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Resumo

A levodopa € um precursor dopaminérgico que sofre reagédo de descarboxilagédo; esse
processo ocorre espontaneamente e apresenta elevada velocidade, o que pode
comprometer sua eficiéncia como farmaco. Nesse contexto, a B-ciclodextrina (3-CD) tem
sido estudada na formagao de complexos de inclusdo, capazes de alterar propriedades
fisico-quimicas das moléculas incluidas. Neste trabalho, a reagdo de descarboxilacdo da
levodopa foi investigada por métodos de Teoria do Funcional da Densidade (DFT), dinamica
molecular (empregada para avaliar a estabilidade estrutural ao longo do tempo) e anélise de
interacdes nao covalentes (NCI, utilizada para identificar interagées fracas, como forgas de
van der Waals e ligagcbes de hidrogénio), considerando a inclusao da levodopa em B3-CD. As
geometrias foram otimizadas no nivel M06-2X/6-31G(d,p), com estados de transigao
caracterizados por uma unica frequéncia imaginaria: v = 1799,44i cm™ para a levodopa em
fase gas e v = 1646,84i cm™ em solvatagdo implicita. Para os sistemas com B-CD, o
complexo A’ apresentou frequéncia imaginaria de v = 1686,54i cm™. A analise das
coordenadas intrinsecas da reagao (IRC) confirmou a conexao entre reagentes e produtos
em fase gas e em solvatagao implicita (IEFPCM). A energia livre de ativagao (AGxt) foi de
67,732 kcal-mol™ em fase gas e 70,560 kcal-mol™ em solvatagao implicita para a levodopa,
enquanto, para os sistemas com B-CD, os valores permaneceram na mesma ordem de
grandeza, nao permitindo inferir uma variagao conclusiva da barreira energética. Foram
identificadas quatro estruturas (A’, B’, C’ e D’), sendo D’ a mais estavel, com AG = 8,788
kcal-mol™ em solvatagao implicita e AG = -13,160 kcal-mol™ em fase gas, seguida por B’ e
A’. A estrutura C’ apresentou AG > 0, com estabilidade associada principalmente a
contribuigao entalpica (AH), predominante na composi¢cao do AG em fase gas. A analise NCI
indicou predominancia de interagdes de van der Waals (RDG = 0,2-0,5), enquanto a analise
QTAIM confirmou a presenga de ligacbes de hidrogénio (p = 0,002-0,035 u.a.). As
simulacdes de dindmica molecular mostraram que os complexos B’ e D’ sao estruturalmente
estaveis, com RMSD médio de ~0,14 nm (B’) e ~0,12 nm (D’), indicando menor flutuagcéo
estrutural e maior estabilidade relativa para D’. De modo geral, os resultados indicam que a
formacgao do complexo de inclusdo com 3-CD promove alteragdes estruturais e energéticas
na levodopa; entretanto, nao foi possivel estabelecer, de forma conclusiva, a modulagao do

processo de descarboxilagao.



Abstract

Levodopa is a dopaminergic precursor that undergoes a decarboxylation reaction; this
process occurs spontaneously and at a high rate, which may compromise its efficiency as a
pharmaceutical agent. In this context, B-cyclodextrin (B-CD) has been investigated for the
formation of inclusion complexes capable of modifying the physicochemical properties of
guest molecules. In this work, the decarboxylation reaction of levodopa was studied using
Density Functional Theory (DFT), molecular dynamics simulations (employed to evaluate
structural stability over time), and non-covalent interaction (NCI) analysis (used to identify
weak interactions such as van der Waals forces and hydrogen bonding), considering the
inclusion of levodopa within B-CD. Geometries were optimized at the M06-2X/6-31G(d,p)
level, with transition states characterized by a single imaginary frequency: v = 1799.44i cm™
for levodopa in the gas phase and v = 1646.84i cm™ under implicit solvation. For systems
involving B-CD, complex A’ exhibited an imaginary frequency of v = 1686.54i cm™. Intrinsic
reaction coordinate (IRC) analysis confirmed the connection between reactants and products
in both gas phase and implicit solvation (IEFPCM). The Gibbs free energy of activation (AG¥)
was 67.732 kcal-mol™ in the gas phase and 70.560 kcal-mol™ under implicit solvation for
levodopa, while for B-CD systems the values remained of the same order of magnitude,
preventing a conclusive inference regarding changes in the energy barrier. Four structures
(A’, B', C, and D’) were identified, with D’ being the most stable, presenting AG = 8.788
kcal-mol™ under implicit solvation and AG = -13.160 kcal-mol™ in the gas phase, followed
by B’ and A'. Structure C’ exhibited AG > 0, with stability mainly associated with enthalpic
contribution (AH), which predominates in the composition of AG in the gas phase. NCI
analysis indicated a predominance of van der Waals interactions (RDG = 0.2-0.5), while
QTAIM analysis confirmed the presence of hydrogen bonds (p = 0.002—-0.035 a.u.). Molecular
dynamics simulations showed that complexes B’ and D’ are structurally stable, with average
RMSD values of ~0.14 nm (B’) and ~0.12 nm (D’), indicating lower structural fluctuation and
greater relative stability for D’. Overall, the results suggest that the formation of the inclusion
complex with 3-CD promotes structural and energetic changes in levodopa; however, it was

not possible to conclusively establish modulation of the decarboxylation process.
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CAPITULO 1:

INTRODUGCAO

1. Introducgao

Os trabalhos desenvolvidos por James Parkinson em 1817, enunciaram ao mundo
uma das mais conhecidas doengas neurodegenerativas[1], fomentando inumeros trabalhos
tanto em sua época como na atualidade. A doencga de Parkinson afeta o sistema nervoso
central em decorréncia da morte dos neurbnios dopaminérgicos da substancia nigra. As
principais manifestacbes advém do colapso progressivo do sistema motor, dessa forma,
tremores, bradicinesia (caracterizada por movimentos lentos) e rigidez estdo entre os
sintomas iniciais[2]. Na fase mais aguda da doenca, o individuo pode apresentar deméncia
e outros sintomas correlatos a degradagéo do sistema nervoso[3].

A doenca de Parkinson ainda ndo possui cura e as intervengdes terapéuticas
procuram abrandar os sintomas e desacelerar a progressao da enfermidade. Devido a morte
dos neurdnios da regido nigra, as concentragdes de dopamina diminuem no sistema nervoso
deste, o0 que agrava a doenga [4]. Uma das alternativas de medicamento seria a ingestao de
dopamina. No entanto, o tratamento via oral é ineficaz, os neurotransmissores nao
ultrapassam a barreira hematoencefalica existente na regido do sistema nervoso central.
Dessa forma, a reposigdo do neurotransmissor dopaminérgico como tratamento da doenca
intercorre com a L-3,4-dihidrixifenilalanina, conhecida como levodopa ou L-dopa [2-7],

precursora da dopamina, suas estruturas estéo representadas na Figura 1.
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Figura 1 — Representagao estrutural da levodopa (a) e dopamina (b). Fonte: proprio autor.



Na figura 1(a), podemos perceber a quiralidade do carbono ligado ao grupo amina,
que garante a existéncia do enantiomero, D-3,4-dihidroxifenilanina, conhecida como D-
DOPA. Apesar de nao ter acao reconhecida no tratamento da doenga de Parkinson, ela tem
sido avaliada como precursora de Dopamina por vias metabdlicas diferentes da L-DOPA[5].

A conversao da levodopa em dopamina decorre dos processos enzimaticos de
descarboxilagdo de aminoacidos[6]. A rota bioquimica da levodopa no organismo demonstra
gue mesmo sendo administrada com inibidores, passa por degradag¢ao se convertendo em
dopamina ou em 3-O-metildopa ainda nas regides periféricas ao sistema nervoso central[7].
Com isso, somente a quantidade do farmaco ndo degradada consegue transpor a barreira
hematocefalica como ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 — Diagrama esquematico apresentando o metabolismo e a captacdo de dopamina
derivada da levodopa

Os resultados iniciais do tratamento evidenciam uma melhora de todos os sintomas e
diminuicdo na taxa de mortalidade dos enfermos. A intervengdo medicamentosa por L-
DOPA, e Dopamina, é sugerida em todas as fases da doenca [8], todavia a dindmica do
tratamento ao longo do tempo demonstra que além dos possiveis efeitos colaterais, o
farmaco perde parcialmente sua eficacia. Dentro deste contexto, a quimica supramolecular
ganha um importante enfoque através dos estudos dos complexos de inclusédo na
formulacdo e modulagdo de propriedades de farmacos [9] incluindo, mecanismos de
liberacao.

A quimica supramolecular, formulada por Jean-Marie Lehn, Donald Cram e Charles
Pedersen ganhadores do prémio Nobel de 1987, dispde de uma interpretacdo mais

sofisticada em torno dos sistemas de interacbes entre moléculas, promovendo uma



compreensao de sistemas estaveis para além da constituicdo isolada das moléculas[10].
Seus trabalhos ensejam a construgdo de um olhar mais sutil para as interagdes dispersivas,
ligacao de hidrogénio, e interagdes eletrostaticas, contribuindo para estabilidade do sistema.

De acordo com Lehn, o reconhecimento molecular se evidencia com a energia e
informacéo contida na complexacdo da molécula hospede e sua hospedeira, no entanto a
descodificagado deste fendbmeno sugere a necessidade de estruturas complexas, exclusivas
e especificas. O reconhecimento quimico possui caracteristica essencialmente molecular.
De forma geral, as informagdes que estao contidas nas moléculas sdo provenientes de suas
conformacgdes, da estereoquimica, do tamanho e de outros atributos que se podem
correlacionar com as interacdes possiveis para a molécula no meio reacional e/ou solvente.
Geralmente, os estudos envolvendo quimica supramolecular possuem um enfoque nos
processos de interacdes de autoconhecimento e auto-organizacao. Os estudos correlatos a
estes produziram uma infinidade de possiveis agentes complexantes e substratos que séo
alvos de intensas pesquisas, como as ciclodextrinas e muitos outros excipientes

farmacolégicos.
1.1 Estudos da ciclodextrina como complexo de inclusao.

As ciclodextrinas foram introduzidas a comunidade cientifica em 1891 por Viller,
sendo descritas como hidratos de carbonos formados por moléculas de D-glicose unidas por
ligacdes glicosidicas. Sdo comumente reconhecidas como oligossacarideos obtidos a partir
da degradacao enzimatica do amido [11]. Estruturalmente, as CDs, se apresentam uma
forma semelhante a de um cone truncado, composta por unidades de glicose [12]. As mais
conhecidas sédo as a—ciclodextrina(a-CD), B-ciclodextrina (B-CD) e y-ciclodextrina a (y-CD),
formadas, respectivamente, por 6, 7 e 8 monémeros de glicose. Esses monémeros contém
grupos hidroxila nos carbonos C2, C3 e C6, conferindo carater hidrofilico a superficie externa
da molécula, enquanto as ligagdes entre C1 e C4 (de carater etéreo), somadas a disposi¢cao
dos hidrogénios, proporcionam um ambiente hidrofébico no interior da cavidade.

Segundo a literatura [13], as cavidades das CDs possuem profundidade média de 7,8
A. Os diametros superior e inferior dessas cavidades sdo, respectivamente: 4,7 e 5,3 A para
a a-CD, 6,0 e 6,5 A para a B-CD e 7,5 e 8,3 A para a y-CD [14]. Essas caracteristicas,
ilustradas na Figura 3, evidenciam sua capacidade de atuar como agentes complexantes,
formando compostos de inclusdo ou de associagcédo por meio de interagcdes intermoleculares

com diversos substratos [15].
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Figura 3 — Representagdes estruturais da a-, - e y-Ciclodextrina

O crescente interesse pelas ciclodextrinas reside na capacidade dessas de propiciar
um ambiente reacional singular [16]. Diversos estudos relatam uma ampla gama de
substratos passiveis de complexacao com CDs, destacando-se a alteragao significativa nas
propriedades fisico-quimicas dos compostos complexados [13]. Um aspecto notavel das
CDs ¢é o carater hidrofilico de sua superficie externa, contrastando com o ambiente lipofilico
no interior da cavidade, devido as hidroxilas primarias e secundarias nas extremidades e as
ligacbes etéreas voltadas para o centro. Essa estruturagdo gera um microambiente apolar
no interior da cavidade, permitindo a substituicdo das moléculas de agua de solvatagéo por
moléculas apolares.

A formagao dos complexos de inclusao ocorre de maneira dinamica e em equilibrio,
sendo possivel associar a esse processo uma constante de associacgao (K), que quantifica
a proporcao molar entre a molécula héspede e a ciclodextrina [17]. Os estudos envolvendo
CDs como formadoras de complexos de inclusdao sdo fundamentados nos principios da
Quimica Supramolecular, que busca investigar e interpretar as principais for¢as de interagao
nao covalente entre a ciclodextrina e as moléculas héspedes [18]. Uma vez que esses
ensejos sao alcangados, procura-se caracterizar o complexo por meio de técnicas analiticas
e explorar as principais propriedades fisicas e biolégicas. No entanto, de acordo com
arcabouco tedrico, a determinacdo da estrutura de complexos de inclusdo em sistemas
aquosos ainda se constitui como uma barreira para os cientistas que trabalham com Quimica

Supramolecular. Dentro deste contexto, a Quimica Teorica, por meio do emprego de



métodos computacionais, se torna uma poderosa aliada em analises sistematicas de
possiveis ambientes reacionais [12, 13].

E sabido pela literatura que a dopamina, devido ao seu carater hidrofilico, no
atravessa a barreira hematoencefalica, tornando-se ineficaz como medicamento no
tratamento da Doencga de Parkinson. A levodopa, por outro lado, mesmo sendo também
hidrofilica, consegue ultrapassar essa barreira por conter grupamentos aminos e carboxilicos
em sua estrutura, possuindo um transportador especifico no processo [19]. Uma vez no
organismo, a levodopa ¢é transportada até o cérebro, onde € convertida em dopamina pela
acdo da enzima dopa-descarboxilase, conforme ilustrado na Figura 4 [20]. Devido a
conversao da levodopa em dopamina, pela catalise enzimatica, ocorrem corre¢cdes nas
concentragdes do neurotransmissor nas regides centrais afetadas pela morte dos neurdnios
que produzem a dopamina. No entanto, o processo também ocorre nas regides periféricas,

originando possiveis efeitos colaterais devido a descarboxilagéo.

H
: HO
HO I / enzima c—"
CH /C\ —> \ + o,
OH NH,
NH,
HO
HO
Levodopa Dopamina

Figura 4 — Representacgao estrutural da reagao de descarboxilagdo da Levodopa em
dopamina sob agao da enzima dopa-descarboxilase

Uma estratégia promissora para melhorar a biodisponibilidade da levodopa e reduzir
sua degradacéo periférica € o encapsulamento molecular por meio da complexagdo com 3-
ciclodextrina [14]. A predilegdo pela B-CD se constituiu devido a sua baixa toxicidade,
tamanho e sua solubilidade relativa em agua. As -CD sdo menos soluveis se comparadas
as aCDs e yCDs, isso decorre das interacdes do tipo ligacdes de hidrogénio estabelecidas
entre as hidroxilas secundarias ligadas aos carbonos 2 e 3 dos mondémeros de D-glicose.
Sendo assim, esta apresenta uma estrutura mais rigida, o que evidencia seu menor grau de
solubilidade em agua relacédo as demais ciclodextrinas. Para as a-CD, afere-se que, em sua
estrutura, um de seus mondémeros de D-glicose encontra-se distorcido, propiciando um

numero menor de ligagdes de hidrogénio entre as hidroxilas secundarias, possibilitando uma



maior interagao entre a a-CD e as moléculas de agua abundantes no meio reacional, o que
confere a ela um maior grau de solubilidade se comparada a 3-CD. Em relagéo a solubilidade
da y-CD, esta possui uma solubilidade ainda maior que -CD e a-CD devido a flexibilidade
estrutural de sua cadeia.

Todas essas propriedades podem entdo ser variaveis do meio solvente no qual as
ciclodextrinas estdo e permitem usar as CDs como catalizadores, agente solubilizante,
agente inibidor em sistemas organicos ou ainda como espécies transportadoras em sistemas
de carreamento de farmacos em ambiente bioldgico. As varias especificidades das CDs na
formacdo de complexos de inclusdo em distintos ambientes motivaram uma enorme
quantidade de trabalhos avaliando reagdes que ocorrem no interior das cavidades das
ciclodextrinas [12, 15]. A maioria dessas estruturas em associag¢ao ou inclusao € estabilizada
por um conjunto de interagbes intermoleculares atrativas, que definem a dinamica da

formacéo e dissociagao desses complexos de inclusdo em suas mais variadas aplicacgoes.

1.2 Interagoes intermoleculares

A composicdo da matéria sempre foi um tema de estudo e observagdo desde a
antiguidade, comegando com os gregos e seguindo por toda a humanidade. A ideia de que
a matéria é feita de pequenas particulas que se unem para formar moléculas e,
posteriormente, corpos, foi central nas teorias dos séculos 18 e 19. Durante esse periodo,
as leis dos gases ideais, a teoria cinética dos gases e as leis de eletrélise de Faraday
ajudaram a entender melhor a composicdo da matéria [21]. No entanto, ainda haviam
algumas duvidas que foram respondidas no século 20, com o avango de técnicas como
difracado de raios X e microscopia de alta resolugédo, que mostraram claramente que a matéria
€ composta por atomos e moléculas.

Além disso, a existéncia de fases condensadas e o limite de compressao da agua
indicavam que havia forcas atuando entre as moléculas. Essas forgas, que podem ser
atrativas ou repulsivas, dependem da distancia entre as moléculas. Quando estdo mais
proximas, as forgcas repulsivas entram em acgao, e quando estdo mais distantes, as forcas
atrativas prevalecem. Isso significa que existe uma zona onde as forcas sdo atrativas a
longas distancias e uma zona repulsiva a curtas disténcias, ajudando a entender a baixa
compressibilidade dos materiais condensados, por exemplo. Ha uma distancia ideal, onde a
energia € minima, e outra distancia mais préxima, onde a energia de interagao se torna zero

antes de aumentar rapidamente [21], como representado na Figura 5.
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Figura 5 - Representacao de funcao de energia potencial intermolecular Fonte: Préprio

autor

Vale destacar que o grafico apresentado na Figura 5, que ilustra isso, tem carater
qualitativo, e a forma exata da funcao de interagao vai depender das caracteristicas das
moléculas. No geral, essa abordagem funciona bem para descrever interagoes
eletrostaticas, embora em alguns casos com cargas do mesmo sinal, as interagdes sejam
sempre repulsivas. Van der Waals, em seus estudos sobre gases reais, apontou que o
volume de um gas inclui um fator "b" que mede o volume efetivo das moléculas e representa
o volume das moléculas que nao se comprimem. Assim, apenas no volume "V-b" as
moléculas podem se mover livremente, o que faz com que as forgas atrativas entre elas
reduzam a pressao do gas no recipiente. Essa pressao esta relacionada ao quadrado da
densidade, e ndo a pressdo medida, que é ajustada na formula da lei dos gases ideais, que
normalmente é dada pela equacao PV = nRT, e que pela adigado dos parametros de atragao
e repulsao se converte a: (P + a/V?)(V - b) = nRT, na qual P e V agora sao os valores medidos
em vez dos ideais. Essa equagao simples explica bem a condensagao de gases em liquidos,
e os valores das constantes "a" e "b" se alinham bem com as propriedades das moléculas
como conhecemos hoje. Mesmo que essa abordagem tenha mudado, as forgas fracas de
atracao e repulsdo entre as moléculas ainda sao frequentemente chamadas de forgas de
"Van der Waals" [21].

As interacbes eletrostaticas que ocorrem entre ions e moléculas, moléculas e
moléculas de natureza n&o covalente sdo denominadas de interagdes intermoleculares, sao

fracas em comparacéo as ligagdes covalentes e ibnicas. Estas interagdes sdo bem definidas



em quatro casos bem especificos: ion-ion, dipolo permanente-dipolo permanente, dipolo
permanente-dipolo induzido e dipolo induzido—dipolo induzido. A interacdo dipolo
permanente-dipolo permanente ocorre quando as densidades eletrénicas das moléculas
possuem uma distribuicdo de carga ndo homogénea, resultando na formagao de polos com
maior e menor densidade eletronica. As interacdes eletrostaticas entre as moléculas se dao
pelas forcas atrativas de seus polos opostos. Desconsiderando a ion-ion, as interacdes
dipolo-dipolo sao mais fortes do que os outros casos abordados, inclusive a ligagcao de
hidrogénio € um caso particular desta[22].

Diversos estudos, como os citados a seguir, destacam as habilidades na formagéao de
complexos de inclusdo e no aprimoramento e formulacdo de novos farmacos. Em seu
trabalho de revisdo, Saokham e seus colaboradores[23] discorre sobre aplicagdes
farmacéuticas das ciclodextrinas, sob a 6tica do efeito da solubilidade, estabilidade, métodos
de preparacado e fatores que impactam na formagdo dos complexos. Embora o foco do
trabalho seja o papel das ciclodextrinas como agentes de estabilizacdo de farmacos.
Abbaspour, 2011 [24] em seus estudos com eletrodos modificados com B-CD, buscou
quantificar simultaneamente a levodopa e a carbidopa por meio de técnicas de volumetria.
Este apresentou o desenvolvimento de sensores eletroquimicos baseados no
reconhecimento de hospedeiras das CDs e evidenciou as interagcbes de levodopa e B-CD,
no entanto, a pesquisa se limita a analise quantitativa na formacgao deste complexo e nao
explora descrigao estrutural ou eletrénica.

Barros 2018 [25-27], em seus estudos, investiga as propriedades termodinamicas e
de transporte de solugdes binarias e ternarias de levodopa em CDs, incluindo 3-CD e HP-[3-
CD para diferentes temperaturas. Em seus trabalhos foram determinados parametros como
coeficiente de difusédo, volumes parciais molares e constantes de formagao dos complexos
de inclusdo. Dessa forma, os avancgos alcangados em seus estudos permitiram uma melhor
compreensao das interagdes estabelecidas entre a levodopa B-CD.

Em um trabalho realizado por Rezaeisadat [28] e colaboradores, foram empregadas
diferentes metodologias computacionais, incluindo Dindmica Molecular (MD), QM/MM-PBSA
e métodos de Mecanica Quantica, para investigar a interacao entre levodopa e B-CD. Este
trabalho forneceu dados detalhados sobre energia de ligagdo, tipos de interacdes
predominantes no sistema e efeitos de solvatacdo na formagao do complexo de inclusao.
No entanto, mesmo sendo um estudo computacional robusto, a pesquisa se limitou a
caracterizar somente uma estrutura para o complexo de inclusdo, explorando principalmente

as propriedades termodinamicas do sistema.



A levodopa tem sido amplamente investigada na literatura por meio de diferentes
abordagens computacionais e experimentais, com destaque para métodos de quimica
quantica baseados em Teoria do Funcional da Densidade DFT, que tém se mostrado
ferramentas essenciais na elucidacdo de propriedades estruturais, conformacionais e
reativas. Nesse contexto, funcionais como B3LYP e M06-2X, combinados a conjuntos de
base como 6-311G*™ e 6-31G*, tém sido amplamente empregados na anadlise da
descarboxilagdo e das preferéncias conformacionais da molécula. Esses estudos incluem a
exploracdo da superficie de energia potencial (PES), calculos de frequéncia vibracional,
determinacdo de caminhos de reagdo via coordenada intrinseca (IRC), além da
consideracao de efeitos de solvente por meio do modelo PCM e analises de interagao
eletrbnica via NBO. Os resultados indicam a existéncia de rotas energeticamente
competitivas, fortemente dependentes da conformagao molecular e da participagao explicita
de moléculas de agua [29].

De forma complementar, estudos tedrico-experimentais investigaram os espectros
vibracionais e eletrénicos da levodopa e da carbidopa por DFT e TD-DFT (B3LYP e TPSSh;
6-311++G**), combinados ao modelo PCM e analises NTO. Os resultados mostram boa
concordancia com dados experimentais e evidenciam transi¢cdes eletrbnicas com carater de
transferéncia de carga entre o anel aromatico e a cadeia lateral. Além disso, calculos de DFT
(PBEOQ; 6-311++G** e 6-31G) indicam a formacgéo de liga¢cdes de hidrogénio estaveis com
materiais carreadores[30], com energias de estabilizagdo relevantes para aplicagdes em
sistemas de liberagao controlada de farmacos [31, 32].

Mais recentemente, abordagens de aprendizado de maquina em nivel quantico, como
o modelo ANI-1x combinado a DFT (wB97X/6-31G(d))[32], tém sido empregadas na
descricao de superficies de energia potencial, apresentando boa concordancia com métodos
tradicionais e maior eficiéncia computacional. No estado solido, estudos de
pseudopolimorfismo identificaram uma forma dihidratada da levodopa, estabilizada por
moléculas de agua, porém instavel, convertendo-se facilmente para a forma anidra, o que

evidencia a importancia do controle polimoérfico em aplicagdes farmacéuticas [33].

Apesar dos avancgos descritos na literatura, ainda existe uma lacuna importante: a
analise computacional sistematica na reagcao de degradacao da levodopa em presencga de
CDs e, especificamente, da -CD. Nao se encontrou na literatura estudos revisados, que

tenha abordado o tema. Além disso, ndo ha relatos de analises computacionais que integrem



calculos de energia de ativacédo de rotas de degradacéo e perfis de reagéo por Mecanica
Quantica (DFT) com o uso da ciclodextrina e formacdo de complexos de inclusdo como
possiveis moduladores da atividade cinética.

Assim, este trabalho consiste na descricdo de uma investigagdo computacional
detalhada da degradacdo da levodopa na presenca de B-CD, por meio da reagdo de
descarboxilagado, integrando métodos de dindmica molecular, calculos de DFT, andlises de
superficie de energia potencial e calculos de energia total[28]. Foram geradas informacdes
inéditas e complementares sobre os complexos de inclusao formados e consideragdes sobre
como as ciclodextrinas podem modificar os mecanismos de degradacédo da levodopa,
proporcionando dados que contribuam na compreensdo complementar destes sistemas

hospede-hospedeiros.
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CAPITULO 2:

OBJETIVOS

2. Objetivos

2.1 Objetivo principal

A dissertagcao teve como objetivo avaliar a possivel protecdo da degradacao da
Levodopa pela inclusdo na cavidade da B-CD, analisando a sua reagao de descarboxilagao,

derivando a dopamina.

2.2 Objetivos Especificos

i. Estabelecer um procedimento teérico/computacional mais adequado para tratar os
processos de inclusdo da L-DOPA na B-CD;

i. Descrever os parametros termodindmicos e cinéticos das reagbes de
descarboxilagao livre e com a protecdo da B-CD. Nesta etapa iremos determinar as
estruturas intermediarias, assim como os estados de transigao;

iii. Identificar as condigdes fisico-quimicas adjuvantes na diminuigao da velocidade da
reacao de degradacgao da Levodopa por meio de calculos em fase gas e em solugdo aquosa.

iv. Realizar calculos de dindmica molecular na investigagéo do efeito da solvente nas

propriedades do complexo.
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CAPITULO 3:

METODOLOGIA

3. Metodologia

Neste capitulo serdo apresentados brevemente alguns dos métodos utilizados neste
trabalho, bem como Mecanica Quantica, Dindmica Molecular e Métodos Semi-Empiricos,
fazendo assim necessario uma breve descrigao tedrica de pontos sensiveis como o Método

de Hartree, Principio Variacional, Teoria do Funcional Densidade e Métodos Hibridos.
3.1 Métodos

Dentro deste tépico serao tratados aspectos dos fundamentos teéricos referentes aos
métodos de analise das possiveis estruturas conformacionais e eletrbnicas da beta
ciclodextrina, levodopa e dos possiveis complexos de inclusdo obtidos. A principio, se
realizarao calculos de otimizacao das estruturas e frequéncia para cada espécie constituinte
do sistema em separado; na continuidade dos trabalhos, serdo mantidos calculos
sistematicos de otimizacdo de estrutura e frequéncia para as possiveis estruturas dos
complexos e para o sistema como um todo. Os procedimentos estardo em consonancia com
a teoria da Mecanica Quantica, Molecular e Métodos Semi-Empiricos, fazendo assim
necessario uma breve descricdo tedrica de pontos sensiveis como o Método de Hartree,

Principio Variacional, Teoria do Funcional Densidade e Modelos Hibridos.

3.1.1 Mecanica Quantica

Desde a década de 1920, a fungédo de onda (conceito central da mecanica quantica)
ja era conhecida. Essa ferramenta é fundamental para entender o comportamento de atomos
e moléculas. A funcao de onda eletrénica é o foco de interesse na mecanica quantica, pois
contém todas as informacdes sobre uma particula. Para descrever a evolugao dessa fungao

de onda, utilizamos a equacgao de Schrddinger[34], representada na equagéao 1.

Ay = Ey eq. 1
Pode-se notar, pela equagdo 1, que o objeto a ser calculado pela equagédo de

Schrédinger é a energia. O operador Hamiltoniano atua sobre a fungéo de onda, resultando
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em uma fungédo de onda e em uma energia obtida. O Hamiltoniano descreve a energia do
sistema e incorpora todos os parametros que influenciam a energia do sistema em questao,

representado na equacao 2.

i h? N 2 N M Zye” N N e’
H= . Vs — = + — i~i eq. 2
2m Zl_l t =1 ZA_I 4TEY Tia =1 21>l 4TEq Tij

O primeiro termo do Hamiltoniano descreve a energia cinética dos elétrons. O
operador Laplaciano, elevado a segunda poténcia e indicado pela letra grega nabla (V), atua
sobre as coordenadas espaciais dos elétrons, realizando a segunda derivada da fungéo de
onda em relacdo a cada eixo do sistema cartesiano, conforme explicitado na equagao 3.

v2=—i( @ L4 dz) eq.3

2m \ dx? dy? = dz?

O Hamiltoniano deveria possuir um termo que descrevesse a interacdo cinética
relativa ao nucleo; no entanto, ao se considerar a aproximagao de Born-Oppenheimer, que
estabelece que, em comparacdo ao movimento dos elétrons, o0 movimento do nucleo é
infimo, essa simplificagdo se torna possivel devido a enorme diferenga de massa entre o
nucleo e o elétron [35].

O segundo termo do Hamiltoniano descreve as interagdes eletrostaticas entre um
elétron qualquer do sistema e o nucleo. Essa interagao ¢é atrativa, portanto, representa forcas
que estabilizam o sistema. Ja o terceiro termo do Hamiltoniano descreve a interacdo entre
elétrons, sendo um termo repulsivo que desestabiliza o sistema. Esse termo torna o sistema
mais complexo [36], uma vez que o sistema que contempla o atomo de hidrogénio € menos
complexo sendo que ndo precisa avaliar a repulsao eletrostatica entre elétrons, logo para
contornar tal termo problematico surgiram os métodos de aproximagdes. Um dos mais

difundidos é o de Hartree e Fock.
3.1.2 O método de Hartree-Fock

O método de Hartree-Fock resolve a equagao proposta por Schrodinger de forma
tedrica, sem depender de parametros experimentais, sendo um exemplo de abordagem ab
initio. Para lidar com a complexidade de sistemas com muitos elétrons, ele propde que a
funcao de onda global poderia ser expressa como o produto de fungdes monoeletrénicas.
Essa técnica, conhecida como aproximacao orbital, utiliza fungées de orbitais spin para

representar o comportamento dos elétrons, sendo representada na equacao 4
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Y()a(w)
xx) = ou eq. 4

P(r)B(w)
Y(r) é a fungao de onda do elétron dependente das coordenadas espaciais r, e a(w)
e B(w) sdo as fungdes de spin. Um ponto fundamental é que a aproximagao orbital deve
obedecer ao principio da exclusdo de Pauli, que afirma que particulas fermiénicas séo
representadas por fungdes antissimétricas quanto a troca de coordenadas. Ou seja, dois
elétrons descritos pela mesma fungao orbital precisam possuir fungdes de spin distintas, ndo
podendo ocupar o mesmo estado quantico. A condigdo de antissimétrica da fungado de onda

Y é contemplada por meio de um artificio matematico, o determinante de Slater.

X;(x) Xij(x) L X (xp)

Xi(?cz) X;(x2) o Xk(_xz)

Yrot(X1,, X o Xy) = N2 eq.5

(e X)Xl |

O método de Hartree-Fock, utilizando o determinante de Slater, calcula a energia das
fungdes de spin-orbitais individualmente e, por meio da combinagdo de cada funcéo
monoeletrénica, obtém-se a fung¢ao de onda global do sistema. Os calculos dessas fungoes
consideram trés tipos principais de interagao, representadas por trés operadores: o operador
de caroco, o operador de Coulomb e o operador de troca.

O operador de caroco atua sobre as interacdes eletrostaticas entre o elétron e o
nucleo (e vice-versa). Nos calculos realizados com esse operador, considera-se que o
elétron esta isolado na molécula, ou seja, sem levar em conta a presenca de outros elétrons.
Ele é responsavel por modelar a interagcao fundamental elétron-nucleo.

O operador de Coulomb avalia as interacdes elétron-elétron. No entanto, calcular
diretamente essas interagdes nao € viavel, devido a complexidade envolvida. Assim, a
integral de Coulomb estima a interagao de cada elétron com a densidade eletronica total da
molécula, fazendo uma média das interagdes de cada elétron em um determinado orbital
com a densidade eletronica do sistema. Essa aproximacao € uma das principais fontes de
erro no método de Hartree-Fock.

O operador de troca ndao possui uma analogia classica ou macroscopica; trata-se de
um fenébmeno puramente quantico. Ele esta diretamente relacionado com o momento
angular de spin do elétron [37] e s6 é possivel devido a natureza antissimétrica da fungéo

de onda. Essa antissimetria € garantida pelo uso do Determinante de Slater [38].
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Assim, utiliza-se a integral de Coulomb para determinar a interagcdo de cada elétron
com a densidade eletronica total da molécula. Essa abordagem fornece uma média das
interacoes de cada elétron em um dado orbital com a densidade eletrénica do sistema.
Contudo, essa abordagem contribui significativamente para as limitacbes do método, ja que
simplifica a descricdo da interacao.

Por outro lado, o operador de troca esta intrinsecamente relacionado a natureza
quantica do sistema e ndo apresenta um significado macroscopico. Ele esta diretamente
associado ao momento angular de spin dos elétrons, puramente quantico que decorre das
propriedades antissimétricas da funcdo de onda, ocorre pelo principio de exclusdo de Pauli.
Essa propriedade quantica garante a distingao entre elétrons e € fundamental para descrever

corretamente os sistemas eletrénicos.

3.1.3 DFT: Teoria do Funcional da Densidade.

A Teoria do funcional de Densidade € hoje um dos métodos em quimica tedrica,
amplamente utilizada nos estudos de estruturas eletrénica de moléculas[39], avaliagdo de
estado de transicao e interagdes nao covalentes para sistema reacionais.

De acordo com o teorema de Hohenberg-Kohn a densidade eletrbnica, p(r), prevé o
potencial externo, v( 1), outra especificidade é que a densidade eletronica € utilizada para
determinar o numero total de elétrons (N), assim determinando o Hamiltoniano do sistema

[39, 40], ao integramos a eq 6
2o(D)dr=N eq. 6

Da equagao 6; N e v( 1), fornece o Hamiltoniano molecular, podemos ainda reescrever

equagao 6 na forma mais reduzida apresentado as integrais:

p(ry) = Jf "'”LIJ(I'Z, I3, ---’I“N)l2 eq.7

Utilizando a equacgao 7, podemos calcular o valor esperado;

E= <|ﬁ|) = (lﬁ +0+ V|> = ﬂ fll)* (_25\;1%V% +Z§V<iﬁ+2?’=1 )1/)‘17"17”2--- r; eq.8

J
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Considerando a equacdo 8, ja se é sabido que dentre os trés operadores
apresentados, o0 unico que € acessivel com menor grau de complexidade e analogo com

densidade eletronica é operador, V e isso pode ser apreciado na expressao 9:
I [ Eu@)Yy" dry,drz, - dry = 5 ¥ =1 Ju() Nd(r) = [u(Dn() eq. 9

A equacao 9 considera as mesmas propriedades da solugdo exata, no entanto, com
um autovalor menor.

De acordo com Hohenberg-Kohn, o potencial externo é um funcional unico de p(r),
sendo uma constante aditiva. Na Figura 6, demonstra-se a interdependéncia entre as

variaveis propostas em seu teorema.

u(r)

Hoo ——— E
p(r) P

Figura 6 - Interdependéncia das variaveis basicas -DFT

Na teoria da Densidade Funcional (DFT), a densidade eletrbnica é o parametro
central. Ela permite calcular propriedades eletrbnicas e estruturais de sistemas quanticos,
utilizando o principio de que a energia total do sistema é uma funcional da densidade
eletrénica [37]. Essa abordagem simplifica consideravelmente os calculos, em vez de lidar
com funcdes de onda de muitos corpos. O potencial externo que atua sobre os elétrons,
representado frequentemente por um potencial Coulombiano devido ao nucleo atémico, é
diretamente relacionado a densidade eletrénica. Mudancas na distribuicdo de elétrons
afetam ndo apenas a energia total do sistema, mas também seu potencial externo. Em
resumo, a densidade eletrbnica é fundamental para a compreensdo e previsdo do
comportamento de sistemas quanticos, sendo um pilar central na DFT e na analise de
interacdes eletronicas [39]. A interdependéncia entre densidade, potencial e Hamiltoniano
destaca a complexidade da fisica quéntica e da quimica computacional.

Para contemplar propriedades diferentes entre moléculas e, melhorar a descricdo de

interacdes intermoleculares, foram desenvolvidos modelos hibridos para o tratamento da
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densidade eletronica. A utilizagdo dos modelos hibridos obedece a aproximagao LDA (Local-
Density Approximation) e LDSA (Local-Density Spin Approximation); o diagrama de contorno
para este tipo de sistemas se alicerca na uniformidade dos elétrons, onde p oscila
lentamente seus valores com a posi¢ao, embora em alguns sistemas moleculares a variagao
da densidade possa ocorrer de forma abrupta com a posicdo. Nestes sistemas utilizam-se

de gradientes p“ e pf no termo integrado como pode se observar em equagéo 10

ESEA [p% pP] = [ F (p* 0, P (), Vp* (PP (1)) dr eq. 10

A sigla GGA significa generalized-gradient approximation, em tradugao livre indica:
Aproximacao do Gradiente Generalizado. De forma usual € conveniente separar este termo
em dois outros termos:

ESGA = EGCA 4 EEGA eq. 11

Os funcionais de Becker e de Perdew-Wang utilizam o gradiente de correlagao, Ex.
Os funcionais de correlagdo utilizando o gradiente de corregao, e incluem o funcional de Lee-
Yang-Parr (LYP). Todos os funcionais de troca podem ser correlacionados a outros; isso
culmina em um funcional hibrido. O B3LYP sé&o calculos realizados com o funcional de troca

de Becker e o funcional de troca de Lee-Paar.

3.2 Fendémenos de solvatagao

Em um sistema reacional, a atuacdo do solvente pode definir o percurso da reagao,
dependendo da interacdo estabelecida entre o solvente e os reagentes, sejam essas de
natureza atrativa, que corrobora de forma especifica para estabilizagao do sistema, ou forcas
repulsivas, que atuam de maneira contraria & estabilidade do sistema. E preciso interpretar
de forma bem definida qual é o papel do solvente no ambiente reacional. E nesta ética que
a relevancia do solvente se evidencia, isso devido a possibilidade de este determinar quais

os produtos obtidos, sejam estes desejaveis ou n&o.

3.2.1 Solvatagcao: modelos continuos e discretos

Para evidenciar o efeito do solvente em um determinado sistema, a principio é
necessario estabelecer um rigor nos métodos de parametrizagdo dos processos que
investigam a magnitude da interagcéo soluto/solvente. Uma vez alcangada esta habilidade, é

fundamental que ela se correlacione diretamente com o potencial quimico[41]. Ben-Naim foi
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bem-sucedido em propor uma habilidade que correspondesse as expectativas, cunhando o
termo energia livre de solvatagdo: AG;,;,. Esta propriedade termodindmica possui uma
expressao algébrica simples, a depender do diagrama de contorno [42], considerando que
o soluto estabelece um equilibrio entre as fases gasosalliquida, levando em conta suas

concentragbes em cada fase, obtemos a seguinte expressao algébrica.

A _ *
[ ]solze AG

. 12
A, IRT eq

*

A Equacéo 12 determina ent&do o 4G;,,;,. A afinidade do soluto com o solvente pode
ser obtida experimentalmente para espécies neutras. Correlacionando a energia de

solvatagao com o potencial quimico € possivel chegar a seguinte equacao.
Hsor(A) = pg (A) + AGgo1,(A) + RT In[A] o eq.13

Eq 12 é expressao do potencial quimico para 1 mol/L de “A” da energia livre em termos
da concentragao do soluto, sendo “A” um gas ideal [42]. A Equagao 13 tem aplicabilidades
gerais. Aplicando a Equacgao 13, estabelecendo os valores de energia livre do soluto em fase
gasosa e sua energia livre de solvatagao, podemos descrever reagdes quimicas em fase
liqguida de forma quantitativa.

Uma das abordagens possiveis para o estudo do efeito do solvente em nivel
molecular, € a utilizacdo da representagao continua do solvente. Neste método o soluto fica
envolto por moléculas do solvente em movimento, como pode ser observado na Figura 7.
Forcas de interacdo eletrostaticas sdo estabelecidas. Em acordo com o diagrama de
contorno proposto, o solvente é tratado como dielétrico continuo e as interagdes
eletrostaticas como um continuo. Estes métodos sdo de baixo custo computacional devido

a diminuicao dos graus de liberdade do sistema.

ﬁ ;
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e

“)
&
iy

Figura 7 - Acido etanoico solvatado por agua
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Neste modelo da figura 7, as moléculas explicitas do solvente s&o substituidas por
dipolos pontuais (4). E a natureza das forgcas de eletrostaticas advém da interagdo do
momento de dipolo das moléculas do solvente com a densidade eletrénica do soluto ilustrado

na Figura 8.

Figura 8 - Representacdo do campo elétrico ao redor do acido etanoico.

Um outro aspecto do método continuo, e fundamental, é a etapa da criacédo da
cavidade. Diferente do modelo onde as moléculas possuiam um volume préprio, no continuo
é preciso definir a regido receptora do soluto [42]. Existem varias maneiras de se definir a
cavidade. Atualmente, utilizam-se esferas centradas sobre os atomos, que se sobrepdem,

assumindo uma férmula realistica da molécula, como se pode observar na Figura 9.

Continuo dielétrico

Cavidade do Souto

-

Figura 9-Acido etanoico em cavidade de esferas, solvatacdo dielétrica.

Estando definida a cavidade, pode-se utilizar a Equacao 14, para calcular o potencial
eletrostatico gerado pelo continuo dielétrico em um ponto ( R — ), considerando um dipolo

( 4 — )posicionadoem ( r = ).
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Pdip (R) = pr ? eq. 14

No entanto, para se obter o potencial eletrostatico em um continuo dielétrico,

integramos sobre todo o espago onde se situa, entdo obtemos uma nova equagéo.

= 1 P (R-7
04 (R) = o [, = av, eq. 15

A Equacdo 15 possui mais utilidade se a reescrevermos em termos de cargas.

Fazendo isso, chegamos a seguinte expressao.

0a(R) == |, v;[

P

4meg

1 (V. P)
ldVr ~ e Ja o dav.. eq. 16

[R-7|
Segundo o arcabouco tedrico [34], o continuo dielétrico é delimitado pela superficie
S1, que possui o soluto, e a superficie S2, que delimita continuo e o meio exterior, como

ilustrado na Figura 10.

vacuo

Ny
\
\
|
7 P /

Figura 10 -As regides delimitadas referem-se a interface entre a cavidade do soluto (S1),
que separa o soluto do solvente, e o contorno dielétrico-vacuo (S2), que divide o material
dielétrico do vacuo.

Por meio destas ponderacdes pode-se aplicar o teorema da divergéncia na primeira

integral da Equacéao 16 resultando na Equacgao 17

S 1 P i 1 -V,..P
Pa (R) - 4me §S1+ S2 1R A, + Efd -

av. eq. 17
[R—7|

|[R—7|

Especificando as seguintes relagdes:

o,=P .7
oy=—V,..P
, s g (RY_ 1 as () 1 o®
Obtém-se a equagao 18: ¢4 (R) = ro gﬁsl+ 2 e dA, + pr— J, — dv, eq.18
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A Equacdo 18 evidencia em seu primeiro termo no lado direito, a presenga de uma
integral de superficie, onde o5 representa a densidade de carga superficial, com
contribuigbes das superficies S; e S,. No segundo termo da equacédo, oy corresponde a
densidade volumétrica de carga, e essa integral representa o potencial eletrostatico gerado
pelas cargas localizadas na cavidade do dielétrico. Dessa forma, a equacao define, de certo
modo, o potencial eletrostatico produzido pelos dipolos, conforme estabelecido na Equagéao
14. Isso corrobora a expectativa de que a Equagao 18, expressa em termos de densidade

de carga de volume e superficie, esta de acordo com os fundamentos teodricos.

3.2.2- Dinamica Molecular

A dinamica molecular (MD) é uma técnica computacional amplamente empregada no
estudo de interagdes biomoleculares, incluindo sistemas proteina—proteina e proteina—
ligante[43] bem como complexos de incluséo [44]. A metodologia baseia-se na integragéo
numeérica das equagdes de movimento de Newton, nas quais as forgas sobre cada atomo
sao obtidas a partir de campos de forca empiricos que descrevem as interagdes de pares de
atomos por meio de sua geometria, parametros intra e intermoleculares além de cargas
atbmicas. A partir dessas equacgdes, obtém-se trajetorias que descrevem a evolugao
temporal do sistema, permitindo a analise de propriedades estruturais.

No contexto do sistema deste trabalho é importante devido as informagdes de
trajetoria da molécula hospede em relagao a ciclodextrina como também em relacdo ao meio
solvente. Importante ndo apenas para descrever a estabilidade dindmica do complexo de

inclusao, mas as interagdes intermoleculares presentes no sistema em solugao.

3.3 NCI- Interag6es ndao covalentes

Caracterizar interagbes intermoleculares experimentalmente é um desafio,
principalmente devido aos seus efeitos cooperativos e a presenca de mais de um tipo de
interacdo nos mais diversos sistemas. Assim, essa tarefa, € normalmente destinada a
calculos de estrutura eletrbnica, devido a natureza intrinseca dessas interagcbes serem
resultantes de interagdes de regides de densidade eletrbnica.

NCI é uma sigla para “Non Covalent Interactions” em tradugao direta, interagdes néo

covalentes e, serve entdo para caracterizar qualitativa e quantitativamente interacdes
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intermoleculares a partir de uma descrigdo geométrica obtida por meio de calculos de
estrutura eletrénica[45].

A densidade eletronica quanto-mecanica, € a chave para a obtencido de todas as
propriedades quimicas por principio teérico. E também a “quantidade” chave para a DFT.
O Gradiente reduzido da densidade, obtido pela densidade e sua primeira derivada e

apresentado na equacao 19:

s :§(3n2)1/3l|)v4—7l eq.19

Essa grandeza, € adimensional e € utilizada para descrever o desvio de uma distribuigao
eletrbnica homogénea. Suas propriedades s&o extensivamente estudadas no
desenvolvimento de funcionais DFT e se baseiam nas regides limitrofes da densidade. Por
exemplo: nas regides mais distantes dos nucleos atdmicos na molécula, nas quais a
densidade cai exponencialmente a zero — chamadas “caudas de densidade” - O gradiente
reduzido apresenta valores muito positivos. Ja em regides de ligagdes covalentes, e
interagbes nao covalentes, esse gradiente reduzido apresenta valores muito pequenos,

proximos a zero.

3.4 Metodologia de execugao

A metodologia adotada foi ajustada de acordo com os objetivos propostos,
considerando o custo computacional, o tempo de projeto e a melhor qualidade possivel dos
dados coletados. Como etapa inicial do sistema proposto, com base no senso quimico e na
literatura, dados ja estabelecidos na literatura como valores de angulos e de distancias de
ligacbes elaborou-se um modelo estrutural [46], utilizando o software GaussView com as
moléculas confeccionadas[47], entdo escolheu-se entdo o aporte tedrico da DFT e o
funcional M06-2x, fungédo de base 6-31G(d,p) para realizar os calculos. A predilegao pela
DFT se deu pelo fato de ser um método que descreve muito bem estruturas eletrénicas e
interagdes intermoleculares, o que corrobora com escopo do trabalho, uma vez que sistemas
que contam com reagdes de complexos de inclusao sdo governados pelas interagdes
intermoleculares.

Todos os calculos de otimizacdo e frequéncias realizados com as estruturas da
levodopa, dopamina e didéxido de carbono atingiram o minimo local. Ao término dos

procedimentos iniciais € com os dados aferidos, simulou-se a reacao de degradacao da
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levodopa, convertendo-se em dopamina, acessando assim os parametros termodinamicos
e cinéticos do processo de descarboxilacio.

Com as estruturas otimizadas da levodopa, dopamina e CO,, foi possivel modelar a
reacao de degradacdo da levodopa em dopamina. Os calculos resultaram em modos
vibracionais que apresentaram uma frequéncia imaginaria Unica, o que, de acordo com a
mecanica quantica, caracteriza um estado de transi¢ao[48]. Assim, foram realizados calculos
de otimizagado do estado de transicéo na fase gasosa, utilizando o programa Gaussian 09,
no nivel de teoria DFT com o funcional M06-2X. Uma vez caracterizada a estrutura do estado
de transicao, foram otimizadas no nivel de DFT em fase gasosa, e foram conduzidos calculos
de IRC (Intrinsic Reaction Coordinate). Esses calculos correlacionaram 200 passos a partir
do estado de transicdo em direcao a formacéao dos produtos, e outros 200 passos em direcao
a formacéao dos reagentes, seguindo a mesma abordagem metodoldgica. Todos os calculos
foram realizados no Gaussian 09, utilizando o funcional M06-2X e o conjunto de base 6-
31G(d,p). Como as estruturas das espécies envolvidas na degradacao da levodopa ja se
encontravam otimizadas, iniciou-se uma segunda etapa, voltada a otimizagdo da B-
ciclodextrina (B-CD), utilizando o mesmo nivel de calculo empregado para os reagentes e
produtos: DFT, com o funcional M06-2X e o conjunto de base 6-31G(d,p). A estrutura da B-
CD foi totalmente otimizada.

Como terceira etapa, foi necessario formular e estruturar as estequiometrias e os
modelos de inclusdo dos complexos levodopa—p3-CD. Com base em referéncias tedricas,
optou-se pela estequiometria 1:1 [49, 50], descrevemos estruturas nas quais a levodopa teria
sua regiao do grupo carboxilico protegida pela cavidade da ciclodextrina, e outra com esse
grupo mais suscetivel ao meio, com as modalidades de inclusdo pela abertura maior e pela

abertura menor. Os modelos de inclusédo estao representados na Figura 11.
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Figura 11- Modos de inclusdo dos complexos de levodopa com (3-CD

Como pode observar-se na Figura 11, os modos de inclusdo foram estrategicamente
selecionados e divididos em quatro estruturas: A, B, C e D. Tanto em A quanto em B, os
grupos funcionais incluidos sao os mesmos: acido carboxilico e amina. O que distingue uma
da outra é a orientagao espacial, enquanto em A o grupo funcional esta incluido pela borda
de raio maior, onde se localizam hidroxilas secundarias; em B, este esta na borda menor,
onde se encontram hidroxilas primarias. Ja em C e D, o anel fendlico esta incluido em C pela
borda de maior raio e, em D, de menor raio.

Os calculos de otimizac&o das estruturas ilustradas na Figura 11 foram realizados na
fase gasosa e em IEFPCM, utilizando DFT com o funcional M06-2X e o conjunto de base 6-
31G(d,p). A B-CD foi totalmente otimizada [26]. Nos calculos iniciais dos complexos de
inclusdo os modos vibracionais da B-CD foram congelados, para permitir uma descrigao
guanto mecanica focada no estado de transi¢cao da reacédo de descarboxilagdo. Apds essa
primeira analise, as geometrias foram todas calculadas sem restricdo, assim como os
calculos de frequéncia. Por essa razao, esses complexos foram denominados como A’, B’,
CeD.

Para o calculo de dindmica molecular foi executada utilizando o pacote Gromacs-
2023-5 [51], com campo de forca OPLS-AA. Os parametros da B-CD e levodopa,
compativeis com o campo de forga citado, foram gerados por meio da versao para PC da

ferramenta web LigParGen [52]. O modelo de agua empregado foi o SPC/E. Utilizou-se uma
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caixa cubica de dimensao 5 nm e condigbes periddicas de contorno. As moléculas de agua
foram adicionadas aleatoriamente para preencher o volume da caixa. O complexo
selecionado para dinamica foi posicionado no centro da caixa. A simulagdo seguiu os
seguintes passos: (1) minimizagao de energia (EM), (2) equilibrio em ensemble NVT, (3)
equilibrio em ensemble NPT e. por ultimo, (4) fase de produgdo ou médias. Para minimizagao
de energia, foi utilizado o algoritmo steepest descent com numero maximo de 100.000
passos. No equilibrio NVT, adotou-se a temperatura de referéncia de 298,15 K, com controle
térmico realizado pelo termostato velocity-rescale, sendo o tempo de acoplamento (tau-t) de
0,1 ps. Para o equilibrio NPT, utilizou-se uma presséao de referéncia de 1 bar, com barostato
de Parrinello-Rahman e tempo de acoplamento (tau-p) de 5,0 ps. Na fase de producgao,
mantiveram-se os parametros dos ensembles NVT e NPT. Os tempos de execugéo para os
equilibrios NVT e NPT foram de 5 e 10 ns, respectivamente; para a produgao, adotou-se um
tempo de 25 ns.

Para a descricao das interacdes intermoleculares foi utilizado o protocolo do método
NCI. Nesta etapa do trabalho, foram utilizadas as geometrias previamente otimizadas dos
complexos de inclusdo B’ e D’, obtidas por meio de calculos no programa Gaussian e
correspondentes a minimos locais na superficie de energia potencial [53], confirmados pela
auséncia de frequéncias imaginarias. Essas estruturas foram adotadas como entrada para
todas as analises eletrdnicas subsequentes.

As interacbes nao covalentes foram investigadas a partir da andlise da densidade
eletrénica (p), do gradiente da densidade eletrdnica e da densidade reduzida de gradiente
RDG, conforme implementado no programa Multiwfn [54]. A analise qualitativa das
interacbes foi realizada por meio da inspecao visual das isosuperficies, enquanto a
caracterizagao quantitativa baseou-se nos valores das propriedades eletrénicas calculadas.
As isosuperficies foram geradas no Multiwfn e visualizadas no programa VMDI[55], sendo
interpretadas com base no parametro signA,p.

Adicionalmente, foi realizada uma analise topologica da densidade eletrbnica no
ambito da Teoria Quantica de Atomos em Moléculas (QTAIM), também utilizando o Multiwfn,
para a selegao dos pontos criticos de ligagao do tipo (3,—1), a partir dos quais foram extraidos
parametros como a densidade eletrénica no ponto critico p, e o laplaciano da densidade
eletrbnica V?p, empregados na caracterizagéo qualitativa das ligagdes quimicas e interagdes

intermoleculares nos complexos B’ e D'.
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CAPITULO 4:

RESULTADOS E DISCUSSOES

4. Resultados e Discussoes

Foram realizados calculos de otimizagdo e frequéncia, utilizando o programa
Gaussian 09 a DFT, com o funcional M06-2X e o conjunto de base 6-31G(d,p), para as
estruturas isoladas da B-CD, levodopa, dopamina e CO, [36].

A estrutura otimizada da levodopa é apresentada na Figura 12, revela interagdes de
hidrogénio intramoleculares, tanto na fase gasosa quanto no IEFPCM, especialmente entre
0 oxigénio 23 da carbonila do grupo carboxilico e hidrogénios 16, 17 e 20 adjacentes, o que

contribui para a estabilizacdo da molécula.

Distancia-ligag3o (A) Gas IEFPCM

023..H16 2,808 3,373
Fase Gas
023...H17 2,604 3,800
023..H20 2,977 3,110
024..H20 2,720 2,633
024..H22 2,322 2,671

Figura 12- Estruturas da levodopa otimizadas e interagdes intramoleculares de hidrogénio
em fase gas e IEFPCM

As interacoes destacadas referem-se a estrutura otimizada da levodopa na fase gas
023...H16, 023...H17 e 023...H20, que apresentam os seguintes valores de distancia em
angstroms: 2,808, 2,604 e 2,977, respectivamente. Ja para as interagbes 024...H20 e
024...H22, os valores observados sdo de 2,720 e 2,322A e corroboram com resultados ja
publicados [56]. Considerando o modelo continuo de solvatagao IEFPCM, observou-se uma

variagdo significativa nas distancias de algumas interagbes previamente caracterizadas
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como ligagées de hidrogénio. As distédncias entre os pares 023..H16, 023...H17 e
023...H20 passaram a ser, respectivamente, 3,373A, 3,800 A e 3,110A. Esses valores néo
se enquadram nos critérios tipicos de ligagdes de hidrogénio, que, segundo a literatura,
ocorrem geralmente em distancias entre 1,5 e 3,0A [21, 57]. A desestabilizacdo das
interagdes de hidrogénio constituidas em fase gas, ja era esperada na simulagdo com o
modelo IEFPCM, tendo em vista que o efeito do meio continuo atua de forma mais
proeminente sobre os grupos mais polares da molécula. Novas interagdes mais compativeis
com o ambiente polar também podem ser estabelecidas, refletindo na reorganizagao do
sistema em solucdo [42]. Para os valores correspondentes as interacdes 024...H20 e
024...H22, observou-se uma variacdo minima, mantendo-se as distancias em 2,633A e
2,671A, respectivamente. Seguindo com as andlises da levodopa isolada, foram
implementados calculos para sua estrutura protonada, considerando o grupamento amino
como NHj, sua forma predominante em pH neutro [58].

A protonagdo promove alteragbes significativas nas propriedades eletrénicas da
molécula, principalmente nas regides com maior densidade eletrénica[28, 58]. No caso da
levodopa, essas regides estdo sob grupos amino, carboxilico e no anel fendlico, o que
influencia diretamente em como as interagdes intermoleculares serao estabelecidas, o que
tera impacto direto na inclusdo da levodopa em (-CD[14, 59].

Os calculos realizados nesta etapa foram conduzidos no nivel da DFT utilizando
funcional M06-2X e o conjunto de base 6-31G(d,p), considerando a molécula no pH 7, tanto
na fase gasosa quanto em IEFPCMI[41]. As estruturas otimizadas revelam conformacoes
espaciais distintas: na fase gas, a levodopa permanece em sua forma desprotonada, no
meio IEFPCM a apresenta-se na forma protonada. A Figura 13 ilustra essas duas estruturas.
Além disso, foram determinados angulos diedros estratégicos e calculados parametros
termodinamicos de solvatacao, tais como energia livre AGsolv, entalpia AHsov € entropia
(ASsow).
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(b)

Figura 13- Estruturas otimizadas da levodopa: (a) forma desprotonada em fase gasosa; (b)
forma protonada com solvente implicito IEFPCM, pH 7.

Além disso, foram analisados angulos diedros estratégicos da molécula, cujos valores
em fase gasosa foram: C2-C3-C5-C8 (-176,855°), C8—C5-C3-N6 (63,830°), N6—C3—-C2—
01 (18,279°) e N6-C3—-C2-04 (-164,715°). Em meio solvatado IEFPCM, os mesmos
angulos diedros apresentaram valores de 175,098°, 59,165°, 4,480° e -177,171°,
respectivamente. Essas variagdes conformacionais indicam que a solvatagao exerce
influéncia direta sobre a geometria da molécula, promovendo ajustes estruturais que
favorecem a estabilizagao eletrdnica no ambiente polar.

Tais resultados foram comparados aos dados do estudo de Rezaeisadat e seus
colaboradores [28], que também investigaram a levodopa em diferentes fases utilizando
métodos como DFT com modelo CPCM, dindmicas moleculares (MD/SMD), abordagens
hibridas (QM/MM) e célculo da energia livre via PBSA. Algumas discrepancias observadas
entre os dados dos dois estudos podem ser atribuidas a utilizagcao de estruturas eletronicas
iniciais distintas, o que interfere diretamente no perfil conformacional e nos resultados
simulados.

No presente trabalho, a energia livre de solvatacao AGsolv da levodopa foi estimada
em —6,160 kcal/mol, a partir da diferenga entre as energias de Gibbs obtidas nos calculos
DFT com e sem solvente implicito IEFPCM. Esse valor reflete 0 ganho de estabilidade da
molécula no meio polar. Quando comparado ao valor reportado por Rezaeisadat [28] e
colaboradores, de aproximadamente -12,550 kcal/mol, observa-se uma diferencga

significativa. Essa divergéncia pode ser atribuida a diferentes condigdes metodologicas:
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modelo de solvatagcdo (IEFPCM vs. CPCM), funcional empregado (M06-2X vs. B3LYP),
conjunto de base 6-31G(d,p) vs. 6-31+G(d)) e, possivelmente, a forma da molécula
modelada (protonada neste estudo, contra neutra ou desprotonada no artigo). Tais variagcoes
impactam diretamente os valores absolutos de energia.

Adicionalmente, foram determinados os parametros termodinamicos de entalpia de
solvatagao AHso, com valor de —5,900 kcal/mol, e de entropia de solvatagao ASsolv, estimada
em 0,265 kcal/mol. Esses resultados indicam que a solvatagao da levodopa € um processo
espontaneo, com contribuicdo tanto entalpica quanto entropica. A entropia positiva sugere
um aumento no numero de microestados acessiveis, possivelmente decorrente da
reorganizagao do meio solvatado em torno da molécula. Cabe destacar que o artigo de
Rezaeisadat et al[28]. ndo apresenta os valores de AHsoiv € ASson, limitando-se a energia
livre. Ainda assim, ambos os estudos convergem na conclusao de que a solvatacao favorece
a estabilidade da levodopa, o que esta de acordo com seu carater polar e boa solubilidade
em meio aquoso. Na literatura a descarboxilagdo ja foi estudada computacionalmente,
porém sem avaliagao do solvente na estrutura, por meio de calculo no ponto das estruturas
calculada em fase gas [60]. Nesse trabalho, os autores conseguiram avaliar a rota com a
espécie desprotonada, utilizando duas moléculas de agua para estabilizar a concentragéo
de carga no grupo carboxilico e, estas foram adicionadas aleatoriamente, direcionando
intencionalmente a formagao de ligagdes de hidrogénio.

Os aspectos estruturais da levodopa conferem a molécula valores de estabilidade
[61]. No entanto, o processo reacional de descarboxilagdo, ilustrado na Figura 4, no capitulo
de Introducao deste trabalho, que a converte em dopamina, ocorre naturalmente [7]. Os
valores das propriedades termodinamicas obtidos nas simulagdes computacionais indicam
que essa reacao ocorre de forma esponténea, o que corrobora os dados disponiveis na
literatura [7, 62]. ApGs a obtengao e anadlise da estrutura otimizada da levodopa, conforme
discutido anteriormente, foram realizados os calculos relativos ao processo de
descarboxilagdo [56, 63]. Inicialmente, foram otimizadas as estruturas dos reagentes e
produtos, em seguida, foram realizados os calculos para identificagao do estado de transigao
(TS) [48]
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Figura 14 Representagao da levodopa destacando a hidroxila ligada ao carbono 18 e sua
oscilagéo (indicada pela seta azul), associada a variagdo do angulo diedro.

Como ja se é sabido pela teoria dos osciladores harmdnicos [64], valores de
frequéncias caracterizados por composi¢cao de numeros imaginarios, caracterizam possiveis
estruturas de TS. Apds andlise dos resultados, foi constatado que a frequéncia imaginaria
encontrada € univoca, e correspondente a reacdo de descarboxilagdo. As mudancas
observadas na estrutura da ilustrada na Figura 15 geraram uma frequéncia imaginaria com
valor de v=1799,44i cm™! na fase gas advinda das propriedades vibracional do atomo de

hidrogénio da hidroxila do grupo carboxilico, a qual é representada na Figura 15, sendo essa

%‘\J ‘
jre-

a de mais alta energia.

Figura 15 - Estrutura do estado de transi¢do da reagéo de descarboxilagdo em fase gas.

Os modos vibracionais destacados na Figura 15 estdo associados a quebra da ligagao
O-H, do grupamento carboxilico, e a formagcdo de uma ligacdo C-H, envolvendo o
hidrogénio desprotonado pelo grupamento carboxilico e o carbono da cadeia alifatica ligado
ao grupamento amino. Esse rearranjo estrutural resulta na formagao de dois produtos: o

dioxido de carbono e a dopamina.
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Além da analise estrutural da levodopa isolada, também foram avaliadas as
propriedades quimicas e estruturais correspondentes ao estado de transi¢ao (TS) da reagao
de descarboxilagao que leva a formagao da dopamina. Essa avaliacao foi realizada por meio
de calculos de IRC (Intrinsic Reaction Coordinate), tanto na fase gasosa quanto em meio
solvatado implicitamente, utilizando o modelo de campo de forga continuo (IEFPCM)
representando o solvente agua. A Figura 16 traz o grafico do IRC somada a variagéo das

distancias entre alguns atomos importantes para entender o progresso da reagao.
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Figura 16- IRC da descarboxilagado da Levodopa em Dopamina em fase gas.

Os fendbmenos relatados podem ser analisados por meio de um grafico de IRC na fase
gasosa. Este grafico na Figura 16 nos apresenta ao seguinte fendmeno: conforme a reagao
evolui, o hidrogénio pertencente ao grupamento carboxilico aproxima-se progressivamente
do carbono da cadeia alifatica ligada ao grupamento amino. Simultaneamente, observa-se
que a ligagao entre o carbono do grupamento carboxilico e o carbono do grupamento amino
vai se alongando, enquanto ocorre a quebra da ligagao O—H e a formacéao da ligagao C-H.

Esses dados indicam que a ativagcdo da reacdo ocorre pela aproximacado do
hidrogénio da hidroxila ao carbono do grupamento amino. Todo o processo € caracterizado

pela formagao e quebra de ligagdes quimicas, gerando os produtos.
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Figura 17 — Representagéo do caminho da reagao para a conversao de levodopa em
dopamina na fase gas.

Os parametros termodindmicos para o estado de transicdo na fase gas foram
coletados e dispostos na representagao da barreira de reac¢ao, apresentada na Figura 17 de
barreira de reagao, sendo que o valor de AG¥=67,730 representa a energia livre de ativagao
da reacdo. O AGr desta reacao foi de -13,92kcal/mol, indicando-a como exergbnica a
298,150 K. A entalpia da reacao foi a principal contribuinte para o valor de delta AG,
indicando o impacto da quebra de ligacées e formagao de ligagbes. Embora os aspectos
entropicos relativos aos microestados distorgdes de angulos e estreitamento, estiramentos
das ligagdes apresentem contribui¢cdo reduzida, devido ao pequeno numero de moléculas
no sistema, suas variagdes serdo acompanhadas por meio dos valores de entropia obtidos
nos calculos de frequéncia. A comparagcdo entre os parametros termodinamicos nas
condicdes de fase gasosa e IEFPCM permitira avaliar como o meio influencia a estabilidade
dos reagentes, produtos e do estado de transi¢cdo. Esses dados, organizados na Tabela 1,
serao discutidos em relacdo aos valores esperados para ambientes polares e comparados
com a literatura. Na figura 18, temos o IRC e as varia¢des das disténcias entre atomos, a
partir do calculo do estado de transicdo obtido no IEFPCM que indicou uma frequéncia de v
= 1646.84i cm™' em solvatagao implicita, correspondendo ao modo vibracional da reagdo de

interesse.
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Figura 18 — IRC da Descarboxilagdo da Levodopa em Dopamina com Solvatagao Implicita

Como pode-se observar pelo grafico de IRC na Figura 18, considerando a solvatagéo
implicita, o comportamento estrutural das espécies no sistema segue uma similaridade com
o que ocorre na fase gas. Conforme a reagao vai evoluindo, o hidrogénio do grupamento
carboxilico se aproxima do carbono da cadeia alifatica ligado ao grupamento amino, e a
ligacéo carbono/carbono do grupamento carboxilico com o carbono da cadeia alifatica se
quebram, assim como o hidrogénio abandonado pelo grupamento carboxilico forma ligagao
C-H com a cadeia alifatica. A partir da confirmagao do IRC, os pontos dos extremos foram
otimizados a reagentes e produtos, sendo possivel obter os valores cinéticos e
termodinamicos para o processo.

O valor obtido, mais especificamente o valor de ativagéo, foi de AG*=70,550 kcal mol-
' disposto no grafico de barreira de reacgdo para IEFPCM. A equacgéo de Gibbs, AG=AH -
TAS, foi utilizada para calcular o AG: da reagéo. O valor foi de AG= -7,916 kcal mol,
indicando que o processo também ocorre de forma espontédnea no IEFPCM. Na Figura 19,
€ apresentada a barreira de reagao da descarboxilagdo com os valores calculados em
IEFPCM.
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Figura 19- Barreira de reacao para a descarboxilagado da Levodopa em IEFPCM

Os valores termodinamicos encontrado em ambos estados estao dispostos na Tabela 1

Tabela 3- Parametros termodinamicos, em kcal mol, e cinéticos da conversio da

levodopa em dopamina.

AGH AGr AH: TAS:
Fase-gas 67,732 -13,916 -13,261 0,655
IEFPCM 70,560 -7,716 -3,443 4,274

As propriedades termodindmicas indicam que os reagentes sdo mais estaveis se
considerado o efeito do solvente. Isso se evidencia ao compararmos os valores de ativacgao,
que na fase gasosa foi de 67,730 kcal mol!, e considerando o solvente, temos o valor de
70,550 kcal mol'. Ja o valor da energia livre de Gibbs para a reagdo no estado gasoso foi
de -13,910 kcal mol-!, enquanto na solvatagao foi de -7,7158 kcal mol-!, indicando uma maior
estabilidade dos reagentes na solvatagcéo, se comparado aos achados termodindmicos na
fase gasosa. Tal diferenga ocorre possivelmente devido o IFPCM ter a natureza de

considerar o soluto envolto por vetores dielétrico , como se este estivesse em uma cavidade,
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e este deveria atuar sobre os grupos polares do soluto estabilizando o sistema, isso nao
ocorre, pois a interagdes neste caso nao sao pontuais como se este estivesse realmente
solvatado, com moléculas discreta solvente surgindo entdo necessidade de se investigar por
meio de dinamica molecular aplicando solvatagao explicitada para uma melhor elucidacao

do sistema.

41 Complexos de Inclusao de Levodopa em B-CD (L-Dopa:B3-CD)

Em sistemas envolvendo complexos de inclusao, as interagdes entre as espécies
ocorrem de forma dindmica, com diferentes processos podendo acontecer simultaneamente.
Essa complexidade dificulta a determinacdo experimental dessas interagdes por meio de
técnicas fisico-quimicas convencionais de bancada. Nesse contexto, a utilizacdo de
simulagdes computacionais torna-se uma ferramenta essencial para a caracterizagao das
estruturas mais e menos estaveis, além de possibilitar a determinacdo de estruturas de
transicdo. No presente trabalho, foram inicialmente caracterizadas quatro estruturas
distintas, denominadas A, B, Ce D

Os calculos de frequéncia e otimizagdo com o DFT, utilizando funcional m062x como
fungdes de base 6-31g(d,p), indicam que: a formagédo do complexo A, representado na
Figura 20.

Figura 20: Geometria otimizada do complexo levodopa/p-CD denominado CI-A
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Por meio da observacédo da Figura 20 e, como relatado previamente, esse complexo foi
planejado para a inclusdo dos grupamentos carboxilico e amino da levodopa pela borda
onde se situam as hidroxilas secundarias da ciclodextrina.

E possivel que as interagdes dos grupos amino e carboxilico da levodopa com as
ligacbes C-H no interior da cavidade colaborem para que ligacbes de hidrogénio sejam
formadas. A estabilizacdo do complexo, assim como a magnitude das propriedades
termodinamicas, esta relacionada com as interagdes intermoleculares que ocorrem entre os
grupamentos amino e carboxilico e os grupos hidréxidos presentes na cavidade, levando a
estabilidade do complexo. No entanto, estes grupamentos possuem pares de elétrons ndo
ligantes, regides onde a densidade eletrénica € mais proeminente, o que contribui para que
forgas atrativas e repulsivas se intensificam no sistema. Contribuindo para estabelecer
interagdes intermoleculares entre as regides com baixa densidade eletrénica advindas de
grupos CH, e de maior densidade eletrénica dos grupos nitrogenados e oxigenados,
estabilizando o sistema como um todo. Essas regides de alta densidade eletrénica causam
o fenbmeno conhecido pela quimica como impedimento estérico, que atua para a
desestabilizagdo do complexo [22].

Na caracterizacéo da estrutura B, representada na Figura 21, a incluséo foi realizada

pela cavidade de abertura menor.
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Figura 21 — Representacdo da geometria otimizada do complexo levodopa/3-CD
denominada CI-B
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Na estrutura B, a inclusdo do grupo carboxilico ocorreu em dire¢cado a cavidade onde
se localizam as hidroxilas primarias da B-CD. Esses aspectos estruturais podem ser
observados na Figura 21. Os complexos A e B apresentam similaridade, uma vez que ambas
as estruturas envolvem a inclusdo de grupos funcionais semelhantes, as interagdes na
cavidade revelam caracteristicas distintas isso ocorre pelo fato de que em B os grupos
carboxilicos esta mais incluido de forma mais profunda na cavidade ao compararmos com
A, com isso as interacdes se darao com regides distintas da 3-CD.

Os calculos para caracterizacdo dos complexos C e D envolveram a inclusdo do
grupamento fendlico da levodopa, sendo que, para a estrutura do complexo C, ela ocorreu
pela cavidade de borda menor onde se situam as hidroxilas primarias da 3-CD, parao D, o
mesmo grupo foi incluido pela cavidade de maior didmetro contendo as hidroxilas

secundarias. Tais estruturas podem ser contempladas nas Figuras 22 e 23.
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Figura 22- Estrutura C: geometria otimizada do complexo levodopa/B-CD.

Como pode ser observado na Figura 23, a inclusdo da levodopa nesse modo de
inclusdo nao é tao profunda, com a estabilizagado dos grupamentos hidroxila do anel fendlico
interagindo com as hidroxilas da extremidade da borda mais proxima. Essa estabilizagédo
mais superficial difere-se do que foi observado para a estrutura D, apresentada na Figura
24,
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Figura 23: Estrutura D: geometria otimizada do complexo levodopa/B-CD.

As propriedades fisico-quimicas foram calculadas, e os valores de variagao de
energia livre de Gibbs AG, entalpia AH e entropia AS foram definidos para a escolha dos
préximos passos. Como todos os complexos sdo minimos de energia, para calcular o AG
relativo, considerou-se a estrutura com o menor valor de energia livre de Gibbs (G), em
comparagao com as outras estruturas, sendo essa estrutura identificada como D. Ao
comparar a energia livre Gibbs das outras estruturas A, B e C, obtemos os valores: AG-
0)=10,9 kcal mol', AG-0)=6,8 kcal mol', e AGc-0)=15,7kcal mol-'. E importante ressaltar
que os calculos realizados nesta etapa foram feitos de maneira que a molécula da 3-CD
possuisse modos vibracionais congelados[50], o que afeta o calculo da entropia de cada
processo de inclusdo. Com a analise prévia do custo computacional envolvido, procedeu-se
a otimizacdo completa, sem restricdes para todos os complexos de inclusdao, quanto a
analise vibracional correspondente, encontrando minimos da superficie de energia potencial
de cada modo de inclusdo. A essas novas estruturas, denominou-se A’, B’, C’ e D’ e foi
estabelecida uma comparacgao estrutural para cada par similar, iniciando pelas estruturas A
e A, cujo grupo carboxilico e amino esta incluido na cavidade onde se originam as hidroxilas

secundarias. Pode-se observar as referidas estruturas na Figura 24.
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Figura 24- Geometria otimizada dos complexos de levodopa com B-CD (A e A"):Inclusao
Carboxilica

Nota-se que, mesmo com a similaridade entre os modos de inclusédo A e A’, e a
estrutura A’ tendo como ponto de partida a estrutura A otimizada, o anel fendlico e as
ligacbes da cadeia alifatica sofrem maior distorcdo em A’, na qual a ciclodextrina esta livre
assim como seus modos de vibragdes estdo acessiveis. Isso € um indicativo de que os tipos
de interagbes estabelecidas, ainda que ndo sejam distintas entre os atomos tanto em A
quanto em A’, minimamente possuem magnitudes diferentes, com mais ou menos
capacidade de perturbacdo das densidades eletrénicas. Estes aspectos influenciam as
propriedades termodinamicas do sistema. Ao comparar a energia livre Gibbs relativa as duas
estruturas, obteve-se um valor de AGa-ay= 734,085 kcal mol! que indica a importancia da
avaliacdo completa dos modos vibracionais e seus reflexos no valor de entropia na
caracterizagao dos complexos de inclusao.

As estruturas otimizadas dos complexos B e B' apresentam o mesmo modo de
inclusado, o grupo carboxilico e amino sendo incorporado na cavidade onde est&o localizadas
as hidroxilas primarias, as quais estdo representadas na Figura 26 Ao observar as
configuragdes estruturais de B e B', conclui-se que nao é possivel distingui-las em relagao a
posicdo relativa da levodopa apenas analisando suas geometrias otimizadas na
representacdo. Porém, é possivel observar uma distor¢cao da estrutura da ciclodextrina na

situagcao que sua geometria esta disponivel para otimizagao estrutural.
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Figura 25- Geometria otimizada dos complexos de levodopa com (3-CD (B e B'):Inclusao
Carboxilica

Uma vez que os sistemas sao baseados na mecanica quéntica, a analise dos modos
vibracionais, seja este congelado ou livre, influencia diretamente nas propriedades
termodinamicas. A principal entidade termodinédmica afetada é a entropia, cujos parametros
sofreram mudancas significativas entre os modos vibracionais livres e congelados. Foi
observada uma diferenca substancial na entropia entre as estruturas B e B', o0 que é um
resultado esperado, considerando que os fendmenos, ainda que quanticos, possuem
correspondéncias macroscoépicas no mundo fisico.

Nas estruturas otimizadas dos complexos C e C’ ilustrados na Figura 26, onde o anel
fendlico esta incluido na cavidade onde se situam as hidroxilas primarias, observa-se que
estas sao tdo similares que n&o é possivel, somente pela imagem das conformagdes,
distinguir uma da outra, tornando-se novamente necessario recorrer as propriedades

termodinamicas para avaliar as estruturas.
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Figura 26: Geometria otimizada dos complexos de levodopa com (3-CD (C e C'):Incluséo
Fendlica

A mesma metodologia foi aplicada para os complexos D e D’ representados na Figura
27. Estes apresentam modo de inclusdo cujo grupo fendlico da levodopa esta incluido na

cavidade da ciclodextrina, onde se originam as hidroxilas secundarias.
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Figura 27: Geometria otimizada dos complexos de levodopa com B-CD (D e D'):Inclusao
Fendlica
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Os sistemas que consideraram os modos de vibragdo congelados n&o contemplam
todos os possiveis microestados do processo, como a funcdo de particdo do sistema € a
somatdria, ou seja, integral de todos os microestados acessiveis e neste caso existe uma
limitagdo, diminuindo assim a contribuicdo da funcdo de particdo devido a limitagao
configuracional e translacional e, simultaneamente, o numero de conformagdes espaciais
para os complexos. Isso resulta em um valor menor de entropia em comparagao com o
sistema que contempla todos os modos de vibragdes livres. Como consequéncia, a energia
livre de Gibbs sera severamente afetada, com uma maior contribuicdo dos processos
entalpicos e uma contribuicdo entropica menor. Nos sistemas em que a B-CD possui os
modos de vibragao disponiveis, a contribuicdo entrépica € maior, influenciando diretamente

a composicao da energia livre de Gibbs do sistema.
411 COMPLEXOS A’,B’,C’e D’

De acordo com a modulagao estabelecida neste trabalho, foi possivel caracterizar 4
complexos, utilizando célculos DFT, cujos modos vibracionais estdo acessiveis tanto para a
molécula convidada quanto para a hospedeira. As geometrias otimizadas do complexo A’ e
B’ estdo dispostas na Figura 28, ja para os complexos C’ e D’ estdo representados na figura

30 e os valores das propriedades termodinamicas foram organizados na Tabela 2
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Figura 28: Geometrias otimizadas em fase gas dos complexos de inclusdo de levodopa em
B-CD estruturas A’ e B'.
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Pelos valores de energia dessas estruturas, podemos afirmar que o complexo D’, cujo
anel fendlico interage com a cavidade onde se originam as hidroxilas secundarias da
ciclodextrina, € o que possui maior estabilidade em relacdo aos outros complexos. As
contribuicdes entalpicas sao os principais vetores de estabilidade, contribuindo de maneira
significativa para a estabilidade das geometrias caracterizadas, sendo essa contribuigdo
mais proeminente no complexo D’. Os valores de TAS para cada estrutura diferem em menos
de duas unidades, o que demonstra que os modos conformacionais dos microestados atuam
de forma minima na estabilidade do processo de incluséo, sob a perspectiva da modulagéo
abordada neste trabalho.

Como podemos observar na Figura 29, os complexos C' e D’ apresentam
similaridades, uma vez que ambos possuem o anel fendlico incluido na cavidade da 3-CD.
No entanto, a inclusdo ocorre de formas distintas. No complexo C, a interacdo do grupo
fendlico com a cavidade da B-CD ocorre pela borda menor, enquanto no complexo D’, a
formacgao do complexo se da pela borda maior. Essa diferenga no modo de inclusédo confere
ao complexo D’ um valor de AGt = -13,160 kcal mol' em relagdo aos demais complexos de
inclusdo considerados neste estudo, indicando maior estabilidade termodindmica. Esse
fendmeno provavelmente ocorre devido as ligagdes de hidrogénio estabelecidas entre as

hidroxilas secundarias da B-CD e os grupos hidroxo presentes no anel fendlico.
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Figura 29: Geometrias otimizadas em fase gas dos complexos de inclusdo de levodopa em
B-CD estruturas C’ e D'’.
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Por outro lado, no complexo de inclusédo C’, essas interagdes ndao sdo observadas ou,
se ocorrem, ndo sao suficientes para estabilizar o complexo, uma vez que para fase gas o
valor de AG = 3,303 kcal.mol' sugere que essa estrutura nao seria estavel. Os dados s&o
apresentados aqui para embasar a discussao estrutural, porém, a discussao termodinamica
sera aprofundada em sesséo posterior.

Portanto, a diferenca na estabilidade entre os complexos C’ e D’ pode ser atribuida
ao modo de inclusdo e as interagdes especificas estabelecidas entre o anel fendlico e as
hidroxilas da B-CD e grupos éteres presentes além de interagdes entre hidroxilas da 3-CD e
o pxigénio do grupo carboxilico da Levodopa. Podemos observada Figura 29 as estruturas
de ambos complexos e principais distingdes. Como podemos observar em D’ a levodopa
esta incluida de forma mais profunda na cavidade o que contribui para a presenga de
interacdes intermoleculares das hidroxilas do anel fendlico com grupamentos éteres e
hidroxilas primarias da B-CD, outro fato sao as interagdes entre as hidroxilas secundarias
presentes na borda de maior didmetro com o oxigénio do grupamento carboxilico. Estas
interacdes n&o sao observadas para complexo C’.

De acordo com a estrutura otimizada do complexo D’, foram observadas,
qualitativamente, distancias intermoleculares compativeis com a possivel formacado de
interagcdes do tipo ligagdo de hidrogénio e outras interagdes a curtas distancia conforme
ilustrado na Figura 30. Essa analise direcionara ao estudo quantitativo das interagbes por
meio da analise NCI. Em particular, o oxigénio Os da ligagdo C=0 do grupo carboxilico da
levodopa encontra-se a uma distancia interatdmica de 1,820A, em relagdo ao hidrogénio
H123 da hidroxila secundaria da B-CD, sugerindo uma potencial interagdo intermolecular

atrativa.
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Figura 30: Complexo D’: principais interagdes interatbmicas

Adicionalmente, o hidrogénio H24 da hidroxila do anel benzénico da levodopa
apresenta proximidade de 2,640A com o oxigénio Oss do tipo éter pertencente a B-
ciclodextrina. Também se observa uma aproximacgéo de 1.910A entre o hidrogénio H1o da
cadeia alifatica da molécula convidada e o oxigénio O129, igualmente do tipo éter, da (-
ciclodextrina. As distancias associadas a essas aproximacgdes situam-se dentro da faixa
usualmente reportada na literatura para ligagdes de hidrogénio, sugerindo que tais contatos
intermoleculares podem contribuir para a estabilizacdo do complexo de inclusdo. Contudo,
a natureza e a intensidade dessas interacdes serao analisadas de forma mais aprofundada
por meio da analise de interacdes nao covalentes NCI, apresentada posteriormente.

Dessa forma, os resultados estruturais indicam a formacdo do complexo,
geometricamente favoravel, no qual interagdes intermoleculares potenciais podem
desempenhar papel relevante na estabilizacdo do sistema

O estado de transicao obtido para o complexo de inclusao carboxilica da levodopa na
cavidade da B-CD esta associado ao processo de descarboxilagdo da molécula quando
confinada no sistema héspede—hospedeiro, na configuragao da estrutura A’. A presenga de
uma unica frequéncia imaginaria (v = 1686,54i cm™) caracteriza um ponto de sela de
primeira ordem na superficie de energia potencial, confirmando a obtengdo de um estado de

transicdo verdadeiro para a etapa considerada. O modo vibracional correspondente
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evidencia predominantemente o alongamento da ligagdo C-C do grupo carboxilico,
acompanhado de rearranjos nas intera¢des de hidrogénio entre a levodopa e as hidroxilas
da cavidade, sugerindo participagao direta do ambiente supramolecular na estabilizagao da
estrutura de transicdo. O modo de vibragao correspondente esta representando na Figura
31.

v = 1686.54i cm!
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Figura 31: Representagéo do estado de transi¢do da descarboxilagao para a levodopa
incluida, na estrutura A’.

Esse resultado € particularmente relevante, pois ndo ha relatos prévios na literatura
da descarboxilagado da levodopa quando incluida na cavidade da 3-CD. Considerando que
as estruturas otimizadas apresentam energias muito préximas, a atribuicdo a um complexo
especifico torna-se menos inequivoca, sendo mais apropriado descrever o processo em
termos gerais de inclusdo carboxilica, sem necessidade prioritaria de avaliar o mesmo
processo para a estrutura B’. A magnitude da frequéncia imaginaria indica uma
reorganizacgao estrutural significativa durante a liberagdo de CO,, possivelmente influenciada

pelo confinamento imposto pela cavidade.
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ApOs a caracterizacdo do estado de transicao, foi realizado o calculo de IRC e analise
da variagdo das ligagdes quimicas durante a reagdo. A representacdo grafica esta

apresentada na Figura 32.
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Figura 32: IRC da Descarboxilagao da Levodopa em Dopamina incluida em 3-CD, na
estrutura A’.

A levodopa isolada apresenta barreira de ativacdo calculada de AG} = 70,55
kcal-mol™ em solugéo (67,73 kcal-mol™ em fase gasosa) e energia de reagdo AGr = -13,9
kcal-mol™, caracterizando um processo fortemente ativado e exotérmico, conforme discutido
anteriormente para os estados de transicdo da molécula isolada. Para esse sistema, o
estado de transigdo apresenta uma unica frequéncia imaginaria de v = 1646,84 i cm™ em
solugéo e v = 1799,44 i cm™ em fase gasosa, enquanto para o sistema incluido na 3-CD
observa-se v = 1686,54 i cm™.

A magnitude semelhante dessas frequéncias indica que o modo vibracional associado
a liberacédo de CO, é mantido, porém as diferengas observadas sugerem que a inclusdo na
cavidade modifica a extensao da reorganizacado estrutural ao longo da coordenada de
reacao. Os perfis de IRC corroboram essa interpretacdo, evidenciando alteragbes na
curvatura da superficie de energia potencial e na estabilizag&o relativa entre reagentes e
estado de transigcdo. Dessa forma, a formagdao do complexo de inclusdo ndo apenas
estabiliza o sistema, mas também altera o perfil energético da reagdo em relagdo a molécula

isolada, modulando a reorganizagao estrutural necessaria para a descarboxilagéo.
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4.1.2 Resultados Termodinamicos

A formacdo de complexos de inclusdo esta relacionada as interagdes
intermoleculares estabelecidas no sistema, as quais moldam a estabilidade do complexo e
afetam diretamente as propriedades fisico-quimicas das espécies envolvidas na reagao [33].
Considerando que essas interagdes sofrem influéncia do solvente, com o intuito de investigar
o comportamento das estruturas ja estudadas na fase gasosa, implementaram-se calculos
de IEFPCM no nivel de teoria DFT. [46] Além disso, os mesmos calculos foram utilizados
para desvendar a dindmica da formacado dos complexos A’, B',C’ e D’ e confrontar os
achados em cada modelo [41].

Os calculos com solvatacdo implicita, utilizando o IEFPCM para as estruturas dos
complexos, foram otimizados e obteve-se um minimo de energia. Estes calculos foram feitos
com o DFT, funcional M06-2X, utilizando fungéo de base 6-31g(d,p).

Os resultados termodinamicos aferidos nos calculos de IEFPCM evidenciam que trés
complexo sao estaveis em fase gas e somente o complexo D’ é estavel em solvatagao
implicita, uma vez que este possui AG solvatagdo negativos. Outro aspecto do sistema é
que a intensidade das interagdes intermoleculares deveria aumentar com efeito do dielétrico,
devido a contribuicdo da componente eletrostatica. Isso ndo acontece repercutindo nos
valores termodindmicos de modo a contribuir para em uma menor estabilidade dos
complexos em IEFPCM. E néao foi constatada mudancga estrutural, o que ja era esperado
devido as forgas atuantes neste tipo de sistema, a de ndo gerar quebra nem formacgao de
ligagdes quimicas.

A estrutura D’ apresentou-se como a mais estavel em meio solvente, comportamento
semelhante ao observado na fase gasosa para a estrutura do complexo. O valor de energia
livre de Gibbs de calculado com o modelo de solvatagao implicita AG(IEFPCM)) para o
complexo D’ foi de -11,336kcal-mol™, evidenciando uma diferenga significativa em relagao
ao complexo a fase gas, cujo valor de AG(gas) foi de -13,160 kcal-mol™, ou seja, maior
estabilidade deste se da na fase gas. Os demais parametros termodinadmicos, bem como os

dados referentes aos outros complexos avaliados, estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 4-Propriedades Termodinamicas em kcal/mol dos Complexos na Fase Gasosa e
com o Modelo IEFPCM

COMPLEXOS AGr(gas) AHr(gas) TASt(gas) AG:(IEFPCM) AH:{IEFPCM) TAS:(IEFPCM)

A -1,757 -19,967 -18,210 0,0577 -18,048 -18,105
B’ -2,763 -20,888 -18,124 0,4850 -17,090 -17,574
c 3,303 -13,743 -17,047 2,053 -12,415 -14,468
D’ -13,160 -30,165 -17,006 -8,788 -26,899 -18,111

Conforme apresentado na Tabela 2, observa-se que a estrutura C’, se mostra instavel,
apresentando tanto em fase gas quanto em solvatagao implicita, uma variagado de energia
livre de Gibbs valor de AG = 3,303 kcal'-mol™', em solvatagdo implicita exibe um AG
(IEFPCM) igual a 2,053kcal-mol™. Isso pode estar relacionado ao fato de que, em C’, as
possiveis ligagdes de hidrogénio dos grupos hidroxila do anel fendlico ocorrem com as
hidroxilas primarias da B-CD, que sdo menos efetivas na estabilizagdo do complexo em
comparagao com as interagdes observadas em D’. Além disso, grande parte da levodopa
nao interage com a cavidade, o que também é contabilizado no resultado termodinamico no
IEFPCM.

Os resultados nao estdo em consonancia direta com a literatura [28, 65], a qual indica
que as interacdes intermoleculares séo intensificadas em meio solvatado, promovendo a
estabilizacao do sistema. Apesar de a solvatagao implicita considerar o soluto envolto em
uma cavidade formadas por dielétricos para representar o efeito do solvente e ndo a
molécula explicita do solvente, essa polarizacao afeta a distribuicao dos dipolos elétricos do
soluto, e por consequéncia a natureza das interagdes intermoleculares em conjunto.
Ademais, destaca-se que a diferenca entre os valores de AG para os complexos A’ e B’ é
inferior a duas unidades em fase gas, 0 que sugere concentragdes semelhantes desses
complexos no meio estudado.

A composi¢ao dos valores de AG foi influenciada, sobretudo, pela contribuicdo
entalpica, fato evidenciado pela analise dos dados termodinamicos apresentados na tabela
2. Essa influéncia decorre das alteracbes na energia eletrbnica nuclear, as quais sao
induzidas pelas interagdes intermoleculares estabelecidas, conforme preconizado tanto pela
mecanica quantica quanto pela teoria classica.

Apesar da entropia n&do ser a principal propriedade a contribuir na composicao dos
valores de AG para o sistema, tanto na fase gasosa quanto na fase IEPCM, quando

comparamos A’, B’, C’ e D’, fica evidente que a contribuicdo entrépica influencia em ambos
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os métodos de analises. Como n&o ocorre nem quebra nem formagao de ligagdes quimicas,
a variagao do quantitativo vindo das vibragdes moleculares ndo se altera muito; logo, isso
repercute na menor variagdo da entropia em menor escala entre as fases gas e IEFPCM.
Para o complexo C’, de maior variacdo na série, a contribuicao entrépica diminui em quase

3kcal/mol, suficiente para tornar o AG positivo nas duas contribuicdes.
4.1.3 Resultados de NCI

A analise estrutural dos complexos de inclusdo permite identificar a formagao do
sistema hospedeira—hdspede e indicar a presencga de possiveis interagdes intermoleculares
entre a levodopa e a B-CD. Entretanto, a utilizagdo apenas de critérios geométricos nao é
suficiente para descrever de forma clara a natureza e a intensidade dessas interagoes,
especialmente em sistemas compostos por moléculas polares e altamente funcionalizadas,
como a levodopa, cujas propriedades eletronicas influenciam diretamente o estabelecimento
dos contatos intermoleculares [14, 59], Assim, torna-se necessaria uma abordagem baseada
na densidade eletrénica, capaz de fornecer informacdes mais detalhadas acerca das
interagcdes n&o covalentes presentes nos complexos estudados.

Nesse contexto, as interagdes nao covalentes foram investigadas por meio da analise
NCI (Non-Covalent Interactions), fundamentada na densidade reduzida de gradiente (RDG)
e no parametro sign(A;)p, conforme descrito na literatura e implementado no programa
Multiwfn [42]. Essa metodologia tem sido amplamente empregada na caracterizagéo de
interagbes fracas, como ligagbes de hidrogénio e contatos do tipo van der Waals,
particularmente em sistemas supramoleculares e complexos de inclusdo [21, 66], A inspegao
visual das isosuperficies foi realizada com auxilio do programa VMD [53]. permitindo uma
analise qualitativa da distribuicdo das regides atrativas e repulsivas ao longo da cavidade da
B-CD. Contudo, devido a elevada quantidade de contatos intermoleculares caracteristicos
de sistemas envolvendo ciclodextrinas, essas representagbes podem apresentar regides
sobrepostas, o que limita interpretagdes exclusivamente visuais.

De acordo com os resultados termodinamicos previamente discutidos, o complexo D’
foi identificado como o mais estavel. Ainda assim, o complexo B’ apresenta maior interesse
no contexto deste trabalho, uma vez que o grupo carboxilico da levodopa encontra-se
incluido na cavidade da B-CD. Considerando que esse grupo esta diretamente envolvido no

processo de descarboxilagdo da levodopa, tal modo de inclusdo torna-se particularmente
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relevante para a discussao do comportamento reacional da molécula quando complexada
[56, 59].

Dessa forma, a discussdao das interacbes nao covalentes € iniciada a partir do
complexo B’, buscando compreender como a inclusdo do grupo carboxilico influencia a
distribuicdo e a natureza das interagdes intermoleculares no sistema. Em seguida, os
resultados obtidos para o complexo D’ sdo apresentados de maneira comparativa,
permitindo avaliar como diferengas no modo de inclusao se refletem na estabilidade relativa
dos complexos e na organizagao das interagdes nao covalentes.

Na analise NCI, as isosuperficies sdo geradas a partir da RDG, a qual permite
identificar regides do espago associadas a interagdes ndo covalentes. A coloragdo dessas
superficies é definida pelo parametro sign(A;)p, fornecendo informagdes sobre a natureza
das interagdes presentes no sistema [59]. De acordo com a escala adotada, regides em azul
estdo associadas a interacdes atrativas mais intensas, como ligagdes de hidrogénio; regides
em verde indicam interagdes fracas do tipo van der Waals; enquanto regides em vermelho
correspondem a interagdes de carater repulsivo, geralmente relacionadas a tenséo estérica
[67]. Com base nesse critério, as isosuperficies do complexo B’ Figura 33 evidenciam
diversas interagdes ndo covalentes entre a levodopa e a B-CD [68], incluindo as interagcdes

intramoleculares existentes nesses sistemas levodopa em BCD.

Figura 33: Isosuperficies de interagdes ndo covalentes (NCI) para o complexo B’
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Pela analise da Figura 33, observa-se predominancia de regides verdes distribuidas
ao longo da cavidade do hospedeiro, indicando que a estabilizagdo do complexo é
governada principalmente por interagdes fracas associadas ao encaixe da molécula
convidada. Regides localizadas em azul sao identificadas nas proximidades do grupo
carboxilico incluido, sugerindo interagdes atrativas mais intensas, compativeis com ligacoes
de hidrogénio estabelecidas com os grupos hidroxila da B-CD. Regides pontuais em
vermelho também sdo observadas, associadas a acomodagao estérica da molécula no
interior da cavidade, comportamento tipico de complexos de inclusdao envolvendo
ciclodextrinas. E possivel observar também as interagdes de ligagdo de hidrogénio, entre as
hidroxilas primarias da abertura menor (nessa apresentagao da estrutura) caracteristicas da
estabilizagdo da abertura da ciclodextrinas, geralmente denominadas de cinturdo de
ligacdes de hidrogénio[69].

De modo analogo, as isosuperficies do complexo D’ Figura 34 indicam a presencga de

diversas interagbes ndo covalentes ao longo da estrutura, incluindo as intramoleculares.

Figura 34: Isosuperficies de interagdes nao covalentes (NCI) para o complexo D’.

Observando a Figura 345 e realizando a analise em comparagéo ao complexo B’,

nota-se uma distribuicdo mais homogénea dessas regides, sugerindo um melhor ajuste
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espacial da molécula convidada. Regides em azul também sdo observadas, compativeis
com interagcbes atrativas mais intensas, como ligagées de hidrogénio entre os grupos
funcionais da levodopa e as hidroxilas da B-CD.

As regides em vermelho aparecem de forma pontual e menos pronunciada,
associadas a acomodacgao estérica do sistema. Esse conjunto de interagdes esta em
concordancia com os resultados termodinamicos anteriormente apresentados, nos quais o
complexo D’ foi identificado como o mais estavel.

A fim de refinar a analise visual das interagdes intermoleculares do sistema, foram
geradas isosuperficies considerando exclusivamente os contatos entre a levodopa e a [3-
ciclodextrina, eliminando contribuigdes intramoleculares. As Figuras 35 e 36 apresentam
essas superficies para os complexos B’ e D’, respectivamente, permitindo uma visualizagao
mais direta das regides de interagao hospede—hospedeira e que estabilizam de fato, o

complexo de incluséo.

Figura 35: Isosuperficies NCI considerando apenas as interagdes intermoleculares 3-CD—
levodopa no complexo B’.

Pela analise da Figura 35, percebe-se de forma mais evidente as interagbes entre a
levodopa e a ciclodextrina. Ainda de forma qualitativa, e deve ser acompanhada da descrigao

quantitativa nas tabelas a seguir.
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Figura 36: Isosuperficies NCI considerando apenas as interagdes intermoleculares 3-CD—
levodopa no complexo D’.

Para complementar a analise baseada nas isosuperficies de NCI, passa-se agora a

investigagado dos pontos criticos do tipo (3,—1), que identificam interagdes intermoleculares

e permitem uma descricao mais quantitativa das interagdes estabelecidas entre a levodopa

e a 3-CD. anteriormente apresentados, nos quais o complexo D’ foi identificado como o mais

estavel.

Tabela-3- Pontos criticos, atomos conectados no sistema, densidade eletrénica, Laplaciano
da densidade eletrbnica e gradiente reduzido da densidade eletrénica e interagdes do
complexo D’ incluindo todas as interagdes do sistema.

CP Atomos p (au) V?p (au)  signA2?p (au) Tipo de interacao
conectados

376 H12-067 0,000849 0,004217 -0,000849 Disperséao / vdW
292 H107-023 0,002915 0,013748 -0,003772 Dispersao / vdW
343 023-H65 0,003772 0,013748 -0,003772 Dispersao / vdW
359 H8-0O79 0,005267 0,018709 -0,005267 Dispersao / vdW
252 0151-H10 0,006271 0,023741 -0,006271 contato estérico
241 0114-H22 0,006489 0,022940 -0,006489 contato estérico
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276 H10-0129 0,007271 0,026425 -0,007271 contato estérico
443 H83-032 0,008288 0,029402 -0,008288 contato estérico
458 H44-082 0,008847 0,031900 -0,008847 contato estérico
387 021-H71 0,010269 0,035337 -0,010269 Disperséo / vdW
386 021-H33 0,010481 0,034614 -0,010481 Ligacao de hidrogénio
398 049-H29 0,010855 0,035671 -0,010855 Ligacao de hidrogénio
357 H17-087 0,011495 0,034982 -0,011495 Ligacao de hidrogénio
215 0O134-H118 0,011863 0,037526 -0,011863 Ligacao de hidrogénio
299 092-H76 0,012084 0,038200 -0,012084 Ligagao de hidrogénio
304 H172-0112  0,020858 0,065244 -0,020858 Ligacao de hidrogénio
245 0O151-H131  0,021762 0,066291 -0,021762 Ligagéo de hidrogénio
407 H63-040 0,021863 0,065063 -0,021863 Ligacao de hidrogénio
396 H24-043 0,022048 0,062950 -0,022048 Ligacao de hidrogénio
285 H105-061 0,022228 0,065694 -0,022228 Ligacao de hidrogénio
207 H169-0154  0,023283 0,071615 -0,023283 Ligacao de hidrogénio
185 H147-0103 0,023821 0,074039 -0,023821 Ligacao de hidrogénio
369 0109-H89 0,027352 0,077611 -0,027352 Ligacao de hidrogénio
435 067-H52 0,028174 0,093799 -0,028174 Ligacao de hidrogénio
314 0O5-H123 0,031178 0,103269 -0,031178 Ligacao de hidrogénio
296 H3-N7 0,042583 0,113398 -0,042583 Ligacao de hidrogénio
229 0156-C15 0,002332 0,010137 -0,002332 Dispersao / vdW
255 H104-H22 0,002969 0,010099 -0,002969 Dispersao / vdW
217 H146-H19 0,003221 0,010885 -0,003221 Dispersao / vdW
225 H146-H22 0,003291 0,011300 -0,003291 Dispersao / vdW
329 H110-H17 0,005056 0,017267 -0,005056 Dispersao / vdW
335 H113-H17 0,005205 0,017243 -0,005205 Dispersao / vdW
284 0121-05 0,005536 0,022998 -0,005536 Dispersao / vdW
253 H152-H10 0,007520 0,029159 -0,007520 Disperséo / vdW
249 H149-H22 0,007670 0,026321 -0,007670 Disperséo / vdW
390 H126-H71 0,008183 0,028839 -0,008183 Dispersao / vdW
363 H17-H68 0,008699 0,029168 -0,008699 Dispersao / vdW
321 H110-H8 0,008718 0,032377 -0,008718 Dispersao / vdW
352 023-021 0,019788 0,083412 -0,019788 Disperséo / vdW

A Tabela 3 apresenta os pontos criticos de ligagao (BCPs) identificados para o complexo
D’, incluindo os valores de densidade eletrbnica (p), Laplaciano da densidade (V?p) e o
parametro sign(A;)-p. Observa-se a predominancia de interagcbes caracterizadas como
ligacbes de hidrogénio, evidenciadas por valores positivos de V?p e valores negativos de
sign(A;)-p, compativeis com tipicas de ligagdes de hidrogénio em sistemas supramoleculares
que criam cinturbes de estabilidade na estrutura, o que é esperado para ciclodextrinas e

complexos de incluséo.
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Os valores de densidade eletrénica variam em uma faixa caracteristica de ligagdes
de hidrogénio moderadas a relativamente fortes, destacando-se interagdes como H3-N7 (p
= 0,042583 au) e O5-H123 (p = 0,031178 au), que apresentam maior intensidade quando
comparadas as demais. Além disso, sado identificadas interagdes classificadas como
dispersdo (van der Waals), com menores valores de densidade eletrbnica, associadas

principalmente a contatos H---H, O---O e O---C. Tais interacbes contribuem de maneira

cooperativa para a estabilizagao global do complexo.

Tabela-4- Analise das Interagdes intramoleculares envolvendo atomos de Hidrogénio no

Complexo D'Hospedeira—Héspede.

CP  Atomos p (au) V?p (au) sign(A2)- Tipo de interagéo
conectados p (au)

292 107(H)-23(0) 0,002915 0,011500 -0,002915 Ligagao de hidrogénio
343 23(0)-65(H) 0,003771 0,013748  -0,003771 Ligagao de hidrogénio
359 8(H)-79(0) 0,005266  0,018708  -0,005266 Ligacédo de hidrogénio
252 151(0)-10(H) 0,006270  0,023741 -0,006270 Ligagao de hidrogénio
241 114(0)-22(H) 0,006489  0,022939 -0,006489 Ligagédo de hidrogénio
276  10(H)-129(0) 0,007271 0,026425 -0,007271 Ligagédo de hidrogénio
396 H(24)-0(43) 0,022048  0,062950 -0,022048 Ligagédo de hidrogénio
314 O(5)-H(123) 0,031178  0,103269 -0,031178 Ligagédo de hidrogénio
314 5(0)-123(H) 0,031178  0,103268  -0,031178 Ligagédo de hidrogénio

A Tabela 4 reune especificamente as interagdes de hidrogénio estabelecidas entre a
hospedeira e a molécula hdospede, permitindo uma visualizagcdo mais direcionada das
interacdes intermoleculares relevantes para a estabilizacdo do complexo de inclusdo. Os
valores de p e V?*p obtidos reforcam o carater predominantemente eletrostatico dessas
interacdes, em concordancia com a interpretagao derivada da analise NCI.

De forma geral, os resultados quantitativos obtidos por meio da analise de atomos em
moléculas corroboram a analise qualitativa das isosuperficies de NCI, evidenciando que a
estabilidade do complexo D’ decorre da combinagdo cooperativa de multiplas liga¢des de
hidrogénio e interagdes fracas do tipo van der Waals distribuidas ao longo da cavidade da
B-CD.

A Tabela 5 é referente ao complexo B’ apresenta os pontos criticos de ligagao

identificados pela analise topologica da densidade eletrbnica, incluindo interagdes
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classificadas como ligagbes de hidrogénio e contatos do tipo dispersdo. Observa-se
predominéncia de interagdes caracterizadas por valores positivos de V?p e valores negativos
de sign(A;)-p, compativeis com interagbes de camada fechada, tipicas de ligacbes de
hidrogénio em sistemas supramoleculares. Os valores de densidade eletrénica encontram-
se na mesma ordem de grandeza daqueles observados para o complexo D’, indicando
intensidades semelhantes para as interagdes individuais. Entretanto, ao comparar os dois
sistemas, verifica-se que, no complexo D’, as interagcbes estao distribuidas de forma mais
homogénea ao longo da cavidade da B-CD, favorecendo uma organizag&o intermolecular
mais eficiente. No complexo B’, por sua vez, nota-se maior concentracio das interagdes em
regides especificas da estrutura, o que sugere menor efeito cooperativo global, em

concordancia com a menor estabilidade energética previamente discutida.

Tabela-5- Pontos criticos, atomos conectados no sistema, densidade eletrénica, Laplaciano
da densidade eletrénica e gradiente reduzido da densidade eletrénica e interagdes do
complexo B’.

Atomos

CP conectados p (au) V2p (au) sign(Az)-p (au) Tipo de interacao
184 H24-096 0,030567 0,088482  -0,030567 Ligagao de hidrogénio
199 H135-0117 0,008798 0,032124  -0,008798 Dispersao

204 H21-0116 0,026578 0,080193  -0,026578 Ligacao de hidrogénio
211 H146-H17 0,002244 0,006889  -0,002244 Dispersao

217 H169-0154 0,023675 0,071935  -0,023675 Ligagao de hidrogénio
218 0103-H17 0,012504 0,046717  -0,012504 Ligagao de hidrogénio
235 H24-096 0,030567 0,088482  -0,030567 Ligacao de hidrogénio
241 0O151-H131 0,018763 0,053941 -0,018763 Ligagao de hidrogénio
260 O1-H3 0,021431 0,059547  -0,021431 Ligagao de hidrogénio
269 01-H149 0,012796 0,050569  -0,012796 Ligacao de hidrogénio
292 H107-01 0,009496 0,033213  -0,009496 Ligacao de hidrogénio
302 092-H76 0,010564 0,035222  -0,010564 Ligacéo de hidrogénio
314 H172-012 0,022532 0,068772  —-0,022532 Ligagao de hidrogénio
371 0109-H89 0,021568 0,063003 -0,021568 Ligacao de hidrogénio
376 H12-036 0,020194 0,061190 -0,020194 Ligacao de hidrogénio
408 H63-040 0,025097 0,075014  -0,025097 Ligagao de hidrogénio
415 H132-070 0,021407 0,064715  -0,021407 Ligagao de hidrogénio
435 067-H52 0,028564 0,095240  -0,028564 Ligacao de hidrogénio
452 H44-082 0,007056 0,026673  -0,007056 Dispersao
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Tabela-6- Analise das Interagdes intramoleculares envolvendo apenas atomos de
hidrogénio no Complexo B'Hospedeira—Hospede.

CP Atomos p (au) V?p (au) sign(A2):p (au) Tipo de interagao
conectados

204 H21-0116 0,026578 0,080193 -0,026578 Ligacao de hidrogénio
235 H24-096 0,030567 0,088482 -0,030567 Ligacao de hidrogénio
260 O1-H33 0,021431 0,059547 -0,021431 Ligacao de hidrogénio
269 01-H149 0,012796 0,050569 -0,012796 Ligacao de hidrogénio
292 H107-01 0,009496 0,033213 -0,009496 Ligacao de hidrogénio
314 H172-012 0,022532 0,068772 -0,022532 Ligacao de hidrogénio
376 H12-036 0,020194 0,061190 -0,020194 Ligacado de hidrogénio

A Tabela 6 reune especificamente as interagées do tipo ligacdo de hidrogénio
estabelecidas entre a ciclodextrina e a molécula héspede no complexo B’, permitindo uma
analise mais direcionada das contribuicdes intermoleculares responsaveis pela estabilizagao
do sistema. De maneira semelhante ao observado para o complexo D’, os valores de p e V?p
confirmam o carater predominantemente eletrostatico dessas interacées. Contudo, no
complexo D’ observa-se uma rede mais extensa apresenta maior numero de ligagcdes de
hidrogénio (nove interagdes, enquanto o complexo B’ apresenta sete) e também a interagao
individual mais intensa do sistema, correspondente a ligagdo O5-H123(p = 0,031178 au, e
espacialmente distribuida de ligagbes de hidrogénio, o que favorece maior estabilizagédo
cooperativa do conjunto. No complexo B’, as interagbes mostram-se mais localizadas,
especialmente envolvendo o grupo carboxilico incluido na cavidade, reforgando a relevancia
estrutural desse modo de inclusdo. Assim, embora o complexo D’ apresente maior
estabilidade global, o complexo B’ destaca-se por promover interagées direcionais
especificas capazes de modificar o ambiente eletronico do grupo funcional da levodopa que
é foco da reacao de descarboxilacdo e da consequente agao farmacoldgica.

Considerando a tabela 3 e 4, observa-se que as interagcbes intermoleculares no
complexo envolvem tanto ligagoes de hidrogénio quanto interagdes dispersivas do tipo van
der Waals, atuando de forma cooperativa na estabilizagdo do complexo. As ligacbes de
hidrogénio apresentam maiores valores de densidade eletrbnica nos pontos criticos,
variando aproximadamente de p = 0,005 a 0,031, enquanto as interacdes dispersivas exibem

valores menores. Em ambos o0s casos, o laplaciano positivo indica interacbes de camada
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fechada, tipicas de interagdes intermoleculares dominadas por contribui¢gdes eletrostaticas
e dispersivas.

Destaca-se a interacdo Os---H;,3, que apresenta os maiores valores observados de
densidade eletrénica e laplaciano, indicando ser uma das contribui¢gdes intermoleculares
mais intensas no interior da cavidade. Também se observam H,, " O43, Hip " O129, Hg"*O79
e 0,3 "Hgs, além de diversas interacdes dispersivas adicionais de menor intensidade. Esse
conjunto de interagdes evidencia que a estabilizacdo do complexo D’ resulta da atuagao
cooperativa de ligacbes de hidrogénio e contatos dispersivos distribuidos ao longo da
cavidade da ciclodextrina.

O uso da ferramenta NCI se mostrou importante para a analise qualitativa e
quantitativa das interagdes intermoleculares envolvendo ciclodextrinas. No entanto,
sabemos que esses complexos sao formados em solugao e definem estruturas de equilibrio
dindmico. Por essa razdo procedemos a calculos de dindmica molecular com essas

geometrias de complexo de inclusdo em solugdo aquosa.

4.1.4 Dinamica Molecular

Para o estagio de dinamica molecular, foram utilizadas as estruturas B’ e D’,
provenientes dos calculos quanticos, cujas geometrias iniciais sao apresentadas nas Figuras
38 e 39. As analises realizadas ao final da etapa de producdo da trajetéria ndo indicaram
mudancas estruturais significativas nos complexos, inclusive nos modos de inclusdo. Essa
estabilidade é corroborada pelos valores de RMSD (“root mean square deviation”), que
apresentaram valor médio de 0,14 nm para a estrutura B’ (variando entre 0,05 e 0,15 nm) e
de 0,12 nm para a estrutura D’. A Figura 38 e 39 apresenta os graficos de RMSD para as
estruturas B’ e D’. Dessa forma, ambos os complexos permaneceram estruturalmente

estaveis ao longo de toda a simulagéao.
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Figura 37: Grafico de RMSD para a dindmica molecular estrutura B’
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Figura 38: Grafico de RMSD para dindmica molecular da estrutura D’

Para avaliar a estabilidade dos complexos B’ e D’, foram calculadas as energias

deinteracdo de Lennard-Jones, em abordagem semelhante a empregada por Rezaeisadat

et al[28] Os valores reportados correspondem as medias obtidas ao longo de toda a trajetéria

de dindmica molecular, totalizando 25 ns, e estdo apresentados na Tabela 7
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Tabela 7- Energias médias de interagdo de Lennard-Jones

B’ (kd/mol) Erro B’ D’ (kd/mol) Erro D’
LEV-SOL -42,41 0,2 -35,48 0,32
LEV-LEV +38,59 0,22 +30,98 0,54
BCD-LEV -100,11 1,1 -116,46 1,3

Para ambas as estruturas, os valores de energia de Lennard-Jones indicam que a

formacgao do complexo é energeticamente favoravel, sendo a interagdo BCD—LEV a principal

contribuicdo para estabilizar os complexos, o que favorece a permanéncia da levodopa na

cavidade da B-CD. Essa energia ndo € uma energia livre, mas inclui moléculas explicitas de

solvente, e a dindmica da estrutura, assim, podemos verificar que ambos os complexos sao

estaveis, com o complexo D’ ainda sendo mais estavel.

Assim, o proximo passo consistiu na avaliagao da distribuigdo de moléculas de aguas

no entorno do complexo formado BCD-LEV, realizada por meio do calculo da funcido de

distribuicao radial (RDF). Para essa analise, considerou-se o centro de massa (COM) tanto

do complexo quanto das moléculas de agua. Os resultados obtidos estao apresentados no

grafico Figura 39
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Figura 39: Grafico de Funcéao de distribuicdo radial para as simulagdes

O comportamento observado do grafico de RDF é consistente com o esperado para

sistemas complexantes. A auséncia de um primeiro pico com valores de g(r) > 1 para ambos
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os complexos é plausivel, uma vez que a 3-CD apresenta uma cavidade interna hidrofébica,
o que desfavorece a ocupacgéo direta por moléculas de agua. Para o complexo B’, a presenca
de um pequeno pico em torno de 3,5 A, indicando a presenca de molécula de agua nas
proximidades da levodopa, dentro da cavidade podendo ser visto na figura 40. Esse
comportamento sugere que essa molécula de agua pode atuar como um elemento

estabilizador do complexo.

Figura 40: Complexo B’ com molécula de agua proxima a Levodopa

Ainda sobre o complexo B’, este apresenta um segundo pico indicando uma camada
de solvatagdo em a aproximadamente 11,3 A associada a cerca de 175 moléculas de aguas.
No entanto, essa distancia ja se aproxima de comportamento de bulk de agua no qual ndo
se identifica uma camada de solvatacdo bem definida ao redor do complexo. Neste aspecto,
uma analise semelhante pode ser aplicada ao complexo D’, que apresenta comportamento
analogo, porém com numero menor de moléculas de agua, aproximadamente 114.

Entretanto, o complexo D’ apresenta uma caracteristica distintiva importante: seu
primeiro ponto indicativo de moléculas de agua ocorre apenas a uma distancia aproximada
de 5,2 A, correspondendo a cerca de trés moléculas de 4gua. Esse comportamento pode
ser explicado pelas diferentes formas complexagcdo de ambas as estruturas. A presenca

dessas moléculas de aguas pode ser observada na Figura 41.
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Figura 41: Complexo D’ com moléculas de agua proxima a Levodopa

5. Consideracgoes Finais

Como consideragdes finais, este trabalho investigou a inclusdo da levodopa em [3-
ciclodextrina e o processo de descarboxilagdo da levodopa por meio de uma abordagem
tedrica e computacional, permitindo avaliar sua estabilidade quimica. Os calculos de DFT
possibilitaram caracterizar os estados de transicao da reacao tanto na fase gasosa quanto
em meio solvatado, além de determinar os parametros termodindmicos e cinéticos
envolvidos.

Os resultados indicaram que a reagao de descarboxilagdo € termodinamicamente
espontanea, apresentando valores negativos de energia livre de Gibbs nas duas condicoes,
enquanto as barreiras de ativagado obtidas mostram que o meio solvatado estabiliza os
reagentes e dificulta o avango da reagéo.

Os resultados indicam que a reacdo de descarboxilacdo é termodinamicamente
espontanea, com AG r = -13,9 kcal-mol™, mas apresenta barreiras de ativacido elevadas
AGT = 67,73 kcal-mol™ em fase gasosa e 70,55 kcal-mol™ em solu¢do, mostrando que o

processo € cineticamente desfavoravel, especialmente em solugdo, que estabiliza mais os
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reagentes e eleva a energia do estado de transigao. A analise das estruturas do complexo
de inclusédo revelou que a orientagdo em que o grupo carboxilico fica mais protegido dentro
da cavidade nao coincide com a configuragdo mais estavel do sistema, sugerindo que a
estabilizagcdo do complexo € resultado de um equilibrio entre interagdes de hidrogénio e
dispersivas, que nem sempre favorece a conformacado mais reativa ou a maior protecao do
grupo funcional suscetivel a descarboxilagao.

Paralelamente, o estudo dos complexos de inclusao levodopa:B-ciclodextrina, aliado as
simulagdes de dinamica molecular e as analises por NCI e QTAIM, demonstrou que a
formacgao desses complexos € energeticamente favoravel e depende do modo de incluséo
da molécula na cavidade, sendo o complexo D’ 0 mais estavel. Esses resultados indicam
que a B-CD pode atuar como um agente protetor, contribuindo para reduzir a degradagao da

levodopa e aumentar sua estabilidade.
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