina em seu trabalho como sendo uma substancia que consiste de um sistema
triciclico formado por um anel D-glicopiranose (lll) na conformac&o “C;, um anel -
lactona (1) e um anel aromatico (I) fundido ao anel &-lactona, conforme visto na

Figura 1:

Figura 2 - Representacdo da estrutura Bergenina monohidratada com esquema de

numeracao atébmica. (Caldas et al., 2002)

2.3.Propriedades Fisico-quimicas

A bergenina foi descrita por Ssadikow e Guthner (1927) como uma substancia
insolavel em &gua fria e pouco alcool e facilmente soluvel em alcool quente, cujos
cristais pertencem ao sistema ortorrémbico com angulo do prisma de 91°15’ e faces
laterais a 126°22’. Além disso, 0s autores relataram em seu trabalho que a
bergenina apresentou ponto de fusdo a 230°C. Varios outros autores relataram
também esta caracteristica fisico-quimica da substancia definindo valores proximos
ao valor descrito acima, dentre os quais citamos: Dean e Walker (1958) e Maduka e
Okoye (2008) com p.f. a 238°C, Nasser et al (2009) com p.f. a 235°C e QIN et al
(2010) com p.f. a 240,7°C. Sendo assim, pode-se definir que a bergenina possui

ponto de fusdo que varia de 230°C a 240,7°C.



Zhou et al (2008) realizaram um estudo que visava determinar as
propriedades da bergenina como forma de fornecer dados para a melhoria da
biodisponibilidade da droga e do desenvolvimento de novas formas de dosagem
oral. Os autores determinaram as caracteristicas do estado solido, estabilidade da
solugédo, constante de dissociacdo (pKa), solubilidade e coeficente de particdo
octanol/agua (log P). Os autores relataram os seguintes resultados: 1) O acréscimo
de peso em uma amostra armazenada a 57,5%~98% UR (a 25°C) foi suave
variando de 0,39% a 0,43% m/m, mesmo enquanto em umidades elevadas,
evidenciando baixa higroscopicidade; 2) O efeito da umidade e aguecimento a 75%
UR e 40°C revelou boa estabilidade por parte da bergenina; 3) A bergenina sofre
degradacdo em pH neutros a alcalinos, podendo sofrer degradacdo de até 82,7%
neste primeiro. Em contrapartida a substancia é estavel em pH acido (1.0, 3.0 e 5.0);
4) A bergenina é fracamente soluvel a 25°C (pH 1.0=1,29 +0,044 mg/mL, pH
3.0=1,08 +0,057 mg/mL e pH 5.0=1,22 +0,058 mg/mL) e altamente sollvel em
temperatura elevada de 60°C (pH 1.0=8,76 =0,039 mg/mL, pH 3.0=6,75 0,095
mg/mL e pH 5.0=7,80 0,075 mg/mL); 5) A constantes de dissociacao obtidas foram
pKal=5,46 +0,13 e pKa2=5,74 +0,18, o que indica propriedades de um acido fraco;
6) O log P encontrado foi -1,19 + 0.044 em pH variando de 1 a 6, a 37°C. Os autores
concluem que, de acordo com os valores de solubilidade e de coeficiente de
particdo, a bergenina ndo é nem altamente hidrofilica nem altamente lipofilica, e por
ser instavel em solucdo aquosa explicaria sua baixa biodisponibilidade.

Chen et al (2007), estudaram o comportamento eletroquimico da bergenina
com o objetivo de desenvolver um método para determinacdo voltamétrica de pulso
da substancia presente em comprimidos e em urina sem tratamento preliminar. Este
método, segundo os autores possui baixo limite de detecgéo, resposta rapida, baixo
custo e simplicidade frente a outros métodos. Fazendo uso de um eletrodo de
carbono vitreo modificado com uma pelicula do polimero Poli(4-(2-piridilazo)-
resorcinol), um pequeno volume de bergenina a 1,0x10-6 mol.L-1 foi adicionado a
um tampéo fosfato com pH 6.0, onde permaneceu em circuito aberto (-0.40 a 0.80V)
por 3 minutos. Um pico em 0,595 V apls a adicdo de bergenina na célula
eletroquimica indicou que o filme polimérico aumentou significativamente o pico de
oxidacdo da substéncia. As taxas de recuperacdo das amostras fortificadas de

bergenina em comprimidos e em urina alcangaram, respectivamente, 99,7 a 102,8%
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e 96,2 a 107,3%, o que indica reprodutilibilidade frente a outros métodos, como
espectroscopia UV-Vis. Os autores concluem a partir dos resultados obtidos que ha
a possibilidade de criacdo de um eletrodo modificado quimicamente por 4-(2-
piridilazo)-resorcinol, pois a pelicula do polimero evidenciou a acumulacéo altamente
eficaz no que diz respeito a bergenina, apresentando pico significativo de corrente
de oxidacao desta. Além disso, a modificacdo no eletrodo de carbono vitreo conferiu
uma melhoria significativa na sensibilidade e a possibilidade de sua aplicacdo em

produtos farmacéuticos.

2.4.Atividades Bioldgicas

Ao longo dos anos, a bergenina vem sendo extraida de folhas, cascas e
raizes de diversas plantas tropicais para uso na medicina popular e aplicada
principalmente no tratamento de males gastrointestinais. Garreau e Machelart (1880)
descreveram a bergenina como uma substancia com propriedades terapéuticas
possuindo a “arte de cura”. Desde sua descoberta, diversos estudos tém sido
realizados relatando suas atividades biologicas, as quais podem ser vistas no
Quadro 2.

Quadro 2 - Atividades Bioldgicas da bergenina descritas na literatura

ATIVIDADE BIOLOGICA

REFERENCIA

Bacteriostatica

FAPARUSSI e BASSIR, 1972

Antiulcerogénica

OKADA et al., 1973
ABE, SAKAI e UCHIDA, 1980
ARFAN, 2011

Gastroprotetora contra Ulceras

ABE, SAKAI e UCHIDA, 1980
GOEL et al., 1997
ZHANG et al., 2003
QIN et al., 2010

Antioxidante

EKONG e EJIKE, 1974
TAKAHASHI et al., 2003
MADUKA e OKOYE, 2006




SRINIVASAN et al., 2007
ABREU et al., 2008
Antitussigena PIEGEN, 1980
SWARNALAKSHMI et al., 1984
NUNOMURA et al., 2009
HIKINO et al., 1985
KIM et al., 2000
Hipolipidémica JAHROMI, CHANSOURIA e RAY, 1992
PRITHIVIRAJ et al., 1997
SILVA et al., 2009

Anti-inflamatéria

Hepatoprotetora

Antimicrobiana

Antiarritmica PU et al., 2002
Tripanocida NYASSE et al., 2004
Anti-artrite NAZIR et al., 2007
Anti-narcoético a dependéncia a morfina JUNG et al., 2011

Com relacao ao efeito antioxidante, Maduka e Okoye (2005), fazendo uso dos
conceitos mecanisticos, discutiram em seu trabalho que esta propriedade da
bergenina extraida da casca do tronco da Sacoglottis gabonensis (usada na Nigéria
como aditivo nutricional e para o tratamento de doencas hepatotOxicas) esta
relacionado com a capacidade antioxidante das hidroxilas ligadas aos atomos Cio,
Cs, C; e C3 (Figura 1). Os autores ressaltam ainda que os grupos —OH ligados aos
atomos Cio e Cg sdo mais fortes em propriedades antioxidantes do que aqueles

grupos ligados aos atomos C; e Cs.

2.5.Célculos Tebricos

Em 2008, Abreu et al publicaram um estudo que tinha como foco investigar a
atividade antioxidante da bergenina na presenca do radical hidroxila (-OH). Apos
obter a substancia a partir extratos da casca da Sacoglottis uchi (Humiriaceae)
preparados com etanol e com hexano, o produto foi submetido a ensaios
espectroscopicos (RMN e 1V) e cromatografico para identificacdo da bergenina.
Foram realizados testes de atividade antioxidante qualitativo (TLC, usando p-
caroteno e DPPH) e quantitativo (UV-Vis, leitura de absorcdo em um comprimento
de onda de 545nm) misturando a bergenina com peroxido de hidrogénio (H20,),
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magnetita, solucdo metandlica de azul de metileno e metanol, os quais revelaram
que a bergenina é um 6timo eliminador de radicais livres e possui excelente
atividade antioxidante. Além deste ensaio, os autores realizaram calculos teoricos
através do pacote computacional Gaussian 03 (Gaussian, Inc.). Para a otimizagao
da geometria em fase gasosa foi utilizada a funcdo de base PBE/6-311++G(d,p)
para obtencdo das frequéncias harménicas; Para os célculos que visavam a
atividade oxidante, foram tomadas as espécies *H, *OH, *CHz e *CCl; como radicais
iniciadores na oxidacao da bergenina, resultando na formacao de radicais derivados.
Para isto, as geometrias otimizadas foram submetidas a calculos UAHF/PCM [no
nivel da teoria HF/6-31+G(d,p)]. Os autores relataram com base na andlise dos
orbitais de fronteira que, pelo fato de o LUMO estar completamente localizado na
porcdo aromatica da molécula (1) (Figura 1) significa que esta regido é responsavel
pela atividade antioxidante e que modificacdes na sua estrutura molecular poderiam
potencializar essa propriedade nesta regido da molécula.

Em um estudo feito por Dittrich et al (2009), intitulado “How to easily replace
the independent atom model — the example of bergenin, a potencial anti-HIV agent of
tradicional Asian medicine”, foram realizados ensaios experimentais e tedricos com a
molécula da bergenina, como forma de aprovar o uso do formalismo invariom em
substituicdo ao modelo atdmico independente (IAM, Independent Atomic Model).
Inicialmente, a estrutura cristalografica da amostra de bergenina foi obtida através de
um difratbmetro de Raio-X, o qual foram aplicados dois refinamentos, fornecendo
incialmente o modelos E1 e, a partir deste, 0 modelo E2. Foi utilizada a geometria
molecular do modelo E1 como ponto de partida para os célculos feitos através dos
métodos HF e DFT, no nivel HF/6-311+G(d,p) e B3LYP/6-311+G(d,p) da teoria, com
o programa AIM 2000, o que permitiu a comparacdo com o0s resultados
experimentais. Os autores relatam que ndo houveram grandes diferencas entre 0s
modelos E1 e E2 quanto & andlise de carga e volume (0,05 e 0,06 A,
respectivamente), propriedades topoldgicas das ligacbes e densidade eletrdnica
(sendo que regibes negativas foram mais pronunciadas no modelo E2). O
formalismo invariom foi capaz de reproduzir propriedades da estrutura quimica muito
além daquelas obtidas a partir do IAM, demonstrando que o formalismo invariom
esta devidamente adequado para posterior aplicagdo ndo s6 na medicina tradicional,

mas também como uma ferramenta acessivel na pesquisa de drogas em geral. Além
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disso, foi evidenciado a presenca de 07 ligagdes de hidrogénio na estrutura cristalina
da bergenina, sendo que uma delas (O, — Hj---Ogs, Figura 1) é intramolecular. As
ligacbes de hidrogénio restantes sdo intermoleculares, e a mais forte € formada
entre o grupo hidroxila doador Os—H, e 0 grupo aceptor O;p da agua, onde a
distancia Hz-O10 é igual a 1,65 A e a energia da ligacdo maior que 60 kJ.mol™.

5

Ligacdo de Hidragénio 13

8
Intramolecular OH

Figura 3 - Estrutura Quimica da molécula de bergenina com atomos de carbono, hidrogénio

e oxigénio enumerados de acordo com Dittrich et al (2009) — Liga¢6es de Hidrogénio

Arfan et al (2011) realizaram um estudo que visou explorar o papel da bergenina
na inibicdo de urease liberada por patdégenos, especialmente a H. pylori. Conforme
relatado, foi realizado primeiramente um ensaio experimental de inibicdo de urease
misturando a 25mL dessa enzima (proveniente da Bacillus pasteurii) um volume de
55mL de tampé&o (2-24 mM de urease) contendo uréia e 5mL de bergenina por 15
minutos. Em paralelo, os autores realizaram simulacbes de docking molecular
através do programa AutoDock 3.0.5 - pacote computacional para modelagem
molecular desenvolvido inicialmente para uso em simulagbes pelo método Monte
Carlo (Morris et al, 1998) - juntamente com AutoDockTools e Algoritmo Genético
Lamarckiano. Como resultados, o0s autores descreveram que a bergenina
apresentou um alto potencial inibitério, sendo capaz de inibir até 78% da urease de
Bacillus pasteurii, em uma ICso. Com relagdo aos resultados teoricos, foi relatado
gue a bergenina penetra profundamente no sitio ativo da enzima, sendo que as
principais ligacdes de hidrogénio que a molécula manteve foram com a Lisina,
Alanina, Arginina, Glicina e Aspartato e algumas ligacbes hidrofébicas que

estabilizaram a bergenina no sitio da enzima.
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3. AS BASES TEORICAS

3.1.Espectroscopia de Absorcédo UV Visivel

Segundo Burnett e Crocker (2005), pode-se definir espectroscopia como
sendo o estudo das interacbes da radiacdo eletromagnética com a matéria. A
espectroscopia € uma ferramenta de grande utilidade no estudo de estruturas
moleculares, composicao e frequéncias de vibracdo de uma dada substancia, sendo
possivel também localizar provaveis produtos intermediarios de uma reacao através

dos diferentes métodos espectroscopicos.

A distribuicdo de radiacdo eletromagnética de acordo com a energia (ou
frequéncia ou comprimento de onda equivalente) € chamada de espectro

eletromagnético (Figura 3), o qual € arbitrariamente dividido em regides, incluindo a
visivel (NAJID, 2007). Os tipos de radiagdo, como os raios y ou ondas de radio,

diferem da luz visivel somente com relagéo a energia (freqiiéncia) dos seus fétons.
(SKOOG et al., 2006).

Frequéncia, v (s™)

1024 1022 1020 1018 1016 104 1012 1010 108 106 104 102 100
T T 1 I I T T T T T T 1 T T T 1T I T I T T T {
raios y raios X v Micro-ondas | Ondas de rddio Ondas longas de radio
FM | " AM
VUUAVAVAVAN | T b W
1 I 1 I 1 I | O | 1 l 1 I 1 1 1 | | 1 1 1 I 1

10-16 1014 10-12 1010 10¢
Comprimento de onda, 4 (m)

102 100 102 104 100 108

4x107 4,5x107 §x107 5,5x107 6x107 6,5x10~7 7x107
Comprimento de onda, 4 (m)

Figura 4 - Espectro eletromagnético (MASTERTON; HURLEY, 2010)

Neste ambito, existem diferentes tipos de espectroscopia, o qual tratam das
diferentes regides do espectro eletromagnético (por exemplo: Raio-X, luz ultravioleta,
radiacdo infravermelha, etc), das propriedades da matéria com o qual ocorrem

interacOes (vibracdo molecular, por exemplo) e das interacdes fisicas envolvidas
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(espalhamento, absorcdo ou emissédo da radiagao, etc) (BURNETT e CROCKER,
2005). Para cada regido do espectro eletromagnético existem diferentes tipos de
transicOes atbmicas e moleculares que resultam das interagdes da radiacdo com a

amostra.

Ao passar por um material transparente, uma porcédo da radiacdo continua
pode ser absorvida. Se isto ocorrer, a radiagdo residual produz um espectro com
disparidades chamado de espectro de absor¢cdo. Como resultado da energia de
absorcédo, atomos e moléculas passam de um estado de baixa energia (estado inicial
ou fundamental) para um estado de alta energia (estado excitado). Este processo de
excitacdo pelo qual a molécula passa € quantizado (Figura 4) e a radiacéo
eletromagnética que é absorvida tem energia exatamente igual a diferenca entre o
estado excitado e o estado fundamental (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2010).

Energia do Estado Excitado - E(exc)

AE=E(exc) - E(fund) = hv

Energia do Estado Fundamental - E(fund)

Figura 5 - Processo de Transigéao

Os tipos de interagcbes mais interessantes em espectroscopia envolvem
transicOes entre diferentes niveis energéticos das espécies quimicas. Outros tipos
de interacbes como a reflexdo, refracdo, espalhamento elastico, interferéncia e
difracdo, sdo freqientemente mais relacionados com alteracbes das propriedades
globais dos materiais do que com 0s niveis energéticos de moléculas ou atomos
especificos (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2010).

Dentre os diferentes tipos de espectroscopia, destacamos a Espectroscopia
de UV/Vis, o qual tem sido aplicada de forma ampla como uma ferramenta para a
analise quantitativa, caracterizacao e controle de qualidade nos campos agricolas,
farmacéutico e biomédico (ROJAS; OJEDA, 2009).
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3.1.1. As transic¢des eletronicas de sistemas moleculares

De acordo com Stevenson (1994), a absorcao no ultravioleta (200 ~ 400nm) e
visivel (400 ~ 800nm) sdo causadas por vibragbes eletromagnéticas e atbmicas
envolvendo elevagdo de elétrons de orbitais o, ™ e n do estado eletrdnico
fundamental para os mais altos niveis de energia (chamados estados eletrénicos

excitados).

Quando uma molécula/atomo no estado eletrébnico fundamental absorve
radiacdo UV as transicdes eletrbnicas ocorrem entre 0s niveis de energia
eletrbnicos. Ao absorver energia UV, os elétrons sdo deslocados dos orbitais
ocupados para os orbitais desocupados. A molécula € dita estar na estado excitado.
Geralmente, a transicdo mais forte esta relacionada a transicdo de HOMO para
LUMO (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2010).

Para muitas moléculas, os orbitais moleculares ocupados de menores
energias sdo os orbitais o, 0s quais formam as ligacdes . Os orbitais moleculares 1
encontram-se em niveis de energia um pouco mais elevados e 0s orbitais que
mantém pares ndo compartilhados, os orbitais ndo-ligantes (n), encontram-se em
energias ainda mais altas. Os orbitais ndo ocupados, ou antiligantes (TT* e ¢*), séo
orbitais de alta energia. A progressao tipica de niveis de energia eletrbnicas pode

ser vista na Figura 5.

A ——ox D) ox
- n*x Nonx A }Niveis desocupados
1 4
, e 0->0%
Energia n Mok
*
- nnﬂ N\ Niveis ocupados
(¢} o )

G>T*

Figura 6 - Niveis de Energia Eletrbnica e Transi¢cdes Eletronicas
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Em varios compostos os elétrons podem sofrer varias transicfes possiveis de
diferentes energias. Algumas das transicdes mais importantes podem ser vistas na

Figura 6.

Alcanos

G —— T Compostos carbonilicos

Aumento de Energia ) )
T ———s 7¥  Alcenos, compostos carbonilicos, alcinos,

compostos azoicos e assim por diante

n —— G* Oxigénio, Nitrogénio, Enxofre e
Compostos Halogenados

n 5> % Compostos carbonilicos

Figura 7 - Energias de transigdo mais comuns

A energia necessaria para promover transicbes de um HOMO no estado
fundamental para LUMO € menor que a energia necessaria para provocar a
transicdo de um nivel ocupado de baixa energia. Assim, na figura acima uma
transicdo n—1* pode ter energia mais baixa que uma transi¢gao T—1*. Geralmente,
a transicdo de baixa energia € a mais importante (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2010).

Nem todas as transicfes possiveis que ocorrem em uma espécie molecular
podem ser obsevadas. Isto ocorre pelo fato de estarem sujeitas a restricdes, o qual
sdo chamadas de regras de selecdo. Wardle (2009) descreve em sua obra duas
importantes restricdes: Regra de selecdo SPIN e Regra de Selecdo Simetria de
Orbital. A primeira regra de selecdo trata que uma transicao eletrénica toma lugar
com nenhuma mudanca no spin eletrénico total — que € AS=0 — portanto transi¢cdes
singlete < ftriplete sdo proibidas ou permitidas bastante fracas. Isto provém de
calculos da mecénica quantica, ndo levando em conta as interacdes dos elétrons ou
nacleo na molécula, e definindo que resultados do acoplamento spin-orbital no spin
de um elétron sdo afetados pelo movimento do orbital. Como consequéncia disto,
um estado singlete adquire alguma caracteristica triplete e um estado triplete alguma
caracteristica singlete. Ja a segunda regra de selecéo define que, de acordo com a
teoria quéantica, a intensidade da absor¢cdo pelas moléculas € explicada
considerando as funcdes de onda dos estados inicial e final (WY e W%
respectivamente). Uma transicao eletrénica ira prosseguir mais rapidamente quando

Y e ¥* se assemelham mais de perto, ou seja, quando o acoplamento entre 0s
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estados inicial e final sdo fortes. Uma vez que o coeficiente de absor¢cdo molar €, €
maior quando a transicdo eletrbnica € mais provavel (isto €, quando a taxa de
absorcdo € maior), os maiores valores para € também ocorrem quando as funcdes
de onda ¥ e ¥* se assemelham umas as outras. A fraca absorcéo da transicdo n —
TT* comparada com a transi¢gado ™ — 1T * € uma consequéncia da regra de seleg¢ao de
simetria de orbital. Enquanto a sobreposicéo de orbitais em uma transicdo m — 1 * é
tdo grande quanto possivel, a sobreposicdo de orbitais em transicdes n — T * sdo
muito menores, uma vez que esses orbitais encontram-se perpendiculares um ao
outro. Em geral, transi¢cdes envolvendo uma grande mudanca na regido do espaco
em que o elétron ocupa sao proibidas. De acordo com a segunda regra descrita
acima, determina-se que transicdes n—1r* sdo proibidas, no entanto, sao transicdes
fracamente permitidas devido ao acoplamento dos movimentos vibracional e
eletrbnico, chamado de acoplamento vibrénico, e resulta de um desarranjo da

aproximacédo de Born-Oppenheimer.

Por existirem tantas transicdes possiveis, cada uma diferindo de outras
através somente de uma pequena quantidade, cada transicéo eletrdnica consiste de
um vasto numero de linhas espacadas como um invélucro sobre todo o padrédo. O
que é observado destes tipos de transicdes combinadas é que o espectro UV de
uma molécula usualmente consiste de uma larga banda de absorcédo localizada
proxima ao comprimento de onda de maior transicdo (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ,
2010).

3.1.2. O efeito do solvente nos processos fotofisicos

As interacdes entre o soluto e o solvente sdo capazes de modificar algumas
caracteristicas nas bandas de absor¢cdo UV/Vis de uma dada substancia, tais como:
posicéo, intensidade e formato das bandas. (BORGES, 1994) A este efeito se da o
nome de efeito do solvente. A natureza do solvente pode gerar deslocamentos no
espectro de absorcdo devido a interacdes fisicas intermoleculares, onde citamos:
ligacdes de hidrogénio, interagcbes ion-dipolo, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido,
etc, onde os deslocamentos observados no espectro de absor¢cdo UV/Vis fornecem
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informagdes importantes que podem auxiliar na determinagéo do tipo de transi¢ao
eletrbnica (n—T1* e T—T1T*) que esta ocorrendo. (ROUESSAC & ROUESSAC, 2007)

O efeito do solvente esta intimamente relacionado as propriedades dos
grupos cromoéforos, ou seja, grupos de atomos ou atomos que sao responsaveis pela
absorcéo da radiacao eletromagnética em uma. O uso de solventes com polaridades
diferentes a polaridade do soluto tende a aumentar ou diminuir a separacao entre 0s
niveis 1T e 1%, podendo deslocar algumas ou todas as bandas de absorgdo de uma
substancia para o vermelho (deslocamento batocrébmico) ou para o azul
(deslocamento hipsocromico). Tipicamente, transicdes n—T1* sofrem deslocamento
para o azul devido a interacdo de um elétron no orbital n com o solvente através de
efeitos eletrostéaticos, sendo que o deslocamento aumenta a medida que se aumenta
a polaridade do solvente. Esta interagdo € mais forte que a interacdo de um elétron
do orbital T, aumentando a separacdo de energia entre estes dois orbitais. Por
outro lado, transi¢des TT—1* sofrem o inverso. Devido a estabilidade que o solvente
fornece ao soluto no estado excitado, ocorre um deslocamento para o vermelho,
favorecendo esta transi¢do. (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2010)

Na Tabela 5 é possivel observar alguns grupos croméforos e suas principais

caracteristicas:

Tabela 3 — Caracteristicas tipicas de alguns cromaéforos

Croméforo Transicao Amax 09 €max
Cc-C oc—o* <180 3,0
C-H o—o* <180 3,0
Cc=C T 180 4,0

C=C-C=C T 220 4,3
Benzeno m-1* 260 2,3
Naftaleno T 310 2,3
Antraceno m-1* 380 4,0
C=0 n—T1r* 280 1,3
C=C-C=0 n—1r* 350 1,5
C=C-C=0 T 220 4,3
R-OH n—o* 180 2,5
R-O-R n—oc* 180 3,5
R,C=CR> T 175 3,0
R-C=C-R T 170 3,0
R,CO mT—1* 180 3,0
R,CO n—T1r* 280 1,5
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3.2.Mecanica Quantica

A Mecéanica Quantica tem sido empregada para o estudo das propriedades de
atomos, moléculas e outros objetos de tamanho e massa exrtremanente pequenos.
Segundo postulados de Mecanica Quantica: (I) O estado fisico de um sistema &
descrito tdo completamente quanto possivel, por uma fungdo de onda complexa W.
(I O valor esperado de qualquer quantidade que seja fisicamente observavel pode
ser calculado com uma fungéo de onda Y. (lll) a fungdo de onda ¥ € uma solugéo
de equacado de Schrodinger. Por isso, a primeira e principal tarefa de aplicacao de
Mecanica Quantica num sistema atbmico e molecular é resolver a equacdo de
Schrédinger do sistema. A equacao de Schrodinger pode ser resolvida exatamente
para um sistema mono-eletronico, tais como atomos hidrogenéides H, He*, Li**, ou
uma molécula H," e semelhantes. A funcdo de onda monoeletrdnica é conhecida
como um orbital. Por outro lado, a equacao de Schrédinger ndo pode ser resolvida
exatamente para um sistema de multi-elétron devido as repulsfes eletrbnicas entre
si. Existem dois métodos de aproximacado muito populares capazes de resolver a
equacao de Schrodinger para um sistema formado por atomos e/ou moléculas com
multi-elétrons. O primeiro é o método Hartree-Fock, e o0 segundo € a Teoria do
Funcional da Densidade (TFD). Os dois métodos adotam uma aproximacéo de Born-
Oppenheimer, no qual 0 movimento de elétrons e o0 movimento de nudcleos podem

ser separados.

3.2.1. O Método Hartree-Fock (HF)

O Método Hartree-Fock assume um modelo no qual todos os elétron menos
um no sistema fazem um campo elétrico estatico (SZABO & OSTLUND, 1989).
Portanto neste modelo, apenas um elétron se movimeta no campo elétrico estatico.
Este modelo é conhecido como uma aproximacdo de particula independente e
assim, a equacao de Schrodinger pode ser resolvida para este modelo. No inicio, é
asumida uma funcao de onda aproximada, com o qual o campo elétrico é calculado.
Resolvida a equacao de Schrodinger com este campo uma nova funcdo de onda
melhor do que a anterior sera obtida. O processo € repetido até que o campo elétrico

nao apresente alteracbes. Este processo é conhecido como o método de campo
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auto-consistente (SCF-Self Consistent Field method). Historicamente, o Método
Hartree-Fock € o primeiro método desenvolvido para resolver a equacado de
Schrodinger de sistema multieletrénico. O principal problema do Método Hartree-
Fock € que a energia de correlacdo ndo estd incluido na energia total do sistema
calculado. Este método foi muito popular até o surgimento da Teoria do Funcional da
Densidade, o qual inclui a energia de correlacdo na energia total calculada do

sistema.

3.2.2. Teoria do Funcional da Densidade (TFD)

Hohenberg e Kohn (1964) mostraram que propriedades de um sistema de
multieletrénico no estado fundamental podem ser determinadas unicamente por uma
densidade eletrbnica, p(r), e que a energia total, E(p), do estado fundamental do
sistema usando a densidade eletronica, p(r) torna minima quando a densidade p(r)
representa corretamente o estado fundamental do sistema. Khon e Sham (1965)
ofereceram uma implementacao pratica para a solucdo da equacdo de Schrodinger
usando orbitais para a construcdo da densidade eletrénica e levando a um conjunto
de equacdes. Os artigos destes cientistas formam a base da Teoria do Funcional da
Densidade -TFD (Density Functional Theory). A resolucdo das equacdes de Kohn-
Sham exige o conhecimento do funcional de troca e correlagdo. Um exemplo muito
conhecido é o funcional hibrido de troca e correlacdo B3LYP (Becke, de trés
parametros, Lee-Yang-Parr) (LEE, YANG e PARR, 1988).

3.2.3. Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TFD-DT)

A Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TFD-DT) pode
ser empregada para estudo das propriedades e dindmica de sistemas de multi-
eletrbnico na presenca de potenciais que dependem do tempo, tais como campo
elétrico e magnético oscilante, ou seja, a luz. As energias de excitacao, propriedades
de resposta que dependem de frequéncia, e espectros de foto absorcdo, por
exemplo, podem ser calculados com TDF-DT. A fundacgédo formal da TFD-DT € o

teorema desenvolvido por Runge-Gross (RG) (1984). O teorema RG mostrou que
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existe mapeamento Unico entre o potencial externo que depende do tempo do
sistema com a densidade que depende do tempo. Isto implica que a densidade
eletrbnica, que depende apenas de trés varaveis, é equivalente a funcdo de onda de
multi-corpo, que depende de 3N variaveis. Uma etapa é determinar um sistema
ficticio que ndo interage, porém o sistema tem a mesma densidade de um sistema
fisico no qual existe interacdo. Este sistema pode ser obtido como um ponto
estacional de funcdo de acdo definido no formalismo de Keldysh (Van
LEEUWEN,1998) . Os célculos de energias de excitacdo de um sistema de multi-
eletrdnico sdo baseados no fato de que a funcdo de resposta linear tem pélos nas
energias de excitacfes exatas do sistema. Tais calculos requerem, além de
potencial de troca-correlacdo, o nucleo de troca-correlacdo, que € derivado de
potencial de troca-correlacdo com a densidade (CASIDA et al.,, 1996). TDF-DT
estd sendo utilizada largamente e estd ficando cada vez mais popular na
comunidade cientifica, como pode ser visto no artigo publicado por Burke, Werschnik
e Gross (2005). Recentemente, Takahata e Chong (2012) empregaram TFD-DT para
calculos de energias de excitacdo eletrbnica tanto de camada de valéncia como de
camadas internas de uma serie de moléculas, e simularam teoricamente o0s
espectros de absorcdo de UV e de raios-X. A comparacdo entre 0s espectros
simulados e os observados mostra que os métodos desenvolvidos no trabalho sao

promissores.

3.2.4. Orbital atbmico e Orbital molecular

Nos dois métodos citados anteriormente, adota-se uma aproximagéo no qual
os elétrons, tanto em atomos ou moléculas com multi-elétrons, estdo acomodados
em orbitais. Um orbital num sistema atdbmico com multi-elétrons pode ser
aproximado por uma funcdo do tipo Slater ou tipo Gaussiana. A funcdo do tipo
Slater possui melhor qualidade do que Gaussiana para um orbital atdbmico. Porem, a
funcdo Gaussiana possui a vantagem de simplificar significativamente o calculo de
energia de repulsdo eletrdnica. Portanto, muitos pacotes computacionais tais como
SPARTAN e Gaussian utilizam a funcdo Gaussiana. Um orbital atbmico numa

s

sistema atbmico com multi-elétrons € denominado como "base". Um orbital

7

molecular € construido combinando os orbtais atébmicos linearmente. A principal
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tarefa dos pacotes computacionais é resolver a equacao de Schrodinger de atomos

e moléculas com multi-elétrons.
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Theoretical and Experimental UV/Visible Absorption Spectra of

Bergenin in three differentes solvents: Vacuum, Ethanol and Water

Abstract

Excitation energies and oscillator strength (f-value) of bergenin were calculated with
Time-Dependent-Density Functional Theory (TDDFT) using B3LYP functional and 6-
31G* basis set in three different solvents: vacuum, ethanol and water. Theoretical
spectra of molecule of bergenin in the three different solvents were simulated.
Solvent effects on the excitation energies and the spectras were studied. UV/Visible
spectra of bergenin in ethanol and in water were observed at room temperature. The
observed spectras were analyzed using the simulated spectras. Solvent effect on
atomic charges calculated by different methods was also investigated. Furthermore,
some molecular properties were studied for the molecule through theoretical

calculations.

Key words: Bergenin, UV/Vis absorption spectra, solvent effect, TD-DFT
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1. INTRODUCAO

A Bergenina, uma &-lactona do &cido 4-metoxi-2[(1S,2R,3S,4S,5R)-3,4,5,6-
tetrahidro-3,4,5-trihidroxi-6  (hidroximetil)-2H-pirano-2-il]-alfa-resorcilico’, é uma
isocumarina cuja estrutura molecular é composta por trés anéis: Anel A (anel

aromatico), o Anel B (Anel &-lactona) e Anel C (D-glicopiranose), conforme Figura 1.

OH

Figura 1 - Estrutura molecular da bergenina.

Diversos estudos realizados comprovaram que a bergenina possui diversas
atividades biolégicas, tais como: bacteriostatica®, antiulcerogénica e antigastrite®*,

gastroprotetora  contra  Ulceras®>®”, antioxidante®*?, antitussigena®®,

antiinflamatéria'**®,  hepatoprotetora’®'’,  hipolipidémica'®, antimicrobiana®®?°,
antiarritmica®’, anti-artrite?”, entre outras. Poucos estudos tedricos computacionais
sdo e\ncontrados na literatura para a molécula, dentre eles destacamos: o estudo
realizado por Abreu et al (2008) o qual testaram os radicais °*H, *OH, *CHz e °CCl3
como radicais iniciadores na oxidacdo da bergenina e indicaram que a porgéo
aromatica da molécula € a regido responsavel pela atividade antioxidante da
mesma; e o estudo de Arfan et al (2011) o qual se concentraram em investigar a
acdo inibitéria promovida pela bergenina frente & urease liberada por patdégenos,
especialmente H.pylori. Na escassez de estudos tedricos da molécula de bergenina
relacionados a determinacédo das propriedades moleculares e ao efeito do solvente
sobre as energias de excitacdo eletrobnica é que foram tracados 0s seguintes

objetivos para este estudo: 1) Realizar célculos computacionais usando método ab
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initio Hartree-Fock e a Teoria do Funcional da Densidade (TFD) para obter as
seguintes informacdes: orbitais moleculares, geometria molecular, propriedades
fisico-quimicas e termodinamicas, energias de excitacao eletrénica e espectros UV-
VIS; 2) Realizar estudo tedrico e espectroscépico do efeito do solvente na estrutura
eletrbnica da bergenina em trés solventes distintos: vacuo, agua e etanol; 3)
Interpretar os espectros experimentais UV/Vis da bergenina em agua e em etanol de
acordo com os calculos tedricos computacionais; 4) Estudar a correlacdo entre os
resultados experimentais e tedricos a fim de verificar se 0s métodos computacionais
utilizados neste trabalho séo Uteis para o entender a relagcdo estrutura quimica e
atividade bioldgica da bergenina.

2. METODOLOGIA

Para atingir os objetivos descritos na introdugao, empregamos principalmente
0s meétodos tedricos computacionais. Alguns espectros UV/Visivel experimentais

foram obtidos também.
2.1 Métodos Computacionais

Os calculos tedricos foram realizados usando como dados de entrada os
dados cristalograficos da estrutura molecular da Bergenina descritos por Caldas et al
(2002). As geometrias das moléculas foram otimizadas em trés solventes distintos:

vacuo, etanol e 4gua, usando 0 Método de Hartree-Fock®?°

com a funcao de base
6-31G*. ApOs a otimizagdo das estruturas moleculares, foram calculadas as energias
de excitacdo (singlete) e as forcas do oscilador (f-valor), utilizando a Teoria do
Funcional da Densidade-Dependente do Tempo-TFDDT?"?® com o funcional
B3LYP?°, e funcéo de base 6-31G* para os trés solventes anteriormente citados. O
efeito do solvente sobre as energias de excitacdo foi investigado usando o modelo
de solvatacdo SM8°°. O pacote computacional SPARTAN 10*'para SO Windows foi

usado em todos os célculos tedricos.

As simulacdes dos valores para a confeccdo dos espectros para 0s trés
solventes a partir das energias de excitacdo e forca do oscilador calculadas foram

feitas através do programa SPECTRUM.C*, usando funcdo Gaussiana, valor do
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HWHM (Half Width at Half Maximum; Metade de Largura a Metade de Altura) de 9,3
nm. Com base nos dados gerados pelo programa citado, os espectros UV/Vis tedricos

foram confecionados utilizando o software ORIGIN 08,

Os calculos foram realizados em um computador com processador Intel®
Xeon®, com o Sistema Operacional Windows 7 (64-bits), HD com capacidade de

armazenamento de 931GB e 16GB de memoéria RAM.

2.2 Métodos experimentais

Uma amostra contendo 90,2mg de Bergenina foi gentilmente cedida pela Dr2
Sandra Zanotto e fora anteriormente extraida pelo grupo de pesquisa a partir da
casca da espécie Endopleura uchi, conforme registro de patente junto ao INPI N°
BR102013002190-3. Os solventes Metanol 99,9% (grau espectrofotométrico) e o
Etanol desidratado 200proof Absoluto, foram adquiridos da Sigma-Aldrich Brasil
Ltda. Os espectros de absorcdo UV/Vis foram gravados em um Espectrofotdmetro

de Absorcdo UV/Visivel Nova Spectrophotometer, modelo 2102UVPC.

A amostra de Bergenina foi purificada através de um processo de
recristalizacdo em Metanol a 45°C. Apés dissolucdo em metanol, a solugédo foi
filtrada e mantida em repouso em um Erlenmeyer de 50mL e selado com parafilme,
onde foram feitos pequenos furos para que o solvente evaporasse lentamente. Apos
conclusdo do processo de recristalizacdo obteve-se aproximadamente 76mg de
Bergenina.

Foram preparadas duas solucdes de Bergenina em agua ultrapura do sistema
Millipore Milli-Q em duas concentracdes diferentes, 10°M e 10“*M, onde foram
solubilizadas utilizando-se o equipamento Ultrasonic Cleaner (ultrassom) da Unique®

a uma temperatura de 45°C.

Foram preparadas ainda outras duas solucées de Bergenina em Etanol 200
proof Absoluto em duas concentracdes diferentes, 10°M e 10™*M, executando-se o

mesmo procedimento descrito anteriormente.
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As solucdes preparadas foram analisadas em um Espectrofotometro de
Absorcéo UV/VIS, e foram gravados somente 0s espectros de absorgéo referentes

as solucées de concentracdo 10 M.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os atomos da bergenina foram enumerados conforme dados cristalograficos
descritos por Caldas et al (2002) com a finalidade de facilitar a analise e discusséo
dos resultados obtidos nos célculos e comparacfes com os dados experimentais
(Figura 2).

Figura 2 - Estrutura quimica da molécula de bergenina com atomos de carbono e oxigénio

enumerados de acordo com Caldas et al (2002).

3.1.Estrutura Molecular e Cargas Atémicas

A estrutura molecular da bergenina ja é conhecida (Caldas et al, 2002). Os
calculos de otimizagdo geométrica no vacuo no nivel HF/6-31G* mostraram que a
molécula da bergenina ndo € planar, isto é, considerando o anel A (Figura 3),
correspondente ao anel aroméatico da molécula, e tendo como base o diedro formado
pelos atomos C,C105C;2, 0 anel C (anel D-glicopiranose) encontra-se -148,99° para

fora do plano. Este mesmo anel apresentou uma conformacéo de cadeira “C;, sendo
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esta a conformacdo mais estavel para hidroxi e hidroximetil rotameros da p-D-

glicopiranose®*, concordando com os resultados de Ye et al (2004).

Figura 3 Estrutura geométrica da bergenina no vacuo otimizada pelo método HF/6-31G*

As distancias interatbmicas calculadas a partir da otimizacdo da molécula no
vacuo pelo método ab initio HF/6-31G* apresentaram boa concordancia com 0s
dados descritos por Caldas et al (2002). Pode-se observar na Tabela 1 que os
valores calculados estdo préximos aos valores experimentais observados pelo autor
citado, sendo que a maior diferenca refere-se a distancia entre os atomos O3-C,,
com um valor de -0,035A (-2,42%), e a menor diferenca refere-se a distancia entre

0s atomos C3-C, e C4-C1,, onde ambas apresentaram um valor de -0,001A (-0,07%).

Tabela 1 — Comparacdo entre as distancias interatdmicas dos atomos de bergenina

descritas por Caldas et al(2002) e as obtidas através de otimizacdo por HF/6-31G*

nieratomicas  Obsevado' () HRIBALS (B) ity percontu
01—C2 1,429 1,396 -0,0330 -2,31%
02—C3 1,428 1,398 -0,030 -2,10%
03 —C5 1,353 1,342 -0,011 -0,81%
03—C4 1,447 1,412 -0,035 -2,42%
06 —C9 1,372 1,349 -0,023 -1,68%
06 —C13 1,434 1,411 -0,023 -1,60%
08 —C12 1,438 1,406 -0,032 -2,23%
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08 —C1 1,447 1,418 -0,029 -2,00%

09—C14 1,429 1,400 -0,029 -2,03%
Cl—C14 1,516 1,519 0,003 0,20%
Ci—cC2 1,539 1,529 -0,010 -0,65%
C2—C3 1,529 1,525 -0,004 -0,26%
C3—C4 1,515 1,514 -0,001 -0,07%
C4 —C12 1,517 1,516 -0,001 -0,07%
C5—C6 1,480 1,496 0,016 1,08%

*Valores observados descritos por Caldas et al (2002)

Com relacdo aos angulos de ligagdo da molécula, pode-se observar na
Tabela 2 a comparagéo entre os valores experimentais descritos por Caldas et al
(2002) e os obtidos a partir do célculo de otimizacdo geométrica no vacuo pelo
método citado anteriormente. O célculo tedrico apresentou valores muito préximos
aos valores descritos na literatura, sendo que a maior diferenca refere-se ao angulo
formado entre os atomos Ci,-Og-C; € de 3,410° (3,09%) e a menor diferenca €
representada pelo angulo formado pelos a&tomos Og-C1,-C4 com um valor de -0,040°
(-0,04%).

Tabela 2 — Comparacao entre os os angulos de ligacdo da molécula de bergenina

descritos por Caldas et al (2002) e os obtidos através de otimiza¢do por HF/6-31G*

LigacGes Interatdmicas Observado™ (%) HF/6-31G* (°) A[l:))isfs)ﬁ?;%) FE)eiIEL?]TS:I
C5—03—-C4 117,700 118,78 1,080 0,92%
C9—06—C13 112,800 115,89 3,090 2,74%
Cl2—08—-C1 110,520 113,93 3,410 3,09%
08—Ci1—C14 107,500 107,35 -0,150 -0,14%
0o8—Ci1—C2 109,500 109,43 -0,070 -0,06%
03—C4—C3 107,200 108,77 1,570 1,46%
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03 —C4—C12 110,700 110,83 0,130 0,12%

04 —C5—03 116,600 119,62 3,020 2,59%
06 —C9—C8 118,500 120,07 1,570 1,32%
08 —Cl12—C11 110,900 111,96 1,060 0,96%
08 —Cl12—C4 107,700 107,66 -0,040 -0,04%
09—Ci4—C_1 111,800 111,53 -0,270 -0,24%

'Valores observados descritos por Caldas et al (2002)

A energia de otimizacdo e o momento dipolar calculados para a molécula séo,
respectivamente, -318,52 kJ/mol e 0,94 Debye. As cargas atdbmicas calculadas da
molécula utilizando a funcao de onda no nivel HF/6-31G* encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Cargas da molécula de bergenina calculados por trés métodos diferentes:
Eletrostatica, Mulliken, e Natural utilizando fun¢@o de onda no nivel HF/6-31G*

Atomo Eletrostatica  Mulliken Natural Atomo  Eletrostatica  Mulliken  Natural
C1 +0,255 +0,135 +0,101 Cl1 -0,342 -0,105 -0,148
Cc2 +0,084 +0,150 +0,114 03 -0,535 -0,684 -0,653
C3 +0,334 +0,134 +0,116 04 -0,572 -0,536 -0,658
c4 +0,096 +0,126 +0,096 Cc7 -0,516 -0,279 -0,289

C12 +0,343 +0,188 +0,121 C8 +0,461 +0,384 +0,368

Cl4 +0,178 -0,001 -0,036 C9 -0,018 +0,334 +0,260
o1 -0,734 -0,765 -0,804 C10 +0,406 +0,360 +0,385
02 -0,729 -0,775 -0,810 C13 -0,290 -0,171 -0,218
08 -0,551 -0,729 -0,684 05 -0,601 -0,742 -0,737
09 -0,696 -0,743 -0,796 06 -0,229 -0,646 -0,612
C5 +0,882 +0,866 +0,989 o7 -0,594 -0,779 -0,757
C6 -0,050 -0,168 -0,165
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A Figura 4 mostra a variacao de cargas atdbmicas dos 14 atomos de carbonos
na Bergenina calculadas pelos trés métodos diferentes: Eletrostatico, Mulliken e
Natural. As cargas calculadas pelos trés métodos oscilam de maneiras semelhantes.
Todos os trés métodos resultam que a maior carga atdmica na figura pertence a Cs
que esta ligado diretamente com o &tomo de oxigénio O, em dupla ligacdo (Figura
2). O &omo Cs sofre o efeito indutivo da atracdo de elétrons* do oxigénio na
carbonila, ou seja, o atomo do oxigénio O4 puxa elétron do carbono Cs fazendo com
gue a carga do atomo torne a um valor altamente positivo. Entretanto, todos os trés
métodos resultam que a menor carga atbmica pertence ao atomo C;, que fica no
anel aromatico (anel A) da Bergenina (Figura 2). No &atomo C;, ndo existe
substituinte. Nos atomos Cg e Cyp esta presente o substituinte —OH e no atomo Cg 0
substituinte -OMe. Tanto -OH como -OMe doam elétrons para o anel aromatico e os
elétrons se acumulam no atomo C;. Nao h&, na molécula, outro carbono com ligacéo
quimica igual ou semelhante a C;. Por este motivo, a carga atbmica no C; se torna a
menor de todas. A variacdo de carga atdbmica calculado por o método Eletrostética é
mais acentuado do que os outros. As cargas atdmicas de C; a C4 (atomos presentes
no Anel C da molécula) calculadas pelo método Natural ndo variam quase nada,
enquanto as cargas calculadas pelos-métodos Eletrostatica e Mulliken apresentam

variacdo. Estes quatro atomos fazem ligac6es com atomos de oxigénio.
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Figura 4 - Cargas atdmicas dos carbonos da Bergenina calculadas por trés métodos

diferentes: Eletrostatica, Mulliken e Natural.
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A Figura 5 mostra cargas atbmicas dos nove atomos de oxigénios na
Bergenina calculados por trés métodos diferentes: Eletrostatica, Mulliken a Natural.
As trés curvas correspondendo as variacbes das cargas atbmicas calculadas pelos
trés métodos diferentes oscilam de maneiras semelhantes. Todos os trés métodos
resultaram que a maior carga atdmica fica no atomo Og, que é 0 &tomo oxigénio do
substituinte metoxi no anel aromético (-OCH3; no anel A, ver Figura 2). Tanto o
método Eletrostatico como o Natural resultou que as menores cargas atébmicas
encontram-se nos atomos O3, O, e Oy, e todos eles sdo atomos de oxigénio das
hidroxilas do anel D-glicopiranose (-OH, no anel C, ver Figura 2). Mas no caso do
método Mulliken, as menores cargas atbmicas ficam nos atomos O; e O,, que sao
0s atomos oxigénios nas hidroxilas do anel aroméatico (-OH no anel A na Figura 2) e

do Anel D-glicopiranose (-OH do Anel C na Figura 2), respectivamente.
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Figura 5 - Cargas atdmicas dos oxigénios da Bergenina calculadas por trés métodos
diferentes: Eletrostatica, Mulliken e Natural.

O Mapa de Potencial Eletrostatico da molécula de bergenina no vacuo é
apresentado na Figura 6, onde o mapa a esquerda é uma visdo de um lado da
molécula, enquanto o mapa a direta € uma visao do outro lado da mesma molécula.

A cor vermelha e as cores proximas a esta indicam valores elevados de potencial
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negativo, enquanto a cor azul e as cores proximas representam altos valores de
potencial positivo. Os valores de potencial intermediario sdo representados pelas
cores laranja, amarela e verde. O mapa mostra que a densidade eletrbnica na
molécula esta concentrada principalmente em duas regides: regido da cabonila no
Anel B (a esquerda) e em uma “baia carregada” no Anel A (anel fenilico)
compreendida pela regido de proximidade entre os oxigénios O da hidroxila ligada
ao Cj9, Og do grupo metoxila ligado ao Cy € Os da hidroxila ligada ao Cg. Essa “baia”
altamente carregada mais por cargas negativas que positivas pode ser uma
caracteristica eletrénica importante para aumentar o perfil de interacdo da bergenina
com receptores biolégicos, e, além disso, corrobora com a proposta de Maduka e
Okoye (2005) com relacdo ao efeito antioxidante, onde declararam que 0s grupos
hidroxila ligados aos atomos C;g e Cg sdo mais fortes em propriedades antioxidantes

do que aqueles grupos ligados aos atomos C; e Cs.

Figura 6 - Mapa de Potencial Eletrostatico da molécula de bergenina no vacuo sobre uma
superficie de 0,002 eV/ua3.

3.2. Espectros de Absorgéo UV/Vis Experimental e Tedrico

3.2.1 Bergenina em agua

Para o espectro experimental da bergenina dissolvida em &gua (Figura 7a)
séo observadas trés bandas de absor¢do UV/Vis: 307nm (A), 270nm (B) e 222nm
(C). Estes valores sdo muito préximos aos valores das bandas de absorcao de
220nm e 275nm indicados no espectro experimental de bergenina também

dissolvida em &gua descrito por Qin et tal (2010).
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Figura 7 - (a) Espectro experimental da Bergenina em agua 10“M; (b) Espectro UV/Vis

tedrico da Bergenina, calculado pelo método TFDDT B3LYP/6-31G* no solvente agua.

A Figura 7b apresenta o espectro teérico gerado a partir dos dados das

energias de excitacdo e forca do oscilador obtidos dos calculos teéricos TFDDT

B3LYP/6-31G* no solvente agua. O espectro tedrico (Figura 7b) reproduz muito bem

as caracteristicas gerais do espectro experimental (Figura 7a). Os valores numéricos

dos dados calculados estdo listados no Quadro 1. As posi¢cdes dos picos das

bandas A, B, e C no espectro tedrico ficam em: 289nm (A), 256nm (B) e 195nm (C).

Comparando o espectro experimental (Figura 7a) e o tedrico (Figura 7b), € possivel

analisar as trés bandas A, B, e C observadas.

Quadro 1 Dados espectroscopicos da Bergenina 10*M em &gua e Energias de excitacéo
calculadas pelo método TFDDT B3LYP/6-31G* em agua, onde D(86)= HOMO e V(1)= LUMO

sao orbitais moleculares relacionados.

Estado

Banda de ( Experimental Tebrico

Absorcédo | Eletrénico — :

UV/Vis Excitado | E(eV) | M(nm) |E (eV)| A(nm) |f-valor| Transicdo |Amplitude
A SH 4,039 307 | 4,295 | 289 |0,0488|D(86) — V(1)| 0,9374
B S, 4,592 270 4,838 | 256 |0,1746|D(85)— V(1)| 0,9232
C S1o 5,585 222 |6,373 | 195 |0,3350|D(86) — V(2)| 0,8427

Na banda A da bergenina em

adgua, ocorre uma excitacdo eletrbnica de

estado fundamental Sy para o primeiro estado eletrbnico excitado Si;, que pode ser

43




principalmente considerada como proveniente da transicdo, D(86)—V(1),
correspondente a transicdo HOMO, 1 > LUMO, m* (f=0,0488), pois a amplitude
dessa transicdo tem o valor predominante de 0,9374 (Quadro 1). A intensidade da
banda A calculada é relativamente fraca. Na banda B ocorre uma excitacao
eletronica do estado fundamental Sy para o segundo estado eletrdnico excitado S,
(r*), com intensidade maior que a da banda A. Essa excitacdo € composta
principalmente da transicao, D(85) - V(1), correspondente a transicado HOMO -1,
- LUMO, 1r* (f=0,1746), com amplitude de 0,9232. Além das bandas A e B, o
espectro tedrico mostra outra banda C de grande intensidade na regido entre 180nm
a 250 nm: a banda C representa a excitacdo eletronica Sio (nn*) composta
principalmente pela transicdo D(86) - V(2), correspondente a transicdo HOMO, 1T >
LUMO +1, m* (f=0,3350), com amplitude de 0,8427.

Analisando os orbitais moleculares (OM) das trés transicdes presentes no
espectro tedrico da molécula em agua, observamos que a 12 transicdo envolve 0s
orbitais moleculares HOMO e LUMO (Figura 8a), onde o orbital HOMO abrange
alguns orbitais ndo ligantes dos oxigénios e majoritariamente ligacdes de carbono do
anel A (anel aromético), tendo uma contribuicdo maior dos carbonos C; e C;;. Sendo
assim, classificamos este orbital como sendo do tipo =. Ja o orbital LUMO,
perpendicular ao plano da molécula, estd deslocalizado entre os Anéis A e B, com
contribui¢cdes principais dos atomos de carbono Cgs e Cg, € Cs, respectivamente.
Além disso, notamos contribuicbes dos oxigénios Og do radical metdxi, O3 do Anel B
e no O4 do grupo carbonila para a formacdo deste orbital virtual. Portanto, dado
essas caracteristicas classificamos este OM tipo 1*. Assim, a 12 transicdo €

identificada como TT—T1r™* (TTT7).
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HOMO-1 D(85) LUMO V(1)

Figura 8 - Orbitais moleculares para a bergenina em agua calculados pelo método TFD
B3LYP/6-31G*

As demais transi¢cdes mostradas no Quadro 1 envolvem orbitais moleculares
HOMO-1 e LUMO+1, perpendiculares ao plano da molécula, e sdo apresentadas na
Figura 8, onde percebemos que em grande parte estdo localizados nos Anéis A

(anel fenilico) e Anel B.

3.2.2 Bergenina em etanol

Para o espectro experimental da bergenina dissolvida em etanol (Figura 9a)
sdo observadas trés bandas de absorcdo UV/Vis: 312nm (A), 275nm (B) e 220nm
(C). A banda A apresentou menor intensidade em relagdo as demais bandas e
aparece no espectro como um ombro discreto. Os valores de absorgéo

45



apresentados no espectro experimental sdo muito similares aos valores das bandas
de absorcao descritos por Ogan (1971): 310nm, 275nm e 225nm.
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Figura 9 - (a) Espectro experimental da Bergenina em etanol 10“*M; (b) Espectro UV/Vis
tedrico da Bergenina, método TFDDT B3LYP/6-31G*.

A Figura 9b representa o espectro tedrico gerado a partir dos dados das
energias de excitacdo e forca do oscilador obtidos dos calculos te6ricos TFDDT
B3LYP/6-31G* em etanol. O espectro tedrico (Figura 9b) reproduz as caracteristicas
gerais do espectro experimental (Figura 9a) muito bem. Os valores numéricos dos
dados calculados estéo listados no Quadro 2. As posi¢des dos picos das bandas A,
B, e C no spectro tedrico ficam em: 287nm (A), 256nm (B) e 194nm (C).
Comparando o espectro experimental (Figura 9a) e o tedrico (Figura 9b), é possivel
analisar as trés bandas A, B, e C observadas. Na banda A, ocorre uma excitacao
eletrbnica de estado fundamental Sy para o primeiro estado eletrénico excitado S;,
que pode ser principalmente considerada como proveniente da transicao,
D(86)—V(1), correspondente a transicdo HOMO, 1 - LUMO, 1* (f=0,0482), pois a
amplitude dessa transicdo tem o valor predominante de 0,9347 (Quadro 2). Na
banda B ocorre uma excitacéo eletronica do estado fundamental Sy para o segundo
estado eletronico excitado S, (nr*), com intensidade maior que a da banda A. Essa
excitacdo € composta principalmente da transicdo, D(85)—V(1), correspondente a
transicdo HOMO-1, m - LUMO, 1* (f= 0,1673), com amplitude de 0,9133. A banda

C, de grande intensidade na regido entre 180nm a 250 nm representa a excitacao
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eletrénica Sy (n*), D(86)—V(2), correspondente a transicdo HOMO, T - LUMO+1,
* (f= 0,3518) cuja amplitude é de 0,8289. No Quadro 2, estdo contidas as principais
transicdes eletrbnicas que representam o espectro tedrico, com seus respectivos

valores das energias de excitacdo e for¢a do oscilador.

Quadro 2 - Dados espectroscopicos da Bergenina 10“*M em etanol e Energias de excitacdo
calculadas pelo método TFDDT B3LYP/6-31G* em etanol, onde D(86)= HOMO e V(1)=

LUMO sao orbitais moleculares relacionados.

Bandade| Estado Experimental Tebrico
Absorcgéo | Eletrénico
UV/Vis Excitado E (eV) A(nm) | E (eV) | A(nm) | f-valor Transicdo | Amplitude
A S; 3,974 312 4,322 287 | 0,0482 | D(86) — V(1) 0,9347
B S, 4,509 275 4,847 | 256 | 0,1673 | D(85)—V(1)| 0,9133
C S 5,636 220 6,380 | 194 | 0,3518 [D(86)—V(2)| 0,8289

Com relacdo aos orbitais moleculares (OM) das trés transicbes discutidas
anteriormente, a 12 transicdo envolve os orbitais moleculares HOMO e LUMO
(Figura 10a). De modo semelhante aos OM’s calculados para a bergenina em agua,
o orbital HOMO da bergenina em etanol abrange alguns orbitais ndo ligantes dos
oxigénios e principalmente ligacdes de carbono do anel A (anel fenilico), tendo uma
contribuicdo maior dos carbonos C; e C;;, sendo classificado como orbital do tipo .
Também de modo semelhante aos OM’s calculados para a bergenina em agua, o
orbital LUMO, perpendicular ao plano da molécula, esta deslocalizado entre os Anéis
A e B da molécula, com contribuicdes principais dos atomos de carbono Cs e Co, €
Cs, respectivamente, e contribuicbes dos oxigénios Oz do Anel B e O4 do grupo
carbonila para a formacao deste orbital virtual. Portanto, dado essas caracteristicas
classificamos este OM do tipo T*. Assim, a 12 transi¢cao é identificada como T—1r*

(TrTT™).
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Figura 10 - Orbitais moleculares para a bergenina em etanol calculados pelo método TFD
B3LYP/6-31G* em etanol

As demais transi¢des mostradas no Quadro 2 envolvem orbitais moleculares
HOMO-1 e LUMO+1, perpendiculares ao plano da molécula, e sdo apresentadas na
Figura 10, onde percebemos que em grande parte estdo localizados nos Anéis A
(anel fenilico) e Anel B.

3.2.3 Efeito do Solvente

Para estudar o efeito do solvente, foram comparados entre si o0s trés
espectros teoricos da bergenina nos trés solventes: vacuo, etanol, e dgua (Figura
11).
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Figura 11 - Comparacédo dos espectros teoricos de absorcdo UV/Vis da bergenina em agua,

etanol e no vacuo.

Os espectros tedricos em etanol e agua calculados pelo método TDFDT
B3LYP/HF6-31G* sdo bem similares. As variacbes numéricas das energias de
excitacdo e das intensidades devido aos solventes diferentes estdo listadas no
Quadro 3. Os valores calculados da molécula no vacuo foram adotados como
referéncias, portanto os valores citados nas colunas dos solventes etanol e 4gua séo
valores relativos aos valores da molécula no vacuo. As energias de excitacao
referentes as bandas A e B nos solventes etanol e agua, sdo menores do que
aquelas no vacuo (Quadro 3a), mostrando um deslocamento das bandas na direcao
do maior comprimento de onda (o efeito batocrémico). O efeito batocrdmico de uma
banda € geralmente devido a transigdo eletronica tipo m—T*. As transigbes

eletrdbnicas dominantes nas bandas A e B sao de tipo T—1*.

Quadro 3 - O efeito solvente na (a) energia de excitacdo singlete relativa, e (b) intensidade

relativa das bandas, para a bergenina em trés solventes: vacuo, etanol e 4gua.

(a) Energia de excitacdo relativa (eV)
Banda A B C
Vacuo 0 0 0
Agua -0,134 -0,034 0,050
Etanol -0,106 -0,026 0,058
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(b) Intensidade Relativa
Banda A B C
Véacuo 0 0 0
Agua 0,005 0,042 0,094
Etanol 0,004 0,035 0,110

Nas bandas A e B, as magnitudes do deslocamento em etanol sdo proximas
daqueles em agua. As energias de excitacado referentes as bandas C nos solventes
etanol e agua sdo maiores do que aquelas no vacuo (Quadro 3a), mostrando um
deslocamento das bandas na direcdo do menor comprimento de onda (efeito
hipsocrémico). O efeito solvente de banda C é oposto das bandas A e B. O efeito
hipsocrébmico é geralmente devido a transicdo eletrbnica tipo n—Tr*, portanto as
transicdes eletronicas dominantes na banda C devem ser do tipo n—1*. Os valores
numeéricos do efeito solvente sobre as intensidades das bandas estéo listados em
Quadro 3b. As intensidades das trés bandas, A, B e C, em etanol e agua séo
maiores do que as intensidades da molécula no vacuo. De um modo geral, os trés

espectros da bergenina nos trés solventes diferentes sdo similares (Figura 11).

Na Figura 12 é possivel observar a comparacéo entre as cargas atdbmicas da
molécula calculada pelos métodos Eletrostatica, Natural e Mulliken, nos trés
solventes diferentes: vacuo, agua e etanol. As curvas das cargas dos atomos de
carbono e oxigénio no vacuo foram tomadas como a referéncia para a avaliacao das

cargas.

50



-0,100
1,000 - —e—Vidcuo

—e—Vidcuo
0,800 - -0,200
4 —a— Etanol
—+—Etanol
0,600 - K -0,300 .
. —=—Agua
—=—Agua N
0,400 - A -0,400
0,200 - v 0,500 /\
0,000 -
-0,600
-0,200 -
-0,700
0,400 -|
-0,800

-0,600 -

~—

(a

/S

Carga Eletrostatica
Carga Eletrostatica

17/

1 C2 (3 C4 (5 €6 C7 (8 (9 (10 Ci11 C12 C13 C14 ot 02 03 04 05 6 o7 o8 09

Atomos de Carbono Atomos de Oxigénio

-0,500 -+

(b) 1,000 - —e—Vicuo —e— Vicuo
0,800 | —a—FEtanol 0,550 Etanol
C .
B - | —=— Agua
£ oe00 | Aeua g
§ 0,400 - g 0,650 - A
(] — i
2 om0 \./; \ ° 0,700 A
1]
=) \ © 0,750 -
2 0000 2 o+
3 k | 4 S 0800 | "
0,200 - ©
0,400 - 08507
€1 €2 (3 ¢4 €5 C6 C7 €8 C9 CI0 C11 C12 C13 Cl4 ot o2 03 04 05 06 07 08 09
Atomos de Carbono Atomos de Oxigénio
(C) 1,200 - —e—Vicuo -0,600 - —e—Vdcuo

1,000 - —s—Agua —a— Agua
-0,650 -
0,800 -| —a—Etanol "‘\ —a— Etanol
0,600 - 0,700 - \\/
0,750 -
08 09

Carga Natural

0,400 -
0,200 - r " /\
.
0,000
L 0,800 | o=t
-0,200 -+ -—

-0,400 - -0,850 -
Cl C2 €3 C4 C5 C6 C7 (C8 (9 (10 C11 C12 C13 C14 01 02 03 04 05 06 07

Carga Natural

Atomos de Carbono Atomos de Oxigénio

Figura 12 - Cargas atdbmicas dos carbonos e oxigénios da Bergenina calculadas por trés
métodos diferentes: (a) Eletrostatica, (b) Mulliken e (c) Natural.

Para o método das cargas eletrostaticas (Figura 12a) nos trés solventes a
maior carga atbmica entre os atomos de carbono fica no &tomo Cs, que é o carbono
da carbonila do Anel B, e a menor carga para o a&omo C; do Anel A (anel
aromatico). Especificamente para a molécula em etanol houve aumento de carga no
atomo Cs e reducdo de carga para os atomos C;, C, (ambos ligados a grupos
hidroxila no Anel C) e C4 (ligado ao O3 do Anel B). Além disso, os calculos para 0s
trés solventes resultaram que a maior carga atbmica entre 0s oxigénios esta no
atomo Og. Considerando os solventes agua e etanol, em ambos, a menor carga
encontra-se no atomo O; da hidroxila presente no Anel C (Anel D-glicopiranose).

Semelhantemente ao método de Carga Eletrostatica, 0 método das Cargas de
Mulliken (Figura 12b) para os trés solventes resultou em maior carga atémica para o
atomo Cs (carbonila no Anel B) e menor para o atomo C; (Anel A). Houve aumento

de carga atdmica para o atomo Cg em solvente agua e reducédo para o atomo Cq
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tanto em agua quanto em etanol. Além disso, para os trés solventes, entre o0s
atomos de oxigénio o O4 (oxigénio da carbonila no Anel B) apresentou maior carga
atdbmica, enquanto que para o0s solventes agua e etanol o atomo O~ (hidroxila ligada
ao Anel A) apresentou a menor carga atémica.

Na Figura 12c € possivel observar que ndo houveram mudancas significativas
de cargas atdbmicas para os atomo de carbono através do método de Carga Natural.
Por outro lado, com relacdo aos atomos de oxigénio, para os trés solventes, a maior
carga atbmica é a do atomo Og do grupo metoxi (-OMe do Anel A), enquanto a
menor carga atbmica esta presente no atomo O, (hidroxila ligada ao Anel C) em
agua. Houve um aumento de cargas atdmicas para os atomos O, e O3 em etanol, e
diminuicdo de cargas nos atomos O; e O, (ambos pertencentes a grupos hidroxila

no Anel C) e O, (oxigénio do anel B) em agua e Os, Og, O7 e Og tanto para agua

guanto para etanol.

Figura 13 — Mapa de Potencial Eletrostatico da molécula de bergenina em (a) &gua sobre
uma superficie de 0,002 eV/ua3 e em (b) etanol sobre uma superficie de 0,002 eV/ua3.
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O Mapa de Potencial Eletrostatico da molécula de bergenina no vacuo (Figura
6) e em agua (Figura 13a) sdo semelhantes, indicando que em meio aquoso n&o
ocorre dispersdo de cargas e a concentracdo de cargas negativas continua
compreendida no oxigénio O, da carbonila (Anel B) e pela proximidade entre os
oxigénios O; da hidroxila ligada ao Ci, Og do grupo metoxi ligado ao Cy e Os da
hidroxila ligada ao Cg, ambos do Anel A (Anel fenilico). No entanto, ao observarmos
0 mapa de potencial eletrostatico da bergenina em etanol (Figura 13b), nota-se a
formacdo de duas “baias carregadas”. Essas baias sdo areas carregadas
negativamente. Uma delas é a regido 0,030,, compreendida pela proximidade entre
0s oxigénios O4 da carbonila e O3 ligado tanto ao &tomo C, quanto ao a4tomo Cs,
ambos os trés oxigénios pertencentes ao Anel B (8-lactona) e O, da hidroxila ligada
ao Cz do Anel C (Anel D-glicopiranose). A outra baia carregada é a regidao Os0¢0y,
compreendida pela proximidade entre o oxigénio Os do grupo hidroxila ligada Cg, Og
do grupo metdxi ligado ao Cy e 0 O; do grupo hidroxila ligada ao C;9, ambos
pertencentes ao Anel A (Anel fenilico). A formacdo destas duas areas carregadas
negativamente deve-se a mudanca da orientacdo rotacional do grupo hidroxila OH
ligada ao C3; do Anel C, sendo a justificativa para a mudanca consideravel do
momento dipolo da molécula, conforme observamos no Quadro 4. Esta mudanca
confere & molécula alta atividade nucleofilica.

O Quadro 4 lista algumas propriedades moleculares calculadas, tais como:
momento de dipolar, energias de orbitais de fronteiras, polarizabilidade e Log P para
a bergenina nos trés solventes citados. As propriedades moleculares foram
calculadas com TFD, funcional B3LYP e funcao de base 6-31G*.

Quadro 4 - Algumas Propriedades moleculares calculadas.

Simulacao (funcéo de base 6-31G*/
Parametro Funcional B3LYP)

Véacuo Etanol Agua
Mom. Dipolo (Debye) 0,94 2,80 1,33
€rome (€V) -8,86 -8,83 -8,90
ELumo (EV) 2,28 2,17 2,07
€oan (€V) 11,14 11,00 10,97
Polarizabilidade: 61,63 61,72 61,72
Log P: -1,40 -1,40 -1,40
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O Log P da bergenina para os trés solventes apresentaram o mesmo valor (-
1,40), indicando que os solventes aplicados nao influenciaram na lipofilicidade da
molécula em estudo. Este valor calculado € muito proximo ao valor experimental de
Log P de -1,19 descrito por Zhou et al (2008). A polarizabilidade da molécula em
etanol e 4gua permaneceu com o mesmo valor (61,72), no entanto com relacdo ao
momento dipolar, a bergenina em etanol apresentou um valor de 2,80D,
contrastando com o valor de 1,33D para o solvente agua. Isto indica que em meio
etandlico, a bergenina tende a interagir mais com o solvente. Isto € evidenciado pelo
gap (Eqap), diferenca entre as energias do LUMO e HOMO (€umo - E€Homo) da
molécula, o qual € um importante indice de estabilidade quimica. Quanto maior o
gap maior estabilidade a molécula e menos reativa ela sera, por outro lado, quanto
menor 0 gap mais reativa. O gap para a molécula em agua € de 10,97eV, enquanto
gue para o etanol o gap assume um valor ligeiramente maior de 11,00eV, indicando
gue em meio aquoso a bergenina possui menor estabilidade e em meio etandlico ela

apresenta-se mais estavel.

4. CONCLUSAO

A geometria molecular da bergenina foi determinada usando o método HF/6-
31G* e observou-se que a molécula ndo é planar. Considerando o diedro formado
pelos atomos C,C;05Ci2, 0 Anel C (Figura 2), correspondente ao Anel D-
glicopiranose, estd -148,99° para fora do plano em relacdo ao Anel A (Anel
aromatico). A introducdo do solvente nos calculos ndo causou alteracbes
significativas para a geometria da molécula, com excecdo da mudanca de orientacédo

das duas hidroxilas presentes no Anel C.

O estudo tedrico da molécula nos permitiu observar que a energia do gap
(€4ap) da molécula em etanol (11eV) é ligeiramente menor que a energia do gap da
molécula em agua (10,97eV). Isto revela que a bergenina é mais estavel em meio
etanodlico do que em meio aquoso. A simulacdo em agua promoveu um aumento do
momento dipolo de 0,94D (no vacuo) para 1,33D. Ja na simulagdo da molécula em
etanol, devido a mudanca orientacional observada das duas hidroxilas do Anel C
citado anteriomente, ocorreu um aumento consideravel no momento dipolo para
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2,80D, revelando que a molécula interage muito mais com o etanol do que com a
agua. Além disso, ndo houve alteracdo no valor do log P, o que indica que 0s

solventes néo influenciaram na lipofilicidade da bergenina.

Comparando os espectros experimentais da bergenina, nos dois solventes,
concentracdo 10™M, com os respectivos espectros simulados, pelo método TFDDT
B3LYP/6-31G*, foi possivel interpretar cada banda de absor¢cdo. Os comprimentos
de onda calculados de cada méaximo das bandas de absorcdo dos espectros tedricos
diferiram em algumas unidades dos espectros experimentais, sempre se mostrando
ligeiramente menores. De um modo geral, os espectros teéricos foram compativeis e

reproduziram razoavelmente bem as caracteristicas dos espectros experimentais.

Os resultados obtidos a partir dos calculos tedricos pelos métodos ab initio no
nivel HF/6-31G* e TFD-DT no nivel B3LYP/6-31G* indicaram, para os trés solventes,
que a regido croméfora ou fotoativa da molécula encontra-se na regido do Anel A
(Anel fenilico), sendo esta a regido que mais contribui para a atividade biologica da
molécula. Além disso, os calculos tedricos mostraram-se compativeis com os dados
obtidos experimentalmente e com os descritos na literatura. Desta forma, concluimos
que os métodos computacionais adotados foram eficientes para o estudo teérico das
propriedades estruturais e espectroscopicas da bergenina, bem como na

investigacdo dos efeitos do solvente sobre a molécula.
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