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RESUMO

Caracterizagao eletronica e redox dos antidepressivos venlafaxina e
desvenlafaxina

Jhon Kennedy Alves Pereira, Eric de Souza Gil'

Laboratorio de Analise Farmacéutica e Ambiental, Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal de Goias - UFG.

Introdugdo: A depressdo € um desafio critico de saude publica global, cuja
fisiopatologia é frequentemente agravada por processos de estresse oxidativo que
comprometem a biossintese de neurotransmissores. O estudo justifica-se pela
necessidade de compreender as propriedades redox dos antidepressivos venlafaxina
(VEN) e desvenlafaxina (DES), visando correlacionar suas estruturas quimicas com
potenciais efeitos redox. Objetivo: Caracterizar o comportamento eletroquimico e os
mecanismos de oxidagdo anddica dos farmacos sob diferentes condigbes
experimentais, estabelecendo a correlacdo entre a estrutura e suas propriedades
reativas por meio de técnicas eletroanaliticas e quimica computacional. Métodos:
Realizaram-se medigbes eletroquimicas empregando as técnicas de voltametria
ciclica, voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada com eletrodo
de pasta de carbono em uma faixa de pH de 3,0 a 9,0. Complementarmente, foram
efetuados calculos de estrutura eletrénica via Teoria do Funcional da Densidade (DFT)
e DFT Dependente do Tempo, para avaliar orbitais de fronteira, mapas de potencial
eletrostatico molecular e variagcbes de energia livre de Gibbs. Resultados e
Discussao: A analise voltamétrica revelou processos de oxidacao irreversiveis e
estritamente dependentes do pH, com a DES apresentando maxima intensidade de
corrente em pH 7,0 e a VEN em pH 9,0. Os calculos de DFT confirmaram o anel
aromatico como o principal sitio de densidade eletrénica participativo no processo
redox. Em meio solvatado, a VEN exibiu menor potencial de ionizagao vertical 7,756
eV em comparacao a DES 8,182 eV devido ao efeito indutivo do grupo metoxila.
Contudo, a DES demonstrou maior facilidade de oxidagao experimental Epa = 0,66V
vs. 0,81V para a VEN, o que foi elucidado computacionalmente pela expressiva
estabilizacao termodindmica de seu intermediario radicalar fenoxi. O mecanismo de
oxidagao proposto para a VEN envolve etapas de desmetilagao oxidativa facilitadas
pelo solvente, enquanto a DES exibiu comportamento adsortivo acentuado decorrente
da eletropolimerizacao interfacial de suas espécies radicalares. Conclusao: O estudo
mapeou os perfis redox distintos da VEN e da DES, demonstrando que a hibridizagao
de técnicas eletroanaliticas e quimica computacional constitui uma abordagem eficaz
para desvendar a reatividade de compostos complexos. Os resultados fornecem um
solido embasamento sobre as propriedades fisico-quimicas desses antidepressivos,
validando teoricamente sua capacidade de interacdo direta e mitigagdo frente a
cenarios de estresse oxidativo no organismo.

Palavras-chave: Venlafaxina; Desvenlafaxina; Eletroanalise; Teoria do Funcional da
Densidade; Estresse Oxidativo.
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ABSTRACT

Electronic and Redox Characterization of the Antidepressants Venlafaxine and

Desvenlafaxine
Jhon Kennedy Alves Pereira, Eric de Souza Gil'

" Laboratory of Pharmaceutical and Environmental Analysis, Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal de Goias - UFG.

Introduction: Depression is a critical global public health challenge whose
pathophysiology is often exacerbated by oxidative stress processes that impair
neurotransmitter biosynthesis. This study is justified by the need to understand the
redox properties of the antidepressants venlafaxine (VEN) and desvenlafaxine (DES),
aiming to correlate their chemical structures with their potential redox effects.
Objective: To characterize the electrochemical behavior and anodic oxidation
mechanisms of these drugs under different experimental conditions, establishing the
relationship between their chemical structures and reactive properties through
electroanalytical techniques and computational chemistry. Methods: Electrochemical
measurements were performed using cyclic voltammetry (CV), differential pulse
voltammetry (DPV), and square-wave voltammetry (SWV) with a carbon paste
electrode over a pH range of 3.0 to 9.0. Additionally, electronic structure calculations
were carried out using Density Functional Theory (DFT) and Time-Dependent Density
Functional Theory (TD-DFT) to evaluate frontier molecular orbitals, molecular
electrostatic potential maps, and Gibbs free energy variations. Results and
Discussion: Voltammetric analysis revealed irreversible oxidation processes that
were strongly pH-dependent, with DES exhibiting maximum current intensity at pH 7.0
and VEN at pH 9.0. DFT calculations confirmed the aromatic ring as the main electron-
density site involved in the redox process. In the solvated medium, VEN exhibited a
lower vertical ionization potential (7.756 eV) than DES (8.182 €V), due to the inductive
effect of the methoxy group. However, DES showed greater experimental ease of
oxidation (Epa = 0.66 V vs. 0.81 V for VEN), which was computationally explained by
the pronounced thermodynamic stabilization of its phenoxy radical intermediate. The
proposed oxidation mechanism for VEN involves oxidative demethylation steps
facilitated by the solvent, whereas DES exhibited pronounced adsorptive behavior
resulting from the interfacial electropolymerization of its radical species. Conclusion:
This study mapped the distinct redox profiles of VEN and DES, demonstrating that the
integration of electroanalytical techniques and computational chemistry provides an
effective approach for elucidating the reactivity of complex compounds. The findings
provide a solid physicochemical basis for understanding the redox behavior of these
antidepressants, theoretically supporting their ability to interact directly with and
mitigate oxidative stress under biological conditions.

Keywords: Venlafaxine; Desvenlafaxine; Electroanalysis; Density Functional Theory;
Oxidative Stress.
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1 INTRODUGAO

A depressao tem sido amplamente caracterizada como um dos principais
desafios de salide mental no cendrio contemporaneo’, impactando significativamente
a qualidade de vida dos individuos e a dindmica socioeconémica global. De acordo
com estimativas da Organizagcao Mundial da Saude (OMS), essa patologia acomete
cerca de 5% da populagao adulta mundial, consolidando como um grave problema de
saude publica?. A magnitude desse panorama é frequentemente agravada por fatores
sociais adversos, tais como desigualdades estruturais: renda e trabalho, habitagdo e
ocupacao de espaco, isolamento social, vulnerabilidade econémica e disparidades no

acesso aos cuidados de saude3#4.

Ha evidéncias de que condigdes estressantes podem desencadear o estresse
oxidativo e nitrosativo, cenarios nos quais as defesas antioxidantes endégenas séo
sobrecarregadas por altos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies
reativas de nitrogénio (ERNs). Desse modo, o desequilibrio nos niveis dessas
espécies reativas desempenha um papel central na fisiopatologia da depressao®. Por
exemplo, o estresse celular decorrente do acumulo de EROs e ERNs pode
comprometer severamente a producdo de monoaminas através da oxidacdo da
tetraidrobiopterina (BH4), uma coenzima essencial envolvida na biossintese de
neurotransmissores como a serotonina e noradrenalina. Esse panorama indica que os
compostos dotados de perfis antioxidante e capacidade de varredura multialvo podem

ser estrategicamente empregados para mitigar o estresse depressivo®’.

Entre os farmacos usados para tratar a depressao, a venlafaxina (VEN) e seu
principal metabdlito, a desvenlafaxina (DES), atuam classicamente como inibidores da
recaptacdo de serotonina e noradrenalina (IRSN)8'® Embora suas eficacias
neurofarmacoldgicas sejam semelhantes,® postula-se que esses compostos exergam
um papel neuroprotetor complementar. Essa capacidade de proteger contra danos
celulares pode ser avaliada por meio de sua a¢ado redox sobre a peroxidagéo lipidica.
Nesse caso, a eletroanalise constitui uma ferramenta valiosa para fornecer
informagdes detalhadas sobre a cinética da reagdo redox, a reversibilidade e a

estrutura de correlagéo da transferéncia elétron-proton. '

Introdugéo 20



A relevancia do estudo dessas reagdes redox reside no fato de que tanto os
danos celulares deletérios quanto, os mecanismos de defesa antioxidante sao
governados, fundamentalmente, por processos de transferéncia de elétrons e prétons
em nivel molecular. Uma vez que a fisiopatologia da depressé&o envolve o estresse
oxidativo e a consequente degradacao de lipideos e cofatores essenciais no sistema
nervoso central, compostos que apresentam baixos potenciais de oxidagao
eletroquimica demonstram maior facilidade termodinédmica para doar elétrons. Dessa
forma, o mapeamento eletroanalitico dessas reacdes permite caracterizar a
capacidade intrinseca da DES e VEN de atuar como sequestradores de radicais livres,
fornecendo um modelo valioso para prever a eficiéncia de sua atividade redox frente

a peroxidagéo lipidica tecidual’®12,

A quimica computacional pode ser aplicada para simular varios parametros
biolégicos e quimicos por meio de calculos computacionais. Um desses parametros,
a eletronegatividade, esta diretamente relacionado aos processos redox, os quais
também sofrem influéncia da geometria molecular e das energias dos orbitais de
fronteira. Calculos de estrutura eletrbnica baseados na Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) constituem excelentes ferramentas para fornecer dados sobre essas
distribuicdes de carga e arranjos espaciais 3. Embora o efeito terapéutico primario
dos inibidores de recaptacdo de serotonina e noradrenalina (IRSN) decorra do
bloqueio de transportadores especificos na fenda sinaptica, estudos sugerem que a
fisiopatologia da depressao esta intimamente ligada ao estresse oxidativo e ao dano
celular no SNC'415, Nesse contexto, a avaliagdo e a correlagdo dos parametros redox
e computacionais, fornecem informagdes valiosas sobre uma potencial atividade
redox desses compostos, os quais podem atuar de forma complementar na

neuroprotecao e na atenuacgao da peroxidacgao lipidica cerebral.

Neste trabalho, foi realizado um estudo da venlafaxina (VEN) e da
desvenlafaxina (DES) por meio de calculos computacionais e técnicas eletroanaliticas.
Os calculos de DFT forneceram informacdes sobre a distribuicdo eletrébnica dos
orbitais moleculares e seu perfil energético, levando a mapas de Potenciais

Eletrénicos Moleculares (MEP) que descrevem a distribuicao de carga molecular. Os
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resultados tedricos para a VEN e a DES consideram tanto as formas neutras quanto

as protonadas dos compostos, além do produto proposto da oxidagao.

A teoria do funcional da densidade dependente do tempo (TD-DFT) foi
empregada para fornecer informagdes sobre excitagdes individuais para os 3
primeiros estados eletrénicos excitados. O comportamento redox do VEN e do DES
foi medido por analise voltamétrica para avaliar o perfil redox e analisado a luz dos
resultados da DFT e da TD-DFT. As formas neutra, protonada e oxidada do VEN e do
DES sao comparadas para revelar caracteristicas conservadas e propriedades

contrastantes.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 DEPRESSAO E ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO

2.1.1 Estresse Oxidativo na Depressao

Tradicionalmente, a fisiopatologia da depresséo foi explicada pela hipotese
monoaminérgica, fundamentada na deficiéncia sinaptica de neurotransmissores como
a serotonina, noradrenalina e dopamina. No entanto, evidéncias contemporaneas
apontam que o transtorno depressivo maior (TDM) possui uma etiologia multifatorial
complexa, na qual o estresse oxidativo e o estresse nitrosativo desempenham papéis
causais na progressdo da doenga'®. Esse estado patoldgico caracteriza-se pelo
desequilibrio homeostatico entre a producdo exacerbada de EROs e ERNs em
detrimento da capacidade de clivagem e neutralizagdo dos sistemas antioxidantes do

organismo'”:18,

O tecido cerebral apresenta uma vulnerabilidade intrinseca e proeminente ao
dano oxidativo e nitrosativo em comparagao a outros o6rgaos. Essa suscetibilidade
decorre de um somatério de fatores fisiolégicos como possuir um elevado consumo
metabodlico de oxigénio, abrigar uma alta concentragdo de &acidos graxos poli-
insaturados em suas membranas lipidicas celulares, os quais constituem alvos
preferenciais para a peroxidagdo lipidica e dispde de defesas antioxidantes

endogenas relativamente baixas®2°,

Figura 1. Estruturas quimicas dos neurotransmissores serotonina, noradrenalina e dopamina.
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Fonte: autoria prépria

O estresse celular gerado pelo acumulo de radicais livres atua de forma
deletéria na sintese de neurotransmissores por meio de duas vias principais. A
primeira via envolve a oxidacdo direta de cofatores enzimaticos essenciais, com

destaque para a tetrahidrobiopterina (BH4)?'. A BH4 é um cofator limitante para as
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enzimas hidroxilases responsaveis pela biossintese da serotonina, dopamina e
noradrenalina, que sob condigcbes de estresse severo, € oxidada e degradada
prematuramente. Esse processo resulta em uma queda acentuada e sustentada na
taxa de produgdo dessas monoaminas agravando o déficit dos neurotransmissores

observados clinicamente no TDM?22,

Figura 2. Estrutura quimica do cofator enzimatico tetraidrobiopterina.
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Fonte: autoria prépria

A segunda via correlaciona ao desencadeamento da neuroinflamacgao crénica.
O excesso de radicais livres sinaliza e ativa de forma anémala as células da microglia,
que constituem o sistema imune residente do SNC. Uma vez hiperativada, a micréglia
passa a secretar de forma descontrolada citocinas pré-inflamatérias como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas IL-18 e IL-6. Este microambiente
inflamatorio cronico retroalimenta o estresse oxidativo local e estd diretamente
associado ao surgimento de sintomas depressivos refratarios, além de induzir
processos de neurodegradacao e perda de plasticidade sinaptica em areas criticas

para a regulagdo do humor e da cognigéo, como o hipocampo 618,
2.1.2 Marcadores Bioquimicos e Peroxidagao Lipidica

Estudos clinicos e epidemiolégicos demostram que pacientes diagnosticados
com depressdao exibem niveis flutuantes e significativamente elevados de
biomarcadores de dano oxidativo. Entre esses marcadores, o malondialdeido (MDA)
destaca-se como o principal indicador de dano estrutural, sendo um subproduto
citotoxico direto gerado a partir da cascata de peroxidagao de lipideos componentes

das membranas biologicas?2.

O aumento do MDA sinaliza a perda de integridade e da fluidez da membrana

neuronal, o que compromete a ancoragem de receptores e transportadores sinapticos.
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Paralelamente a esse dano estrutural, observa-se uma exaustdao e consequente
reducao na atividade das defesas antioxidantes enddgenas, englobando o decaimento
enzimatico da superoxido dismutase (SOD), da catalase (CAT) e a deplegdo dos

estoques ndo enzimaticos da glutationa reduzida (GSH)*2°.

Nesse contexto complexo, o entendimento do papel dos farmacos modernos
estendeu-se para além do modelo puramente sinaptico. Farmacos pertencentes a
classe dos inibidores da recaptac&o de serotonina e noradrenalina (IRSN), incluindo
a VEN e seu metabdlito biologicamente ativo DES, tém sido sistematicamente

investigados por suas habilidades em modular o perfil redox sistémico e cerebral?®.

Pesquisas sugerem que a eficacia terapéutica a longo prazo desses compostos
nao reside unicamente no bloqueio agudo dos transportadores pré-sinapticos, mas
esta intrinsecamente vinculada a mecanismos de neuroprotecdo. Essa acao
complementar se da por vias ativas de restabelecimento da expresséo génica e
atividade das enzimas antioxidantes celulares, em perfeita sinergia com mecanismos
passivos. Sob a perspectiva fisica, o carater passivo estrutural consolida-se pelo
fortalecimento mecanico da integridade das jungdes de oclusdo da barreira
hematoencefalica, as quais sdo passivamente preservadas contra a degradacgao fisica
e macromolecular induzida por espécies reativas. Sob a perspectiva quimico-quantica,
o carater passivo reativo manifesta-se pela habilidade intrinseca da desvenlafaxina
em atuar como um doador eletronico sacrificial direto, interceptando de forma
espontanea e puramente termodinamica os radicais livres circulantes na interface
vascular, o que resulta na atenuacdo imediata do estresse depressivo de carater

reativo?’.
2.2 VENLAFAXINA E DESVENLAFAXINA
2.2.1 Aspectos Farmacolégicos e Estruturais

A VEN é um farmaco antidepressivo de segunda geracao pertencente a classe
dos IRSN. Introduzida na década de 1990, a VEN representou um marco evolutivo no
tratamento do TDM, demonstrando clinicamente taxas de remissao e perfis de eficacia
superiores aos tradicionais, como os inibidores seletivos de serotonina (ISRS),

especialmente em quadros depressivos graves ou refratarios?8.
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A DES, ou O-desmetilvenlafaxina, constitui o principal metabdlito ativo da VEN,
sendo formado in vivo por meio de uma reagcdo de biotransformacdo hepatica
caracterizada pela desmetilacdo oxidativa catalisada pela isoenzima CYP2D6 do
complexo citocromo P450. Do ponto de vista estritamente quimico e estrutural, a
divergéncia fundamental entre os dois compostos reside no anel aromatico na posigéao
quatro onde a VEN possui uma metoxila enquanto na DES esse grupo € substituido
por uma hidroxila. Essa modificagcdo estrutural pontual promove alteracbes nas
propriedades fisico-quimicas, no perfil farmacocinético reduzindo a dependéncia da
DES pelo polimorfismo genético da CYP2D6 e no comportamento redox de ambos os

farmacos?°.

Figura 3. llustragdo quimica dos medicamentos venlafaxina e desvenlafaxina.
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Fonte: autoria prépria

Ambos os farmacos atuam através do bloqueio competitivo e reversivel dos
transportadores pré-sinapticos de serotonina e noradrenalina, o que culmina no
aumentando da disponibilidade e do tempo de residéncia desses neurotransmissores
na fenda sinaptica. Contudo, para além dessa assinatura neurofarmacoldgica
primaria, as caracteristicas estruturais desses compostos despertaram o interesse na
investigacdo de suas capacidades intrinsecas em mitigar o estresse oxidativo e

nitrosativo tecidual 28:39,

A presencga da hidroxila na estrutura da DES confere a este composto uma
predisposi¢cao termodinamica para atuar como um agente doador de atomos de
hidrogénio ou elétrons, estabilizando radicais livres circulantes levando a formagéao do

radical fenoxi. Esse fenbmeno guarda estrita correlacdo com os descritores quanticos
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obtidos via calculos da DFT, nos quais os anéis aromaticos consolidam-se como os
principais sitios de oxidagéo e densidade de carga. Estudos moleculares e ensaios in
vivo corroboram que a administragao créonica de VEN e DES possui a propriedade
complementar de restaurar a atividade homeostatica de metaloenzimas antioxidantes
vitais e reduzir os biomarcadores de peroxidacao lipidica em subestruturas cerebrais

criticas, incluindo o cortex cerebral e o hipocampo3'-32.
2.3 ELETROANALITICA DE FARMACOS ANTIDEPRESSIVOS
2.3.1 A Importancia da Caracterizagao Eletroquimica

A aplicagao das técnicas eletroanaliticas na caracterizagao de compostos com
atividade bioldgica no SNC, como a VEN e DES, transcende a vertente puramente
quantitativa, consolidando como uma abordagem para elucidar as propriedades fisico-
quimicas e reativas intrinsecas desses sistemas. A analise por métodos voltamétricos
permite mapear as propriedades redox dos compostos e compreender a facilidade ou
a barreira cinética com que estes farmacos sofrem processos de oxirredugao sob

diferentes condicdes experimentais.

O potencial de oxidacdo anddico (Epa) constitui um indicativo direto da
reatividade quimica do composto, uma vez que compostos que sofrem oxidagdo em
potenciais mais baixos tendem a apresentar maior facilidade para doar elétrons. No
caso dos farmacos, a DES, em decorréncia a sua hidroxila fendlica, oxida-se em um
potencial significativamente mais baixo em comparag¢ao a VEN, cujo grupo metoxila
gera um impedimento estérico e eletrénico na densidade de carga do anel aromatico.
Essa disparidade nos parametros de potencial fundamenta a hipétese de que a DES

exibe uma capacidade doadora de elétrons33.
2.3.2 Técnicas Voltamétricas e Dinamica de Transferéncia de Carga

O sistema instrumental empregado nas caracterizagdes voltamétricas constitui
um arranjo tripartite integrado, projetado para aplicar perturbac¢des controladas de
potencial e registrar em tempo real as correntes elétricas resultantes de processos de
transferéncia de carga na interface eletrédica. Esse ecossistema instrumental é

composto fundamentalmente por um microcomputador, um
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potenciostato/galvanostato e uma célula eletroquimica operando em sistema de trés

eletrodos.

O computador, equipado com o software de controle instrumental, atua como a
unidade central de processamento sendo responsavel por parametrizar as variaveis
de varredura, digitalizar os comandos de perturbagdo enviados e processar
matematicamente as correntes resultantes, permitindo a eliminagdo de ruidos
capacitivos e a correcdao automatica da linha de base para a geragdo dos
voltamogramas. A transducao e o controle fino desses sinais elétricos sdo executados
pelo potenciostato um circuito eletrénico analdgico de realimentagao projetado para
manter rigorosamente estavel a diferenga de potencial elétrico estabelecida entre os
eletrodos. Para que o potencial imposto sobre a interface de reacdo seja mantido
exato e imutavel frente a flutuacbes de resisténcia da solugdo, o potenciostato
gerencia eletronicamente a célula utilizando trés componentes eletrédicos distintos

com fungdes especificas3435.

O primeiro sendo o eletrodo de trabalho € a interface ativa de transdug¢ao do
sensor, sobre a qual ocorrem os fendbmenos de oxirredugao de interesse. A corrente
elétrica medida no circuito flui diretamente através de sua superficie, sendo
proporcional a concentragao de analito que se difunde ou adsorve em sua interface
condutora. O segundo sendo o eletrodo de referéncia possui um potencial constante
e conhecido, servindo como o ponto de partida de potencial estavel contra o qual o
potencial do eletrodo de trabalho é medido e controlado. Essencialmente, nenhuma
corrente elétrica passa através do eletrodo de referéncia durante o experimento, o que
impede a polarizagao de sua interface e garante a fidelidade da leitura de potencial do
sistema. O terceiro sendo o eletrodo auxiliar chamado também vulgarmente de contra
eletrodo, com fungao de fechar o circuito de corrente com o eletrodo de trabalho. Toda
a corrente gerada pela oxidagao na superficie do eletrodo de trabalho flui em direcéo
ao eletrodo auxiliar, evitando que correntes elétricas indesejadas perturbem a

estabilidade e a integridade do eletrodo de referéncia3+3.
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Figura 4. Esquema da instrumentagao usada na eletroanalise.
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Fonte: google imagens

Dentre os métodos de caracterizacao fisico-quimica de farmacos, as técnicas
voltamétricas dindmicas e de pulso se destacam. A voltametria ciclica (CV — Cyclic
Voltammetry) € primordialmente utilizada para investigar os aspectos cinéticos da
reacao redox, a reversibilidade dos processos de transferéncia eletrbnica e os
mecanismos acoplados. A partir da avaliagao sistematica do perfil do pico anddico sob
variagdes controladas da velocidade de varredura (v), torna-se possivel aplicar
modelos matematicos diagndsticos para determinar se o transporte de massa no
sistema é governado predominantemente pela difusédo linear do analito em diregao a
interface eletrédica ou por fendbmenos de adsorcdo e deposicdo de espécies na

superficie do eletrodo®.

O arranjo instrumental da CV opera mediante a aplicagao de uma perturbagao
de potencial linear e simétrica em formato triangular, a qual € iniciada em um valor
predeterminado, progride continuamente até um limite de inversdo e retorna em
sentido contrario ao potencial inicial. Durante essa varredura simétrica, monitora-se

em tempo real a corrente elétrica resultante, permitindo mapear detalhadamente os
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perfis de transferéncia de carga e as propriedades reativas dos intermediarios nos
sentidos anddico (oxidagao) e catddico (redugdo)3’-38.

Figura 5. Formas de onda (I) e graficos resultantes para técnicas eletroanaliticas (ll). Voltametria
Ciclica, Voltametria de Pulso Diferencial e Voltametria de Onda Quadrada.

TECNICA:
Voltametria Ciclica Voltametria de Pulso Diferencial Voltametria de Onda Quadrada

(CV — Cyclic Voltammetry) (DPV - differential pulse voltammetry) (SWV — Square Wave Voltammetry)
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Fonte: adaptado de Alyamni N, Abot J, Zestos A.37.38

Complementarmente, a voltametria de pulso diferencial (DPV - differential
pulse voltammetry) e a voltametria de onda quadrada (SWV - Square Wave
Voltammetry) consolidam-se como técnicas de sensibilidade e resolugéo analitica
superiores, ideais para o monitoramento de farmacos em matrizes complexas, tais
como formulagdes farmacéuticas e fluidos biolégicos, por minimizarem a contribui¢ao
da corrente capacitiva. Na DPV, superpbéem-se pequenos pulsos de potencial de
amplitude constante a rampa linear, mensurando-se a diferenca de corrente
imediatamente antes do inicio e logo ao final de cada pulso, o que reduz
substancialmente o ruido capacitivo e resulta em voltamogramas de picos bem

definidos 37-38,

Por sua vez, a SWV aplica uma modulacao de potencial em forma de escada
simétrica acoplada a pulsos quadrados simétricos de alta frequéncia, nos quais
ocorrem saltos sucessivos nos sentidos direto e inverso. O registro analitico baseia-

se na diferencga liquida entre a corrente amostrada no pulso direto e no pulso inverso,
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conferindo uma eliminagéo rigorosa das correntes de fundo e gerando respostas

simétricas que otimizam a caracterizagao de reagdes e de interesse mecanistico3’-3,
2.3.3 O Estudo da Dependéncia do pH e Fenomenos de Passivagao

Um aspecto critico e informativos na eletroanalise de compostos
biologicamente ativos reside no estudo da influéncia do pH sobre o comportamento
molecular. Dado que tanto a VEN quanto a DES possuem grupos funcionais ionizaveis
em suas estruturas quimicas, as alteragdes no pH provocam modificacbes nos seus
estados de protonagdo. Consequentemente, o potencial de oxidagdo anodico (Epa)

varia linearmente em fungao da acidez ou alcalinidade do meio®.

A analise matematica da inclinagao obtida através do grafico experimental de
Epa versus pH permite a aplicacdo direta da Equacdo de Nernst*® para calcular a
estequiometria do processo, determinando a razdo entre o numero de prétons (H*) e
elétrons (e7) efetivamente transferidos na etapa limitante da reacédo. Para a maioria
das estruturas organicas aromaticas, uma inclinagao préxima ao limite teorico
nernstiano de 59,2 mV/pH diagnostica um mecanismo coordenado de 1e/1H",
evidenciando que a reacdo de oxidagao ocorre via formacédo de radicais livres ou

intermedidarios reativos?!.

Na pratica de bancada, um fendmeno intrinsecamente acoplado a este
processo € a passivagcao do eletrodo, caracterizada pelo decaimento sistematico e
acentuado da intensidade da corrente de pico em varreduras voltamétricas
sequenciais. Esse bloqueio fisico sinaliza a geracéo de intermediarios radicalares de
oxidacdo altamente instaveis que participam de reacdes paralelas e competitivas de
eletropolimerizagao, depondo gradativamente um filme organico insoluvel e de carater

isolante sobre a superficie eletrédica ativa do sensor 2.
2.4 MECANICA QUANTICA E MECANISMOS REDOX
2.4.1 Potencial Eletrostatico Molecular (MEP) e Orbitais de Fronteira

As reagodes quimicas de transferéncia de carga e os acoplamentos moleculares
sdo governados fundamentalmente pela interagdo eletrbnica entre orbitais
moleculares especificos de diferentes sistemas. De acordo com a Teoria dos Orbitais

Moleculares de Fronteira (FMO — Frontier Molecular Orbitals), as etapas iniciais de
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uma transformagao quimica concentram-se nos orbitais eletrénicos mais energéticos
e cinematicamente acessiveis: o orbital ocupado de maior energia (HOMO — Highest
Occupied Molecular Orbital), que reflete a capacidade intrinseca da estrutura em doar
densidade eletronica (sitio de oxidag&o), e o orbital desocupado de menor energia
(LUMO — Lowest Unoccupied Molecular Orbital), que representa a propensédo do
sistema em aceitar elétrons (sitio de redugdo). Esses orbitais atuam como as
principais portas de entrada para as interagdes quimicas inter e intramoleculares,

ditando o controle cinético e a orientagdo regioquimica das reagbes*344.

Complementarmente, os mapas de Potencial Eletrostatico Molecular (MEP —
Molecular Electrostatic Potential) oferecem uma descrigao topografica tridimensional
da distribuicdo de carga sobre a superficie de van der Waals do composto. A analise
do MEP permite identificar zonas de reatividade nucleofilica ou eletrofilica por meio
de uma graduagao de cores calibrada em fungdo de uma escala numérica de potencial
energético. Por convencéao visual de modelagem, regides de potenciais fortemente
positivos (deficientes em elétrons e propensas a sofrerem ataques nucleofilicos) e
potenciais negativos (densas em elétrons e propensas a ataques eletrofilicos) sao
mapeadas em extremos opostos do espectro cromatico selecionado pelo analista. Em
estruturas neutras, heteroatomos fortemente eletronegativos dotados de pares de
elétrons ndo compartilhados, como o oxigénio e o nitrogénio, consolidam-se como os

centros preferenciais de carga parcial negativa®*.

Adicionalmente, a diferenga energética entre esses estados, denominada gap
de energia (AEHomo-Lumo), constitui um descritor quantico essencial de estabilidade
global. Magnitudes elevadas de gap diagnosticam alta estabilidade termodinamica,
baixa polarizabilidade e menor reatividade quimica, enquanto gaps reduzidos indicam
que a nuvem eletrbnica molecular é facilmente perturbada, tornando a estrutura
altamente suscetivel a processos de oxirredugao e interagdes periféricas, conforme

ilustrado na figura abaixo*®.
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Figura 6. llustragdo dos angulos de ligagdo entre os atomos de uma molécula de agua bem como um

potencial mapa eletrostatico.
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Fonte: adaptado de Alexandre Diehl.46

A modelagem molecular baseada na Teoria do Funcional da Densidade (DFT
— Density Functional Theory) emprega métodos mecanico-quanticos e aproximagdes
matematicas da densidade eletrbnica para calcular tridimensionalmente a
conformagao geométrica de menor energia livre de uma estrutura no espaco. O nivel
de teoria escolhido deve ser rigorosamente validado através da comparagao das
coordenadas atébmicas otimizadas com dados experimentais obtidos por cristalografia

de raios-x #7.

Dentro desse critério de concordancia estrutural, o Desvio Quadratico Médio
(RMSD - Root Mean Square Deviation) quantifica a precisdo geométrica do modelo;
valores reduzidos de RMSD atestam que a geometria tedrica calculada mimetiza com
fidedignidade o esqueleto molecular no estado sélido. Essa etapa de validagao é de
suma importancia para sistemas sujeitos a variagdes de pH, pois os calculos
comparativos de efeito de protonacao permitem discernir se a adigao de prétons nos
centros basicos dos compostos provoca distor¢gdes conformacionais severas ou se a

topologia molecular permanece conservada apds a ionizagao.
2.4.1 Termodinamica de Solvatacao e Descritores Eletrénicos Globais

As propriedades eletrénicas e os potenciais quimicos de um composto sofrem
modificagdes drasticas ao se transicionar da fase gasosa isolada (vacuo) para o meio
condensado liquido. Em sistemas eletroquimicos e bioldgicos, simulam-se as
interacdes ndo covalentes entre o soluto e o meio reacional por meio do ajuste da
energia livre de Gibbs (AG) através do modelo de solvatagdo baseado na densidade

eletrénica do soluto (SMD — Solvation Model based on Solute Electron Density). A
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consideragao explicita ou continua do solvente € um pré-requisito critico na
modelagem redox, visto que a energia de solvatagdo de espécies carregadas ou
intermediarios radicalares ionizados pode inverter a espontaneidade de uma rota
reacional, tornando termodinamicamente inviaveis processos que seriam altamente

favoraveis na fase gasosa“®.

A partir das matrizes energéticas geradas pelos calculos de DFT acoplados ao
modelo SMD, extraem-se os descritores eletronicos globais fundamentados no
Teorema de Koopmans, os quais correlacionam as energias dos orbitais de fronteira
com propriedades macroscoépicas de reatividade. Dentre esses parametros, a energia
de ionizacao (I) mede a barreira de energia necessaria para a remogao de um elétron
do sistema; magnitudes menores de | traduzem maior facilidade para sofrer oxidagéao

anddica®”.

A dureza global (n) atua como uma métrica da resisténcia intrinseca de um
composto frente a redistribuicdo de sua densidade eletronica quando submetida a um
campo elétrico ou ataque quimico, ao passo que o potencial quimico eletrénico (M)
dita a tendéncia de escape dos elétrons, indicando a capacidade do sistema em

transferir carga para o ambiente circundante 12,

Por fim, o indice de eletrofilicidade (w) quantifica a propensao energética global
de uma espécie em receber densidade eletrbnica de um reservatério externo. Um
incremento drastico no valor de w apds a etapa inicial de oxidagao é um forte indicativo
de que o intermediario gerado (como um radical cation) comporta-se como uma
espécie altamente eletrofilica e instavel, a qual buscara estabilizagao rapida através
de reacbes paralelas de ataque nucleofilico pelo solvente ou por processos

coordenados de eletropolimerizacdo na interface do sensor °'.52,

Complementarmente, para investigar fenbmenos associados a estados
eletrdnicos excitados, tais como as transi¢des eletrénicas singletos e os espectros de
absorgao na regiao do ultravioleta-visivel (UV-Vis), faz-se mandatério o emprego da
Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TD-DFT — Time-
Dependent Density Functional Theory). Esta vertente quantica permite calcular a forga
do oscilador (f), parametro adimensional que mensura a probabilidade de transicéo

dipolo-eletrbnica entre os orbitais ocupados e desocupados sob a incidéncia de
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radiacado eletromagnética, fornecendo um paralelo teérico direto com os maximos de

absorcao (Amax) obtidos experimentalmente em ensaios espectrofotométricos 3.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho é caracterizar o comportamento eletroquimico e
propor um mecanismo de oxidacédo anddica dos farmacos antidepressivos VEN e DES
sob diferentes condigbes experimentais, estabelecendo uma correlagdo mecanistica
direta entre suas estruturas e suas propriedades redox por meio do acoplamento entre
técnicas eletroanaliticas e calculos de quimica computacional baseados em DFT e
TD-DFT.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia do pH no perfil redox;

e Elucidar o mecanismo de transferéncia de carga;

¢ Diferenciar o impacto dos grupos funcionais na eletroatividade;

e Investigar a cinética eletrbnica e o transporte de massa;

e Determinar a reversibilidade e estabilidade dos intermediarios;

o Estabelecer parametros analiticos quantitativos;

e Correlacionar dados experimentais com descritores quanticos globais e

espectroscopicos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS
4.1.1 Substancias e reagentes

Todos os produtos quimicos e solventes utilizados eram de grau reagente e
foram usados sem purificagdo adicional. Agua Milli-Q bidestilada (condutividade <0.1
pScm™') (Millipore S. A., Molsheim, Franga) foi usada para todas as solugdes.
Venlafaxina e desvenlafaxina foram adquiridas da Sigma (St. Louis, MO), e as
respectivas solugcdes estoque foram preparadas imediatamente antes dos

experimentos.
4.1.2 Equipamentos e utensilios diversos

Os experimentos voltamétricos foram realizados com um
potenciostato/galvanostato mAutolab Il integrado ao software GPES 4.9 (EcoChemie,
Holanda). As medigdes eletroquimicas foram realizadas em uma célula de um
compartimento de 5,0 mL, com um sistema de trés eletrodos composto por um
eletrodo de pasta de carbono (preparado com 1 gota de 6leo mineral para cada 100mg
de pdé de carbono), um fio de Pt e AgQ/AgCI/KCIl (sat.) (Lab solutions, Brasil)
representando os eletrodos de trabalho, neutro e de referéncia, respectivamente.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata a temperatura ambiente (25 + 1
°C). Solucbes tampao de acetato (ABS) e/ou fosfato (PBS) 0.1 M foram utilizadas
como eletrolito que d&do origem aos pHs 3,0 - 5,0 - 7,0 - 8,0 e 9,0. Para analise foi
usado 1mL da solugéo tampao ABS ou PBS e 100uL de solugdo do composto (10mg

do composto dissolvidos em 10mL de etanol).
4.2 METODOS

Este trabalho foi desenvolvido em colaboracdo com a divisdo de pesquisa em
quimica tedrica (LTCC) do Instituto de Quimica (IQ) e o Laboratério de
Quimiolnformatica (LCl) Faculdade de Farmacia (FF), Universidade Federal de Goias
(UFG), secao 5.2 analises da estrutura eletronica.

4.2.1 Medigoes eletroquimicas
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As seguintes condi¢des experimentais foram aplicadas: amplitude de pulso de
50 mV, largura de pulso de 0.2 s e taxa de varredura de 25 mV.s™ na voltametria de
pulso diferencial (DPV). Na voltametria de onda quadrada (SWYV), utilizou-se uma
amplitude de pulso de 50 mV, frequéncia de 25 Hz e um incremento de potencial de 2
mV (correspondendo a uma taxa de varredura de 50 mV.s™"). Na voltametria ciclica
(CV), foram aplicadas taxas de varredura de 25, 50, 100, 250 e 500 mV.s™, variando
de 0 a 1.1 V. Os voltamogramas de pulso diferencial foram subtraidos do sinal de
fundo e corrigidos para a linha de base, e entdo todos os dados foram analisados e

tratados com o software Origin 8.
4.2.2 Calculos de estrutura eletronica

Os calculos de quimica computacional foram delineados em trés etapas
complementares, adotando-se estratégias e funcionais especificos para cada
finalidade reacional. Na primeira etapa, a distribuicdo da densidade eletronica e o gap
de energia entre os orbitais moleculares de fronteira (HOMO e LUMO), foi realizado
calculos de estrutura eletronica e otimizagdes de geometria molecular com analise
vibracional no estado fundamental, utilizando a DFT®4. Na segunda etapa, com o
objetivo de prever o comprimento de onda das transi¢cdes eletrénicas singletos e as
respectivas forgas do oscilador, aplicou-se a TD-DFT %°. Para ambas as etapas iniciais,
empregou-se o pacote computacional Gaussian 16, adotando-se o funcional de troca-
correlagdo M06-2X acoplado ao conjunto de bases def2-TZVP. A escolha do funcional
hibrido M06-2X justifica-se por sua alta precisdo amplamente descrita na literatura
para 0 mapeamento de orbitais de fronteira, descritores de reatividade global e

espectroscopia eletronica em sistemas organicos de camada fechada 6.

Na terceira etapa, direcionada especificamente a investigagado termodinamica
e a espontaneidade do processo de desmetilagao, utilizou-se o pacote computacional
ORCAY foi utilizado nesses calculos. As otimizacdes de geometria e os célculos de
frequéncia vibracional foram realizados usando DFT com o funcional de troca-
correlagao wB97X-D35%85° e o conjunto de bases def2-TZVP, juntamente com o auxiliar
def2-TZVP/J 8081 para todos os atomos. O efeito do solvente foi incluido usando o

modelo SMD de Truhlar e Cramer,*® implementado no programa ORCA, onde a
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contribuicdo eletrostatica para a energia é obtida usando o Modelo de Blindagem do
Tipo Condutor (COSMO) de Klamt.52

A variagao total da energia livre de Gibbs na fase gasosa, AGgas, foi avaliada

usando

AGgas = Z(Eelec—nuc + Gterm)i,P - Z(Eelec—nuc + Gterm)i,R
i i

onde Eelec-nucl € @ energia eletronica nuclear da espécie e Gterm € a contribuicido térmica
para a energia livre de Gibbs, obtida dentro da abordagem do oscilador harménico e
do rotor rigido. A variagado de energia do efeito do solvente na solugdo foi calculada

por

AGso = Z(AGE’V” + AGE™); — E(Ac;g”f’ + AGEPS);
‘ i

onde AGHNP representa a contribuicdo eletrostatica para a variagdo da energia livre,
enquanto AGCPS ¢ o termo da cavidade. As somas s&o realizadas sobre todas as

espécies reagentes (R) e produtos (P) a temperatura padrao de 298,15 K.

A oxidagao e a formacgao do grupo cetona nos produtos podem ocorrer durante
uma interagdo da DES ou VEN com agua (H20) ou ion hidroxila (OH™). O processo

geral pode ser expresso da seguinte forma;
Para a DES
DES + nX - cetona + nH,0/H;0%
Para a VEN
VEN + nX - cetona + nH,0/H;0" + CH;0H

O X nas equagbes quimicas acima denota (H,O) ou o ion hidroxila (OH").
Dependendo da natureza do reagente X, H,O ou (H3;0O') sdo gerados.
Especificamente, no caso da VEN, metanol (CH;OH) também é produzido. A natureza
exata de X (seja agua ou ion hidroxila) determina os produtos especificos formados

pela reacao.
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Para uma caracterizagao detalhada da estabilidade termodinadmica e do perfil
reativo das espécies estudadas, avaliamos globalmente descritores eletrénicos, a
saber: potencial quimico (u), dureza global (n) e indice de eletrofilicidade (w). Esses
parametros foram derivados das energias dos orbitais moleculares de fronteira
(HOMO e LUMO), de acordo com o teorema de Koopmans para sistemas de camada
fechada, fornecendo uma conexao direta entre as propriedades eletrénicas e o
comportamento reativo. O potencial quimico p reflete a tendéncia de um sistema a
perder densidade eletronica, servindo como um indicador de sua afinidade eletronica
relativa, enquanto a dureza global n quantifica a resisténcia intrinseca do sistema a
redistribuicdo eletrbnica, fornecendo uma medida de sua robustez contra a

transferéncia de carga. Esses parametros séo obtidos usando as expressoes®?

_ (Enomo+E€Lumo)
B 2

_ (€Homo—€Lumo)
B 2

Complementarmente, o indice de eletrofilicidade é definido como

W2

w = ﬁ
quantifica a capacidade de uma espécie aceitar elétrons, representando o ganho de
energia resultante da estabilizacio eletrbnica quando a espécie atinge a saturacao de

carga a partir de um reservatério de potencial quimico zero.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGAO ELETROQUIMICA

A caracterizagao eletroquimica foi realizada por meio de analise voltamétrica
para DES e VEN. Os voltamogramas foram obtidos em uma faixa de pH de 3a 9. O
perfil redox dos farmacos DES e VEN e sua dependéncia do pH podem ser vistos e
comparados na Figura 5. Com relagdo a dependéncia do pH, tanto DES quanto VEN
mostraram um aumento na sobrepotencial necessaria para o fendmeno de oxidacao
a medida que o pH se tornava mais acido. A linearidade foi observada para ambos os
compostos entre o potencial maximo anddico e o pH, com um coeficiente de
correlagao de 0.98 para ambas os compostos.
Figura 7. Voltamogramas de pulso diferencial e potencial de oxidagdo versus pH da solugéo variando
de 3 a 9 para DES painel (A) e VEN painel (B). O painel (C) mostra a relagédo dos perfis de DPV da

primeira e segunda varreduras sequenciais da DES (linha tracejada preta e vermelha) e para VEN (linha

preta e vermelha).
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Fonte: autoria prépria

A analise dos painéis superiores das Figuras 7A e 7B revela que as retas

apresentam uma inclinacdo préxima a 60 mV/pH. A luz da Equacdo de Nernst, esse
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valor experimental converge com o limite tedrico de 59,2 mV/pH, diagnosticando que
a etapa limitante da oxidacdo de ambos compostos ocorre via transferéncia de
elétrons e prétons. Essa correspondéncia matematica chancela uma estequiometria
de um para um 1e/1H*, sugerindo um mecanismo de oxidagéo especifico e altamente

coordenado para as duas estruturas 64,

Picos anddicos, marcados como 1a na Figura 7C, foram observados em Ep1a =
0.66 e 0.81V para DES e VEN, respectivamente. O potencial maximo do DES
relacionado ao processo anddico (linhas tracejadas na Figura 7C) é consistente com
espécies eletroativas contendo um grupo hidroxila fendlica 5. Como o estudo propde
possiveis vias de oxidagdo, uma breve indicacao do tipo de transformacdo, como
hidroxilagdo. Alternativamente, a metilagdo deste grupo eletroativo impede
estericamente sua oxidacio, consistente com o decaimento da corrente observado e
o deslocamento positivo do potencial visto para VEN na Figura 7B,C (linhas

continuas).

As intensidades da corrente de pico também foram significativamente afetadas
pelo pH. A DES apresentou a maior intensidade de sinal analitico em pH 7,0 (neutro),
enquanto a VEN apresentou sua maior intensidade de sinal em pH 9,0 (alcalino). Isso
sugere que a VEN tem uma menor dependéncia de prétons, o que é consistente com
a metilacdo do grupo hidroxila. Além disso, uma reducgao significativa na corrente de

pico anddico em pH acido foi observada para ambas as espécies.

Ambos os farmacos apresentaram perfis voltamétricos ciclicos semelhantes em
diferentes taxas de varredura, nos quais os processos de oxidacado difusional,
marcados como 1a na Figura 8A,B, foram evidenciados pela linearidade entre a
intensidade do sinal analitico e a raiz quadrada da taxa de varredura.®%6% A auséncia
de picos catddicos nos ensaios de CV e SWV sugere que a DES sofre oxidagao
irreversivel. Isso pode indicar espécies ionizadas distintas ou subprodutos de
degradagdao dependentes do pH para ambos os compostos. O processo de
transferéncia predominante, a reversibilidade e a correlagdo com a concentragao

foram verificadas por meio da irreversibilidade da oxidagdo eletroquimica.4°6
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Figura 8. Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura (25, 50, 100, 250,
500mV.s™) de DES (A) e VEN (B) (Insercdo: os respectivos voltamogramas SW). Graficos de
calibragdo com concentragdes crescentes do analito DES (C) e VEN (D).
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Fonte: autoria prépria

A curva de calibragao quantitativa para aumentar a concentracéo do analito em
pH 7,0 € mostrada na Figura 6C, D. Uma tendéncia linear foi observada de 0.05 a 0.4
mM para DES e VEN, com coeficientes de correlagcado de 0.93 e 0.95, respectivamente.
A DES exibe um comportamento adsortivo muito mais forte, como pode ser visto na
reducao do sinal analitico na segunda varredura (Figura 7C). Isso pode ser explicado
pela instabilidade do intermediario fenoxi, que sofre uma reagdo de
eletropolimerizagdo, levando a um filme isolante na superficie do eletrodo. O
desengorduramento da area eletroativa do eletrodo pode resultar em valores de

coeficiente de correlagdo mais baixos para DES em relagao as espécies de VEN.
5.2 ANALISES DA ESTRUTURA ELETRONICA

Representado na figura 9, na primeira linha (1?) apresenta a sobreposigéao das
geometrias moleculares; em A (DES) e C (VEN) estdo as sobreposi¢coes entre as

espécies neutras e protonadas na fase gasosa, e em B (DES) e D (VEN) estdo as

Resultados e Discussao 43



sobreposigdes das estruturas cristalograficas experimentais®”:%8 com os resultados
tedricos no nivel de teoria DFT/def2-TZVP/M062x. Os valores de RMSD das posi¢oes
atbmicas entre os resultados experimentais de cristalografia e tedricos para
otimizacdo de DFT s3do 0,4341 A para a VEN e 0,1860 A para DES. Tais valores
representam uma boa concordancia entre as geometrias moleculares no estado solido

(cristalografica) e na fase gasosa (tedrica).

A VEN neutra e protonada apresentam um RMSD de 0,4377 A, e a DES neutra
e protonada apresentam um RMSD de 0,1037 A. Esses pequenos valores de RMSD
indicam que a protonagao molecular tem pouca influéncia na geometria molecular
desses compostos. Todos os valores de RMSD foram calculados sem levar em
consideragao os atomos de hidrogénio. A coluna E representa o produto da oxidagao

isoladamente.

As superficies do MEP sao mostradas na segunda linha (2%) da Figura 9. As
superficies do MEP sé&o representadas por cores que variam do azul, representando
regides deficientes em elétrons (+), ao vermelho, representando areas ricas em
elétrons com carga negativa parcial (=), conforme indicado pelas barras de cores
adicionadas. Os MEPs demonstram cargas negativas parciais nos atomos de oxigénio

para os compostos neutros e protonados.

Espécies neutras também apresentam cargas negativas parciais nos atomos
de nitrogénio, enquanto espécies protonadas apresentam uma carga positiva parcial
no hidrogénio extra ligado ao atomo de N. Pequenas cargas positivas parciais sao
observadas nos hidrogénios do grupo hidroxila. A terceira, quarta, quinta e sexta
linhas da Figura 9 mostram os orbitais de fronteira LUMO+1, LUMO, HOMO e
HOMO-1, respectivamente. Para todas as espécies, os orbitais de fronteira LUMO+1,
LUMO, HOMO e HOMO-1 estéo localizados no anel aromatico.
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Figura 9. Sobreposicdo das estruturas moleculares geométricas (12 linha), limites de potencial
eletrostatico molecular (MEP) (22 linha), distribuicao espacial dos orbitais moleculares (32 e 62 linhas)
para os estados neutro e protonado da DES (colunas A e C) e da VEN (colunas B e D), respectivamente,
e seu produto de oxidagao (coluna E). A (DES) e C (VEN) mostram a sobreposi¢cao das formas neutra
e protonada da DES e da VEN. B (DES) e D (VEN) s&o a sobreposigéo entre as estruturas geométricas
cristalograficas experimentais e as otimizadas por DFT. Os atomos de hidrogénio foram omitidos nas

sobreposicdes das estruturas moleculares e nos calculos do desvio quadratico médio (RMSD).
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Fonte: autoria prépria
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Na figura 10, é possivel observar os niveis de energia dos orbitais moleculares
dos antidepressivos DES e VEN, tanto na forma neutra quanto na protonada, incluindo
seus produtos de oxidagdo. A VEN possui um grupo amina terciaria com pKa de 9,24
e um grupo hidroxila fendlica com pKa variando de 10 a 12. Os valores de pKa dos
grupos amina e hidroxila aromatica sugerem que eles se encontram principalmente

na forma protonada em condigdes de pH fisioldgico.

Figura 10. Niveis de energia dos orbitais moleculares da DES e da VEN nas formas neutra e protonada,
e seus produtos de oxidagéo. As barras de energia pretas e vermelhas representam, respectivamente,
os orbitais moleculares ocupados e desocupados (HOMO e LUMO, respectivamente). AeLH é a
diferenca HOMO-LUMO em unidades de elétron-volts. (A) é a DES neutra, (B) a DES protonada, (C) a
VEN neutra, (D) a VEN protonada e (E) o produto de oxidagé&o.

Fonte: autoria prérpia
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A DES, um importante metabdlito ativo da VEN, apresenta valores de pKa de
9,45 para o grupo amina e 10,66 para o grupo hidroxila fendlica, refletindo
caracteristicas de ionizagdo semelhantes. Esses valores de pKa sugerem que tanto a

DES quanto a VEN podem existir nas formas neutra ou protonada, dependendo do
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pH da solugdo. Consequentemente, ambos os compostos foram avaliados em suas
formas neutras (DES 10A e VEN 10C) e protonadas (DES 10B e VEN 10D), com o

produto de oxidagéo da perda da metila ou do hidrogénio representado na Figura 10E.

A diferenca de energia entre o HOMO e o LUMO é quase constante para todas
os compostos, variando de 7,71 a 7,91 eV, sendo que as espécies protonadas
apresentam um gap HOMO-LUMO menor para ambas as espécies moleculares. A
diferenga mais significativa € observada no produto de oxidacéao (E) ilustrado na Figura
10, que apresenta um gap de 6,15 eV. As distribuicdes espaciais do HOMO e do
LUMO de cada espécie molecular estudada s&o apresentadas na Figura 9, dentro do
gap entre os niveis de energia ocupados e desocupados, mostrando que os orbitais
HOMO e LUMO estao localizados no anel aromatico dos compostos. Observando as
diferengas nos niveis de energia do HOMO entre as espécies VEN e DES, verifica-se
uma diferenga significativa de aproximadamente 0,12 eV entre as espécies nao
protonadas e cerca de 0,22 €V entre as espécies protonadas demonstradas na figura
9. Essa diferenga pode influenciar a dureza a oxidagdo de ambas as espécies,
potencialmente explicando a mudanca de potencial observada em seus processos de

oxidacao durante os testes eletroanaliticos.

Com base nos valores de pKa e nos resultados analiticos, as energias livres de
reacao entre os farmacos e a agua ou os ions hidréxido foram avaliadas, considerando
os farmacos em suas formas neutras. Os valores de energia livre de Gibbs calculados
no nivel te6rico wB97X-D3/def2-TZVP na fase gasosa e em um meio solvente wB97X-
D3/def2-TZVP/SMD estéo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Energia Livre de Gibbs em kcal/mol calculada para a reagéo entre o DES e o VEN com as
espécies H20 e OH-2

Reagentes Produtos AGgas AGsol
DES + 2H20 2H30* 439,22 -175,00
DES + 20H" H20 -32,92 189,13
VEN + 2H20 2H30* + CH3OH 435,41 -177,00
VEN + 20H"- H20 + CH3OH -36,73 187,20

2A cetona é omitida nos produtos, mas deve ser levada em consideragdo nos calculos.
Fonte: autoria prépria

Como mencionado, a interagdo com o solvente altera o perfil energético da
reacao. A variagao na energia livre de Gibbs na fase gasosa indica (AGgas) que as

interacdes entre a DES e a VEN sao energeticamente favoraveis com o ion hidroxido
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e desfavoraveis em agua. Em contraste, esse perfil se inverte no meio solvente,
indicando que ndo ha competigao entre os ions hidrénio da autoionizagdo da agua e
as moléculas de agua, corroborando assim os resultados 6timos em pH 7. Os perfis
distintos entre as fases gasosa e solvatada podem ser atribuidos a carga negativa do
ion hidréoxido, que intensifica sua interacdo na fase gasosa. Além disso, em um meio
solvente, o ion hidrénio é solvatado por moléculas de agua, diminuindo assim sua
disponibilidade e tornando a interagdo entre o farmaco e o ion hidrénio

termodinamicamente desfavoravel, diminuindo o sobrepotencial de oxidacéo.

E importante notar que as reagdes quimicas avaliadas ocorrem em um meio
heterogéneo e envolvem mecanismos complexos. Consequentemente, a analise
termodinamica realizada neste estudo néo leva em conta totalmente a complexidade
dos mecanismos de reacdo ou a cinética de cada etapa. No entanto, estudos
experimentais®%° sugerem que o processo de oxidagdo leva a formagdo de um
carbocation no anel aromatico, seguido por uma etapa de desmetilacdo apresentado
na figura 10E. Dada a semelhanga estrutural entre a VEN e a DES, é razoavel esperar
que a energia livre para a formacao do carbocation e o processo de desmetilagdo ou
desprotonagcdo seja semelhante para ambos os compostos. Isso sugere que o0s
valores de (AGgas) € (AGsol) obtidos na Tabela 1 sdo consistentes com as observagoes

experimentais.

A caracterizagao dos estados eletronicos excitados e a previsao dos perfis
espectrofotométricos tedricos para a VEN e DES foram realizadas por meio de
calculos de TD-DFT. Os paradmetros computacionais de comprimento de onda (A)
energia de transigdo e for¢a do oscilador (f), bem como as principais contribui¢ces
orbitais associadas as trés primeiras transi¢cdes eletrbnicas verticais singleto-para-

singleto (So—S1, So—S2 e So—S3), encontram-se compilados na Tabela 2.

Tabela 2. Comprimento de onda TD-DFT (A), forga do oscilador (f) em unidades arbitrarias e a principal
contribuigdo orbital para as trés primeiras transigbes eletrénicas.

Compostos AMnm f Transigao Principal
C16H2sNO2 Primeiro 234.99 0.0253 HOMO-1 — LUMO
Segundo 213.04 0.0028 HOMO — LUMO
Terceiro 202.68 0.1073 HOMO — LUMO+1
[C16H26NO2]* Primeiro 235.93 0.0262 HOMO — LUMO
Segundo 204.69 0.0896 HOMO — LUMO+2
Terceiro 199.37 0.0333 HOMO — LUMO+1
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C17H27NO2 Primeiro 238.68 0.0227 HOMO — LUMO

Segundo 208.96 0.2290 HOMO — LUMO+1

Terceiro 196.01 0.0291 HOMO-1 — LUMO

[C17H28NO2]* Primeiro 240.32 0.0211 HOMO — LUMO+1
Segundo 219.93 0.0193 HOMO — LUMO

Terceiro 213.25 0.2477 HOMO — LUMO+1

C16H23NO2 Primeiro 389.88 0.0003 HOMO-2 — LUMO

Segundo 301.54 0.0169 HOMO-1 — LUMO
Terceiro 282.21 0.7121 HOMO — LUMO

Fonte: autoria prépria

Esses resultados sdo geralmente comparados com os dados espectroscopicos
UV-vis. Os resultados mostram que as trés primeiras excitagdes eletrénicas ocorrem
na regiao UV, com as maiores intensidades observadas na faixa UVB. As transicoes
de menor energia, correspondentes aos comprimentos de onda mais longos, tém
pequenas for¢cas de oscilador para todas os compostos. As transicbes HOMO-LUMO
sao fracas para quase todos os compostos, exceto o produto de oxidacado, que tem
uma forca de oscilador de 0,7121, quase trés vezes o maior valor encontrado para a
VEN protonada. A transicio HOMO — LUMO+1 exibe a maior intensidade de
absorcao para as espécies neutras de DES e VEN. Em contraste, para a DES e a

VEN ionizadas, a transicdo HOMO — LUMO+2 torna-se o pico de absor¢céo mais alto.

A reacdo eletroquimica ocorre através da transferéncia de elétrons entre
orbitais moleculares definidos, que quando um composto passa do estado neutro ou
protonado para o estado ionizado (oxidado) no eletrodo, sua estrutura e seus niveis
de energia sofrem uma alteracéo profunda. Nesse processo, um elétron é transferido
de um orbital de alta energia, como os orbitais moleculares ocupados de maior energia
(HOMO, HOMO-1), associados ao agente redutor para um orbital molecular vazio de
menor energia, como o orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO,

LUMO+1), associado ao agente oxidante.

De acordo com os perfis de densidade eletrénica apresentados na Figura 9, os
orbitais HOMO e HOMO-1 nas formas neutras de ambos os farmacos na fase gasosa
(vacuo) encontram-se predominantemente localizados sobre o anel aromatico e
exibem autovalores de energia orbital situados na faixa de -7,31 eV para DES e -7,24
eV para VEN. Contudo, quando submetidos ao modelo de solvatacdo continuada

baseado em SMD para mimetizar o ambiente reacional aquoso, esses niveis de
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energia sofrem uma forte estabilizagdo termodindmica induzida pelo meio dielétrico,
deslocando os seus respectivos potenciais de ionizagao vertical efetivos (I = -Exomo)
para os valores de 8,182 eV e 7,756 eV apresentados na Tabela 3. Nas formas
protonadas, esses orbitais permanecem centrados no nucleo aromatico, mas
apresentam niveis de energia orbital cerca de 3 eV mais profundos (mais estaveis) do

que nas espécies desprotonadas correspondentes.

Nesse contexto, pode-se inferir que a mudanga de potencial observada nos
processos de oxidagcédo é atribuivel tanto a diferenca de energia entre os orbitais
quanto a presencga do grupo metil na VEN, que contribui para a estabilizacdo da carga
positiva desenvolvida no anel aromatico. A possivel similaridade entre os mecanismos
de oxidagéo da VEN e do DES é corroborada pelos valores de energia livre da reacéo,

que sao bastante comparaveis, tanto na fase gasosa quanto em solugao.

Dessa forma, foi elaborado um esquema da via de oxidagcao da VEN é proposto
para o composto de DES na Figura 11A, e duas vias alternativas para a VEN sao
apresentadas nas Figuras 9B e 9C. A via de oxidagao alternativa da Figura 9C é muito
semelhante aquela proposta por Sanghavi e Srivastava®. Os niveis de energia para
cada etapa do processo foram calculados em DFT/def-TZVP/M06-2x e sao dados em

unidades hartree.

e Mecanismo A (DES): Primeiro o composto perde 1 elétron e 1 préton

(H*) e, so depois, sofre a segunda oxidagao para atingir o produto final.

Ambas as rotas B e C comegam com o composto neutro de VEN e terminam
exatamente no mesmo produto final (a cetona oxidada e desmetilada). A diferenca

crucial esta na ordem cronoldgica em que os pedagos do composto sdo removidos:

e Mecanismo B (VEN): Primeiro o composto perde 1 elétron e 1 préton
(H*) e, s6 depois, perde o grupo metila (CH3s").

e Mecanismo C (VEN): Primeiro o composto perde o grupo metila (CHs")
e, sO depois, perde 1 elétron e 1 proton (H*).
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Figura 11. Propostas mecanisticas de vias de oxidagdo para DES (A) e VEN (B) e (C). Os estados de
energia representados em preto sdo geometrias moleculares estaveis que representam um minimo na
superficie de energia potencial. Os niveis em vermelho sdo estados de ionizagdo ou eliminagdo
diabatica desconsiderando o movimento nuclear. Os niveis de energia marcados com * foram
deslocados pelo valor da energia eletrénica do CH3".
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Oxidation Pathway
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Os niveis de energia, na Figura 11, sdo representados em preto as energias
das estruturas moleculares otimizadas (estruturas estaveis), apresentando apenas
numeros reais para as frequéncias vibracionais, enquanto os niveis de energia
representados em vermelho sdo energias moleculares correspondentes ao processo
de ionizacio ou eliminagao diabatica, desconsiderando o movimento nuclear. Para o
composto de VEN, tanto no mecanismo 11B quanto no 11C, as energias foram
ajustadas adicionando a energia do cation metil (-39,4664 hartree) aos produtos apds
a eliminagao do grupo metil. A energia do ion CHs* usado para deslocar as energias

foi calculada no mesmo nivel de teoria.

Para ambas os compostos, o orbital molecular ocupado individualmente, na
primeira etapa da via de oxidacao, esta distribuido por todo o anel aromatico. Apesar
disso, para facilitar a visualizagdo do processo de oxidagdo, a carga atdbmica parcial
estimada por meio de quimica computacional de Mulliken, foi colocada no atomo de
carbono com a maior carga, obtidos nos calculos. A comparagao dos mecanismos de
oxidagao propostos para a VEN nas Figuras 11B e 11C mostra que eles sdo os
mesmos na primeira etapa do processo, mas diferentes na segunda e terceira etapas.
Na segunda etapa, a energia necessaria para que a eliminagao ocorra € maior em B

do que em C.

A diferenca de energia entre o estado estavel em B tem um valor de 0,6436
hartree devido a oxidagao e eliminagao do proéton (H*), enquanto em C tem um valor
de 0,2646 hartree correspondente a eliminagdo de CHs*. Na terceira etapa, o processo
geral é invertido nas propostas B e C em relacédo as energias, o mecanismo C exige
pouca energia para finalizar a reagdo, enquanto o B exige muito mais energia. A
eliminagdo de CHs* em B tem um valor de 0,7013 hartree e a oxidacao e eliminacao
de (H*) com um valor de 0,2291 hartree. Portanto, em termos de energia total para
atingir o produto de oxidagao, o mecanismo B tem uma diferenga de energia menor
(0,8727 hartree) do que o mecanismo C (0,9659 hartree).

A analise integrada dos descritores quanticos (Tabela 3) permite inferéncias
nao apenas sobre a estabilidade relativa das espécies, mas também sobre sua
reatividade global e a direcionalidade preferencial dos processos de transferéncia de
elétrons. Especificamente, sistemas caracterizados por alta dureza global e potenciais
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quimicos menos positivos demonstram maior estabilidade termodinamica, enquanto
valores altos de w indicam um carater eletrofilico pronunciado, sugerindo uma
propensdo a atuar como aceptores de carga em interagbes quimicas. Essa
abordagem, portanto, fornece uma proposta teorica para sugerir e compreender

comportamentos reativos.

Tabela 3. Descritores eletronicos, potencial de ionizagdo (l); afinidade eletrénica (A); potencial
eletrénico (u); dureza global (n); indice de eletrofilicidade (w), calculados para VEN, DES e seu produto
de oxidagdo comum?

Composto |=-HOMO A=-.LUMO J n )
DES 8.182 -1.662 -3.2597 4.9220 1.0794
VEN 7.756 -2.021 -2.8688 4.888 0.8410

Produto de 8.641 0.609 -4.6251 4.0156 2.6636

Oxidacéao

| @Todos os valores sdo dados em elétron-volts (eV). |
Fonte: autoria prépria

A analise comparativa dos descritores em meio solvatado revela que a DES
apresenta um potencial de ionizagao vertical (I = 8,182 eV) ligeiramente superior ao
da VEN (I = 7,756 eV). Embora o menor valor de | isolado para a VEN sugira uma
labilidade eletrénica inicial na fase gasosa devido ao efeito indutivo doador do grupo
metoxila, os dados experimentais voltamétricos demonstram o comportamento
oposto, com a DES oxidando-se em um potencial significativamente menor e mais
favoravel (Ep1a = 0,66V) do que a VEN (Ep1a = 0,81V).

Essa aparente divergéncia é perfeitamente elucidada ao se considerar que a
oxidagdo da DES ocorre diretamente no grupo hidroxila. Logo apds a primeira
transferéncia de carga, a DES sofre uma desprotonacao imediata que gera o radical
intermediario fenoxi. Esse intermediario usufrui de uma expressiva estabilizacdo por
ressonancia no anel aromatico, atuando como a verdadeira forgca motriz
termodindmica que rebaixa o sobrepotencial experimental do farmaco. Em
contrapartida, a metilacdo desse sitio eletroativo na VEN introduz uma severa barreira
cinética e a necessidade de uma etapa subsequente de desmetilagao oxidativa, com
perda de CHs*, justificando o deslocamento do seu pico anddico para valores mais

positivos na escala voltamétrica.

O Potencial Quimico y, que mede a tendéncia de um sistema perder densidade
eletrénica, € menos negativo para VEN (-2,869 eV) do que para DES (-3,260 V).
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Isso confirma a maior tendéncia termodindmica do VEN de atuar como um agente
redutor (doador de elétrons), apesar das barreiras cinéticas. Seguindo na oxidacao, o
produto formado exibe um potencial quimico significativamente mais negativo (4,625
eV), indicando uma estabilizagao eletrénica substancial, que atua como for¢a motriz
para a reagao. A dureza global (n), relacionada a resisténcia a mudangas na
distribuicado eletronica, é ligeiramente menor para o VEN (4,888 e€V) em comparagao
com o DES (4,922 eV).

Uma dureza menor implica maior polarizabilidade e, consequentemente, maior
reatividade intrinseca, o que é consistente com o perfil reativo do VEN. O produto de
oxidagao exibe uma dureza global ainda mais reduzida (4,016 eV), refletindo seu
carater eletrofilico pronunciado. O indice de eletrofilicidade (w) do produto de oxidagao
(2,664 eV) é notavelmente maior do que o dos precursores (VEN: 0,841 eV; DES:
1,079 eV). Esse aumento drastico confirma que a oxidagdo gera uma espécie
altamente eletrofilica que pode facilmente sofrer ataques nucleofilicos, como a
hidratacdo proposta no mecanismo, ou participar de reagdes de eletropolimerizagao,
como sugerido pelo decaimento do sinal analitico na segunda varredura voltamétrica
para DES.
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6 CONCLUSAO

A presente investigacdo mapeou com os perfis redox e a reatividade molecular
da VEN e DES, cumprindo as metas tragadas através do acoplamento entre técnicas
eletroanaliticas experimentais e quimica computacional. Os ensaios voltamétricos
demonstraram processos de oxidagdo anddica dependentes do pH com
estequiometria coordenada de 1e/1H* na etapa limitante da reagdo, o que se
correlaciona aos estados de protonagdo mapeados via MEP e ao custo energético em
hartree calculado para as etapas de ionizacdo e desprotonagdo na superficie de

energia potencial.

A diferenciagao estrutural entre os farmacos foi elucidada. Embora a VEN exiba
menor potencial de ionizacao vertical em meio solvatado 7,756 eV devido ao efeito
indutivo do grupo metoxila, a DES apresentou maior facilidade de oxidagao
experimental Epa = 0,66V vs. 0,81V para a VEN em decorréncia da expressiva
estabilizacdo por ressonancia sofrida por seu intermediario radicalar fenoxi. Os
ensaios de variagao da velocidade comprovaram um regime de transferéncia de
massa governado por difusdo linear, contudo, o comportamento adsortivo e a
passivacao interfacial observados para a DES foram associados ao aumento no indice
de eletrofilicidade de suas espécies oxidadas, que sofrem eletropolimerizacdo sobre

O sensor.

A natureza irreversivel dos processos redox foi confirmada pela auséncia de
picos catddicos, enquanto o mapeamento termodinamico via energia livre de Gibbs
solvatada validou as rotas propostas, revelando que a oxidacdo da VEN exige uma
desmetilacdo oxidativa energeticamente mais custosa (mecanismo B).
Adicionalmente, curvas de calibragdo corroboraram via DPV e SWV. Por fim, as
geometrias otimizadas foram entendidas frente a dados cristalograficos por baixos
valores de RMSD e as simulagbes de TD-DFT demonstraram o perfil UV-Vis
experimental, mostrando que a transicdo para um sistema quindide altamente
conjugado no produto final desloca a banda para o orbital LUMO+2 com elevacao

drastica na for¢a do oscilador f = 0,7121.

Em suma, a hibridizagdo metodologica implementada demonstrou ser uma

ferramenta robusta para desvendar a fisico-quimica dos compostos. Os resultados

Conclusao 55



consolidam o entendimento sobre a mudanga eletrbnica desses antidepressivos,

fornecendo subsidios teéricos.
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