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Study of relative stability of tautomeric forms of phenylbutazone and
calculation of UV-Vis and ECD spectra

Abstract: In this work, a theoretical study was carried out to investigate the electronic
structures of the deprotonated form of phenylbutazone. Considering a relaxed PES
scan from three selected dihedral angles (61, §,, and 63) and by the conformational
analysis (Boltzmann distribution), at PM3 methodology, eight most important
structures were obtained. These structures were optimized and the TD-DFT/PCM
(aqueous solvent) at B3LYP/6-31G(d) level and calculations of the UV-Vis and ECD
spectra were obtained at CAM-B3LYP/6-311++G(d,p) methodology. Absorption
maxima occur at 230 to 250 nm.

Keywords: TD-DFT; Electronic and Molecular Structures; Electronic Circular Dichroism;
Phenylbutazone.

Resumo

Neste trabalho foi feito um estudo tedrico das estruturas eletronicas da forma
desprotonada da fenilbutazona. Pela analise populacional de conférmeros do anion,
obtidos a partir da varredura (SCAN relaxado) de trés angulos diedros selecionados (64,
6, e 83) obteve-se um conjunto de 8 estruturas, no nivel de calculo PM3. Otimizou-se
esses conformeros utilizando DFT (B3LYP/6-31G(d)) e nas geometrias de equilibrio
calculou-se os espectros eletronicos UV-Vis e de dicroismo circular eletronico (ECD)
empregando o método CAM-B3LYP/6-311++G(d,p), através do formalismo TD-DFT e
com efeito de solvente aquoso descrito pelo método PCM. Os maximos de absorc¢do
observados ocorrem entre 230 a 250 nm.
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1. Introdugao

A fenilbutazona é um farmaco de agao
anti-inflamatéria, antipirética e analgésica, e
embora também possa ser utilizada contra a
artrite da gota, os efeitos colaterais
desaconselham seu uso nestes casos.” Gragas

a esta diversidade de aplicacbes, esta
molécula tem sido sistematicamente
estudada em muitos trabalhos que abordam
a sua utilizagdo tanto em humanos como em
animais, principalmente em cdes e cavalos.”®
A forma cetbnica da fenilbutazona coexiste
em equilibrio tautomérico com a forma
endlica, como apresentado na Fig. 1.
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Figura 1. Equilibrio ceto-endlico da fenilbutazona

Maczka e colaboradores realizaram um
estudo tedrico bastante abrangente sobre o
tautomerismo ceto-endlico da fenilbutazona,
bem como célculos de acidez em fase gasosa
e de suas propriedades espectrais.® As
diferencas fundamentais entre o nosso
trabalho e o dos pesquisadores citados sdo:
(a) o nosso estudo visa principalmente a
analise de espectros eletronicos de dicroismo
circular, considerando-se cdlculos TD-
DFT/CAM-B3LYP em solvente aquoso,
enquanto que no trabalho de Maczka e
colaboradores faz-se uma analise especifica
do equilibrio ceto-endlico (diferengas de
energia, estados de transi¢do e espectros V),
além de cdlculos de espectros UV-Vis no nivel
de teoria TD-DFT/B3LYP,(b) os autores
também fazem estudo conformacional
usando MOE  (Molecular  Operating
Environment),” cuja busca utiliza-se de
metodologias estocastica, sistematica ou de
dindmica molecular. J& a nossa estratégia é
puramente baseada na varredura relaxada ao
longo de angulos diedros preferenciais
(discutida adiante), e (c) e nosso interesse

[=1y- e

onde C é a concentrag¢do da substancia, / o
comprimento do caminho 6tico do recipiente
contendo a substancia e € o coeficiente de

estd na andlise espectroscopica da forma do
enolato (forma anibnica da fenilbutazona),
pois varios das resultados experimentais sdo
obtidos em pH basico (pH fisiolégico).® ° A
presenca de um plano de simetria na
molécula de fenilbutazona, na forma cetbnica
confere a mesma a propriedade de girar o
plano da luz plano polarizada. Assim, é
possivel utilizar informacGes de espectros de
dicroismo circular eletronico (ECD) para
caracterizar aspectos de sua estrutura
molecular. ECD tem sido utilizado com
frequéncia na caracterizagdo de estruturas
com atividade 6ticas interagindo com sitios
enzimaticos.” ' ' Deste modo, pode-se dizer
gue, gragas aos calculos mecanico-quanticos
de dicroismo circular eletronico tem sido
possivel a determinagdao de configuragdes
absolutas de compostos quirais.’> As
transicdes eletrGnicas na regido do ultra-
violeta e do visivel, UV-Vis, e de dicroismo
circular eletronico estdo relacionados a
absorcdo de fdtons. Tais absor¢des podem
ser analisadas considerando-se a Lei de Beer-
Lambert (Eq. 1).

(1)

absorcdo. Este coeficiente estd relacionado
com a energia de excitagdo e com o
momento de transicdo entre os estados
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fundamental (0) e excitados (n). No espectro
eletronico UV-Vis a intensidade da absorc¢ao
pode ser dada em termos da "forca" do

fﬂ—.\n.':’( /|ll‘rn,fﬂf.ll;”_|2d;'

D x /Lj/)dr?

v

onde V é a energia de excitagdo (em numero
de onda) correspondente a excitagdo

A

eletronica de interesse e 0 o momento de

8720;m.c

fi= 3he? !

onde f; é (adimensional) a forca do oscilador
correspondente a excitagdo eletronica de
interesse e D; é a correspondente forga do
dipolo. ¥V, é a i-ésima energia de excitagdo (em
numero de onda). As outras constantes sdo: a
carga (e) e a massa do elétron (m,).

Dicroismo Circular é o diferencial de
absor¢do, observado em moléculas quirais

Ae=¢€(M) - (M)

A "forga" rotacional (R) é uma
propriedade equivalente a "forca" do dipolo
(D) para uma dada transicdo eletronica. A
relacdo entre Ae e a forga rotacional em ECD
¢é analoga a aquela entre € e a for¢a do dipolo
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dipolo (D) ou pela "for¢ca" do oscilador (f),
descritas pelas Egs. 2 e 3, respectivamente.

dipolo associado a transicdo 0->n. A relacdo
entre estas duas grandezas é dada pela
seguinte equacao (Eqg. 4):

(4)

oticamente ativas, da luz circularmente
polarizada a direita e a esquerda. E neste
caso a intensidade da transi¢cao geralmente é
descrita pela diferenga entre os coeficientes
de absorc¢do da luz cicurlamente polarizada a
esquerda - €/(A) e a direita - €(A), num dado
comprimento de onda (A) (Eq. 5):

(5)

em absor¢do UV-Vis."> Para um molécula
rotacionando livremente R pode ser descrito
como um produto escalar dos momentos de
dipolo de transicdo elétrico e magnético (Eq.
6):

R /llfﬂﬁ-riip.e:{e::.lyn.df—/I-L!n..ﬂ-riip.mrr._gn..\yﬂd”_ (6)

Rev. Virtual Quim. |Vol 8| |[No.2| |525-535]



Souza, A. R. et al.

2. Metodologia Computacional

O estudo do ECD da fenilbutazona foi
realizado com a molécula na sua forma

Vq

anidnica, ou seja, o enolato correspondente.
Muitos dos dados experimentais sdo feito em
pH fisioldgico (7,2), dai a necessidade de se
utilizar sua forma desprotonada (Fig. 2a).

Figura 2. (a) Forma desprotonada da fenilbutazona e (b) Angulos diedros selecionados

Os calculos pela busca das conformacdes
mais estaveis foram realizados a partir das
possibilidades definidas pelas rotagGes ao
longo de trés angulos diedros selecionados,
como descrito na Fig. 2b, 6, 6, e 65 e
definidos a partir dos dtomos identificados

Ci-Co-N-Ne,  Co-Co-Ne-No e Cq-Ce-Ni-Ng,
respectivamente. A obtencdo das
conformagdes, a partir de cdlculos

semiempiricos, PM3, procedeu-se
considerando a varredura (SCAN relaxado) de
6, e 6, entre 0,0 e 180,0 graus e &3 entre 0,0
e 360,0 graus, em intervalos de 30,0 graus.
Foram obtidas um total de 637 conformagoes
do enolato da fenilbutazona. Nas estruturas

o—A(E)/RT

Ef; e—A(E;)/RT

R:

onde P; e E; s3o a populagdo e a energia do i-
ésimo conférmero obtida a partir da energia

obtidas pela varredura, realizou-se a analise

vibracional harmonica, na mesma
metodologia computacional. Esta analise
visa, nao a caracterizacdo de pontos

estaciondrios, visto que a otimizacdo é feita
com restricbes na geometria, mas apenas
serve como uma estimativa da contribuicdo
da correcdo térmica de Gibbs definida na Eq.
7. Utilizando-se as energias associadas a cada
conférmero procedeu-se a distribuicdo
populacional com o intuito de obter de uma
maneira qualitativa a contribuigdo individual
destes conférmeros, como descrito pela Eq.
7:

(7)

eletronica e correcdao térmica de Gibbs,
respectivamente a temperatura T de 298,15
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Os 8 conformeros com um valor mais alto
de P, , tiveram suas geometrias
completamente reotimizadas no nivel de
teoria B3LYP/6-31G(d) incluindo efeito de
solvente aquoso através do método
polarizavel continuo (PCM) e em seguida
feito as respectivas analises vibracionais
harménicas neste mesmo nivel de teoria.
Aqui sim, o objetivo da andlise vibracional é a
caracterizacdo de minimos na superficie de
energia potencial. Os espectros de UV-Vis e
de dicroismo circular foram obtidos no nivel
de teoria CAM-B3LYP/6-311++G(d,p) através
do formalismo TD-DFT e sob efeito de
solvente. Morgon e Souza descrevem este
procedimento de busca conformacional em
mais detalhes, bem como o modo de
definicdo dos conférmeros mais provaveis."
Todos os cdlculos foram efetuados utilizando-
se o Programa Gaussian09."

3. Resultados e Discussao

Na Fig. 1 estd representado o equilibrio
ceto-endlico para a fenilbutazona. Célculos
no nivel de teoria CAM-B3LYP/6-
311++G(d,p)//B3LYP/6-31G(d), para estas
estruturas em equilibrio, demonstram que a
conformagdo da molécula de fenilbutazona
na forma ceto é aproximadamente 40
kl.mol™ mais estdvel. No entanto, toda a
andlise espectroscdpica foi feita na forma
enolato, pois vdrios das resultados
experimentais sdo obtidos em pH basico pH
fisiologico).®®

Na forma anionica da fenilbutazona
observa-se uma maior planaridade do anel
de cinco membros (Fig. 2), contrariamente a
forma protonada. Considerando-se  uma
andlise qualitativa, é possivel inferir um
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maior grau de deslocalizagdo eletronica,
conduzindo ao surgimento de um numero
maior de formas de ressonancia e
consequentemente a deslocalizagdo das
cargas sobre os atomos de oxigénio.

Na Tabela 1 apresentamos os resultados
da  distribuicdo  populacional, obtidos
utilizando-se a Eq. 7, para o enolato de
fenilbutazona calculados no nivel de teoria
semiempirico PM3. Observa-se que o
conjunto de 8 conféormeros contribuem com
35% da energia do sistema.

Os espectros eletronicos, UV-Vis e de
dicroismo  circular,  foram calculados
considerando-se o peso estatistico destas 8
estruturas mais estdveis. Apenas para este
conjunto, e a partir da analise populacional
apresentada na Tabela 2, constatamos que
ocorre uma inversdo na estabilidade
energética relativa entre as estruturas. A
estrutura de numero 468, na distribuicdo
populacional contribui com 19,01%, sendo a
mais importante em termos da distribuicao
estatistica para o sistema em equilibrio.

Na Tabela 3 estdo os valores dos angulos
diedros da estrutura mais estdvel e
percentualmente mais relevante, a 468 (Fig.
3). Observa-se que a estrutura final obtida a
partir da varredura com PM3, muda
significativamente apds a otimizagdo no nivel
de teoria B3LYP/6-31G(d). As diferencas
observadas, tanto entre a ordem de
estabilidade, quanto em relagdo aos valores
de angulos diedros, devem-se a dois fatores:
(a) as metodologias utilizadas, PM3 x
B3LYP/6-31G(d) e (b) no segundo caso
(Tabela 2), a partir das 8 estruturas obtidas
com PM3 com restricdo de geometria (SCAN
relaxado), fez-se uma reotimizacdo completa
(sem quaisquer restricdo nos parametros
estruturais) sob efeito de solvente aquoso
usando PCM. Logo, é natural que observem-
se diferencas significativas entres os dois
conjuntos de calculos.
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Tabela 1. Distribuigcdo populacional de conférmeros do enolato de fenilbutazona obtida a
partir dos resultados de calculos no nivel PM3, observando-se os angulos diedros selecionados
(em?)

No. Estr. 6, o, 6; Pop (%)
181 150,0 120,0 90,0 5,92
457 30,0 60,0 270,0 5,68
163 30,0 60,0 90,0 5,56
475 150,0 120,0 270,0 4,00
174 150,0 90,0 90,0 3,56
468 150,0 90,0 270,0 3,45
132 150,0 120,0 60,0 3,41
114 30,0 60,0 60,0 3,41

Tabela 2. Energia Livre de Gibbs (em u. a.) e distribuicdo populacional para alguns
conférmeros do enolato de fenilbutazona obtidas a partir de célculos no nivel B3LYP/6-31G(d)

No. Estr. Energia Livre de Gibbs (u.a.) Pop (%)
468 -995,260836 19,01
132 -995,260739 17,15
174 -995,260584 14,56
181 -995,260549 14,03
114 -995,260448 12,60
457 -995,260367 11,57
475 -995,259746 5,99
163 -995,259593 5,10

Tabela 3. Angulos diedros (em °) da estrutura 468 nos niveis de calculo PM3 e B3LYP/6-
31G(d)

Método 61 62
PM3 150,0 90,0
B3LYP 168,7 167,6
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Figura 3. Estrutura molecular otimizada para o enolato mais estdvel da fenilbutazona
(estrutura 468)

Na Fig. 4 estdo os espectros eletronicos de
UV-Vis e de Dicroismo Circular do enolato de
fenilbutazona obtidos no nivel CAM-B3LYP/6-
311++G(d,p). Observa-se pela Fig. 4a que o
maximo de absorcdo no UV-Vis encontra-se
na regiao de 230 a 255 nm.

Pistolozzi e Bertucci8 observaram que a
fenilbutazona ligada ao sitio da albumina do
soro humano (HSA) apresenta um maximo de
absor¢do em torno de 290 nm. Valor este um
pouco acima da forma desprotonada livre
obtida neste trabalho. Assim estudos estdo
em andamento onde pretende-se modelar
este tipo interagdo e usar informagdes de

dicroismo circular na definicdo da
conformagdo absoluta da fenilbutazona
complexada.

Foram calculados os 15 primeiros
espectros eletronicos nos estados singletos
para a estrutura dada na Fig. 3, no entanto os
valores das forcas dos osciladores (em
unidades atébmicas) associados as 9
transicdes eletronicas mais importantes
(entre 230 e 255 nm) sdo: 0,0087; 0,0392;
0,1106; 0,0172; 0,2376; 0,3097; 0,0750;
0,0336 e 0,0637, respectivamente. E a partir

das informacGes das participacbes dos
orbitais moleculares que descrevem as
transicdes eletronicas, observa-se que

predominantes elas ocorrem a partir dos
orbitais HOMO-1 e HOMO, representados na
Fig. 5. Estes orbitais s3do compostos
majoritariamente pelas densidades
eletronicas sobre os anéis de 5 membros
e/ou aromaticos.
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Figura 4. Espectros eletrénicos a) UV-Vis e b) dicroismo circular do enolato 468 da
fenilbutazona

HOMO-1 . HOMO

Figura 5. Principais orbitais moleculares da estrutura 468 responsdveis pelas transi¢coes
eletrbnicas observadas nos espectros UV-Vis e ECD, obtidas no nivel TD-DFT/CAM-B3LYP/6-
311++G(d,p) com solvente aquoso descrito por PCM
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4. Conclusoes

O modelo de calculo apresentado neste
manuscrito  permitiu  estabelecer um
conjunto de conformacgdes mais provaveis de
ocorrer no equilibrio ceto-endlico da
fenilbutazona. Foram identificadas, no nivel
de teoria B3LYP/6-31G(d), 8 estruturas de
enolato com distribuicdo  populacional
variando de 5 a 19%. A partir da definicao
destas conformacodes, obteve-se os espectros
eletronicos UV-Vis e de dicroismo circular
para o anion da fenilbutazona na forma de
seu enolato (presente em pH fisioldgico) na
estrutura com maior contribuicdo dada pela
distribuicdo de  Boltzmann (19,01%). Os
calculos destes espectros foram feitos no
nivel de teoria CAM-B3LYP/6-311++G(d,p)
através do formalismo TD-DFT e incluindo
efeito de solvente aquoso através do método
PCM. Os maximos de absor¢do observados
para a fenilbutazona isolada ocorreram entre
230 a 250 nm. J& os valores obtidos em
espectros experimentais de dicroismo
circular induzido entre a fenilbutazona ligada
a albumina do soro humano (HSA) sdo
observados a aproximadamente 290 nm. Isto
sugere uma distor¢cdo conformacional da
forma isolada quando interagindo com sitios

ativos em proteinas. Estudos para a
identificagdo dos sitios ativos e da
conformacgao absoluta do farmaco

interagindo com HSA, estdao em andamento.
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