UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA APLICADA

CAROLYNE BRUSTOLIN BRAGA

L-DOPA, L-DOPAQUINONA E DOPAMINA: UMA ANALISE CONFORMACIONAL
ATRAVES DE CALCULOS TEORICOS E DAS ESPECTROSCOPIAS DE
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR E NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

PONTA GROSSA
2012



CAROLYNE BRUSTOLIN BRAGA

L-DOPA, L-DOPAQUINONA E DOPAMINA: UMA ANALISE CONFORMACIONAL
ATRAVES DE CALCULOS TEORICOS E DAS ESPECTROSCOPIAS DE
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR E NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Dissertacado apresentada para a obtencdo do
titulo de Mestre em Quimica Aplicada no
Programa de Pdés-Graduagdo em Quimica
Aplicada da Universidade Estadual de Ponta
Grossa.

Orientadora; Profa Dra Barbara Celania Fiorin

PONTA GROSSA
2012



Ficha Catalografica Elaborada pelo Setor Tratamento da Informagdo BICEN/UEPG

Braga. Carolyne Brustolin
Bg131 L-dopa. L-dopaquinona e dopamina : uma analise conformacional

através de calculos tedricos e das espectroscopias de ressondncia
magnética nuclear e na regido do infravermelho / Carolyne Brustolin
Braga. Ponta Grossa, 2012.

146f.

Dissertacdo (Mestrado em Quimica Aplicada) — Universidade

Estadual de Ponta Grossa .
Orientadora : Prof* Dr* Barbara Celania Fiorin

1. Analise conformacional. 2. Calculos tedricos.
3. Espectroscopia de RMN. 1. Fiorin, Barbara Celania. I1. T.

CDD: 535.84




TERMO DE APROVAGAO

CAROLYNE BRUSTOLIN BRAGA

"L-DOPA, L-DOPAQUINONA E DOPAMINA: UMA ANALISE
CONFORMACIONAL ATRAVES DE CALCULOS TEORICOS E
DAS ESPECTROSCOPIAS DE RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR E NA REGIAO DO INFRAVERMELHO.”

Dissertagdo aprovada como requisito parcial para obtengcdo do grau
de Mestre no Programa de Pés-Graduagdo em Quimica Aplicada da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, pela seguinte banca
examinadora.

# ) oz /bi"‘- ’
Orientadora: Profa..Dra. Barbara Celania Fiorin

UEPG/PR

—

Prof. Dr. Ernani Ab assb
UEM/PR

/

‘ & J j /o // / .
Prof. Dr. Adriano Gongalves Viana
UEPG/PR

Ponta Grossa, 07 de margo de 2012.



Dedico esse trabalho a minha querida familia,

Pela educacéo e todo amor que me deram.

Com quem sempre pude compartilhar meus sonhos,
alegrias, tristezas e nunca me abandonaram.
Obrigada

Amo vocés



AGRADECIMENTOS
Palavras ndo sado suficientes para expressar minha gratiddo aqueles que me

acompanharam nesta jornada, mas de qualquer forma, muitissimo obrigada...

v" A Deus por ter tdo pouco a pedir e tanto a agradecer.

v' Aos meus pais Josélia e Rinaldo, a minha tia Marilis, aos meus avos
Mirian e Jodo, e ao meu irméo Felype, pelo amor, educacdo, compreensédo, por
sempre estarem comigo e me incentivar, aconselhar e apoiar em todos os momentos
da minha vida. Vocés sdo exemplos em minha vida e foram fundamentais para que
eu conseguisse vencer mais essa etapa.

v A minha professora e orientadora Barbara, pela paciéncia, atencéo,
amizade, dedicacdo e confiangca em meu trabalho. Foram quatro anos e meio de
uma excelente orientacdo e valiosos ensinamentos que me fizeram ter paixao pela
pesquisa e auxiliaram na concretizacdo de mais uma fase da minha vida. Termino
meu mestrado com um exemplo sélido a ser seguido na vida profissional.

v" Ao meu noivo Tiago, pelo amor, companheirismo e encorajamento,
principalmente nos momentos dificeis. Foi maravilhoso té-lo conhecido e € muito
importante em minha vida. Sua presenca nesses seis anos foi essencial. Te amo.

v Aos professores Ernani Abicht Basso, Adriano Gongalves Viana, Josiane
Padilha de Paula e Sergio Ricardo de Lazaro por terem aceito o convite de fazer
parte da banca examinadora dessa Dissertacao.

v Aos meus amigos do grupo de pesquisa Larissa (Lari), Taissa (Tai),
Marcela, Larissa (Sissa) e Leandro (Porco) que me acompanharam nestes anos com
conversas animadas, risadas, viagens, discussbes e sugestdes na pesquisa. A
amizade de vocés sera levada pra sempre.

v" Ao Grupo de Pesquisa ECO (UEM), principalmente ao professor Ernani
e seu aluno Thiago Rozada, pela oportunidade de trabalhar em seu laboratoério, pela
aquisicao dos espectros de RMN e pelos ensinamentos na utilizacéo e interpretacao
de ferramentas que contribuiram para a realizagédo deste trabalho.

v A Ivania (UEM) e ao professor Andersson Barison (UFPR), pela
aquisicao dos espectros de RMN.

v" A CAPES pelo auxilio financeiro, essencial para o desenvolvimento
deste Mestrado.

v' A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a concluséo desta

pesquisa.



“Posso ter defeitos, viver ansioso e ficar irritado algumas vezes,

mas nao esqueco de que

minha vida é a maior empresa do mundo. E que posso evitar que ela va a faléncia.
Ser feliz é reconhecer que vale a pena viver, apesar de todos os desafios,
incompreensdes e periodos de crise.

Ser feliz é deixar de ser vitima dos problemas e se tornar

um autor da propria historia.

E atravessar desertos fora de si, mas ser capaz de encontrar um 0asis no
recondito da sua alma.

E agradecer a Deus a cada manha pelo milagre da vida.

Ser feliz € ndo ter medo dos proprios sentimentos.

E saber falar de si mesmo.

E ter coragem para ouvir um n&o. E ter seguranga para

receber uma critica, mesmo que injusta.

Pedras no caminho?

Guardo todas, um dia vou construir um castelo...”

Fernando Pessoa



RESUMO

Abordamos neste trabalho um estudo conformacional da dopamina, L-dopa e L-
dopaquinona, nas suas formas neutras e protonadas, por meio de calculos teoricos e
das espectroscopias de RMN e IV. O que despertou o interesse em avaliar o
equilibrio conformacional desses compostos foi o fato de néo existirem relatos na
literatura sobre os mesmos com este tipo de nivel de teoria, visto que sé&o
compostos com grande importancia bioldgica. Os calculos tedricos foram efetuados
com o nivel de teoria HF/6-311++G(d,p), disponiveis no pacote de programas
GAUSSIAN 03. Por meio deles, determinaram-se as energias e geometrias dos
conférmeros mais estaveis na fase isolada e em solucdo aquosa. Para alguns
compostos, a andlise dos efeitos hiperconjugativos por meio dos célculos de NBO
também indicou que algumas interac6es de orbitais presentes estabilizam o sistema.
Para a dopamina protonada, através da RMN de 'H, n&o foi possivel relacionar o
efeito do solvente nem da temperatura com possiveis mudancas nas populacées
dos conférmeros. No caso das duas formas da L-dopa, o comportamento dos
acoplamentos 3J, em diferentes solventes e diferentes temperaturas ndo pode nos
dizer que houve variacdo de populacdo com a mudanca de polaridade do meio.
Entretanto, seus valores permitiram afirmar que em solugéo a forma predominante
no equilibrio é a trans, corroborando com os dados tedricos obtidos. Com espectros
no Infravermelho na regidao do fundamental do estiramento da carbonila, para a L-
dopa, novamente ndo pudemos verificar a variacdo de populacédo no equilibrio, mas
a significativa assimetria e largura destas bandas permitiu verificar que o equilibrio
estd composto por varios conférmeros, como é o caso. Finalmente, fez-se o uso de
mapas de potencial eletrostatico para demonstrar nos conférmeros mais estaveis
quais as regides de maior e menor densidade eletrénica.

Palavras-chave: Andlise conformacional. Calculos teéricos. Espectroscopia de RMN.



ABSTRACT

In this study was approached the conformational study of dopamine, L-dopa and L-
dopaquinone, in their neutral and protonated forms, by theoretical calculations and
NMR and IR spectroscopies. The interest in evaluate the conformational equilibrium
of these compounds was obtained by the fact that there are no reports in the
literature about them at this level of theory, considering that are compounds with high
biological importance. The theoretical calculations were performed at HF/6-
311++G(d,p) level of theory, available in the programs package GAUSSIAN 03.
These calculations determined the energies and geometries of most stable
conformers in the isolated phase and in aqueous solution. For some compounds, the
analysis of hyperconjugatives effects by NBO calculations also showed that some
orbital interactions stabilize the system. For protonated dopamine, by *H NMR, it was
not possible to associate the solvent or temperature effects with possible changes in
populations of conformers. In the case of two forms of L-dopa, the behavior of the
couplings constants 3Juy in different solvents and temperatures could not tell us if
there was variation in the populations with change of polarity of the medium.
However, their values allowed affirm that the predominant form at equilibrium in
solution is the trans, in agreement with theoretical data obtained. The carbonyl
stretching bands, in IR spectrum, in fundamental region, could not determine the
variations in the populational equilibrium, but a significant asymmetry and width of
these bands showed that the equilibrium is composed of multiple conformations,
such as this case. Finally, electrostatic potential maps were used to demonstrate in
the most stable conformers which regions of higher and lower electron density.

Keywords: Conformational analysis. Theoretical calculations. NMR Spectroscopy.
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1 INTRODUCAO
1.1 JUSTIFICATIVA

A determinacdo da conformacdo de um dado composto (substrato)
isolado e das interacdes que ocorrem durante seu encontro com a enzima nao é
suficiente para descrever o mecanismo de ligacao substrato-enzima e, portanto, sua
atividade biologica. Contudo, o estudo de sua conformacdo espacial e de seu
comportamento em diferentes solventes justifica-se na medida em que permite
mapear separadamente importantes interacées que também estdo presentes em um
sistema biol6gico, como, por exemplo, as interacbes eletrostaticas e as
hiperconjugativas. Estudar separadamente alguns substratos também permite
mapear tendéncias que poderao ser consideradas quando do estudo das interacfes
substrato-enzima, ja que em um sistema biolégico as interagcdes que ocorrem nao
sdo de natureza diferente das de um sistema isolado, as diferentes interacfes se
somam ao longo do processo, mas certamente as tendéncias se mantém. A
necessidade deste estudo leva a uma das questdes mais fundamentais em quimica:
aprofundar cada vez mais o entendimento da estrutura molecular através da sua
geometria e de suas propriedades fisico-quimicas. (SILVA, 2008).

Deste modo, este trabalho inclui um estudo conformacional de dois
compostos presentes na melanogénese (L-dopa e L-dopaquinona), mecanismo de
oxidacdo do aminoacido tirosina a melanina, substancia esta responsavel pela
pigmentacdo e protecdo da pele, assim como do importante neurotransmissor
dopamina, cujas estruturas sdo semelhantes e poderdo ser comparadas em funcao
da mudanca de um substituinte. Além disso, através da analise conformacional sera
possivel encontrar as geometrias mais estaveis presentes no equilibrio de tais
moléculas, em fase isolada e em solugdo aquosa, e também avaliar quais fatores
encontram-se envolvidos na maior estabilidade dos mesmos, permitindo uma maior

compreensao de sua estereoquimica.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Importancia biologica da L-dopa, L-dopaquinona e dopamina

As melaninas sdo uma diversa classe de biomacromoléculas multifuncionais
extremamente difundidas na natureza, presentes em tecidos de diversos
organismos, como em animais, plantas, fungos e microorganismos. (BUTLER; DAY,
1998; CHEN et al.,, 2008; CLANCY; SIMON, 2001; LANGFELDER et al., 2003;
RILEY, 1997; WILLIAMSON; WAKAMATSU; ITO, 1998). No corpo humano, pode ser
encontrada na pele, cabelo, olhos, cérebro e figado (BRIDELLI; CRIPPA, 2010;
CLANCY; SIMON, 2001), e devido a isto, a ela uma gama de atividades tém sido
atribuidas: possui papel fundamental na pigmentacdo da pele, pélos e iris
(KOKKINOU et al., 2004; LIU et al.,, 2005; WIELGUS; SARNA, 2005); suas
propriedades fotoprotetoras e antioxidantes fornecem a organismos vivos uma
protecdo efetiva contra exposi¢cdes a radiacdo ultravioleta (BLARZINO et al., 1999;
KOLLIAS et al., 1991; ORTONNE, 2002); possui alta afinidade por ions metalicos,
sendo sua ligagdo com os mesmos (quelacdo) uma das suas principais funcdes
bioldgicas (HONG; SIMON, 2007; KOKKINOU et al., 2004); sdo de grande interesse
as industrias de cosméticos e alimenticias e usadas na medicina e farmacologia,
entre outros, como antioxidantes (HUNG et al., 2002; KALKA et al., 2000;
MOHORCIC et al., 2007) e atua em areas de intensa atividade nervosa, como por
exemplo, no cérebro. (DOUBLE, 2006; SAPER; PETITO, 1982).

A melanina é produzida por um processo bioquimico conhecido como
melanogénese, sendo 0s responsaveis por sua producdo os melandcitos, células da
pele especializadas cuja origem embriondria se da na crista neural. A sintese da
melanina ocorre em organelas intracelulares especializadas denominadas
melanossomos, 0s quais contém enzimas especificas necessarias a producao deste
pigmento. Entre elas, as mais bem caracterizadas sdo a tirosinase, a proteina
relacionada a tirosinase (Tyrpl) e a dopacromo tautomerase (Tyrp2). (ITO, 2003;
ITO; WAKAMATSU, 2008; SANCHES-FERRER et al., 1995; UYEN; NGUYEN; KIM,
2008).

A quantidade e o tipo de melanina formados nos melanocitos sao
geneticamente determinados, mas podem ser influenciados por fatores hormonais e

ambientais, incluindo inflamagfes, sexo, idade e, notavelmente, a exposicdo a
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radiacdo ultravioleta, responsavel pelo bronzeamento da pele. (UYEN; NGUYEN;
KIM, 2008).

Disturbios na quantidade e distribuicdo da melanina podem causar uma série
de doencas relacionadas a hipopigmentacdo ou a hiperpigmentacdo. O acumulo
anormal de melanina € responsavel por diversos processos de hiperpigmentacéo
como melasma, sardas e melanomas malignos, além de representar, para a espécie
humana, um sério problema estético. (SILVEIRA, 2007; UYEN; NGUYEN; KIM,
2008). Ja a hipopigmentacao esta relacionada a uma baixa producdo de melanina,
causada por uma série de efeitos biolégicos, e também acarreta em doencas
bastante conhecidas, tais como vitiligo e albinismo. (SOLANO et al., 2006).

Nos mamiferos, dois principais tipos de melaninas sdo produzidos: as
eumelaninas e as feomelaninas. As eumelaninas sdo polimeros de alto peso
molecular com complexa estrutura quimica que possuem coloracdo marrom a preta.
As feomelaninas possuem estrutura quimica semelhante as eumelaninas e sua
coloracdo vai do amarelo ao marrom-avermelhado. (ITO; WAKAMATSU, 2008). Um
terceiro tipo de melanina encontrada em humanos, a neuromelanina (a qual esta
relacionada com a eumelanina), é produzida na substancia negra do cérebro. Seu
papel no sistema nervoso central ainda nao foi totalmente estabelecido, mas existe
uma clara relacéo entre a perda seletiva destes neurdnios pigmentados e o comeco
da doenca de Parkinson. Existe uma especulacdo de que as propriedades elétricas
da melanina podem ser importantes neste papel. (SAPER; PETITO, 1982; WATT,;
BOTHMA; MEREDITH, 2005).

Tanto a eumelanina quanto a feomelanina séo derivadas de uma precursora
comum, a L-dopaquinona. Na presenca de oxigénio, a tirosina hidroxilase catalisa a
hidroxilagdo do aminoacido L-tirosina formando a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-
dopa), que é por sua vez oxidada a L-dopaquinona. Como esta Ultima é um
composto altamente reativo, assim que é formada converte-se em um composto
vermelho denominado dopacromo, o qual é espontaneamente descarboxilado
resultando em dois compostos inddlicos: o 5,6-dihidroxiindol e o &cido-5,6-
dihidroxiindol-2-carboxilico, que se oxidam a quinona correspondente. Por fim, a
polimerizacao desta ultima produz o biopolimero eumelanina (Figura 1).

Com relacdo a producéo de feomelanina (Figura 2), na presenca de cisteina,
a L-dopaquinona rapidamente reage com a cisteina gerando principalmente 5-S-

cisteinildopa e, em menor quantidade, 2-S-cisteinildopa. Estas cisteinildopas séo,
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bY

entdo, oxidadas levando a formacdo de intermedidrios benzenotiazinas e,
finalmente, produzindo a feomelanina. (ITO, 2003; ITO; WAKAMATSU, 2008;
MASON, 1948).

COOH COOH
Tirosina Tirosina O\ coon
h|drOX|Iase h|dro><|lase

o)
Tirosina Dopa Dopaquinona (DQ)
- Cisteina
O\ HO
COOH «————— COOH
=~ ©)
0 N HO N,
H H
Dopacromo Leucodopacromo

Dopacromo tautomerase
(Tyrpz)

5,6- DIhIdrOXIIndOl 5,6-Dihidroxiindol-2- aC|d0 carboxilico
(DHI) (DHICA)
(0]
bQ 2 DHICA oxidase (Tyrpy)
ou tirosinase
Dopa
EUMELANINA

Figura 1- Biossintese da eumelanina.
Fonte: Adaptado de ITO; WAKAMATSU, 2008.
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COOH HO COOH
Tirosina Tirosina O\ COOH
hidroxilase hidroxilase
NH, NH -
HO Oz HO 2 0, — NH,
Tirosina Dopa Dopaquinona (DQ)
+ Cisteina
HO COOH HOOC
NH, HoN S
HO
+ HO COOH
H,N S
> NH,
HOOC HO
5-S-Cisteinil-dopa 2-S-Cisteinil-dopa
©)
HO COOH HOO
YS
NH, N COOH
N +
H S NH,
HOO HO
Intermediérios da 1,4-Benzotiazina
©)
FEOMELANINA

Figura 2- Biossintese da feomelanina.
Fonte: Adaptado de ITO; WAKAMATSU, 2008.

O aminoéacido L-dopa faz parte da familia das catecolaminas e, além de

estar

neurotransmissor dopamina, e dos

noradrenalina (norepinefrina) (Figura 3).

envolvido na formagdo da melanina, € um precursor

essencial

hormbnios adrenalina (epinefrina)

do
e
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OH
COCOH HO NH
CH,
NH,
HO HO
Tirosina Epinefrina
0, S-adenosilhomocisteina Feniletanoamina
Tirosina- N-metiltransferase
hidroxilase
H,O S-adenosilmetionina
HO COOH OH
HO NH,
NH,
HO
3,4-Dihidroxifenilalanina (Dopa) HO
Norepinefrina
Dopa- H,0
descarboxilase
Dopamina
O, B-hidroxilase
CO,
HO NH,
HO
Dopamina

Figura 3- Biossintese da dopamina, norepinefrina e epinefrina a partir do aminoacido tirosina.
Fonte: Adaptado de NELSON; COX, 2002.

Isolada em 1913 de mudas de Vicia faba, por Marcus Guggenheim, foi
inicialmente declarada biologicamente inativa. Porém, desde os anos 60, a L-dopa
tem despertado muita atencdo devido a sua acao preventiva contra a doenca de
Parkinson, caracterizada pela deficiéncia na sintese do neurotransmissor dopamina
nas células nervosas. Como a mesma € uma precursora da dopamina, sendo
descarboxilada a este neurotransmissor quando entra nas células nervosas, foi
provado que sua administracdo produz um acentuado aumento na concentracao de
dopamina no cérebro, o que foi um grande avango no tratamento da doenca.
(SOARES, 2006). Nao se pode administrar dopamina diretamente, pois esta nao
consegue ultrapassar a barreira hemato-encefalica; ja a L-dopa consegue.
(NAGATSU; SAWADA, 2009; SIDDIQUI et al., 2010).

Doenca de Parkinson, a segunda mais comum doenc¢a neurodegenerativa, €

caracterizada por bradicinésia (lentiddo do movimento), tremores, rigidez muscular e
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instabilidade postural. Ela afeta principalmente os neurbnios catecolaminérgicos na
substancia negra do cérebro, e esta ligada tanto a fatores genéticos quanto
ambientais, envolvendo estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e agregacédo de
proteina, entre outros (ASANUMA; MIYAZAKI; OGAWA, 2003; SABENS; DISTLER,;
MIEYAL, 2010).

Uma superproducdo de dopamina no cérebro pode estar associada a
distarbios neuroldgicos, como a esquizofrenia. Embora a etiologia desta doenca
ainda nao seja completamente conhecida, hoje a doenca € considerada
consequéncia de diversos disturbios do sistema nervoso central. A hip6tese de sua
relacdo com uma superproducdo de dopamina é uma das varias que tém sido
propostas na tentativa de melhor compreender a fisiopatologia da doenca.
(MENEGATTI et al., 2004; WONG; TOL, 2003).

Reconhecendo-se que a dopamina € o0 agonista enddgeno dos cinco
subtipos de receptores dopaminérgicos conhecidos D;, Dy, D3, D4 e Ds, pode-se
admitir que a afinidade e o reconhecimento molecular pelos diversos subtipos de
receptores sejam reflexos de sua flexibilidade conformacional. Em um estudo onde
foi efetuado o ancoramento da dopamina a um modelo de receptor D,, foi observado
que o atomo de nitrogénio catibnico da dopamina atua como contra-ion do residuo
de aspartato-114, localizado na terceira regido transmembréanica, a uma distancia de
3,04 A. Adicionalmente, foi observado que a meta-hidroxila catecélica faz ligacdo de
hidrogénio com a serina-194 a uma distancia de 2,55 A. Ocorre ainda uma terceira
interacdo do anel aromatico da dopamina com o residuo de triptofano-160, distante
8,52 A (Figura 4). (WILCOX et al, 1998, apud MENEGATTI et al., 2004).

ser 194

Figura 4- Interagcbes provaveis da dopamina e residuos de aminoacidos especificos do receptor
dopaminérgico D..
Fonte: Adaptado de WILCOX et al, 1998 apud MENEGATTI et al., 2004.
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Como a atividade biolégica de uma molécula € dependente de uma Unica
conformacao dentre todas as conformacgdes de baixa energia, a pesquisa pela assim
denominada conformacédo bioativa € um dos objetivos principais em quimica
medicinal. Somente a conformacdo bioativa pode se ligar em um ambiente
macromolecular especifico no sitio ativo do receptor protéico, sendo de primordial
importancia aprofundar cada vez mais o entendimento da estrutura molecular

através da sua geometria e de suas propriedades fisico-quimicas. (HOLTJE, 2003).

1.2.2 Analise conformacional da dopamina, L-dopa e L-dopaquinona

De acordo com a literatura, como a dopamina possui um grupo amina e duas
hidroxilas fendlicas, em pH fisiolégico ela apresenta um equilibrio acido-base, nas
quais as formas zwitteribnica e catibnica (protonada), além da molécula neutra,
estdo presentes (Figura 5). (FAUSTO; RIBEIRO; LIMA, 1999; GANELLIN, 1977). Em
solucéo de pH 7,4, o qual corresponde ao sangue humano, a dopamina protonada
foi encontrada ser, de longe, a forma mais populosa (95%), enquanto as populacoes
das espécies zwitteribnica e neutra foram somente 3% e 2%, respectivamente. As
formas anibnicas séo significantes somente em pHs maiores do que 11 e néo
realizam um papel relevante dentro do processo bioquimico. (FAUSTO; RIBEIRO;
LIMA, 1999; GRANOT, 1976).

O,

NH3*
HOJQN\+
- H* . .

(zwitterion) + H*+

+H*

0 NH, 0,

HO NH* NH,
-H*
:@/\/
-~
+
HO +H -0

HO

- anidnica
(catidénica) -H* ( ) (di-anidnica)
+H* - HY
+H*
HO:O/\/NHZ
HO

(neutra)

Figura 5- Equilibrio acido-base da dopamina.
Fonte: Adaptado de FAUSTO; RIBEIRO; LIMA, 1999.
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Fausto; Ribeiro e Lima (1999) estudaram o equilibrio conformacional da
dopamina nas formas neutra, zwitteridnica e protonada, utilizando célculos ab initio
(HF/3-21g) e semi-empiricos (PM3). Estudos semelhantes também foram realizados
e, em todos eles, foi constatado que devido ao alto grau de flexibilidade
conformacional desta molécula, a mesma existe como uma mistura de Varios
conférmeros com energias muito proximas, tanto em fase isolada quanto em
solu¢do. (ALISTE; CASSELS, 2001; NAGY; ALAGONA; GHIO, 1999; URBAN;
CRAMER; FAMINI, 1992).

Para a L-dopa apenas um estudo conformacional através da técnica de
difracdo de raios-X foi encontrado, no qual foi relatada a provavel conformacédo
preferida, na forma zwiteribnica, em que sua estrutura cristalina € caracterizada por
uma rede tridimensional de ligacbes de hidrogénio onde todos os oxigénios, o
nitrogénio e todos os hidrogénios do grupo NHs" participam (BECKER,
THATHACHARI; SIMPSON, 1971). Ja para a L-dopaquinona nao foi encontrado na
literatura nenhum estudo conformacional.

Como a dopamina é um importante neurotransmissor, e a L-dopa e L-
dopaquinona s&o intermediarios fundamentais da melanogénese, o presente
trabalho visa realizar uma analise conformacional da dopamina (Figura 6), L-dopa
(Figura 7) e L-dopaquinona (Figura 8), nas suas formas neutras e protonadas, a fim
de conhecer suas conformacfes mais estaveis e os efeitos que garantem as
mesmas a maior estabilidade. Para isso faremos uso de calculos teoricos, bem como
a utilizacdo das espectroscopias de ressonancia magnética nuclear (RMN) e na

regiao do Infravermelho (IV), os quais serao descritos a seguir.

HO NH; HO NH;"

HO HO
(a) (b)

Figura 6- 4-(2-aminoetil)benzeno-1,2-diol (dopamina) nas formas a) neutra e b) protonada.
Fonte: A autora.
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Figura 7- Acido (2S)-2-amino-3-(3,4-di-hidroxifenil) propanoico (L-dopa) nas formas a) neutra e b)
protonada.
Fonte: A autora.
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Figura 8- L-dopaquinona nas formas a) neutra e b) protonada.
Fonte: A autora.

1.3 ANALISE CONFORMACIONAL

A palavra conformacao se refere a arranjos moleculares (conférmeros ou
formas) que diferem nas posi¢des rotacionais de grupos ligados a um par de atomos
unidos através de uma ligacao simples. Em vista disso, para que uma molécula
apresente isomerismo conformacional, o angulo diedro entre esses grupos deve
variar. Conformacdes, em geral, possuem um tempo de vida curto a temperatura
ambiente, devido a pequena barreira de energia que as separam, portanto, nao
podem ser isoladas. (ELIEL; WILEN; MANDER, 1994, apud FIORIN, 2006).

Os principios nos quais a analise do equilibrio conformacional esta baseada
foram desenvolvidos dentro de uma estrutura da mecanica classica. Uma molécula
assume uma forma com uma minima energia possivel a partir das rotagdes em torno
das ligacdes simples e dos ajustes dos angulos e comprimentos de ligacdo. Como
angulos e comprimentos de ligacdo variam relativamente pouco de molécula para
molécula, a forma molecular é primeiramente determinada pelos processos
rotacionais. Portanto, a energia total de uma molécula esta diretamente relacionada
a sua forma. Varios componentes da energia total podem ser identificados e, até

certo ponto, atribuidos a caracteristicas estruturais especificas. Entre os fatores que
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contribuem para a energia total e possuem uma conexdo reconhecida com a
estrutura molecular estdo repulsbes dos pares nao-ligantes, tensdo do anel em
sistemas ciclicos, tenséo torsional advinda do emparelhamento de ligacbes e a
desestabilizac&o resultante da distorcdo de comprimentos de ligacdo ou de angulos
de ligacdo dos valores ideais. Por outro lado, ha interagBes estabilizantes que
possuem restricbes geométricas. Muitas destas podem ser classificadas como
efeitos estereoeletrénicos. O termo efeito estereoeletronico € usado para incluir
relacbes entre estrutura, conformacdo, energia e reatividade que podem ser
investigadas pelas interacBes de orbitais que dependem da geometria; isto €, uma
relacdo geométrica particular é necessaria para maximizar a interacdo estabilizante.
Além do que, ha outras interacdes, tais como formacao de ligacdo de hidrogénio e
interacOes dipolo-dipolo para as quais a forca da interacdo depende fortemente da
geometria da molécula. (SMITH; MARCH, 2001, apud SILVA, 2008).

Estudos sobre equilibrios conformacionais sdo hoje rotineiramente usados
para prever as estruturas e propriedades moleculares. S&o vérias as ferramentas
gque podem ser utilizadas para a analise conformacional, e normalmente sao
selecionadas de acordo com o0s compostos objetos de estudo e do tipo de
investigagdo a ser realizada. Por exemplo, como a energia de uma molécula
depende de sua geometria, pequenas mudancas na estrutura podem acarretar
grandes mudancas na energia total da molécula. Por isso, conhecer as geometrias
envolvidas no equilibrio conformacional €é muito importante para estudos
computacionais. (THOMAS, 1974).

A seguir apresentamos uma breve descricdo sobre a metodologia utilizada.

1.3.1 Caélculos Teodricos

De modo geral, sdo calculos realizados com softwares préprios para avaliar
as estruturas tridimensionais das moléculas. Estdo entre as ferramentas que vém
sendo muito empregadas nos estudos de equilibrios conformacionais.

A quimica computacional simula numericamente estruturas e reacoes
guimicas baseando-se completa ou parcialmente nas leis fundamentais da fisica.
Isso permite aos quimicos estudar fendmenos quimicos através de calculos

computacionais ao invés de examinar reacdfes e compostos experimentalmente.
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Alguns métodos podem ser usados para modelar ndo apenas moléculas estaveis,
mas também intermediarios instdveis ou mesmo estados de transicdo. Neste
sentido, eles podem fornecer informacdes sobre moléculas e reacdes que seriam
impossiveis de se obter através de observacdes experimentais. (CRAMER, 2002
apud FIORIN, 2006; FORESMAN; FRISCH, 1996).

Atualmente, existem diversos programas com este propdsito, mas nem todos
0s métodos representam um quadro final e completo dos compostos em estudo.
(SILVA, 2008).

Mesmo levando em conta suas limitacbes, a utilizacdo da quimica
computacional tem se tornado cada vez mais difundida entre quimicos de todas as
areas. Fatores como reducdo de custos com o avan¢o dos computadores, melhora
no nivel de confianca dos métodos propostos, possibilidade de trabalhar com
hipéteses ainda ndo disponiveis experimentalmente, grande coeréncia entre dados
obtidos experimentalmente e resultados de célculos e desenvolvimento da quimica
tedrica e de programas computacionais de facil utilizacdo, sdo atrativos para o
emprego desta ferramenta. (SILVA, 2008).

Existem duas grandes areas dentro da quimica computacional dedicadas ao
estudo de estruturas moleculares e reatividades, séo elas a Mecéanica Molecular e a
Teoria da Estrutura Eletrénica. Por qualquer uma das abordagens é possivel realizar
alguns tipos de calculos como: (i) calculo da energia de estruturas moleculares e
propriedades relacionadas com a energia; (ii) realizar otimizacdo de geometria; (iii)
calcular frequéncias vibracionais; (iv) calcular a geometria de um estado de
transicao; (v) calcular o caminho de menor energia para uma reacao quimica e (vi)
propriedades termoquimicas. (FORESMAN; FRISCH, 1996).

Nesse trabalho daremos énfase a Teoria da Estrutura Eletrbnica, pois o
método da Mecéanica Molecular apresenta varias limitacdes e despreza efeitos
eletrbnicos ndo conseguindo tratar problemas quimicos onde tais efeitos

predominam.
1.3.1.1 Metodos de Estrutura Eletronica
A expressao “estrutura eletrbnica” é utilizada para uma extensa classe de

métodos que tratam explicitamente do comportamento de elétrons e nucleos nas
espécies quimicas. (FORESMAN; FRISCH, 1996).
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Os métodos de estrutura eletrénica empregam as leis da mecéanica quantica
para descrever as propriedades fisico-quimicas mais variadas das moléculas,
utilizando para tanto uma descricao criteriosa sobre os elétrons de uma molécula,
sua interacdo e seus efeitos nas ligacdes quimicas e na construcdo de orbitais
moleculares. Os calculos de estrutura eletronica subdividem-se em trés categorias:
ab initio, semi-empiricos e métodos hibridos baseados na Teoria do Funcional de
Densidade. (FORESMAN; FRISCH, 1996).

A descricdo dos sistemas microscopicos segue 0s principios da fisica
quantica, cujo desenvolvimento deu-se no primeiro terco do século passado com
contribui¢cdes de diversos cientistas, dentre eles, Planck, Einstein, Dirac, Heisenberg,
Schrédinger, Bohr e Born. Na equacdo da mecanica (1), chamada de Schrdodinger,
um sistema fisico € descrito pela seguinte equacao de movimento:

HY(R,r) = E¥Y(R,r) (1)
na qual H representa o operador Hamiltoniano, ¥ é a fungdo de onda, dependente
das coordenadas eletrbnicas (r) e nucleares (R), e E representa a energia do
sistema. A fungdo de onda W é uma fungdo dos elétrons em relagdo ao nucleo.
Como o proprio nome diz, ela descreve o elétron como uma onda, sendo uma
descricdo probabilistica do comportamento do mesmo. Resolver essa equacao
significa encontrar as fungdes de onda W que a satisfazem e os seus autovalores E
de energia. (CRAMER, 2002, apud FIORIN, 2006; ATKINS, 1999).

Os métodos semi-empiricos usam parametros derivados de dados
experimentais para simplificar os célculos. Tais pardmetros sdo adicionados para
corrigir certas informacgfes que sdo aproximadas ou completamente omitidas. Este
método € mais aplicado a moléculas que possuem um tamanho consideravel, devido
ao ganho em tempo de célculo. A vantagem dos célculos semi-empiricos € que sao
muito mais rapidos quando comparados aos célculos ab initio, porém seus
resultados podem ndo ser exatos e algumas propriedades podem ser preditas
erroneamente. (CRAMER, 2002, apud FIORIN, 2006).

No caso de moléculas simples, os calculos ab initio e, mais recentemente da
Teoria do Funcional de Densidade (DFT, do inglés density functional theory) séo os
gue tém sido mais utilizados e, ao contrario dos métodos da mecéanica molecular ou
semi-empiricos, ndo usam parametros experimentais em seu calculo. Ao invés disso,

seus calculos sdo baseados nas leis da mecanica quéantica e em algumas
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constantes fisicas como: velocidade da luz, massa e carga do elétron e constante de
Planck. (FORESMAN; FRISCH, 1996).

Dentre os métodos ab initio, o tipo mais comum € o Hartree-Fock (HF), pois
produz um modelo razoavel para um grande numero de sistemas moleculares.
Porém, a teoria HF tem suas limitacdes, pelo fato da mesma nao incluir o efeito de
correlacao eletrbnica, ou seja, ndo leva em consideragédo as interacdes individuais
entre os elétrons, pois 0s mesmos interagem entre si e tendem a permanecerem
afastados. (FORESMAN; FRISCH, 1996; YOUNG, 2000).

Um método ab initio alternativo, assim denominado por David Young, por ser
parecido em alguns aspectos com o0s ab initio, e que vem sendo amplamente
empregado € o método da teoria do funcional de densidade (DFT), no qual a energia
total € expressa em termos de funcdo de onda da densidade eletronica total
(YOUNG, 2001). Ele requer praticamente 0S mesmos recursos computacionais da
teoria HF, o método ab initio computacionalmente mais barato. (FORESMAN;
FRISCH, 1996).

Métodos DFT s&o atrativos porque incluem os efeitos de correlacdo
eletrdnica em seus modelos. Por isso, estes métodos podem trazer os beneficios de
alguns dos métodos ab initio computacionalmente mais caros com o custo de um
HF. (FORESMAN; FRISCH, 1996; SILVA, 2008).

Recentemente, Becke percebeu que haveria vantagens em mesclar os
métodos de Hartree-Fock e DFT, o que deu origem aos métodos hibridos. (BECKE,
1993). O mais empregado deles nos dias de hoje é conhecido como B3LYP, sigla
que identifica o uso do funcional de troca-correlacdo de Becke no qual esta incluido
o funcional de correlagdo desenvolvido por Lee, Yang e Parr. (LEE; YANG; PARR,
1988). O numero trés vem do uso de trés parametros empiricos. Por utilizar esses
parametros empiricos, € comum néo classificar o método B3LYP como ab initio. Este
método necessita de menos recursos computacionais e, portanto, conjuntos de

bases mais sofisticados podem ser utilizados. (PONTES, 2006).
1.3.1.2 Conjunto de Bases
E a partir das fungdes atémicas que sdo construidos os orbitais moleculares

e, sendo assim, a escolha correta do conjunto de fun¢des de base é essencial para

o resultado final, seja em termos de precisdo, seja em termos de rapidez. Junto com
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o0 método emprega-se o conjunto de fungdes de base, desta maneira definimos um
nivel de teoria (método + funcdes de bases), ou seja, um conjunto completo de
informacOes para a execucdo de um calculo. Estas funcdes sao utilizadas para
descrever os orbitais moleculares, os quais sao formados com uma combinacéo
linear dos orbitais atdmicos: ”
Ve = ch¢u @)
p=1
onde u; representa o i-ésimo orbital molecular, C, s@o os coeficientes da
combinacgao linear, ®, o p-ésimo orbital atdmico, e N o niumero de orbitais atdmicos.
Estritamente falando, orbitais atdbmicos sdo solu¢cdes da equacdo de Hartree-Fock
para determinado atomo, ex. funcdes de onda para um simples elétron no atomo.
Mais tarde o termo orbital atdmico foi substituido por “fungdo de base”. (ATKINS,
1999; YOUNG, 2001).

Existem varios conjuntos de funcbes de base, cada um com uma
caracteristica diferente de representar os orbitais. Entre estas bases, as mais
conhecidas sdo as bases de Pople e as de Dunning. Como nosso estudo utilizou
algumas combinacdes das bases de Pople, abordaremos somente a mesma.

O programa Gaussian (FRISCH et al., 2004) e outros programas de célculos
de estrutura eletrénica usam func¢des atdmicas do tipo gaussianas, sendo possiveis
varias combinaces como é o caso das funcdes de base de Pople, por exemplo, a 3-
21G, 6-31G, 6-31+G, 6-31+G*, 6-311G, 6-311+G** dentre outras. Na notacdo 6-31,
0 numero 6 indica que existe uma funcdo de base do tipo s constituindo de seis
equacOes gaussianas para representar cada orbital interno, ja o nimero 31 indica
que existem duas funcbes de base do tipo p consistindo de trés e uma funcdes
gaussianas. As bases de Pople podem ser modificadas pela adicdo de funcgdes
difusas e/ou de polarizacdo ao conjunto de base. Fun¢des difusas sdo normalmente
funcbes s e p, e sua designagdo antecede o simbolo G. Estas fun¢gBes sdo usadas
para anions ou atomos com pares de elétrons isolados, os quais tém elevada
distribuicdo de densidade eletronica, e também sdo utilizadas para descrever
interacbes a longa distancia, tais como interacdes de Van der Walls. Elas sdo
denotadas por “+” ou “++”, com o primeiro indicando um conjunto de fung¢des s e p
para atomos diferentes do hidrogénio, e o segundo indicando que a funcéo difusa s
é adicionada também aos hidrogénios. Func¢des de polarizagédo sado indicadas depois

do simbolo G, com uma designacdo separada para atomos pesados e hidrogénio.



35

As fungbes de polarizacdo (orbitais de estados excitados) produzem melhores
resultados para as geometrias e frequéncias vibracionais calculadas. S&o denotadas
por uma letra entre parénteses, ou por asteriscos. O conjunto de base 6-31+G(d)
indica 0 uso da base 6-31G e um conjunto de bases difusas s e p, como definido
anteriormente, com a inclusdo de uma unica fungcédo de polarizacdo do tipo d para
atomos pesados. A base 6-311++G(d,p) é similar. Ela apresenta um conjunto de
funcbes difusas s e p nos &tomos pesados e uma funcdo s no hidrogénio, uma
funcdo de polarizacdo do tipo d para atomos pesados e uma do tipo d para os
hidrogénios. Uma notacao alternativa € em termos do uso do simbolo “*”. A base 6-
31+G(d) € idéntica a 6-31+G*, e 6-311++G(d,p) € idéntica a 6-311++G**. (LUCENA,
2008; YOUNG, 2001).

Na prética, a escolha do tamanho das funcdes de bases e do método
empregado é determinada através de um balanco entre precisdo dos resultados e
custo computacional. Para o presente estudo, utilizaremos o método HF e funcao de
base 6-311g para os calculos de scan, pois sdo calculos iniciais que podem
apresentar menos recursos que as otimizacdes posteriores, e 0 mesmo método HF,
com funcdes de bases mais sofisticadas, como a 6-311++G(d,p) para as otimizacdes
das estruturas deste trabalho. Com isso, tais otimiza¢des de geometrias com o nivel
de teoria HF/6-311++G(d,p) podem fornecer geometrias iguais ou melhores do que

outros métodos ja abordados na literatura.

1.3.1.3 Superficie de energia potencial e calculos de otimizagéo e frequéncia

No estudo de equilibrios conformacionais sdo de maior interesse
propriedades como a energia total molecular e momento de dipolo. Os valores de
momento de dipolo das estruturas em fase isolada podem ser utilizados para se ter
idéia do comportamento em solugéo.

O célculo de scan consiste em escolher um angulo diedro da molécula, o
gual sera girado obtendo-se a energia daquela geometria. Desta forma é possivel a
construgcdo de um gréfico de energia versus angulo diedro que chamamos de
superficie de energia potencial (SEP, Figura 9). A andlise destas superficies revela

guais sdo as geometrias de menor energia, possivelmente as mais estaveis.



36

5_
/A\A —Hml— FA R=H
1 A —@— MFA R=OMe
0 g—
4 A /T N\A —A—NFA R=NO
“ A | 2
| (P> //
H A
= 3 A
g O / \
© R a
L2 /g/ 0
=, ] H
< o m .‘ H
" [
F
o @)
\‘\ R 8
T T T T T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

Angulo Diedro F-C-C=0 (graus)

Figura 9- Superficie de energia potencial em nivel B3LYP/6-31g(d,p) de algumas fluoracetofenonas.
Fonte: FIORIN et al., 2009.

Em busca da confirmacao das formas de menor energia, apds 0s scans sao
realizados célculos de otimizacéo e frequéncia. As otimizagfes sdo necessérias para
que as estruturas mais estaveis da superficie de energia potencial se convertam as
geometrias de menor valor energético possivel. Para todos os valores de energia
dos conférmeros é feita a correcdo da energia do ponto zero (ZPE), devido a
vibracdes moleculares de baixa energia que ndo sdo consideradas no calculo de
otimizacdo. Esta correcdo é realizada com o célculo de frequéncia, que além do
ZPE, é capaz de caracterizar a geometria como um “real” ponto de minimo através
da inexisténcia de frequéncias imaginarias. (CRAMER, 2002, apud FIORIN, 2006;
FORESMAN; FRISCH, 1996).

Rotineiramente, os célculos de otimizacdo de geometrias séo realizados no
vacuo, entretanto estes também podem ser conduzidos na presenca de um solvente.
Isto é vélido para avaliarmos o efeito de solvatacdo, fato este que pode ser
comparado com varias técnicas experimentais, ja que a maior parte dos
experimentos em laboratério séo realizados em solugédo. A simulacdo de moléculas
em solugcdo pode ser desempenhada por varios métodos, dentre os quais podemos
citar o método do continuo polarizavel (PCM, do inglés polarized continuum method)
desenvolvido por Tomasi e colaboradores. (TOMASI; SCROCCO; MIERTUS, 1981).

O PCM usa uma integracdo numérica sobre a densidade de carga do soluto,
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considerando uma cavidade definida como uma regido esférica centrada em cada
atomo, conforme demonstrado na Figura 10 a seguir. O tratamento desse modelo é
equivalente a considerar todos os dipolos elétricos da molécula. Este método é
conhecido na literatura por sua eficiéncia na reproducao do efeito da polaridade do
meio nas propriedades moleculares. Assim sendo, foi o utilizado no presente
trabalho. (FORESMAN; FRISCH, 1996).

Figura 10- Cavidade de solvatacdo obtida pelo método PCM com raio de cavidade definido para
todos os atomos da molécula de CH;NH,.
Fonte: ABREU, 2004.

1.3.1.4 Teoria dos Orbitais Naturais de Ligacao

Outra técnica muito importante e utilizada em calculos computacionais, além
das citadas até o momento, é a investigagdo dos orbitais naturais de ligacdo (NBO,
do inglés Natural Bond Orbitals), os quais podem fornecer dados importantes a
respeito dos efeitos eletronicos envolvidos em um sistema, como por exemplo,
efeitos hiperconjugativos. Os NBOs sao orbitais localizados na molécula, ou seja,
orbitais existentes entre determinadas ligacbes diferentemente dos orbitais
moleculares, os quais se estendem por toda molécula. A andlise dos dados
fornecidos pelos calculos de NBO é centrada no carater doador-receptor existente
entre os diversos tipos de orbitais: sigma ligante (o), sigma antiligante (o*), pi ligante
(r), pi antiligante (n*), pares de elétrons livres (n), além de outros de menor
importancia tais como os orbitais de Rydberg (RY) e os orbitais que involvem
elétrons mais internos (CR). As interacbes doador-receptor podem ocorrer via
orbitais localizados entre atomos ligados (do inglés “Through Bond”) (Figura 11.a) ou
entre orbitais localizados em atomos nao ligados (do inglés “Through Space”)
(Figura 11.b). (WEINHOLD; LANDIS, 2005 apud BOCCA, 2008).
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Figura 11- Interagcbes eletrbnicas via orbitais: (a) transferéncia via ligacdo oc.o — o*cy (“Through
Bond”), (b) transferéncia via espago ns — o*o. (“Through Space”).
FONTE: (WEINHOLD; LANDIS apud BOCCA, 2008).

7

A grande vantagem deste método é a possibilidade de investigar as
interacbes existentes entre os orbitais (por exemplo: ligacdes de hidrogénio,
complexacdes, estabilizacdo eletrbnica, etc). A descricdo de hiperconjugacdo no
NBO representa a transferéncia de elétrons entre o ligante e o antiligante. O efeito
de interacdo de hiperconjugacdo é obtido pela retirada de todos os orbitais
antiligantes. O resultado € uma “estrutura de Lewis”, em que as fungcdes de onda sao
perfeitamente localizadas. Desta forma fica mais facil estudar efeitos eletrénicos por
este método do que pelo método dos orbitais moleculares. Para um maior
entendimento, a Figura 12 contém a representacéao tridimensional dos orbitais sigma
ligante (o) e antiligante (0*) da ligacdo C-H das conformaces alternada e eclipsada

no etano. (BOCCA, 2008; POPHRISTIC; GOLDMAN, 2001; WEINHOLD, 2001).

*
OcH

OcH OcH Och

(a) (b)

Figura 12- Representacdo tridimensional dos orbitais (ocy € 0*cy) da ligagdo adjacente carbono-
hidrogénio nas conformacodes (a) alternada e (b) eclipsada da molécula de etano.
Fonte: WEINHOLD, 2001.

Observa-se na Figura 12 que na conformacgdo alternada a sobreposicéo
mais favoravel dos orbitais leva a uma interacdo mais forte (mais estabilizante). Ja
na conformacao eclipsada ha uma interacdo menos favoravel, levando a mesma a

um estado de maior energia, ou seja, menos estabilizante. (WEINHOLD, 2001). Este
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estudo dirigido por WEINHOLD (2001) foi um grande avanco para o emprego das
interacdes hiperconjugativas na explicagdo da maior estabilidade de uma
conformacao, visto que até entdo, a maior estabilidade da forma alternada do etano
era devido a repulséo estérica. (POPHRISTIC; GOLDMAN, 2001)

A utilizacdo de calculos de NBO em analises conformacionais € um método
que tem sido empregado com sucesso em uma grande variedade de trabalhos

publicados nos ultimos anos.

1.3.1.5 Mapas de Potencial Eletrostético

Os mapas de potencial eletrostatico (MPE) possuem um consideravel valor
dentre os modelos graficos, pois servem ndo somente como significado para
racionalizar tendéncias em estruturas moleculares, estabilidade, reatividade quimica,
seletividade, mas também sdo uma ferramenta com o0s quais concluimos
investigacdes quimicas. O MPE molecular pode ser uma abordagem alternativa com
o intuito de compreender a contribuicdo eletrostatica de certos compostos para a
atividade, visto que os parametros eletrbnicos sdo um dos principais fatores que
governam a interagéo farmaco-receptor. (FIORIN, 2006; HEHRE, 2003).

O potencial eletrostatico, €y, € definido como a energia de interacéo de um
ponto de carga positiva localizada em um ponto p com o nucleo e os elétrons da
molécula. (POLITZER; DAIKER, 1981; SCROCCO; TOMASI, 1973).

O valor do potencial eletrostatico mapeado sobre uma superficie de
densidade eletrdnica constante pode ser empregado para distinguir regides ricas e
deficientes em elétrons, mostradas em cores diferentes. Nas regides onde €, €
positivo (azul), regido de baixa densidade eletronica, prevalece o efeito do ndcleo
concentrado sobre os elétrons dispersos. Na maioria das moléculas ocorrem
rearranjos de carga eletrbnica que acompanham a formacdo das mesmas,
produzindo normalmente uma ou mais regibes de potencial negativo (vermelho)
relatado, por exemplo, como pares de elétrons livres ou elétrons © de moléculas
insaturadas, que sdo regides com alta densidade eletrénica. (HEHRE, 2003;
POLITZER; DAIKER, 1981; SCROCCO; TOMASI, 1973).

Os MPEs, até o presente momento, constituem a mais comum e mais

importante ferramenta dentre os modelos graficos (mapas de LUMO, de potencial de
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ionizac&o, potencial de polarizacdo, dentre outros). E importante enfatizar que € €
uma propriedade fisica real, e observavel, o qual pode ser determinado
experimentalmente, por técnicas de difracdo de raios X, assim como
computacionalmente. (HEHRE, 2003; POLITZER; TRUJLAR, 1981).

Em algumas aplicacdes do €, 0 objetivo foi deduzir padrées positivos e

negativos de potenciais que promovem interagdes, por exemplo, entre uma droga e
receptor. (BOCCA; BASSO; MOSQUETTA, 2007). As regides de uma superficie na
qual o potencial eletrostatico € negativo delineiam locais na molécula que séo
passiveis de interagir com areas positivas de outra molécula (receptor),
caracterizando o que a literatura descreve como complementariedade eletronica.
(AFONSO, 2008). Na Figura 13 estdo demonstrados os MPEs dos quatro principais
metabdlitos da dipirona, um analgésico com atividade antipirética que age nos

sistemas nervosos central e periférico.

Figura 13- Mapas de potencial eletrostatico dos quatro metabdlitos da dipirona. Faixa de cores, em
kcal/mol: Vermelho, mais negativo que -50; Amarelo, entre -30 e -40; Verde, entre -25 e 0;
Azul, mais positivo que 30.

Fonte: BOCCA; BASSO; MOSQUETTA, 2007.
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Estes mapas mostram os sitios de potencial negativo que incluem atomos
eletronegativos e suas vizinhangas bem como os sitios de potencial positivo
localizados ao redor dos atomos de hidrogénio. O principal centro negativo localiza-
se nos atomos de nitrogénio (N-N) e no grupo carbonilico pirazolbénico, os quais
devem ser responséaveis pela interacdo com o sitio ativo do receptor da droga. Fica
claro nestes mapas que os compostos 3 e 4 mostram uma menor densidade
eletrbnica que os compostos 1 e 2, o que esta de acordo com a atividade observada
somente nos ultimos dois. Esta diferenca de energia € em torno de 10 kcal/mol,
mostrando uma maior concentracdo eletrbnica nos sitios ativos de 1 e 2, a qual pode

ser a razao para a preferencial ligacdo entre a droga e a respectiva enzima.

1.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Héa mais de cinco décadas, a espectroscopia de RMN vem sendo largamente
empregada na determinacdo das preferéncias conformacionais dos compostos, e
especialmente no estudo conformacional de moléculas em solventes de diferentes
polaridades e, também, a temperaturas variadas. (GARBISCH; EDGAR, 1964). A
mesma € frequentemente descrita como uma técnica pela qual um determinado
nacleo é utilizado para descrever propriedades estruturais da molécula e através
desta ferramenta podemos obter uma grande quantidade de informac@es estruturais.
(CRAMER, 2002, apud FIORIN, 2006).

Em um equilibrio onde a interconversao entre os rotameros & muito rapida, o
espectro de RMN apresentard deslocamentos quimicos e constantes de
acoplamento como uma média ponderada pela contribuicdo de cada rotdmero, como

demonstrado na equacgéo 3 abaixo:
J=2 N; Ji (3)
onde: n;=fracdo molar de cada isdmero i;

Ji = constante de acoplamento individual.

Como J é resultado das populacbes dos conformeros e estas populacdes
podem ser afetadas tanto pela temperatura como pela permitividade do meio,

podemos avaliar a preferéncia conformacional estudando a dependéncia das
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constantes de acoplamento com o meio e, também, com a variacdo de temperatura.
(FIORIN, 2006).

As informacfBes mais importantes para a quimica organica estrutural séao
obtidas principalmente através de dois parametros da RMN, o deslocamento quimico
(8) e a constante de acoplamento (J). Para nosso estudo, este segundo parametro é

0 gue mais nos interessa.

1.3.2.1 Acoplamento via trés ligacdes ((Jun)

O acoplamento na espectroscopia de RMN ocorre devido a tendéncia do
elétron ligante de emparelhar seu spin com o spin do hidrogénio mais proximo. Os
acoplamentos H-C-C-H sdo chamados de acoplamentos vicinais, porgue o0s
hidrogénios estdo em atomos de carbono vizinhos. Ocorrem via trés ligacdes (Figura
14) e a constante de acoplamento é representada por *Juu. (PAVIA et al., 2010).

3)

Figura 14- Acoplamento vicinal via trés ligages.
Fonte: PAVIA et al., 2010.

A constante de acoplamento vicinal, 3Jun, mede a magnitude de separacéo e
€ 0 espacamento em hertz entre os picos dos multipletos. A verdadeira magnitude
da constante de acoplamento entre duas ligagbes C-H adjacentes depende
diretamente do angulo diedro, a, entre essas duas ligacées. A Figura 15 define o
angulo diedro oo como um desenho em perspectiva (Figura 15.a) e um diagrama de
Newman (Figura 15.b). (PAVIA et al., 2010).

Ha

/s

He

(a) (b)

Figura 15- Definicdo de um angulo diedro o em (a) perspectiva e (b) diagrama de Newman.
Fonte: PAVIA et al., 2010.
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O principio da RMN para analise conformacional diz que, se uma molécula
possui isomerismo rotacional, as conformacdes estaveis apresentardo alguns
ndcleos com ambientes quimicos diferentes. Sendo assim, cada conformacéao tera
um deslocamento quimico diferente, e as constantes de acoplamento (J) séo
afetadas como resultado das mudancas dos angulos diedros, comprimentos, e
angulos de ligacdo. (HORE, 1995).

A dependéncia da constante de acoplamento 3J. pelo angulo diedro a foi
demonstrada por Karplus (PAVIA et al., 2010), o primeiro a estudar este fato, o qual
desenvolveu uma equacdo (4) que se adequou bem aos dados experimentais

apresentados no grafico da Figura 16. A relacdo de Karplus tem a seguinte forma:
3Jui=A +Bcos a + C cos 2a (4)

onde A, B e C sd@o parametros empiricos.

12 P
104 10
a4 ]
(Hz) & -6
4 L4
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I |
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Figura 16- Curva de Karplus: dependéncia de %Jem funcdo do angulo diedro a.
Fonte: PAVIA et al., 2010.

A relacdo de Karplus sofreu varias outras correcdes a medida que novos
fatores de influéncia foram sendo descobertos. A variacéo de 3Ju indicada pela area
sombreada da Figura 16 é resultado destes fatores diferentes do angulo diedro a,
incluindo eletronegatividade dos substituintes, angulos e comprimentos de ligacao,
interagcbes de transferéncia de cargas, dentre outros. (PAVIA et al., 2010;
SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Assim sendo, no presente trabalho serdo realizados experimentos de RMN

de 'H a temperatura ambiente em solventes de polaridades variadas, e
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experimentos com variagdo de temperatura em um Unico solvente. Quando o
solvente é variado, conduz a mudangas na populagdo dos rotameros. O método da
variacdo da temperatura € analogo, entretanto, a vantagem que o primeiro destes
tem sobre o da variacdo da temperatura é que o efeito da variacado da populacéo dos
conférmeros € muito maior com a variagdo do solvente do que com a temperatura.
Deste modo, na pratica, estes métodos sdo complementares. Um fator importante a
ser considerado € que a variacdo na populacédo dos rotameros é dependente de dois
fatores: da mudanca do solvente (mudanca da constante dielétrica) e da variacdo da
temperatura. Porém, a constante dielétrica do solvente varia com a temperatura, no
caso de solventes polares. Assim sendo, no caso de experimentos com variacdo da
temperatura em solventes polares, a mudanca na populacdo das conformacdes se
deve também a estes dois fatores, como é 0 nosso caso. (ABRAHAM; TORMENA,;
RITTNER, 1999).

1.3.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (1V)

Esta espectroscopia vem sendo utilizada desde 1958, como ferramenta
complementar em andlises conformacionais. (PICKERING; PRICE, 1958). Estudos
recentes com a-fluoroacetofenonas (FIORIN et al.,, 2009) e acetofenonas e
haloacetofenonas (RODRIGUES, 2003) empregaram a espectroscopia no IV como
uma técnica auxiliar no estudo conformacional, com o objetivo de avaliar o
comportamento de tais compostos em solugcdo, ou seja, a tendéncia do equilibrio
com a mudanca do meio.

Neste tipo de estudo, as bandas de absorcao utilizadas geralmente sao as
do estiramento da carbonila (C=0). Em se tratando do isomerismo rotacional destes
compostos, 0 que se observa sdo bandas (C=0) proximas, mas com frequéncias

distintas, como € observado na Figura 17. O espectro de IV é dado em funcéo da

absorbancia versus frequiéncia, v (numero de onda, cm_l). O numero de bandas sera
referente ao nimero de conférmeros envolvidos no equilibrio, pois a frequéncia é
uma medida que leva em consideracao a constante de forga, que pode ser alterada
por diversos efeitos como hibridizacdo e ressonancia. A variagdo no momento de

dipolo da carbonila acaba afetando a constante de forca e cada rotamero absorve
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radiagdo no IV em regides distintas. Além de determinar quantos conférmeros
existem, analisando a &rea de cada banda, a partir da sua deconvolucgéo, é possivel

observar a tendéncia do equilibrio com a mudanca do meio. (HEHRE, 2003).
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Figura 17- Bandas de estiramento da carbonila dos rotameros cis e gauche do p-metéxi-a-
fluoroacetofenona obtidos experimentalmente na regido do fundamental em (a) CCly, (b)
CHCl; e (c) CH,Cl,.

Fonte: FIORIN et al., 2009.

No trabalho de Fiorin et al. (2009), através da analise do estiramento da
carbonila na regido do fundamental, duas bandas foram observadas na Figura 17, o
gue confirmou a presenca de dois rotameros presentes no equilibrio conformacional
e mostrou que estes resultados estavam de acordo com os dados obtidos pelos
calculos tedricos.

Desta forma, utilizaremos a espectroscopia na regido do IV como uma das

ferramentas complementares para avaliar a preferéncia entre os conféormeros.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma investigacdo estrutural minuciosa da dopamina (Figura 6), L-
dopa (Figura 7) e L-dopaquinona (Figura 8), tanto nas suas formas neutras quanto
nas protonadas, utilizando como ferramentas uma associacao entre calculos teodricos
e as espectroscopias na regido do Infravermelho (IV) e de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN). Desta forma, poderemos determinar com maior precisdo as

caracteristicas estruturais dos compostos em estudo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as conformacgfes preferenciais das moléculas isoladas e em
solugdo aquosa, suas respectivas populacbes e os efeitos que favorecem as

mesmas;

e Verificar se existe alguma mudanga na estabilidade conformacional

guando se passa da fase isolada para 0 meio aquoso;

e Proporcionar uma visualizacdo tridimensional dos conférmeros

majoritarios dos compostos;

e Construir mapas de potencial eletrostatico dos conférmeros mais estaveis,

a fim de visualizar a densidade eletronica dos mesmos.

e Sintetizar, purificar e caracterizar a dopamina neutra, L-dopa protonada e

as duas formas da L-dopaquinona,;

e Utilizar as espectroscopias de RMN e de IV para analisar o efeito de
diferentes solventes e de diferentes temperaturas nas constantes de acoplamento
vicinais hidrogénio-hidrogénio, 3Jau, e nas deconvolucées das bandas de absorgéo

do estiramento da carbonila na regido do fundamental;

e Comparar os resultados obtidos através dos calculos teéricos com os

obtidos experimentalmente;
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 CALCULOS TEORICOS

3.1.1 Equipamentos, harware e software
Para os célculos teodricos utilizou-se o computador Intel Core 2 Quad de
2,4GHz, 64 bits e 4,0GB de memdria RAM, com sistema operacional KUBUNTU
versdo 9.04 (Linux) e interface gréfica KDE, dedicado somente a calculos tedricos.
Todos os calculos teoricos foram realizados empregando-se o pacote de
programas GAUSSIAN 03. (FRISCH et al., 2004).

3.1.2 Métodos computacionais

Primeiramente, para a construcdo das superficies de energia potencial
(SEP) utilizou-se 0 método Hartree-Fock com o conjunto de funcdes de base 6-
311G. As SEPs foram obtidas a partir da rotagcdo de um angulo diedro, de 0° a 360°,
em 36 passos de 10°. Em cada um desses passos, a energia da geometria foi
calculada e um grafico de energia versus angulo diedro foi construido. Este
procedimento € convencionalmente chamado de scan. Como as moléculas em
estudo apresentam variados angulos diedros, o giro de um angulo foi realizado a
partir dos minimos do grafico (conhecidos como estruturas de minimo) referente ao
diedro anterior rotacionado, minimos estes que correspondem as geometrias mais
estaveis para tal diedro. (FORESMAN; FRISCH, 1996). As ordens de rotagdo destes
angulos torsionais para cada composto estdo apresentadas nas Figuras abaixo. Esta

ordem foi a mesma para as formas protonadas.

3 1 5 a2 2 (”) , 2 (I?
HO C
HO NH ~
i@ﬂ | ng S o
2 NH
HO HO L O/ 1 NH;
4 6
(@) (b) (©)

Figura 18- Angulos diedros girados na (a) dopamina, (b) L-dopa e (c) L-dopaquinona.
Fonte: A autora.
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A segquir, visando a confirmagdo das geometrias de menor energia da
molécula isolada, célculos de otimizagdo de estrutura e de frequéncia foram
realizados utilizando-se o0 método HF com o conjunto de bases 6-311++G(d,p). Para
todos os valores de energia dos conférmeros fez-se a correcédo de energia do ponto
zero (ZPE, do inglés zero-point energy). (FORESMAN; FRISCH, 1996).

Apbés a determinacdo de quais conformacfes estavam envolvidas no
equilibrio conformacional em fase isolada (vacuo), investigou-se seu comportamento
em solucdo, onde as mesmas foram submetidas a célculos de otimizacdo com
rotinas de solvatacdo, utilizando-se o método PCM (TOMASI; SCROCCO;
MIERTUS, 1981), nivel de teoria HF/6-311++G(d,p) e A&gua como solvente.

Ainda para os conférmeros mais estaveis, com as energias e geometrias
previamente otimizadas em fase isolada, foram realizados célculos de NBO com o
mesmo método e conjunto de bases utilizados na otimizacao das moléculas.

Além disto, foram realizados calculos para a constru¢do dos mapas de
potencial eletrostatico (MPE). Para esta parte do estudo empregamos 0 mesmo
pacote de programas Gaussian 03 utilizado nos célculos anteriores, com nivel de
teoria HF/6-311g e visualizados com o programa MOLEKEL na versado 5.3.
(FLUKIGER et al., 2008).

3.2 OBTENCAO DOS COMPOSTOS

A parte experimental deste trabalho foi realizada para as formas neutra e
protonada da dopamina e da L-dopa. A sintese da L-dopaquinona néo foi possivel

devido a sua grande instabilidade.

3.2.1 Dopamina protonada e L-dopa neutra
De procedéncia comercial (Aldrich), foram utilizadas sem tratamento prévio.

3.2.2 Dopamina neutra

A tentativa de sintese da dopamina neutra foi realizada a partir do cloridrato
de dopamina (dopamina protonada). Nesta reacdo (Esquema 1) pretendeu-se a
conversdao do sal na amina livre agitando—se vigorosamente, em um balédo

volumétrico, 0,50g (2,64mmol) do cloridrato, 2,00mL de &gua destilada e 2,00mL
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(0,76mmol) de solugcdo 1M de hidréxido de sédio (NaOH), até alcancar um pH
levemente basico. Em seguida, a mistura reacional foi deixada sob agitacdo por um
periodo de 30 minutos a temperatura ambiente. Para finalizar, o produto obtido foi
rotaevaporado, com a obtencdo de um sélido rosa claro ndo caracterizado como o

produto desejado.

HO NH3+C|_ HO NH2
NaOH
S E— + NaCl + H)O
30 min
HO

HO

Esquema 1- Tentativa de sintese da dopamina neutra.

3.2.3 L-dopa protonada

Este composto foi sintetizado de acordo com o Esquema 2 abaixo. Para a
protonacdo foram gotejados 2mL (2,28mmol) de &acido cloridrico concentrado (Vetec)
gota a gota e sob constante agitacdo em 0,45g (2,28mmol) de L-dopa (Aldrich). A
mistura foi deixada sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente. Para finalizar,
os cristais brancos do cloridrato de L-dopa foram obtidos (1,33mmol, 87,3% de
rendimento) pela evaporacdo do solvente restante durante 24 horas e caracterizados
por RMN de *H.

Esquema 2- Sintese da L-dopa protonada.

Cloridrato de L-dopa — RMN de 'H (Anexo H, 400 MHz, D,0): = 6,91 ppm
(d,J=8,11 Hz,1H), 6,84 ppm (d,J=2,12 Hz,1H), 6,75 ppm (dd,J=2,12 e 8,11 Hz,1H), 4,30
ppm (dd,1H), 3,23 ppm (dd,1H), 3,11 ppm (dd,1H).
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3.2.4 L-dopaquinona

A tentativa de sintese deste composto altamente reativo, segundo a
literatura (WAKAMATSU; ITO, 2002), foi realizada conforme descrito a seguir. Uma
solucédo de 0,5g de fosfato de s6dio monobasico (NaH,PO4.H,0) em 150mL de 4gua
destilada foi colocada em um funil de separacdo de 250mL. A esta solucao foi
adicionado 1,59 (5,69mmol) de sal de Fremy (Esquema 3), previamente preparado.
(CARDOSO FILHO, 2008). A mistura roxa foi agitada para dissolver o radical

inorganico.

Esquema 3- Sal de Fremy, um estavel radical livre que oxida via mecanismo de radical livre.

Uma solucdo de 0,59 (4,10mmol) de L-dopa em 15mL de éter etilico foi
rapidamente adicionada a solucao roxa, deixando-a sob agitacdo por 20 minutos. A
solucdo mudou sua cor para marrom-avermelhada. A quinona assim formada foi
extraida com trés porcdes de 35mL de cloroférmio. A fase organica foi seca com
sulfato de calcio anidro, depois filtrada, e finalmente, evaporada sob pressédo
constante entre 20-30°C.

O produto formado, um tanto pastoso (cristais marrom-avermelhados), foi
lavado com duas porgbes de 10mL de éter etilico gelado e coletado em um papel
filtro. Por fim, deixou-se os cristais secando ao ar, que foram caracterizados por

RMN e IV, ndo sendo o produto desejado, provavelmente devido a sua instabilidade.

3.3 EXPERIMENTOS DE RMN

3.3.1 Experimentos a temperatura ambiente

Os espectros de RMN de 'H a temperatura ambiente para a dopamina

protonada e L-dopa neutra foram adquiridos em um espectrémetro Varian Mercury
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Plus BB operando a 300,06MHz para o nudcleo de hidrogénio, alocado na
Universidade Estadual de Maringa (UEM).

Os espectros de RMN de 'H para a L-dopa protonada foram adquiridos em
um espectrémetro Bruker AVANCE 400 operando a 400,13MHz para o nucleo de
hidrogénio, alocado na Universidade Federal do Parana (UFPR).

A aquisicdo dos espectros foi realizada utlizando-se solugdes com
aproximadamente 20mg do composto em 0,7mL dos solventes deuterados CD3;0D,
DMSO-ds e D,O, com tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna e temperatura
da probe mantida em cerca de 25°C, nas condic¢des tipicas de operacao.

Todos os espectros foram de primeira ordem (PAVIA et al., 2010).

3.3.2 Experimentos a baixas temperaturas

Os espectros de RMN de 'H a baixa temperatura para a dopamina
protonada, L-dopa neutra e L-dopa protonada foram adquiridos em um
espectrometro Bruker AVANCE 400 operando a 400,130MHz para o nucleo de
hidrogénio, alocado na Universidade Federal do Parana (UFPR).

A aquisicdo dos espectros foi realizada utilizando-se solugbes com
aproximadamente 20mg de cada composto em 0,7mL de CD3;OD com
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.

A aquisicdo dos espectros foi realizada em temperaturas entre 20°C (293K)
e -60°C (213K) ou -80°C (193K) nas condicdes tipicas de operacao.

3.4 EXPERIMENTOS COM IV

Os espectros para observagdo das bandas de estiramento da carbonila
foram adquiridos em um espectrémetro Shimadzu FT-IR Prestige-21, localizado no
Laboratorio Multiusuario da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Para tanto, solu¢cdes com concentracdes de aproximadamente 0,03 mol/L
foram preparadas em solventes de polaridades variadas (CH3;CN e DMSO),

conforme a solubilidade do composto. Os solventes de qualidade P.A. utilizados
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foram purificados e secos previamente segundo procedimentos descritos na
literatura (PERRIN; ARMAREGO, 1998).

Os espectros foram obtidos utilizando-se uma cela de cloreto de sédio com
espacamento de 0,50 mm para analise da regido do fundamental, com resolucao de
8,0 cm™ e 64 acumulacées

Esta andlise foi realizada somente para a forma neutra da L-dopa, pois a
dopamina ndo apresenta carbonila em sua estrutura e a L-dopaquinona nao foi

sintetizada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo da preferéncia conformacional dos compostos foi realizado por
meio de calculos tedricos e, para alguns, pelas espectroscopias de RMN e IV. Os
resultados serdo apresentados e discutidos em secdes separadas para cada
composto, primeiro para a sua forma neutra e depois para a protonada.

Ambos os meios apolar (fase isolada) e polar (por exemplo: aquoso) sdo
relevantes para avaliar os perfis conformacionais de ligantes que interagem com
alvos biologicos, tais como 0s receptores dopaminérgicos, pois as moléculas da
droga devem ir do meio aquoso extracelular para um sitio ligante relativamente
apolar na proteina receptora. (ALISTE; CASSELS, 2001). Por este motivo,
realizamos o estudo conformacional das moléculas em fase isolada e em meio

aguoso.

4.1 DOPAMINA (FORMA NEUTRA)

4.1.1 Estudo tedrico em fase isolada

Para o estudo tedrico da dopamina (DA), foram considerados quatro angulos
diedros a serem girados nos célculos de scan (Figura 18). Inicialmente selecionou-
se 0 angulo Cromaiico)-C(H2)-C(H2)-N, o qual foi investigado através da construcéo de
uma superficie de energia potencial (SEP), demonstrada abaixo.
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Angulo diedro C-C-C-N (graus)

Figura 19- Superficie de energia potencial obtida com o giro do angulo diedro C-C-C-N, em nivel de
teoria HF/6-311g para a dopamina neutra.
Fonte: A autora.
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Entdo, partindo-se dos trés diferentes minimos foi realizado o segundo scan,

girando—se desta vez o diedro Caromatico)-Caromatico)-C(H2)-C(H2). As SEPs obtidas

estdo apresentadas na Figura 20.
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Figura 20- (a) Superficie de energia potencial do angulo diedro C-C-C-N e (b)-(d) respectivos scans
do segundo angulo diedro girado C-C-C-C das estruturas que correspondem aos minimos
de energia do primeiro scan, em nivel de teoria HF/6-311g para a dopamina neutra.

Fonte: A autora.

Este mesmo procedimento de selecionar os minimos de cada SEP e girar

o diedro seguinte foi realizado para os outros dois angulos escolhidos. Apds a

analise das SEPs, encontraram-se dezesseis geometrias e, na sequéncia, as

mesmas foram otimizadas em nivel de teoria HF/6-311++G(d,p). As otimizacOes de

geometria, também chamadas de minimizagcbes (FORESMAN; FRISCH, 1996) séo

necessarias para que as estruturas mais estaveis das SEPs se convertam em

geometrias de menor valor energético possivel.

Para todos os valores de energia

dos conférmeros fez—se a correcdo da energia do ponto zero (ZPE), devido a

vibracbes moleculares de baixa energia que nao foram consideradas no calculo de

otimizag&o. Esta correcdo foi realizada com o calculo de frequéncia que além da
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ZPE, foi capaz de caracterizar a geometria como um “real” ponto de minimo, através
da inexisténcia de frequéncias imaginéarias. O ponto de minimo de menor energia é
denominado minimo global e, em principio, € o mais provavel de ser observado
experimentalmente. Contudo, equilibrios conformacionais comumente podem
ocorrer. Assim, ao final destes calculos foram verificados os valores de energia de
cada conférmero, totalizando dezesseis conformagdes, e com a energia relativa foi
possivel calcular as populacdes referentes a cada um dos mesmos utilizando—-se as
equacdes demonstradas a seguir (FIORIN et al., 2009). A energia relativa (Equacdes
5) é a diferenca de energia entre o isdbmero de menor energia (E;) e os demais (Ey):
AEr 1= E> - E;
AE; 2= E3—E;
[-] ()
AEe 15= E16 — E1

Os valores de AE foram submetidos as Equacdes 6, e com os valores de
K: a K5 obteve-se a fracdo molar do isébmero 1 (n;), através da equacéo 7.
K= @(-AELRT)
K,= e(AEZRT) (6)
[...]

Kqs= (-AE1S/RT)

Onde:
AE= diferenca de energia relativa entre os conférmeros;
K= constante de equilibrio;
n= fracdo molar do conférmero no equilibrio;
R= constante dos gases (1,987 cal.K™*.mol™);

T= temperatura ambiente na escala absoluta (298 K).
ni= 1/ 1+K;+Ko+[...]+K1s (7)

Para finalizar, tendo em maos os valores de K; a K5 e n;, utilizando-se as
Equacbes 8 foram encontradas as fracdes molares dos demais conférmeros (n; a

N16).



Ki= n2/n1

Ko= n3/n1

[.]

K1is= N1s/Ny
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(8)

A partir destes calculos foram obtidas as energias relativas e populacdes de

todas as geometrias que representam o equilibrio conformacional da DA, as quais

estdo apresentadas na Tabela 1 juntamente com as respectivas energias de cada

conformagao.

Tabela 1- Energias, energias relativas e populagbes para os conférmeros da dopamina, em fase
isolada, calculadas com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Conformero (Egr?;gi) (kcfrhebrl) Pop(%ggéo

1 (t™) -513,459929 0,00 14,10

2 (g-@) -513,459850 0,05 12,97

3 (g+*) -513,459841 0,06 12,84

4 (1) -513,459794 0,08 12,22

5 (t%) -513,459789 0,09 12,16

6 (t®)) -513,459602 0,21 9,97

7 (g+@¥) -513,459477 0,28 8,74

8 (g-™) -513,459439 0,30 8,39

9 e imagem especular (g-%2°%)) -513,457883 1,28 1,61
10 e imagem especular (g+®¢™) -513,457566 1,48 1,15
11 e imagem especular (g-*2¢*?) -513,457294 1,65 0,87
12 (g+@) -513,457065 1,79 0,68

13 (g+®?) -513,457052 1,81 0,67

Fonte: A autora.

De acordo com os dados observados na Tabela acima, sdo varios os

confGrmeros possiveis para a DA dentro de uma faixa de energia relativamente

pequena, sendo a barreira energética de interconversao entre 0sS mesmos pequena.

Isto ocorre devido ao alto grau de flexibilidade conformacional desta molécula, que

pode ser predito com base em principios estereoquimicos, visto que quatro eixos de

rotacdo da molécula (Figura 21) foram levados em consideracdo. A conformacao
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majoritaria € 1,81 kcal.mol™* mais estavel do que a de menor estabilidade, um valor

relativamente pequeno se relacionado com a quantidade de conformacdes

existentes.

Figura 21- Angulos diedros que determinaram os isémeros da dopamina neutra. Os angulos ®; e ®,
diferenciam conférmeros trans (t) e gauche (g+ e g-), ao passo que ®; e ®, descrevem a
orientacdo dos grupos hidroxila, levando aos expoentes 1a, 1b, 2a e 2b.

Fonte: A autora.

O equilibrio conformacional da DA apresentou-se como uma mistura de
conférmeros trans e gauche (Figura 22), os quais foram nomeados a partir das
definicbes de Fausto; Ribeiro e Lima (1999) e Park; Lee, N.-S. e Lee, S.-H. (2000).

OH OH OH
HO @ HO O HO @
H H NH H H NH,
XL XL XL

H

H
(@) (b) ()

Figura 22- Conformacfes (a) trans, (b) gauche- ou proximal e (c) gauche+ ou distal da dopamina
neutra.

Fonte: A autora.
Como sé@o muitas as estruturas envolvidas no equilibrio, analisamos as oito
majoritarias, pois as mesmas apresentaram energias muito préximas. Suas

projecOes de Newman estao representadas na Figura 23 a seguir.
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Figura 23- Projecdes de Newman para os oito conférmeros mais estaveis da dopamina neutra, em
fase isolada.

Fonte: A autora.

A principal semelhanca observada em todos os conférmeros foi que os dois
grupos hidroxilas estavam posicionados no mesmo plano do anel aromatico. Estes
grupos poderiam estar dispostos de diferentes formas (Figura 24), porém em todas
as conformacdes envolvidas no equilibrio rotacional da dopamina, o hidrogénio de
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uma hidroxila ficou direcionado para o oxigénio da outra, indicando a possivel

existéncia de uma ligagdo de hidrogénio intramolecular, que ocorre somente nas

)
DO
?
H

NH
H

conformacdes das Figuras 24.c e 24.d.
H/o NH,
(a) (b)
i
o) NH,
"o

- ?
H
(c) (d)

Figura 24- Disposi¢6es possiveis dos grupos hidroxilas da dopamina.
Fonte: A autora.

Para comprovar as ligacdes de hidrogénio intramoleculares, entre um
hidrogénio da hidroxila e um oxigénio da outra hidroxila, foram investigadas as
distancias entre tais atomos nestas oito geometrias. A distancia entre os atomos
envolvidos nesta ligagdo, para todos os conformeros analisados, foi de 2,18 A,
confirmando que esta interacdo € existente, visto que a distancia maxima
aproximada para que ocorra uma ligacdo de hidrogénio intramolecular é de 3,0 A.
(WONG; BERNACKI; JACOBSON, 2005).

A distancia entre o atomo de hidrogénio e o atomo aceptor da ligacéo
intramolecular também € utilizada como indicador da forca da ligacdo e, assim,
distancias entre 1,2 a 1,5 A s&o atribuidas a ligagbes hidrogénio muito fortes,
distancias entre 1,5 a 2,2 A seriam encontradas nas ligacdes fortes e entre 2,2 a 3,0
A corresponderiam as ligagdes fracas. (ROZAS, 2007). Deste modo, as ligacdes de
hidrogénio intramoleculares nos conférmeros acima podem ser consideradas como
fortes interacdes.

Adicionalmente, tendo como base a medida das distancias entre os atomos
de nitrogénio e do hidrogénio da meta-hidroxila catecélica, pdéde-se observar que

nenhuma das conformacdes (1-8) apresentou a distancia necessaria a formacao de
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uma segunda ligacdo de hidrogénio, que poderia conferir estabilidade adicional as
mesmas.

O equilibrio conformacional de moléculas flexiveis €& tipicamente
determinado a partir de um complexo balanco de diferentes fatores, tais como
impedimento estérico, deslocalizacbes hiperconjugativas e interacdes nao-
covalentes (por exemplo: ligacdo de hidrogénio e interagdes idnicas). Na auséncia
de fatores mais fortes, mesmo fatores comparativamente mais fracos, como o “efeito
gauche” ou demais fatores estereoeletronicos, podem ter uma grande influéncia
sobre a conformacdo das moléculas. (DERIDER et al.,, 2002). Porém, para o
equilibrio conformacional da DA em fase isolada, nenhum destes efeitos possibilitou
explicar a tendéncia de estabilidade das geometrias. Uma analise mais minuciosa
sobre interacfes estabilizadoras foi realizada a partir de calculos dos orbitais
naturais de ligacdo (NBO, do inglés Natural Bond Orbitals), mas os mesmos também
nao forneceram dados importantes a respeito dos efeitos eletronicos envolvidos
neste sistema.

Os parametros geométricos e momentos de dipolo para 0s cinco
confbrmeros majoritarios estdo apresentados na Tabela 2, junto com as energias

relativas e correspondentes populagoes.

Tabela 2- Parametros estruturais®, energias calculadas (E) e momentos de dipolo (u) para os cinco
conférmeros mais estaveis da dopamina (forma neutra), otimizados em nivel de teoria HF/6-
311++G(d,p), em fase isolada (25°C).

1
4 2

HO_5 3 NH,
1
HO 6 8
2 7 (continua)
Parametros 1 2 3 4 5
r (C-N) 1,456 1,455 1,455 1,456 1,456
r (C;-Cy) 1,530 1,532 1,531 1,530 1,530
r (C,-Cs) 1,513 1,515 1,515 1,513 1,513
r (Cs-C,) 1,392 1,391 1,394 1,393 1,392
r (C4-Cs) 1,379 1,380 1,378 1,378 1,379
r (Cs-Ce) 1,389 1,388 1,391 1,390 1,389
r (Ce-C7) 1,376 1,379 1,375 1,376 1,377
r (C;-Cs) 1,389 1,387 1,390 1,389 1,388
r (Cg-Cs) 1,385 1,387 1,384 1,385 1,385

r (Ca-H) 1,076 1,077 1,076 1,076 1,078
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(concluséo)

Parametros 1 2 3 4 5
r (C;-H) 1,077 1,075 1,077 1,077 1,075
r (Cg-H) 1,076 1,076 1,075 1,076 1,076
r (Cs-0) 1,348 1,361 1,348 1,347 1,360
r (Cs-0) 1,362 1,349 1,362 1,362 1,349
r (O;-H) 0,943 0,941 0,943 0,943 0,940
r (O,-H) 0,940 0,943 0,940 0,940 0,943
r (N—H)b 1,000 0,999 0,999 1,000 1,000
/ N-C;-C, 112,9 111,6 111,4 110,4 110,4
/ C1-C,-C4 113,9 114,0 113,9 112,9 113,0
/ Cy-C3-Cy 120,5 120,7 120,3 120,2 120,4
/C3-C4-H 120,8 119,7 120,8 120,8 119,9
/ C3-C4-Cs 121,3 121,0 121,3 121,2 121,0
/ C4-Cs5-0O 119,5 123,6 119,6 119,5 123,7
Z/ Cs-O-H 109,9 1115 109,9 109,9 111,6
/ 0-C5-Cg 120,8 115,9 120,8 120,8 115,8
/£ Cs-Cs-C4 119,8 118,9 119,8 119,8 118,9
/ Cg-O-H 111,6 109,9 111,6 111,6 109,9
/0-Cg-Cy 124,3 119,9 124,3 124,3 119,9
/ Cg-Cs-H 119,7 118,6 119,7 119,7 118,6
Z/ Cg-C7-Cq 120,2 120,4 120,2 120,2 120,4
/ C4-Cg-H 119,2 119,0 119,7 119,1 119,0
/£ C7-Cg-Cgy 120,7 121,1 120,2 120,7 121,1
@ C53-C»-C4-N 180,9 296,6 64,7 181,1 181,6
@ Cg-C5-C,-Cy 94,1 277,5 258,4 264.,6 268,6

@ C4-Cs-O-H 180,9 1,7 178,7 178,9 1,7
@ C,-C4-0O-H 3,4 180,8 355,5 356,3 180,7

E (hartrees) -513,459929 -516,513790 -516,513630 -516,513571 -516,513565

Ee (kcal mol™) 0,00 0,05 0,06 0,08 0,09
u (Debyes) 1,79 2,06 1,69 3,55 2,10
Populacéo (%) 14,10 12,97 12,84 12,22 12,16

& comprimentos de ligagcbes em angstroms (A), angulos de ligacdo e diedros em graus; ® valores
= 627,5095 kcal mol™. Somente 0s parametros estruturais relevantes s&o

médios; ¢ 1 Hartree
apresentados.
Fonte: A autora.
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4.1.2 Estudo teorico com solvatacao

A influéncia do solvente nas conformacfes da DA tém sido analisada
utilizando-se diferentes niveis de teoria, tais como 0os métodos semi-empiricos AM1
e PMS3, os ab initio HF e MP2 e, também, o DFT B3LYP. (ALISTE; CASSELS, 2001;
FAUSTO; RIBEIRO; LIMA, 1999; PARK; LEE, N.-S.; LEE, S.-H., 2000).
Independente do nivel de teoria utilizado foi unanime a conclusdo encontrada: a
principal influéncia do solvente nas geometrias envolvidas no equilibrio
conformacional da DA foi a estabilizacdo dos rotameros trans, que tornaram-se 0s
mais estaveis em solucéo aquosa.

Nesta investigacdo, depois de otimizadas, as dezesseis estruturas mais
estaveis foram submetidas a calculos de otimizacdo com rotinas de solvatacdo, os
quais possibilitaram avaliar a tendéncia da preferéncia conformacional com o
solvente. Vale ressaltar que o equilibrio conformacional pode ser alterado com o
meio, ou seja, com o solvente. Também pode-se destacar que o nivel de teoria
empregado no presente trabalho (HF/6-311++G(d,p)) € inédito para a analise desta
molécula.

Os valores de energia encontrados nos calculos de solvatacao, as energias
relativas e as populacdes de todos os conférmeros estao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3- Energias, energias relativas e populacdes para os conférmeros da dopamina, em solucdo
aquosa, calculadas com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Conférmero Conférmero
(ordem de (ordem de Energia AE Populacéo
estabilidade em estabilidade em  (Hartrees) (kcal.mol™) (%)
solucéo aquosa) fase isolada)
1 (t@¥) 5 -513,682203 0,00 16,87
2 (t19) 1 -513,682168 0,02 16,24
3 (t®) 6 -513,682153 0,03 15,99
4 (t°) 4 -513,682149 0,03 15,93
5 (g+?) 3 -513,681214 0,62 5,92
6 (g+“?) 7 -513,681149 0,66 5,53
7 (9-%) 2 -513,681003 0,75 4,73
8 (g-™) 8 -513,680983 0,77 4,63
9 e imagem 10 e imagem i
especular (g+¢) especular 513,680167 1,28 1,95
10 (g+@®) 13 -513,680116 1,31 1,85
11 (g+©) 12 -513,680095 1,32 1,81
12eimagem 9 eimagem -513,680043 1,35 1,71
especular (g- ) especular
13 eimagem lleimagem 513680008 1,38 1,57
especular (g- ) especular

Fonte: A autora.

Da mesma maneira que ocorreu em fase isolada, em solucdo a dopamina
ndo apresentou uma conformacéo representando a maior parte do equilibrio, mas
sim, geometrias com energias relativas sendo bastante proximas e,
consequentemente, populacbes que nao diferem significativamente. Em solucéo
aquosa, o conférmero majoritario é apenas 1,38 kcal.mol™® mais estavel do que o
altimo, o qual é o décimo sexto do equilibrio conformacional. Pode-se dizer que o
equilibrio conformacional da dopamina é afetado pela mudanca de meio, pois
novamente nenhuma estrutura prevaleceu com a mudanca do meio, porém o0s
conférmeros majoritarios em solucdo mudaram sua ordem de estabilidade em
relacdo a fase isolada.

Como as quatro primeiras geometrias apresentaram uma populacéo

relativamente maior do que as demais (juntas correspondem a aproximadamente
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65% do equilibrio), as mesmas foram analisadas com maior atengcdo. Suas

representacdes de Newman estdo na Figura 25 abaixo.
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Figura 25- Projecbes de Newman para os quatro conférmeros mais estaveis da dopamina, em
solucdo aquosa.
Fonte: A autora.

Algo notavel observado foi que as Unicas quatro conformacdes das
dezesseis do equilibrio conformacional da DA que apresentaram um arranjo trans
foram as mais estaveis em solucédo aquosa, como ja descrito na literatura. (ALISTE;
CASSELS, 2001; FAUSTO; RIBEIRO; LIMA, 1999; PARK; LEE, N.-S.; LEE, S.-H.,
2000). Além disso, estudos anteriores de RMN também apontaram para uma
populacdo mais significativa das formas trans, em solugdo aquosa. (BUSTARD;
EGAN, 1971; URBAN; CRAMER; FAMINI, 1992). Deste modo, a principal diferenca
entre os calculos em fase isolada e em meio aquoso foi a relativa estabilizacdo das
geometrias trans neste ultimo. Este prevalecimento ocorreu, pois com este tipo de
organizacdo trans (menor impedimento estérico) as geometrias sdo melhores
solvatadas pelas moléculas de agua. Houve em solucdo aquosa, portanto, um

favorecimento da interagao soluto-solvente.
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Os parametros estruturais, energias e momentos de dipolo para estes quatro

conférmeros mais estaveis estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4- ParAmetros estruturais®, energias calculadas (E) e momentos de dipolo (u) para os quatro
conférmeros mais estaveis da dopamina (forma neutra), otimizados em nivel de teoria

HF/6-311++G(d,p) em solucdo aquosa (25°C).

(continua)
Parametros 1 2 3 4
r (C-N) 1,459 1,458 1,459 1,459
r (C:-Cy) 1,530 1,530 1,531 1,530
r (C,-Cs) 1,514 1,514 1,514 1,514
r (Cs-Cy) 1,393 1,393 1,393 1,393
r (C4-Cs) 1,382 1,381 1,383 1,381
r (Cs-Ce) 1,391 1,391 1,391 1,392
r (Ce-C7) 1,380 1,380 1,380 1,380
r (C;-Cg) 1,389 1,389 1,389 1,390
r (Cg-Cs) 1,387 1,387 1,387 1,387
r (C4-H) 1,080 1,079 1,081 1,079
r (C+-H) 1,078 1,080 1,078 1,080
r (Cg-H) 1,078 1,078 1,079 1,078
r (Cs-O) 1,353 1,352 1,353 1,352
r (Ce-O) 1,354 1,355 1,354 1,355
r (O;-H) 0,958 0,953 0,958 0,953
r (O,-H) 0,953 0,958 0,953 0,958
r (N-H)" 1,005 1,005 1,005 1,005
Z N-C;-C, 110,7 110,7 110,7 110,7
£ C4-C-Cy 112,9 112,9 112,9 112,9
/. C,-C5-Cy 120,4 120,5 120,6 120,3
/ C3-Cs-H 120,3 120,5 120,3 120,5
/ C3-C4-Cs 121,2 121,3 121,2 121,3
/ C4-Cs-0O 123,4 118,6 123,3 118,6
/ C5-O-H 112,0 112,2 110,2 109,5
/ 0-Cs-Cg 116,6 121,6 112,0 121,6
/ C5-Cg-Cy 119,1 1194 119,1 119,4
/ Cg-O-H 112,1 111,9 112,1 111,9
/0-C4-Cy 119,0 123,8 119,0 123,9
/ Cg-Cs-H 118,7 119,1 118,7 119,1
/ Cg-C-Cq 120,6 120,5 120,6 120,5
/C4-Cg-H 119,1 119,1 119,1 119,1
/ C4-Cg-C; 120,8 120,7 120,8 120,7
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(concluséo)

Parametros 1 2 3 4
@ C;3-C,-C4-N 180,3 180,1 180,2 180,8
@ Cg-C3-Cy-Cy 267,6 92,5 90,4 264,7
@ C,-C5-O-H 1,5 182,1 358,8 178,1
@ C;-C4-O-H 181,3 1,6 179,1 357,4
E (hartrees) -513,682203 -513,682168 -513,682153 -513,682149
Ee (kcal mol'l) 0,00 0,02 0,03 0,03
M (Debyes) 2,77 2,58 4,98 4,99
Populacéo (%) 16,87 16,24 15,99 15,93

% comprimentos de ligagcbes em angstroms (A), angulos de ligacdo e diedros em graus; ® valores
médios; °© 1 Hartree = 627,5095 kcal mol’. Somente os parametros estruturais relevantes séo
apresentados.

Fonte: A autora.

Reconhecendo-se que a dopamina é o0 agonista enddgeno dos cinco
subtipos de receptores dopaminérgicos conhecidos, pode-se admitir que a afinidade
e o reconhecimento molecular pelos diversos sub-tipos de receptores seja reflexo de
sua flexibilidade conformacional. Desta forma, pbéde-se contabilizar dezesseis
conformacdes distintas para a mesma, que podem contribuir para diferentes formas
de reconhecimento molecular para um ou mais subtipos de receptores
dopaminérgicos. (MENEGATTI, 2004).

4.2 DOPAMINA (FORMA PROTONADA)

O estudo da forma protonada da dopamina (DA") é justifcado pelo fato que a
mesma existe nesta forma em uma extensao superior a 95% em pH fisiologico.

Existe alguma controvérsia em relagdo a metodologia mais apropriada para
estudar a influéncia do meio nas propriedades de moléculas biologicamente ativas,
especialmente para espécies carregadas. Com maior énfase para estas moléculas,
utilizando célculos em fase isolada (no vacuo), a importancia das interacbes
eletrostaticas intramoleculares é provavelmente superestimada. Por outro lado, uma
andlise do efeito do solvente € importante para verificar a distribuicdo e energias
relativas das suas possiveis conformacdes, onde as interagfes estabilizantes em

fase isolada perdem relevancia. No entanto, acredita-se que a interacdo farmaco-
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receptor ocorre em microambientes apolares, e isto justifica calculos em fase isolada
mesmo em moléculas carregadas. (ALISTE; CASSELS, 2001).

4.2.1 Estudo tedrico em fase isolada

Para o estudo conformacional da DA* os mesmos quatro angulos diedros
girados (Figura 26) na forma neutra e a mesma metodologia foram levados em

consideracgao:

@ P10

Figura 26- Angulos diedros que determinaram os isémeros da dopamina protonada. Os angulos ®; e
®, diferenciam conférmeros trans (t) e gauche (g+ e g-), ao passo que ®; e ®, descrevem
a orientacéo dos grupos hidroxila, levando aos expoentes 1la e 1b.

Fonte: A autora.

A forma protonada apresenta um grau de liberdade conformacional a menos
do que a neutra (relacionado a rotacdo ao redor da ligacdo C-N), o que ndo da um
aumento de isdmeros. Devido a isto, esta apresentou oito conformacdes envolvidas
em seu equilibrio conformacional, metade do que foi encontrado para a forma
neutra. As energias, energias relativas e populagbes das mesmas estao

demonstradas na Tabela a seguir.



68

Tabela 5- Energias, energias relativas e populacdes para os conférmeros da dopamina protonada, em
fase isolada, calculadas com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Conférmero arees)  (keamoly oo
1 e imagem especular (g+*") -513,820631 0,00 24,17
2 e imagem especular (g+) -513,820579 0,03 22,87
3 e imagem especular (g-*¥) -513,818280 1,47 2,01
4 e imagem especular (g-*) -513,817570 1,92 0,95

Fonte: A autora.

Das oito conformagbes encontradas, existem quatro pares de imagens
especulares, onde cada par apresenta a mesma energia, € consequentemente, a
mesma populacdo. Para facilitar a visualizacdo de cada geometria, as projecdes de

Newman de um representante de cada par foram construidas (Figura 27).

H
Conférr(rlu)aro 1 Confér(rp)ero 2
a, a,
g+ g-
o/H
0
@ -
HaN™ H
H/' H
H
Conférmero 3 Conférmero 4
g+(2a) g_(Za)

Figura 27- ProjecBes de Newman para um conférmero representante de cada par de imagens
especulares da dopamina protonada, em fase isolada.
Fonte: A autora.
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A semelhanga mais notavel em todas estas conformacdes envolvidas no
equilibrio conformacional da molécula foi que todas estavam em um arranjo gauche
entre o grupo protonado amonio (NHs") e o anel catecélico. Este comportamento
pode ser explicado em termos de atracdo Couldmbica entre o grupo aménio
positivamente carregado e o grupo catecolico negativamente carregado. Assim
como também ocorreu com a forma neutra, os conférmeros da DA® também
apresentaram em comum o fato dos grupos hidroxilas estarem no mesmo plano do
anel aromético.

Além disso, como mencionado anteriormente na secdo 4.1.1 (dopamina
neutra), na DA" o hidrogénio de uma hidroxila também ficou direcionado para o
oxigénio da outra (Figura 24.c e 24.d), indicando a possivel existéncia de uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular, que foi confirmada pela distancia entre os
atomos envolvidos (Tabela 6). (ROZAS, 2007; WONG; BERNACKI; JACOBSON,
2005).

Tabela 6- Distancias interatdbmicas (em Angstron — A) entre o oxigénio de uma hidroxila e hidrogénio
de outra envolvidos na ligagdo de hidrogénio intramolecular, calculadas com nivel de teoria
HF/6-311++g(d,p).

Conférmero Distancia entre H-O---H-O
1 e imagem especular 2,188
2 e imagem especular 2,193
3 e imagem especular 2,197
4 e imagem especular 2,205

Fonte: A autora.

Como visualizado na Tabela 5, os dois primeiros pares de imagens
especulares (1 e 2) apresentaram populagées muito mais significativas do que os
outros dois, correspondendo a quase 95% do equilibrio conformacional. Além disso,
pode-se dizer que como estes majoritarios tiveram energias muito proximas, eles
praticamente representam equilibrio. Esta maior estabilidade pode estar relacionada
com o fato de que tais geometrias apresentaram as menores distancias entre os
atomos oxigénio de uma hidroxila e hidrogénio da outra envolvidos na ligacdo de
hidrogénio intramolecular. Deste modo, os valores obtidos para esta distancia
interatbmica revelaram que, com o aumento da distancia, ocorreu um aumento na

energia relativa da molécula.
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Para tentar explicar outro efeito estabilizante relacionado ao comportamento
conformacional observado foram realizados calculos de NBO. A analise desses
calculos mostrou que as intera¢des hiperconjugativas ndo desempenharam nenhum
efeito significativo na estabilidade dos conférmeros majoritarios, pois as energias
das interacbes de todos os conférmeros do equilibrio foram semelhantes. Dessa
forma, o que governou o equilibrio para este composto foi a distancia existente entre
0os atomos envolvidos na ligacdo de hidrogénio intramolecular, discutido
anteriormente.

Os parametros geométricos e momentos de dipolo para 0s quatro
confbrmeros majoritarios estdo apresentados na Tabela 7, junto com as energias,

energias relativas e correspondentes populacoes.

Tabela 7- Parametros estruturais®, energias calculadas (E) e momentos de dipolo (u) para os quatro
conférmeros mais estaveis da dopamina (forma protonada), otimizados em nivel de teoria
HF/6-311++G(d,p), em fase isolada (25°C).

(continua)
Paréametros 1 eimagem especular 2 eimagem especular
r (C-N) 1,512 1,512
r (C:-Cy) 1,528 1,529
r (C»-Cs) 1,516 1,515
r (Cs-Cy) 1,398 1,395
r (C4-Cs) 1,377 1,381
1 (Cs-Co) 1,400 1,395 4 5
r (Ce-Cy) 1,373 1,378 HO > 3 : NH3"
r (C+-Cg) 1,394 1,389
r (Cg-Ca) 1,382 1,384 HO™ 6~ 8
r (C4-H) 1,076 1,077
r (C;-H) 1,076 1,076
r (Cg-H) 1,076 1,076
r (Cs-O) 1,334 1,336
r (Ce-O) 1,347 1,348
r (O;-H) 0,945 0,945
r (Oz-H) 0,942 0,942
r(N-H)° 1,010 1,010
Z N-C;-C, 110,1 110,3
£ Cy-Cy-Cs 112,7 112,6
£ Cy-C3-Cy 120,1 119,9

/ Cy-Cy-H 121,5 121,4
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(concluséo)

Parametros 1 eimagem especular 2 e imagem especular
/ C3-C4-Cs 120,9 121,0
£ Cy4Cs5-0 119,3 119,1
/Cs-O-H 111,0 111,0
£ 0-C5-Cq 121,1 121,4
Z/ Cs-Cs-C4 119,9 119,9
/ Cg-O-H 113,0 113,0 4 2
/0-Cg-Cy 124,9 124,8 HO y - NHs’
/ Cg-Cs-H 119,9 119,7
/ Ce-C-Ca 120,2 120,4 HO 6~ 8
/ C4-Cg-H 118,9 119,0
£ C7-Cg-Cs 120,4 120,3
@ C;3-C,-C4-N 53,0 54,8
@ Cg-C3-C,-Cy 114,1 77,2
@ C,4-Cs-O-H 176,3 176,0
® C;-C4-O-H 8,7 8,8
E (hartrees) -513,820631 -513,820579
Erel (kcal mol™) 0,00 0,03
J (Debyes) 11,21 10,66
Populacéo (%) 24,17 22,87

% comprimentos de ligagcbes em angstroms (A), angulos de ligacdo e diedros em graus; ® valores
médios; © 1 Hartree = 627,5095 kcal mol’. Somente os parametros estruturais relevantes sao
apresentados.

Fonte: A autora.

4.2.2 Estudo tedrico com solvatacao

Dando sequéncia ao estudo, as oito geometrias envolvidas no equilibrio
conformacional da DA" foram submetidas a calculos de solvatagio em meio aquoso.
Os momentos de dipolo encontrados a partir destes célculos e as populacdes em
fase isolada e em solugédo aquosa de cada par de imagens especulares estdo na

Tabela seguinte.
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Tabela 8- Momentos de dipolo e populacdes em fase isolada e em solugcdo aquosa dos conférmeros
da dopamina protonada, calculados com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Conformero Populagdo em Populagdo em
(ordem de estabilidade (De% e) fase isolada solucdo aquosa
em solucdao) y (%) (%)
1 e imagem especular (g+) 14,67 24,17 15,52
2 eimagem especular (g+#) 16,76 2,01 12,54
3 e imagem especular (g-*) 14,21 22,87 11,93
4 e imagem especular (g-%) 16,95 0,95 10,01

Fonte: A autora.

De acordo com os dados apresentados acima, observou-se que as
populacdes de todos os conférmeros tornaram-se muito proximas em solucao
aguosa. Isto foi resultado das geometrias apresentarem praticamente as mesmas
energias neste meio polar (dgua). Notou-se, também, que houve um aumento
significante nas populacdes dos pares 2 e 4 em relagdo a fase isolada. Como tais
pares apresentaram os maiores momentos de dipolo, ou seja, foram os conférmeros
mais polares do equilibrio conformacional, ao passar da fase isolada (meio apolar)
para 0 meio aquoso que é extremamente polar, ocorreu um grande favorecimento na
populacao destas estruturas.

De acordo com esta Tabela, péde-se demonstrar que a solvatagéo teve uma
forte influéncia sobre o equilibrio conformacional deste composto, pois apesar do
confbrmero majoritario ter sido o mesmo em fase isolada e em solugdo aquosa,
houve grande alteracdo na distribuicdo populacional de todas as conformacoes.

Para visualizar estas conformagfes, foram construidas suas projecdes de

Newman, conforme mostra a Figura seguinte.

HaN* H

AL

H

Conférmero 1 Conférmero 2
g+1d g+@
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HaN* . H
AT,

H

Conférmero 3 Conférmero 4
g_(la) g_<2a)

Figura 28- Proje¢cBes de Newman para um conférmero representante de cada par de imagens
especulares da dopamina protonada, em solu¢do aquosa.
Fonte: A autora.

Diferentemente do que foi notado em fase isolada, a menor distancia entre
0os atomos envolvidos na ligacdo de hidrogénio intramolecular ndo foi o fator de
maior estabilidade para os conférmeros. Em meio aquoso, as conformagdes mais
estaveis adotaram um arranjo gauche distal (Figura 22), ou seja, onde 0S grupos
NHs" e catecol estdo em gauche, mas em lados opostos. O fato de estarem em
gauche deve-se a atracdo Couldbmbica, que é o que rege o equilibrio conformacional
da DA’. Ja o arranjo distal das duas conformacBes mais estaveis em solucdo
aquosa ocorreu, pois houve a diminuicdo da forca de interacéo entre os grupos NHz"
e catecol neste meio (visto que em fase isolada as interacdes intramoleculares séo
superestimadas). Em solucdo aquosa, estes grupos carregados sao melhores
solvatados pelas moléculas de agua com este tipo de organizacdo de menor
impedimento estérico. Portanto, houve, em meio aquoso, um favorecimento da
interag&o soluto-solvente.

Finalmente, os parametros geométricos e momentos de dipolo para um
representante de cada um dos quatro pares de imagens especulares estao
apresentados na Tabela 9, junto com as energias relativas e correspondentes

populacoes.
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Tabela 9- Parametros estruturais®, energias calculadas (E) e momentos de dipolo (u) para um
representante de cada par de imagens especulares da dopamina (forma protonada),
otimizados em nivel de teoria HF/6-311++G(d,p), em solucéo aquosa (25°C).

(continua)
Parametros 1 2 3 4
r (C-N) 1,496 1,496 1,496 1,496
r (C;-Cy,) 1,525 1,526 1,525 1,525
r (C,-Cs) 1,515 1,515 1,516 1,516
r (Cs-Cy) 1,395 1,395 1,390 1,391
r (C4-Cs) 1,378 1,379 1,384 1,384
r (Cs-Cs) 1,396 1,396 1,390 1,390
r (Ce-C-) 1,378 1,377 1,383 1,382
r (C7-Cg) 1,391 1,391 1,386 1,386
r (Cg-Cs) 1,383 1,383 1,389 1,388
r (Ca-H) 1,079 1,081 1,079 1,080
r (C+-H) 1,079 1,078 1,080 1,078
r (Cg-H) 1,078 1,079 1,079 1,079
r (Cs-0O) 1,349 1,350 1,350 1,351
r (Cs-O) 1,351 1,351 1,352 1,351
r (O.-H) 0,953 0,959 0,953 0,958
r (O,-H) 0,958 0,953 0,958 0,953
r (N-H)" 1,016 1,016 1,016 1,016
Z/ N-C;-C, 111,8 111,9 111,9 111,9
/. C1-C,-C4 114,4 1145 114,4 114,4
ZCy,-C3-Cy 120,4 120,3 120,4 120,3
/ C3-C4-H 120,9 120,5 120,7 120,4
£ C4-C4-Cs 121,1 121,0 121,2 121,1
/ C4-Cs-0O 118,7 123,5 118,4 123,3
/ Cs5-O-H 112,3 112,2 112,3 112,1
/. 0-C5-Cg 121,6 116,4 121,9 116,7
Z/ Cs-Ce-C 119,5 119,3 119,5 119,2
Z/ Cg-O-H 112,0 112,3 112,0 112,3
Z0-C4-Cy 123,9 119,1 123,7 118,8
/ Cg-Cs-H 119,2 118,9 119,1 118,7
/ Cg-C4-Cq 120,4 120,5 120,6 120,7
/ C4-Cg-H 119,1 119,1 119,1 119,1
Z/ C+-Cg-Cg 120,5 120,6 120,5 120,5
@ C;-C,-C4-N 299,3 62,6 61,3 298,5
@ Cg-C5-C,-Cy 113,5 250,0 67,8 2924
@ C,-Cs-O-H 184,7 1,8 185,2 2,0
@ C;-C4-O-H 1,5 186,6 0,3 186,6
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(concluséo)

Parametros 1 2 3 4

E (hartrees) -513,820631 -513,820579 -513,818280 -513,817569
E.e (kcal mol'l) 0,00 0,03 1,47 1,92

u (Debyes) 11,21 10,65 12,57 12,54
Populacéo (%) 24,17 22,87 2,01 0,95

% comprimentos de ligacbes em angstroms (A), angulos de ligacdo e diedros em graus; ® valores
médios; © 1 Hartree = 627,5095 kcal mol’. Somente os parametros estruturais relevantes sao
apresentados.

Fonte: A autora.

Como a DA™ é soltvel em DMSO e metanol, também realizamos calculos de
otimizacdo com rotina de solvatacdo nestes solventes, a fim de compararmos 0s
resultados experimentais com os teoricos. As populacdes de um representante de
cada par de imagens especulares da DA’ nestes solventes estdo demonstradas a
seguir, juntamente com os valores ja demonstrados em agua, na qual o composto
também é soluvel.

Tabela 10- Popula¢gdes para um conférmero representante de cada par de imagens especulares da

dopamina protonada, em solucéo aquosa (£=78,3), DMSO (£=46,7) e metanol (£€=32,6),
calculadas com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Confﬁrmerp_ Populagdo em Populagdo em Populagdo em
(ordem de esta~b|I|dade agua (%) DMSO (%) metanol (%)
em solucao)
1 e imagem especular (g+?) 15,52 15,47 16,50
2 e imagem especular (g+#) 12,54 12,58 12,53
3 e imagem especular (g-*¥) 11,93 11,01 11,94
4 e imagem especular (g-®) 10,01 10,04 9,03

Fonte: A autora.

De acordo com estes valores, pode-se dizer que com a mudanca de
solvente praticamente nao houve variacbes nas populacbes dos rotameros,
diferentemente do que ocorreu relacionando-se a fase aquosa com a isolada, visto
anteriormente. Enfatizamos a solvatacdo em &gua, pois a mesma € o principal

componente do sangue, visto que a molécula em estudo apresenta atividade
bioldgica.
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4.2.3 Experimentos de RMN
4.2.3.1 Andlise do efeito do solvente

Segundo a curva de Karplus (Figura 16) sabe-se que a constante de
acoplamento (3Ju+) é dependente do angulo diedro entre estes hidrogénios. Além
disto, como ja foi citado na secdo 1.3.2, esta constante observada no espectro de
RMN é uma média ponderada entre as J dos rotameros, e a populacdo destas
espécies podem ser alteradas com a mudanca da polaridade do meio. Sendo assim,
com o objetivo de avaliar o comportamento conformacional da DA", espectros de
RMN de *H nos solventes, metanol (Anexo A), dimetilsulféxido (Anexo B) e agua
(Anexo C), foram obtidos e as respectivas constantes de acoplamento determinadas.
A escolha dos solventes levou em consideracdo a maior faixa de variacdo de
polaridade possivel, mas a solubilidade do composto mostrou-se um fator limitante
para esta escolha, visto que em diversos solventes, tais como CCl,, CHCI3, CH,Cls,
CH3CN e acetona, este composto ndo mostrou-se soluvel.

A Figura 29 mostra o acoplamento que ocorre entre os hidrogénios
analisados (H; e H,) através de trés (3Juimo) ligacbes o, envolvendo os angulos
diedros &.

Onde: ®1: Hia, C1, Ca, H2a
®;: Hia, C1, C2, Hap

q)3 H1b1 Cl1 CZ; H2a
¢4: Hlby Cl, C2, H2b

HO

HO

Figura 29- Acoplamento entre os hidrogénios H; e H, da dopamina protonada.
Fonte: A autora.

Os angulos diedros @ dos conférmeros envolvidos no equilibrio
conformacional da DA® foram analisados, através do Programa Gaussian 03

(FRISCH et al., 2004), e encontram-se demonstrados na Tabela 11.
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Tabela 11- Valores dos angulos diedros® ® de um conférmero® representante de cada par de imagem
especular envolvidos no equilibrio conformacional da dopamina protonada, em fase
isolada, calculados com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Conférmero (Of (O3 (OB D,
1 49,2 172,7 -65,8 57,7
2 50,7 174,2 -64,2 59,3
3 51,0 174,5 -63,8 59,7
4 48,1 171,5 -66,6 56,8

% valores dos angulos diedros em graus; ® ordem de estabilidade em fase isolada.
Fonte: A autora.

Como observou-se na Tabela 11, os angulos diedros ® dos conférmeros da
dopamina protonada apresentaram valores muito semelhantes entre si. Isso pode
também ser notado através das projecbes de Newman (Figura 28) das
conformacdes envolvidas no equilibrio conformacional.

Na Figura 30 sdo mostradas as expansfes referentes aos acoplamentos
33u1n2, €M CD3OD, DMSO-dg e D,O. As multiplicidades destes sinais (dois dubleto

de dubletos, dd) comprovaram a existéncia destas interacoes.

Ha Hh

A H, —A—
Hi —

T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 3.0 29 2.8 2.7 2.6

Deslocamento quimico (ppm) Deslocamento quimico (ppm)

(a) (b)
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H>
H1
— k ~
T v T v ] T T v T r
33 32 31 30 29 28

Deslocamento quimico (ppm)

(c)
Figura 30- Expansdes dos acoplamentos 3JH1H2 da dopamina protonada em (a) CD;0D, (b) DMSO-
ds e (C) D,0.
Fonte: A autora.
A seguir, na Tabela 12 estdo apresentados os valores de deslocamentos
quimicos e constantes de acoplamento analisadas para a DA’ obtidas através da

RMN de *H em diferentes solventes.

Tabela 12- Deslocamentos quimicos (ppm) e constantes de acoplamento (Hz) experimentais para a
dopamina protonada em diferentes solventes.

Solvente & & H; 3 H, *Jhinz
CD3;OD 32,6 2,80 3,10 6,96/8,14/7,99/7,24
DMSO-dg 46,7 2,70 2,91 7,13/8,64/5,90/ 7,08
D,O 78,3 2,89 3,24 7,20/7,20/7,20/7,20

& Constantes dielétricas.
Fonte: A autora.

Embora as *Juu obtidas no espectro em D,O sejam coerentes, ou seja,
apresentaram mesmo valor, nos demais casos (metanol e DMSO) né&o verificamos a
mesma tendéncia. As diferencas nos valores obtidas para estes dois solventes
provavelmente estdo relacionadas ao acoplamento com o grupo aménio (PAVIA et
al., 2010), pois nestes casos a velocidade de troca intermolecular dos prétons do
nitrogénio é mais lenta, fazendo com que os sinais nao fiquem tao resolvidos. Sob
tais condi¢des ficou dificil de obter uma média entre os valores para observacao de

alteracdes no equilibrio.



Diante dos valores expostos néo foi possivel relacionar o efeito do solvente

com possiveis mudancas nas populacdes dos conférmeros.

4.2.3.2 Analise do efeito da temperatura

Como a dopamina protonada € soluvel apenas em agua, dimetilsulfoxido e
metanol, para este tipo de experimento apenas o metanol foi utilizado, pois o0s
pontos de congelamento da agua (0°C) e dimetilsulféxido (18,5°C) limitaram nossas
opcoes.

As expansBes dos acoplamentos 3Jyy has diferentes temperaturas
I2 3?1 3?0 2!9 2?8 2?7 2I
(b)

3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 3.2 3.1 3.0 2.9 238 27 2.6

(c) (d)

encontram-se demonstradas na Figura 31.

3.2 3.1 3.0 29 2.8 2.7 2.6 3. .6

(@)
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r T T T T T T T 1 T T T T T T 1
3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6

(e) )
Figura 31 — Expans0des referentes aos acoplamentos 3Juine da dopamina protonada em metanol a (a)

20°C, (b) 0°C, (c) -20°C, (d) -40°C, (e) -60°C e (f) -80°C.
Fonte: A autora.

A Tabela 13 mostra os resultados de RMN obtidos a temperaturas variaveis

em metanol.

Tabela 13- Dependéncia do acoplamento *Jy11, (Hz) e dos deslocamentos quimicos (ppm) com a
temperatura para a dopamina protonada em metanol.

Temperatura (°C) S H, S H, 3Jhame
20 2,81 3,11 7,30/8,03/7,96/7,36
0 2,79 3,09 7,29/8,13/8,08/7,32
-20 2,78 3,07 7,28/8,20/8,14/7,31
-40 2,76 3,05 7,2718,2718,23/7,28
-60 2,75 3,03 7,28/8,24/8,21/7,28
-80 2,74 3,02 6,94/7,90/7,66/7,09

Fonte: A autora.

De acordo com estes dados, novamente ndo verificamos uma tendéncia nas
3Jun obtidas nos espectros em metanol em diferentes temperaturas. As diferencas
nos valores obtidas para estas temperaturas provavelmente estao relacionadas ao
acoplamento com o grupo amoénio (PAVIA et al.,, 2010), assim como explicado
anteriormente. Sob tais condi¢cdes nao foi possivel obter uma média entre os valores
para observacdo de alteracdes no equilibrio. Desta maneira, diante dos valores
expostos ndo foi possivel relacionar o efeito da temperatura com possiveis
mudancas nas populacdes dos conféormeros.

Os dados deste experimento a baixas temperaturas estdo em concordancia

com os dados obtidos a temperatura ambiente, em varios solventes.
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A temperatura ambiente, a interconversio entre os conférmeros geralmente
é rapida em relagdo a escala de tempo da RMN, e 0s principais parametros
(deslocamento quimico e a constante de acoplamento) resultantes séo de fato, uma
meédia de todas as conformacdes, levando-se em conta a fracdo molar de cada uma
delas no equilibrio, como j& descrito anteriormente. Entretanto, em temperaturas
mais baixas, a interconversao torna-se mais lenta e as conformacdes podem entao
serem observadas individualmente. Deste modo, através das areas dos sinais &
possivel quantificar cada conférmero. Porém, neste caso da DA néo foi observado
separacdo dos sinais devido a baixa barreira energética dessa interconversao e a
grande quantidade de conférmeros presentes no equilibrio, fato confirmado através

dos calculos tedricos.

4.3 L-DOPA (FORMA NEUTRA)

Existiu um grande interesse de nossa parte em se estudar as conformacdes
da L-dopa, pois a determinacdo de sua estrutura molecular e do seu equilibrio
conformacional sdo uma importante parte do estudo da estrutura e papel da
melanina e seus precursores. Além disso, deve-se ao fato dela ser utilizada como

um importante farmaco no tratamento da doenca de Parkinson.

4.3.1 Estudo tedrico em fase isolada

Para a avaliacdo do equilibrio conformacional da L-dopa, os angulos diedros
da Figura 32 foram girados e as SEPs foram construidas. Apds os calculos de
otimizacdo, dez geometrias foram encontradas, estando suas energias, energias

relativas e populagdes demonstradas na Tabela 14.
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Figura 32- Angulos diedros que determinaram os isdmeros da L-dopa. Os angulos @, ®,, ®; e O,
diferenciam conférmeros trans (tf) e gauche (g+ e g-, em relagdo aos grupos mais
volumosos catecol e carboxilico), ao passo que ®s e @4 descrevem a orientacdo dos
grupos hidroxila, levando aos expoentes 1a, 1b, 2a e 2b.

Fonte: A autora.

Tabela 14- Energias, energias relativas e populacdes para os conférmeros da L-dopa, em fase
isolada, calculadas com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Conférmero Energia (Hartrees) AE, (kcal.mol™) Populagéo (%)
1 (g-%) -701,116768 0,00 33,73
2 (g+"¥) -701,115812 0,60 12,25

3 (%) -701,115634 0,71 10,14
4 (t®°) -701,115573 0,75 9,51
5 (1) -701,115548 0,77 9,26
6 (t"?) -701,115480 0,81 8,61
7 (t®) -701,115362 0,88 7,60
8 (%) -701,114743 1,27 3,94
9 (g-*) -701,114443 1,46 2,88
10 (g+®) -701,114135 1,65 2,08

Fonte: A autora.

Do mesmo modo que observado para a dopamina, um fato em comum entre
as geometrias da L-dopa € que os dois grupos hidroxila do anel catecol s&o
coplanares ao anel aromatico. A forma como tais grupos estdo dispostos um em
relacdo ao outro, com o hidrogénio de uma hidroxila direcionado para o oxigénio da
outra, indica a possivel existéncia de uma ligacao de hidrogénio intramolecular. Esta
ligacdo foi comprovada medindo-se a distancia entre esses atomos, que foi de

aproximadamente 2,2 A para todas as conformacées, ja que para se ter a mesma,
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essa distancia teria de ser no maximo 3,0 A. (ROZAS, 2007; WONG; BERNACKI;
JACOBSON, 2005).

Das dez conformacfGes acima, uma delas (Figura 33) apresentou uma
populacdo mais significativa do que as demais (Tabela 14), correspondendo a
aproximadamente 34% do equilibrio conformacional do composto em estudo.

_H

O
8 O\H
., 2¢O
P
AT,
H

/ NH COOH
9 JQ 2,013 A 2
9 BN

Atomos Cc © H O o @ N @

Figura 33- Representacao espacial e respectiva projecdo de Newman do conférmero mais estavel da
L-dopa, em fase isolada.
Fonte: A autora.

A maior estabilidade deste conférmero em relacdo aos demais esta no fato
do mesmo apresentar a menor distancia (2,013 A) entre o hidrogénio da carboxila e
0 atomo de nitrogénio, indicando a existéncia de mais uma ligagdo de hidrogénio
intramolecular, considerada forte. (ROZAS, 2007). Este direcionamento p6de ser
observado na Figura acima. Apesar desta geometria apresentar um grande
impedimento estérico (arranjo gauche), estando os trés grupos volumosos
posicionados do mesmo lado, a menor distancia entre os atomos envolvidos nesta
segunda ligagdo de hidrogénio, neste caso, foi mais estabilizante do que o fator
estérico.

A fim de elucidar outro fator estabilizante relacionado a algum tipo de efeito
hiperconjugativo, foram realizados calculos de NBO para os sete conférmeros mais

estaveis. Os resultados das principais interacdes estdo descritos na Tabela 15.
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Tabela 15- Principais interacfes hiperconjugativas (kcal.mol'l) para os sete conférmeros mais
estaveis da L-dopa neutra calculadas por NBO, em nivel de teoria HF/6-311++G(d,p).

Hlliom‘cl/cz ‘ Oz
o] K
Interacdes 1 2 3 4 5 6 7

No1o)— T*c1-c2 31,05 34,81 31,41 35,05 35,95 35,91 31,08
No12(2)— T*cs-c6 34,80 29,92 34,74 29,14 30,34 29,94 34,39
No1o(1)— T*012- H13 0,65 - 0,64 - - - 0,63
No12(1)— G*010- H11 - 0,62 - 0,63 0,66 0,65 -
NN19(1)— O*023-H24 7,23 7,19 5,70 6,41 5,89 6,37 6,47
> (kcal.mol'l) 73,73 72,54 72,49 71,23 72,84 72,87 72,57

Fonte: A autora.

Os resultados de NBO mostraram que as interagdes do tipo Noioe)— T*ci-c2
€ No12(2)— T*cs.ce foram as mais efetivas para a estabilizagdo da energia do sistema.
Apesar disso, estas interacbes nao foram determinantes na estabilizacdo do
majoritario, porque apresentaram valores muito proximos para os conférmeros.

As hiperconjugacdes Noioa)— T*o12-H13 € Noiz2)— C*o10-H11 €NVOIvendo as
hidroxilas também s@o muito proximas, e sao referentes as ligacdes de hidrogénio
intramoleculares. Como descrito anteriormente, as distancias entre estes atomos foi
aproximadamente a mesma em todos os conférmeros e, consequentemente, estas
energias de interacdes também.

Ja a interaGao nnigy— G*o23-H24 € @ que mais difere entre as conformacdes e
esta relacionada a segunda ligacdo de hidrogénio intramolecular existente na
molécula. Esta interagdo apresenta a maior energia no conférmero mais estavel,
mesmo que muito proxima a do conférmero 2, pois nesta primeira geometria a
distancia entre os atomos participantes da ligacdo de hidrogénio intramolecular foi a
menor dentre os demais isdbmeros.

Apesar da pequena diferenca na somatéria das principais energias de
interacOes hiperconjugativas entre estes conformeros, o 1 foi o que apresentou um

maior valor, contribuindo para a sua maior estabilidade. Deste modo, estes célculos
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de NBO ajudaram a relacionar a estabilidade conformacional com as interacdes
hiperconjugativas.
Finalmente, os dados estruturais, energia e momento de dipolo da

conformacao mais estavel estdo apresentados na Tabela 16 abaixo.

Tabela 16- Parametros estruturais®, energia calculada (E) e momento de dipolo (u) para o conférmero
mais estavel da L-dopa (forma neutra), otimizado em nivel de teoria HF/6-311++G(d,p), em
fase isolada (25°C).

1 I

HO__ 5 3
OH
H(2) 6 8
Parametros Valores Parametros Valores
r (C:-N) 1,456 / C1-C5-C4 114,8
r (C1-C(0)) 1,535 /. CyC3-Cy 120,7
r (C=0) 1,183 £ C3-Cy4-H 119,9
r (C(0)-0) 1,315 £ C3-C4-Cs 120,7
r (O-H) 0,950 £ C4-C5s-0 123,6
r (C1-Cy) 1,542 /Cs-O-H 111,7
r (C,-Cs) 1,516 /0-C5-Cg 115,7
r (Cs-Cy) 1,395 / C5-C¢-Cy 119,0
r (C4-Cs) 1,376 Z/ Cg-O-H 110,0
r (Cs-Ce) 1,392 Z£0-Ce-Cy 120,0
r (C¢-Cy) 1,376 ZCg-Cs-H 118,7
r (C;-Cg) 1,390 / Cg-C7-Cg 120,3
r (Cg-Cs) 1,385 /C4-Cg-H 118,8
r (C4-H) 1,076 / C4-Cg-Cs 121,2
r (C;-H) 1,075 @ C,-Cy-N-H 3229¢e 84,2
r (Cg-H) 1,076 ® C(0)-C;-C,-C3 287,7
r (Cs-0) 1,358 ® C,-C;-C=0 324,0
r (C¢-0) 1,347 ® Cg-C3-C,-C, 261,0
r (O;-H) 0,941 ® C4-Cs-0O-H 354,6
r (Oz-H) 0,943 ® C;-C-O-H 179,9
r (N-H)° 1,000 E (hartrees) -701,116768

Z N-C,-C, 115,7 J (Debyes) 3,43
Z C4-C-0 115,3 Populagéo (%) 33,73

Z C-O-H 108,6

& comprimentos de ligacbes em angstroms (A), angulos de ligacdo e diedros em graus; ® valores
médios; © 1 Hartree = 627,5095 kcal mol*. Somente os parametros estruturais relevantes sao

apresentados.
Fonte: A autora.
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4.3.2 Estudo tedrico com solvatacéo

As dez estruturas mais estaveis obtidas na otimizacdo foram submetidas a
calculos de solvatacdo em meio aquoso. Os valores de energia encontrados com
estes céalculos, assim como as energias relativas e as populacées dos conférmeros

estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17- Energias, energias relativas e populagfes para os conférmeros da L-dopa, em solugéo
aguosa, calculadas com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Conférmero Conférmero
(ordem de (ordem de Energia AE Populacéo
estabilidade estabilidade em (Hartrees) (kcal.mol™) (%)
em solucao) fase isolada)
1 (t*) 6 -701,369958 0,00 22,28
2 (t49) 4 -701,369802 0,10 18,89
3 (@) 7 -701,369779 0,11 18,45
4 (t%) 8 -701,369701 0,16 16,98
5 (1) 5 -701,369129 0,52 9,26
6 () 3 -701,368981 0,61 7,92
7 (g-%@) 1 -701,367548 1,51 1,74
8 (g+*¥) 2 -701,367457 1,57 1,58
9 (g-™) 9 -701,367455 1,57 1,57
10 (g+@)) 10 -701,367301 1,67 1,33

Fonte: A autora.

Agora, diferentemente do que ocorreu na fase isolada, nenhuma geometria
apresentou uma populacéo significativa, mas sim, pode-se dizer que quatro destas
sdo as mais estaveis do equilibrio conformacional da L-dopa, em solugdo aquosa.
Assim como ocorreu para a forma neutra da dopamina, em solucdo aquosa as
geometrias trans, que ndo eram as majoritarias em fase isolada, passaram a ser
mais estaveis do que as gauche. Portanto, com a mudanca do meio, o equilibrio
conformacional desta molécula é afetado.

A principal diferenca entre os célculos em fase isolada e em meio aquoso foi
a relativa estabilizacdo das geometrias trans neste ultimo. Em solucdo, ocorreu a
guebra da interacao entre os grupos COOH e catecol, pois estes grupos volumosos

sdo agora solvatados pelas moléculas de agua, o que nédo ocorria em fase isolada.
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Com este tipo de organizacao trans (menor impedimento estérico) as geometrias
sdo melhores solvatadas pelas moléculas de agua e, por isso, foram favorecidas.
Houve em solucdo aquosa, portanto, um favorecimento da interacéo soluto-solvente.

As projecbes de Newman para as quatro estruturas majoritarias estao

demonstradas abaixo.

H H

H o~ ~o H
| |
H ' NH, H . NH,
H/ H H/ H

COOH COOH
Conférmero 1 Conférmero 2

(1a) (1b)
t t
H
\O /H

H NH, H NH,

H/‘ H L
COOH COOH

Conférmero 3 Conférmero 4

1(20) ¢

Figura 34- Projec6es de Newman para os quatro conférmeros mais estaveis da L-dopa, em solucéo
aquosa.
Fonte: A autora.

A semelhanga entre estes quatro conférmeros estd no posicionamento dos
grupos amino e carboxila, além de que todos estdo em um arranjo trans entre os
grupos mais volumosos COOH e catecol. Outra similaridade é a existéncia de duas
ligagbes de hidrogénio intramoleculares em cada: a primeira se encontra entre o
hidrogénio de uma hidroxila e o oxigénio da outra, e a segunda, entre o hidrogénio
da carboxila e o nitrogénio, comprovadas pela distancia entre os atomos envolvidos.
Todos estes trés fatores aliados sédo 0s que regem a maior estabilidade destes

quatro conférmeros em relagdo aos demais envolvidos no equilibrio conformacional.
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J& a diferenca entre estas geometrias é a posicdo dos grupos hidroxila do
anel aromético, apesar de que todas apresentam uma ligacdo de hidrogénio, como
explicado anteriormente. Porém como € pequena a energia relativa entre o primeiro
conférmero mais estavel e o quarto (0,16 kcal.mol™), o posicionamento dos grupos
hidroxilas n&o exerce grande papel nesta diferenca de estabilidade. Os dados
estruturais, energias e momentos de dipolo destes conformeros estdo na Tabela 18

a sequir.

Tabela 18- Parametros estruturais®, energias calculadas (E) e momentos de dipolo (u) para os quatro
conférmeros mais estaveis da L-dopa (forma neutra), otimizados em nivel de teoria HF/6-
311++G(d,p), em solucdo aquosa (25°C).

(continua)
Parametros 1 2 3 4

r (C,-N) 1,452 1,451 1,451 1,452

r (C;-C(0)) 1,528 1,529 1,529 1,529
r (C=0) 1,193 1,193 1,193 1,193

r (C(0)-0) 1,312 1,312 1,311 1,312
r (O-H) 0,957 0,957 0,957 0,957

r (C1-Cy) 1,539 1,538 1,539 1,538
r (C»-Cs) 1,514 1,515 1,514 1,515
r (Cs-Cyp) 1,395 1,390 1,394 1,390
r (C4-Cs) 1,379 1,384 1,380 1,385
r (Cs-Co) 1,394 1,389 1,394 1,389
r (Ce-C7) 1,378 1,382 1,378 1,382
r (C7-Ce) 1,391 1,387 1,391 1,386
r (Cg-Cs) 1,384 1,389 1,384 1,389
r (C4-H) 1,079 1,079 1,081 1,080

r (C;-H) 1,080 1,080 1,078 1,078

r (Cg-H) 1,078 1,079 1,078 1,079

r (Cs-O) 1,351 1,352 1,352 1,353
r (Ce-O) 1,354 1,354 1,353 1,353
r (O;-H) 0,953 0,953 0,958 0,958
r (Oz-H) 0,958 0,958 0,953 0,953
r (N-H)° 1,005 1,005 1,005 1,005
Z N-C;-C, 115,6 115,7 115,6 115,6
/ Cq1-C-O 116,2 116,1 116,1 116,1
/ C-O-H 110,1 110,3 110,1 110,2
£ C1-C,-Cy 113,1 113,0 113,1 113,0
/ Cy-C3-Cy 120,2 120,9 120,1 121,0

ZC3-Cy-H 120,7 120,6 120,4 120,4
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(concluséo)

Parametros 1 2 3 4
/ C3-C4-Cs 121,3 121,3 121,2 121,1
/ C4-Cs-0O 118,6 118,4 123,4 123,3
/ Cs-O-H 112,2 112,2 112,1 111,9
/ 0-C5-Cg 121,5 121,8 116,5 116,7
/ C5-C4-Cy 1194 1194 119,2 119,2
/ Cg-O-H 111,9 111,9 112,1 112,2
/0-Cg-Cy 123,9 123,7 119,1 118,9
/Cg-Cs-H 119,2 119,1 118,8 118,7
/ Cg-C7-Cq 120,5 120,5 120,6 120,6
/ C4-Cg-H 119,1 119,1 119,1 119,1
/ C4-Cg-C4 120,7 120,6 120,7 120,7
@ C,-C;-N-H 322,6 e 82,9 321,1e81,6 323,2 e 83,8 321,9e 82,5
@ C(0)-C;1-C,-C3 172,0 171,7 170,6 170,5
@ C,-C,-C=0 323,9 326,5 323,8 325,5
@ Cs-C5-C,-Cy 108,1 284,5 104,7 285,0
@ C,-Cs-O-H 183,7 179,0 359,5 1,4
@ C4-C4-O-H 3,2 1,7 175,0 183,2
E (hartrees) -701,369958 -701,369802 -701,369779 -701,369701
Erel (kcal mol™) 0,00 0,10 0,11 0,16
u (Debyes) 9,78 8,05 4,63 7,25
Populacédo (%) 22,28 18,89 18,45 16,98

% comprimentos de ligagcbes em angstroms (A), angulos de ligacdo e diedros em graus; ® valores
médios; ¢ 1 Hartree = 627,5095 kcal mol™. Somente os parametros estruturais relevantes foram
apresentados.

Fonte: A autora.

Enfatizamos a solvatagdo em agua, pois a mesma € o principal componente
do sangue, visto que a molécula em estudo apresenta atividade biolégica. No
entanto, a fim de compararmos o0s resultados teo6ricos com o0s obtidos
experimentalmente, realizamos também calculos de solvatagéo utilizando o DMSO e
metanol como solvente. Os valores de populagcées encontrados nestes solventes
para os dez conférmeros, assim como 0S mesmos em agua, estdo demonstrados na

Tabela 19 seguinte.
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Tabela 19- Populagcbes para os conférmeros da L-dopa, em solucdo aquosa (£=78,3), em DMSO
(€=46,7) e metanol (€=32,6), calculadas com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Conformero Populacdo em Populacdo em Populacdo em
(ordem de esta~b|I|dade agua (%) DMSO (%) metanol (%)
em solucéo)
1 (t49) 22,28 21,05 21,71
2 (t49) 18,89 16,74 19,11
3 (t®) 18,45 18,67 18,13
4 (t®) 16,98 15,18 13,66
5 (1) 9,26 11,48 11,11
6 (t%)) 7,92 9,93 9,80
7 (g-%) 1,74 2,43 2,09
8 (g+"¥) 1,58 1,60 1,68
9 (g-*) 1,57 1,34 1,53
10 (g+©@) 1,33 1,58 1,17

Fonte: A autora.

De acordo com estes valores, observa-se que com a mudanga de solvente
nao houve variacdes significativas nas populacées dos rotdmeros, apenas discretas
alteracdes, diferentemente do que ocorreu relacionando-se a fase aquosa com a

isolada, visto anteriormente.

4.3.3 Experimentos de RMN
4.3.3.1 Analise do efeito do solvente

Com o objetivo de avaliar o comportamento conformacional da L-dopa,
espectros de RMN de 'H nos diferentes solventes, metanol (Anexo D),
dimetilsulféxido (Anexo E) e agua (Anexo F), foram obtidos e as respectivas
constantes de acoplamento determinadas. Novamente a escolha dos solventes
levou em consideragdo a maior faixa de variacdo de polaridade possivel, mas a
solubilidade deste composto mostrou-se um fator limitante para esta escolha, visto
gue em diversos solventes, tais como CCl,, CHCI3, CH,Cl, e acetona, a L-dopa néo

mostrou-se soluvel.
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A Figura 35 mostra o acoplamento ((Juan € 3Jupn) Que ocorre entre 0s
hidrogénios analisados (Ha, Hp € H) através de trés ligagdes o, que envolvem os dois

angulos diedros ®; e ¢ ».

Onde: CD]_: Ha, C]_, Cz, H
®,: Hp, C1, Co, H

HO

HO

Figura 35- Acoplamento entre os hidrogénios H,, H, e H da L-dopa.
Fonte: A autora.

Os valores dos angulos diedros ®; e ® , dos conférmeros envolvidos no
equilibrio conformacional da L-dopa, calculados através do Programa Gaussian 03
(FRISCH et al., 2004) encontram-se demonstrados na Tabela 20.

Tabela 20- Valores dos angulos diedros® ®;, e ® , dos conformeros® envolvidos no equilibrio
conformacional da L-dopa, em solucdo aquosa, calculados com nivel de teoria HF/6-
311++g(d,p).

Confbrmero Angulo diedro @, Angulo diedro @,

1 -63,3 -178,7
2 -65,0 179,5
3 -65,9 178,7
4 -63,3 -178,5
5 -61,0 -176,9
6 -62,9 -178,7
7 -61,8 53,6
8 -63,1 52,3
9 -64,2 51,3
10 -64,5 50,8

% valores dos angulos diedros em graus; ® ordem de estabilidade em solucdo aquosa.
Fonte: A autora.

De acordo com esta Tabela, verifica-se que 0s seis primeiros conférmeros
apresentam os angulos correspondentes aos diedros analisados muito parecidos
(formas trans), assim como os quatro ultimos (formas gauche). Isto pode dificultar
este tipo de andlise visto que a 3Juy é dependente do angulo diedro e, como ele néo
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varia entre os conférmeros, esta *Juy pode ndo variar, mesmo que o equilibrio
conformacional do composto seja afetado pela mudanca de meio.

Na Figura 36 sdo mostradas as expansfes referentes aos acoplamentos
3Jhan € Juon nos solventes de diferentes polaridades. As multiplicidades destes
sinais (dubleto de dubletos, dd) comprovam a existéncia destas interagcdes. Como 0s
hidrogénios do grupo CH, sao diastereotdpicos, devido ao centro quiral existente ao
lado deste carbono, estes apresentam deslocamentos quimicos diferentes e

acoplam entre si, sendo cada sinal correspondente a um hidrogénio.

Ha Hp H
a
f__H A Hp
M ! A
UL — =
T . T r r . ' : : . I3.|O‘ | I2.|9I | ‘2.|8I o I2.‘7‘ - I2.|5
3.2 3.1 3.0 29 2.8
(@) (b)
Ha "

3.03

J
]

3.131
3.010

3.197
3.180

2,987
2.961

(c)

Figura 36- Expansdes dos acoplamentos >Ju.y € *Jusy da L-dopa em (a) CD;OD, (b) DMSO-ds e (c)
D,0.
Fonte: A autora.
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As expansoes dos acoplamentos 3Jya € *Jupy em metanol (Figura 36.a) ndo
ficaram tdo bem resolvidas quanto nos outros solventes, pois em metanol a L-dopa
nao mostrou-se tao soluvel quanto em DMSO e H,0. Os valores de deslocamentos
guimicos e das constantes de acoplamento analisadas da L-dopa, obtidas através

da RMN de H nestes solventes, estdo demonstrados na Tabela 21.

Tabela 21- Deslocamentos quimicos (ppm) e constantes de acoplamento (Hz) experimentais para a
L-dopa em diferentes solventes.

Solvente g & Ha, & Hy v Jhom
CD3;0D 32,6 3,17 2,83 4,1 9,0
DMSO-dg 46,7 2,95 2,68 4,2 8,1
D,O 78,3 3,16 3,00 51 7,8

Fonte: A autora.

As constantes de acoplamento analisadas exibiram uma pequena variacao
com o meio. Porém, ndo verificamos uma tendéncia nos seus valores com a
mudanca de solvente, o que esta de acordo, devido ao fato dos conférmeros da L-
dopa apresentarem angulos diedros com valores muito proximos (Tabela 20) e a
grande quantidade de conformacdes envolvidas no equilibrio.

Como verificamos no estudo tedrico, a L-dopa apresentou uma alteracdo no
seu equilibrio conformacional quando mudamos da fase isolada para meio aquoso,
havendo a estabilizacdo das conformacgbes trans neste Ultimo. Ja4 quando foi
considerada a solvatacdo, ao passar de uma solu¢do aquosa para uma solucdo de
DMSO e metanol, observou-se que o equilibrio praticamente n&do foi modificado,
prevalecendo como majoritarias as formas trans. Este fato também pode ser
comprovado ao relacionarmos o valor de Ju,n com a curva de Karplus (Figura 16),
onde constantes de acoplamento com valores acima de 8 Hz sao resultado de
angulos diedros proximos de zero ou 180°% Como o diedro zero representa
estruturas eclipsadas, e ndo ha este tipo de geometria no equilibrio, o valor
experimental esta coerente com as formas alternadas trans encontradas
teoricamente. Assim sendo, o0 que se pode afirmar e que estd em concordancia com
os dados teéricos em solucéo é que os valores de 3Juy séo referentes a arranjos

trans e ndo gauche como visto em fase isolada.



4.3.3.2 Analise do efeito da temperatura

Como a L-dopa é soluvel apenas em agua e dimetilsulféxido, e apresenta
certa solubilidade em metanol, para este experimento foi utilizado o metanol com
algumas gotas de DMSO. Por ser a forma neutra (apresentar o grupo NH;) da L-
dopa, apresenta menor solubilidade nestes solventes do que a sua forma protonada
(NHz"), como veremos na secéo 4.4.3.

As expansdes dos acoplamentos 3Jhan € 2Jipn Nas diferentes temperaturas

encontram-se demonstradas na Figura 37.

r T
3.2 3.1 3.0 29 2.8 3.2 3.1

@ | (b)

L]

T T T
3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 3.1 3.0 2.9

(c) (d)

T T
2.9 2.8
T
2.8
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T T
3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 (ppm)

(e)
Figura 37 — Expansdes referentes aos acoplamentos 3 Jnans € 2o da L-dopa em metanol a (a) 20°C,
(b) 0°C, (c) -20°C, (d) -40°C e (e) -60°C.
Fonte: A autora.

O metanol apresenta, um dos seus sinais, relacionado aos hidrogénios do
grupo metila, em um deslocamento quimico bem préoximo (3,3 ppm) ao
deslocamento quimico do acoplamento *Ju.4 (aproximadamente 2,8 ppm). Por este
motivo, iremos levar em consideracdo em nosso trabalho apenas o acoplamento
3Jubn, Visto que o mesmo também pode ser utilizado para avaliar o efeito da
temperatura no equilibrio conformacional.

A Tabela 22 mostra os resultados de RMN obtidos a temperaturas variaveis

em metanol.

Tabela 22- Dependéncia dos acoplamentos % Jhan € 2Juon (Hz) e dos deslocamentos quimicos (ppm)
com a temperatura para a L-dopa em metanol.

Temperatura (°C) & Hyp S
20 2,83 8,9
10 2,83 8,9
0 2,82 9,0
-20 2,82 9,1
-40 2,81 8,9
-60 2,80 9,0

Fonte: A autora.

De acordo com os dados obtidos na Tabela 22, observa-se que praticamente
n&o houve variacdo da 3Ju,n com a diminuicdo da temperatura. Assim como ocorreu
guando variamos o solvente, ndo podemos afirmar que ndo ha dependéncia do

equilibrio conformacional com a mudanca do meio, pois os angulos diedros dos
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conférmeros sao praticamente iguais, o que reflete na constante de acoplamento.
Porém, um fato observado que corrobora com os dados tedricos é que esta
constante de acoplamento é resultado de um arranjo trans. Além disto, os dados
deste experimento a baixas temperaturas estdo em concordancia com os dados

obtidos a temperatura ambiente, em varios solventes.

4.3.4 Experimento na regido do Infravermelho

Como uma técnica complementar em andlise conformacional, utilizamos a
espectroscopia na regiao do Infravermelho para o estudo conformacional da L-dopa
frente a diferentes solventes. Para esta analise, foram obtidos espectros em
acetonitrila e DMSO, e como ja foi descrito na secdo 1.3.3, as bandas de absorcao
utilizadas séo as do estiramento da carbonila.

O sinal da absorcdo é resultado da variacdo do momento de dipolo da
ligacdo durante a vibracdo. Como 0s rotameros possuem momentos de dipolo da
carbonila diferentes, absorvem em frequéncias préximas, mas nao iguais. Na Figura
38 é possivel observar que nos dois solventes a banda da carbonila apresentou-se

assimétrica, o que indica a existéncia de conférmeros com frequéncias préximas.

1.0 1.00

084 0.75 1

0.50

Absorbancia
Absorbancia

0.6

0.4 0.25

0.00
T T T T T T T T T T T T T T
1740 1730 1720 1710 1700 1690 1740 1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580 1560

Namero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)
(a) (b)

Figura 38- Banda de absorcdo do estiramento da carbonila no espectro de IV da L-dopa em (a)
CH3CN e (b) DMSO, na regido do fundamental.
Fonte: A autora.

Através de um método conhecido como deconvolu¢do, podemos observar

cada banda de um conférmero separadamente, como visto na Figura 17. No
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entanto, este método tem como limitagdo a andlise de duas (ideal) ou até trés
bandas somente, correspondentes a cada conformacdo. Como nosso composto tem
seu equilibrio regido por dez isdmeros, a deconvolucéo ficou inviavel.

Apesar disso, podemos utilizar esta analise na comprovacao da quantidade
de conférmeros envolvidos no equilibrio, devido a largura e a assimetria da banda da
carbonila. Este resultado obtido com a espectroscopia na regido do IV foi
semelhante ao encontrado pelos calculos de otimizacdo tanto para a molécula em
fase isolada quanto em solucéo.

Os valores do numero de onda (v) referentes ao estiramento da carbonila
para cada conférmero foram coletados dos calculos de frequéncia e estédo

demonstrados na Tabela a sequir.

Tabela 23- Frequéncias tedricas referentes ao estiramento carbonila para os rotdmeros envolvidos no
equilibrio conformacional da L-dopa em solucéo, calculadas em nivel de teoria HF/6-
311++G(d,p).

Conférmero ve-o (cm™)
2013,83
2012,89
2012,21
2013,99
2017,30

[EEN

2015,44
2001,88
2005,92

© 00 N o o b~ w DN

2008,26
2007,47

=
o

Fonte: A autora.

Analisando os valores tedricos e experimentais, notou-se uma diferenca das
frequéncias. Isso ocorreu, pois o0s calculos foram realizados considerando a
molécula em fase isolada (vacuo), jA os valores experimentais foram obtidos em
solugdo. Como em fase isolada ndo s&o consideradas interagdes com o0 meio,
somente as interacdes da prOpria molécula, essa discrepancia ja era esperada.
Nota-se, também, que os valores de todos os conférmeros trans (1 ao 6) sdo muito

proximos.
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4.4 L-DOPA (FORMA PROTONADA)
4.4.1 Estudo tedrico em fase isolada
Para o estudo do equilibrio conformacional da L-dopa protonada (L-dopa®),

0s angulos diedros da Figura 39 foram girados e o0 mesmo procedimento realizado

anteriormente foi seguido.

» W

Figura 39- Angulos diedros que determinaram os isémeros da L-dopa protonada. Os angulos ®;, ®,,
o3 e P, diferenciam conférmeros trans (t) e gauche (g+ e g-) (em relagdo aos grupos mais
volumosos catecol e carboxilico), ao passo que @5 e @z descrevem a orientacdo dos
grupos hidroxila, levando aos expoentes l1a, 1b, 2a e 2h.

Fonte: A autora.

Apos os célculos de otimizagdo, cinco geometrias foram encontradas. Da
mesma maneira que ocorreu para as formas da dopamina, a forma protonada da L-
dopa também apresentou um grau de liberdade conformacional a menos que a
neutra (relacionado a rotacéo ao redor da ligacdo C-N). Isto fez com que o giro deste
diedro ndo acarretasse em um aumento de isébmeros, provocando que a forma
protonada apresentasse metade do numero de conformacfes que a neutra
apresentou.

As energias, energias relativas e populagcbes das mesmas estao

demonstradas na Tabela a seguir.
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Tabela 24- Energias, energias relativas e populacdes para os conférmeros da L-dopa protonada, em
fase isolada, calculadas com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Conférmero (Egﬁ:g:) AE,¢ (kcal.mol™) Populacao (%)
1 (t4¥) -701,474954 0,00 48,36
2 (t®) -701,474740 0,13 38,55
3 (g+"¥) -701,473222 1,09 7,71
4 (t®)) -701,472513 1,53 3,64
5 (t@¥) -701,471813 1,97 1,74

Fonte: A autora.

Assim como ja foi descrito para as moléculas anteriores, observou-se em
comum nas geometrias da L-dopa’ que os dois grupos hidroxilas do anel catecol
encontraram-se no mesmo plano do anel aromético. Além disso, 0 modo com que
estes grupos ficaram dispostos um em relacdo ao outro, com o hidrogénio de uma
hidroxila direcionado para o oxigénio da outra, indicou a possivel existéncia de uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular. A distancia entre os atomos envolvidos nesta
interac&o foi de 2,2 A para todas as conformagdes, comprovando a existéncia desta
ligacdo, pois para se ter a mesma, essa distancia teria de ser no maximo 3,0 A.
(ROZAS, 2007; WONG; BERNACKI; JACOBSON, 2005).

De acordo com as populacdes das conformacdes, houve uma geometria que
representou 48,4% do equilibrio conformacional deste composto, estando
demonstrada a seguir. Como a mesma ficou muito préxima de representar metade

do equilibrio conformacional, sendo a majoritaria, a ela foi enfatizada esta discusséao.

o/H

)
;0% O
2188 A ?’{A‘) ." NH3*
, ?34) AT,

COOH

Atomos c © H O o@® N @

Figura 40- Representacéo espacial e respectiva projecdo de Newman do conférmero mais estavel da
L-dopa protonada, em fase isolada.
Fonte: A autora.
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Na forma neutra da L-dopa (Figura 41.b), o nitrogénio apresentava um par
de elétrons isolados, o qual era o doador na ligagdo de hidrogénio intramolecular
com o hidrogénio da hidroxila do grupo COOH. Agora na L-dopa’ (Figura 41.a), o
doador desta interacdo € o oxigénio carbonilico da carboxila e o receptor de
densidade eletronica € um dos hidrogénios ligados ao nitrogénio, como pode ser

melhor visualizado na Figura a seguir.

@) (b)

Figura 41- Representacédo espacial dos conférmeros mais estaveis da (a) L-dopa protonada e (b) L-
dopa, ambos em fase isolada.
Fonte: A autora.

Este mesmo comportamento descrito apresentado para o conférmero mais
estavel da L-dopa* também ocorreu com os demais quatro envolvidos no equilibrio
conformacional. Além disso, todas as conformacfes estdo em uma organizacao
gauche entre o grupo catecol e amoénio, resultado da atracdo Coulémbica nestes
grupos.

Célculos de NBO foram realizados para os conférmeros mais estaveis a fim
de explicar outro fator que contribua para a estabilizacdo conformacional. A Tabela
25 mostra as principais interagcdes que ocorrem entre os orbitais doadores e

receptores dos conférmeros da L-dopa”.
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Tabela 25- Principais intera¢gfes hiperconjugativas (kcal.mol'l) para os cinco conférmeros estaveis da
L-dopa protonada calculadas por NBO, em nivel de teoria HF/6-311++G(d,p).

Interacdes 1 2 3 4 5
No1o(1)— T*012- H13 - - - 0,61 0,58
No12(1)— G*010- H11 0,64 0,60 0,61 - -
No1o@— Tc1 c2 41,15 40,48 40,65 - - j .
No12(2)— T*cs-c6 - - - 40,25 39,47 Hllﬁom\clycz ok
ooy Womon 7353 7319 7163 7314 7347 /Cexcm
No25(2)— G*N19- H20 - 0,54 - - 0,53 BT w2 HZl/ e
No25(2)— G*N19- H21 - - 0,97 - -
No25(2)— G*N19- H26 0,51 - 0,52 - -
2 (kcal.mol'l) 115,83 114,81 114,38 114,00 114,05

Fonte: A autora.

Dentre as interacdes entre os orbitais observados, as mais energéticas sdo
as que envolvem os pares de elétrons ndo ligantes dos oxigénios 10, 12 e 23,
No10@2)— T¥c1- c2, No12(2)— Tcs- c6 € No2s@)— T*c22- 025, Principalmente a dltima.

Novamente, as energias das interacdes foram muito proximas para todas as
conformacdes. Porém, o maior valor considerando a somatéria das interacfes
encontradas nos calculos de NBO, para o conférmero 1 (115,83 kcal/mol), torna-o
mais estavel em relacédo aos demais.

Mais uma vez podemos dizer que as interagcbes hiperconjugativas
colaboraram para a explicacdo do comportamento conformacional da L-dopa®. Além
disso, vale ressaltar que a estrutura majoritaria (t*®) é trans com relacdo ao grupo
catecol e carboxilico, e gauche com relagdo ao grupo aménio e catecol como ocorre
na maioria dos conféormeros. Além disso, apresenta um arranjo distal entre estes
dois Ultimos substituintes, o que confere um menor impedimento estérico e,
consequentemente, contribuindo para sua maior estabilidade. Sendo assim, as
interacdes hiperconjugativas juntamente com a analise da estrutura tridimensional
comprovam a maior estabilidade deste conférmero.

Por fim, os dados estruturais, energia e momento de dipolo da conformacgao

mais estavel estdo apresentados na Tabela 26.
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Tabela 26- Parametros estruturais®, energia calculada (E) e momento de dipolo (u) para o conférmero
mais estavel da L-dopa (forma protonada), otimizado em nivel de teoria HF/6-311++G(d,p),
em fase isolada (25°C).

HO
HO
Parametros Valores Parametros Valores
r (C:-N) 1,501 £ Cy-Co-C3 112,1
r (C,-C(0)) 1,519 £ Cy-C3-Cy 120,0
r (C=0) 1,182 ZC3-Cy4-H 121,5
r (C(0)-0) 1,303 £ C3-C4-Cs 120,8
r (O-H) 0,950 £ Cy4-Cs-0O 119,3
r (C1-Cy) 1,541 / Cs-O-H 111,1
r (C,-Cs) 1,514 £ 0-Cs-Cq 121,1
r (Cs-Cy) 1,397 £ Cs-Ce-Co 120,0
r (C4-Cs) 1,376 £ Cg-O-H 110,0
r (Cs-Ce) 1,401 £0-Cg¢-Cy 113,1
r (Ce-C-) 1,373 £ Cg-Cs-H 119,9
r (C;-Cg) 1,395 £ Cg-Cs-Cq 120,2
r (Ce-Cs) 1,382 £ C4-Cg-H 118,9
r (C4-H) 1,076 £ C4-Cg-Cs 120,3
r (C+-H) 1,076 @ C,-C4-N-H 42,7, 282,1 e 163,9
r (Cg-H) 1,076 @ C(0)-C;-C,-Cs 187,7
r (Cs-0) 1,334 ® C,-C;-C=0 109,8
r (Ce-O) 1,346 @ Cg-C5-C-Cy 111,3
r (O;-H) 0,945 ® C4-Cs5-O-H 183,5
r (O,-H) 0,942 @ C4-C4-O-H 7,6
r (N-H)° 1,011 E (hartrees) -701,474954
Z N-C4-C, 110,2 p (Debyes) 6,06
Z C4-C-0 111,7 Populagéo (%) 48,36
£ C-O-H 111,2

% comprimentos de ligacbes em angstroms (A), angulos de ligacdo e diedros em graus; ® valores
médios; © 1 Hartree = 627,5095 kcal mol*. Somente os pardmetros estruturais relevantes foram
apresentados.

Fonte: A autora.
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4.4.2 Estudo tedrico com solvatacao

Apoés os calculos de otimizacdo, foram realizados calculos de otimizacao
incluindo o efeito do solvente (no caso a agua) para os cinco conférmeros presentes
no equilibrio conformacional da L-dopa®. Os momentos de dipolo destas geometrias,
0S novos valores de populagdo, assim como os valores de populacdo em fase

isolada estao apresentados na Tabela 27.

Tabela 27- Momentos de dipolo e populacfes em fase isolada e em solugdo aquosa dos conférmeros
da L-dopa protonada, calculados com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Confoérmero Populagdo em Populagdo em
(ordem de estabilidade H fase isolada solucéo aquosa
em solug&o) (Debye) (%) (%)

1 (t") 8,43 48,36 29,23
2 (t@) 10,37 3,64 29,17
3 (™) 8,50 38,55 19,39
4 (t@) 10,26 1,74 16,75
5 (g+%¥) 9,71 7,71 5,46

Fonte: A autora.

Como pOde-se observar na Tabela acima, houve uma grande diferenca na
distribuicdo das populacdes em fase isolada e em solugcdo aquosa. Desta maneira,
pode ser dito que a solvatacdo teve uma forte influéncia sobre o equilibrio
conformacional da L-dopa’. Pode-se afirmar que os momentos de dipolo estiveram,
em parte, associados a esta mudanca, pois as estruturas 2 e 4, com 0S maiores
valores deste, apresentaram um aumento bastante significativo em relacdo a fase
isolada. A geometria 2 teve um favorecimento tdo grande que passou praticamente a
compartilhar a maior estabilidade do equilibrio conformacional em solucdo aquosa.
Por outro lado, a conformagdo majoritaria, que possui 0 menor momento de dipolo
(8,43 D), teve sua populagcéo diminuida com a mudanca de meio, mas permaneceu
como a mais estavel.

Outro fato importante foi que, novamente, assim como ocorreu com as
compostos anteriores, em solugdo aquosa as geometrias trans passaram a ser as
mais estaveis. Ja a Unica forma gauche tornou-se a menos estavel das envolvidas

no equilibrio conformacional da L-dopa®.
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Foram, entdo, construidas as proje¢cbes de Newman para as quatro

estruturas majoritarias trans, conforme mostrado na Figura a seguir.

H
H o~
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O @
H NHg*
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COOH
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~o0
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H NH* H NHg*
H/‘ H H/‘ H
COOH COOH

Conférmero 3
£(10)

Conférmero 4
e

Figura 42- Projecbes de Newman para os quatro conférmeros mais estaveis da L-dopa protonada, em
solucdo aquosa.
Fonte: A autora.

A semelhanca entre estes quatro conférmeros estd no posicionamento dos
grupos amonio e carboxila, além de que estdo em um arranjo trans entre 0s grupos
mais volumosos COOH e catecol.

Ja a diferenca entre estas geometrias € a posi¢cao dos grupos hidroxila do
anel aromético, apesar de todas apresentarem uma ligacdo de hidrogénio, como
explicado anteriormente.

Em relacdo as duas conformacbes mais estaveis, elas praticamente
apresentaram as mesmas energias (Tabela 26) e, consequentemente, as mesmas
populacdes. Ambas apresentaram em comum o fato de terem adotado um arranjo
onde os grupos NHs;" e catecol estdo em gauche, mas em lados opostos
(organizacéao distal). O favorecimento deste arranjo ocorreu, pois houve a diminui¢ao

da forca de interac&o entre os grupos NHs" e catecol neste meio aquoso (lembrando
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que em fase isolada as interagfes intramoleculares sdo superestimadas, pois ndo ha
nenhuma influéncia externa, somente existem as interac6es da prépria molécula).
Em solugcdo aquosa, estes grupos com grande (catecol) e pequena (NH3")
densidades eletrénicas sdo melhores solvatados pelas moléculas de agua com este
tipo de organizacdo de menor impedimento estérico. Portanto, houve mais uma vez,
em meio aquoso, um favorecimento da interacdo soluto-solvente.

Os dados estruturais, energias e momentos de dipolo destes conférmeros
estdo na Tabela 28 a seguir.
Tabela 28- Parametros estruturais®, energias calculadas (E) e momentos de dipolo (u) para os dois

conférmeros mais estaveis da L-dopa (forma protonada), otimizados em nivel de teoria
HF/6-311++G(d,p), em solucdo aquosa (25°C).

(continua)
Paréametros 1 2

r (C1-N) 1,488 1,488

r (C;-C(O)) 1,518 1,518
r (C=0) 1,188 1,188

r (C(0)-0) 1,301 1,302
r (O-H) 0,970 0,970

r (C1-Cy) 1,537 1,537
r (C»-Cs) 1,515 1,514
r (Cs-Cy) 1,395 1,395
r (C4-Cs) 1,378 1,378
r (Cs-Ce) 1,397 1,397
r (Ce-C7) 1,377 1,377
r (C+-Cg) 1,392 1,391
r (Cg-Cs) 1,383 1,383
r (C4-H) 1,080 1,081

r (C+-H) 1,079 1,078

r (Cg-H) 1,079 1,079

r (Cs-O) 1,349 1,349

r (Ce-O) 1,350 1,349

r (O;-H) 0,954 0,959

r (O,-H) 0,959 0,953

r (N-H)° 1,017 1,017
Z N-C4-C, 111,3 1111
/£ C4-C-0 111,6 111,6
/£ C-O-H 111,0 111,0
/ C4-C,-Cy 113,7 113,5

£ Cy-Cs-Cy 120,3 120,3
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(concluséo)

Pardmetros 1 2
ZC3-C4-H 120,9 120,6
£ C3-Cy-Cs 121,0 120,9
/£ C4Cs-0 118,7 123,6

/Cs-O-H 112,4 112,3
/. 0-C5-Cgq 121,6 116,4
/ Cs-Cs-C7 119,6 119,3
Z/Cg-O-H 112,1 112.3
Z0-Cg-Cy 124,0 119,1
/ CgCs-H 119,3 118,9
/ Cg-C7-Cg 120,4 120,5
/ C4-Cg-H 119,2 119,2
/ C4-Cg-Cy 120,4 120,5
@ C,-C;-N-H 61,9; 301,0 e 181,2 62,9; 302,0 e 182,2
® C(0)-C;-C,-Cs 180,0 180,2
@ C,-C,-C=0 115,3 115,4
® Cg-C4-C,-Cy 113,2 111,0

@ C4-Cs-0O-H 184,3 0,3

@ C;-C4-O-H 5,3 176,5

E (hartrees) -701,830747 -701,830745

E,el (kcal mol™) 0,00 0,01
J (Debyes) 8,43 10,37
Populacéo (%) 29,23 29,17

% comprimentos de ligagcbes em angstroms (A), angulos de ligacdo e diedros em graus; ® valores
médios; ¢ 1 Hartree = 627,5095 kcal mol™. Somente os parametros estruturais relevantes foram
apresentados.

Fonte: A autora.

Também realizamos célculos de otimizagdo com rotina de solvatacdo em
DMSO e metanol para a L-dopa’, a fim de compararmos os resultados experimentais
com os teoricos. As populacdes de cada confébrmero nestes solventes estao
demonstradas a seguir, juntamente com os valores ja demonstrados em agua, na

gual o composto também é sollvel.
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Tabela 29- Populacbes dos conférmeros da L-dopa protonada, em solucao aquosa (€=78,3), DMSO
(€=46,7) e metanol (¢€=32,6), calculadas com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Confoérmero

(ordem de estabilidade Populacdo em Populacdo em Populacdo em

em solugéo) agua (%) DMSO (%) metanol (%)
1 29,23 33,22 40,07
2 29,17 20,97 19,94
3 19,39 22,47 29,21
4 16,75 14,22 14,61
5 5,46 2,37 2.90

Fonte: A autora.

Analisando estas populacbes, pode-se dizer que com a mudanca de
solvente houveram variagées nas populagdes dos rotameros. Contudo ndo houve
variagdes significativas na ordem de estabilidade, apenas uma inversdo dos
conformeros 2 e 3 em relagio ao meio aquoso. Os conférmeros trans
permaneceram como 0S mais estaveis. Enfatizamos a discussao para a solvatacao
em agua, pois a mesma € o principal componente do sangue, visto que a molécula

em estudo apresenta atividade bioldgica.

4.4.3 Experimento de RMN
4.4.3.1 Andlise do efeito do solvente

Com o objetivo de avaliar o comportamento conformacional da L-dopa
protonada, espectros de RMN de *H em metanol (Anexo G) e 4gua (Anexo H) foram
obtidos e as respectivas constantes de acoplamento determinadas. Por ser a forma
protonada da L-dopa, apresentou melhor solubilidade do que a forma neutra,
principalmente em metanol, comprovando, também, que sua conversdo (secao
3.2.3) deu certo, visto que ndo haviam produtos secundarios.

A Figura 43 mostra o acoplamento ((Juan, 3JupH) que ocorre entre 0s
hidrogénios analisados (Ha, Hy, € H) através de trés ligacdes o; as 3Juy envolvem

dois angulos diedros ®; e ® .
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Onde: CDJ_: Ha, C]_, Cz, H
(Dzi Hp, C1, Co, H

HO

HO

Figura 43- Acoplamento entre os hidrogénios H,, H, e H da L-dopa protonada.
Fonte: A autora.

A Tabela 30 mostra os valores dos angulos diedros ®; e ®, dos conférmeros
envolvidos no equilibrio conformacional da L-dopa protonada, calculados através do
Programa Gaussian 03 (FRISCH et al., 2004).

Tabela 30- Valores dos angulos diedros® ®; e ® , dos conformeros® envolvidos no equilibrio
conformacional da L-dopa protonada, em solugéo aquosa, calculados com nivel de teoria
HF/6-311++g(d,p).

Conférmero Angulo diedro ®, Angulo diedro @,

1 -57,9 -173,4
2 -59,1 -174,3
3 -58,8 -174,2
4 -56,6 -171,7
5 -66,5 47,9

% valores dos angulos diedros em graus; ® ordem de estabilidade em solucao aquosa.
Fonte: A autora.

Na Figura 44 sdo mostradas as expansoOes referentes aos acoplamentos
3Jhanp © Jnanb €m CD3OD e D,0. Este experimento também foi realizado em DMSO,
mas 0s sinais referentes a estas expansdes nao ficaram muito bem resolvidos.
Desta maneira, preferimos apenas mostrar 0s sinais nos outros dois solventes. As
multiplicidades destes sinais (dubleto de dubletos, dd) comprovam a existéncia
destas interagfes. Os hidrogénios do grupo CH, séo diastereotopicos apresentando
deslocamentos quimicos diferentes, e acoplam entre si, sendo cada sinal

correspondente a um hidrogénio.
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T T T T T T T T v v T v v v
3.25 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 295 330 3.25 3.20 3.15 3.10 3.05

(@) (b)

Figura 44- Expansfes dos acoplamentos e € 2oy da L-dopa protonada em (a) CDsOD e (c) D,O.
Fonte: A autora.

Os valores de deslocamentos quimicos e das constantes de acoplamento
analisadas da L-dopa’ obtidas através da RMN de *H em diferentes solventes est&o

demonstrados na Tabela 31.

Tabela 31- Deslocamentos quimicos (ppm) e constantes de acoplamento (Hz) experimentais para a
L-dopa protonada em diferentes solventes.

Solvente € S H, 3 Hp 3 1aH %I ibH
CD;0D 32,6 3,17 3,03 5,25 7,58
D,O 78,3 3,23 3,11 5,64 7,51

Fonte: A autora.

Dentre as constantes de acoplamento analisadas, ambas exibiram uma
discreta variagdo com o0 meio, ao contrario da L-dopa neutra, que apresentou
maiores variacoes. Frente a estes dados, optou-se por experimentos de RMN a

baixa temperatura para uma avaliacdo experimental mais rigorosa da L-dopa’.

4.4.3.2 Analise do efeito da temperatura

Novamente, o solvente utilizado foi o metanol, devido a solubilidade do
composto neste e ao seu baixo ponto de fuséo.
As expansdes dos acoplamentos 3Ju.y e *Jupn da L-dopa’ nas diferentes

temperaturas encontram-se demonstradas na Figura 45.
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3.25 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 3.25 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 2.95
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(@) (b)
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3.25 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 2.90 2.85

(c) (d)

AN

T T
325 320 315 310 3.05 3.00 295 290 285 (PPM)

(e)
Figura 45 — Expans0es referentes aos acoplamentos 3 Jhian € 2Jupy da L-dopa protonada em metanol a

(a) 25°C, (b) 0°C, (c) -20°C, (d) -40°C e (e) -60°C.
Fonte: A autora.

A Tabela 32 mostra os acoplamentos analisados e os deslocamentos

guimicos dos hidrogénios a e b obtidos a temperaturas variaveis em metanol.
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Tabela 32- Dependéncia dos acoplamentos 3Jhan € 2Juon (Hz) e dos deslocamentos quimicos (ppm)
com a temperatura para a L-dopa em metanol.

Temperatura (°C) 8 Ha S Hp 3JHaH 2 JbH
25 3,17 3,03 5,25 7,58

0 3,17 3,00 5,00 7,74

-20 3,16 2,98 4,76 7,88

-40 3,16 2,96 4,49 8,04

-60 - 2,93 - 8,05

Fonte: A autora.

De acordo com os dados obtidos na Tabela 32, houve uma variacdo das
constantes 3Juan € 3Jun com a diminuicdo da temperatura. Variacdo mais
significativa do que as observadas para a dopamina protonada e L-dopa neutra com
a mudanca de temperatura. Entretanto, da mesma maneira como aconteceu com
estes dois compostos, ndo € possivel determinar a tendéncia do equilibrio com as
variagbes vistas nos experimentos com RMN, pois os conférmeros majoritarios
apresentam angulos diedros muito préximos. Entretanto o que se pode afirmar e que
concorda com os dados teoricos em solucdo é que em todos 0s casos 0s valores de

3Jun sdo referentes a arranjos trans, e ndo gauche como visto em fase isolada.
4.5 L-DOPAQUINONA (FORMA NEUTRA)

O interesse nesta molécula deve-se ao fato da mesma estar envolvida na
rota sintética da melanina, uma importante substancia que confere pigmentacdo a
pele, aos olhos e ao cabelo, entre outras fungdes.

4 5.1 Estudo tedrico em fase isolada

Para a analise conformacional da L-dopaquinona, os seguintes angulos

diedros foram girados:
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Figura 46- Angulos diedros que determinaram os isdmeros da L-dopaquinona. Os angulos ®;, ®,, ®;
e O, diferenciam conférmeros trans (t) e gauche (g) (em relagdo aos grupos mais
volumosos: o do anel diénico com duas carbonilas e do carboxilico).

Fonte: A autora.

ApoOs a localizacdo dos minimos de energia obtidos a partir dos calculos de
scans e, também, da realizacdo dos célculos de otimizacdo e frequéncia, foram
obtidas doze estruturas envolvidas no equilibrio conformacional da L-dopaquinona.
Suas energias, energias relativas e populacdes estdo demonstradas na Tabela

abaixo.

Tabela 33- Energias, energias relativas e populacdes para os conférmeros da L-dopaquinona, em
fase isolada, calculadas com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Conférmero Energia (Hartrees) AE,¢ (kcal.mol™) Populagéo (%)
1(t) -699,938650 0,00 36,64
2 (1) -699,938020 0,39 18,79
3(g) -699,937709 0,59 13,52
4 (g) -699,937319 0,98 6,99
5(q) -699,936658 1,25 4,44
6 (t) -699,936529 1,33 3,87
7 (9) -699,936519 1,34 3,83
8 (1) -699,936481 1,36 3,68
9 () -699,936206 1,53 2,75
10 (t) -699,936190 1,54 2,70
11 (9) -699,935583 1,93 1,42
12 (g) -699,935555 1,94 1,37

Fonte: A autora.
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Observando os valores das populacdes destes doze conférmeros, notou-se
que O majoritario apresentou quase o0 dobro de predominédncia no equilibrio
conformacional do que o segundo. Analisaremos entdo, a explicacdo para tal
fendbmeno, com a representacdo espacial e a projecdo de Newman desta geometria

apresentadas na Figura 47.

1

Atomos c O H O o @ N @

Figura 47- Representacao espacial e respectiva projecdo de Newman do conférmero mais estavel da
L-dopaquinona, em fase isolada.
Fonte: A autora.

h

Pode-se notar na projecdo de Newman desta geometria que ela esta
posicionada de modo que os trés grupos volumosos estdo 0s mais distantes
possiveis. Além disso, a mesma € considerada uma conformacéao trans, em relacao
aos grupos carboxila e o anel diénico com as carbonilas. Observou-se que uma das
carbonilas ficou posicionada em face oposta ao grupo amino, 0 grupo mais
volumoso proximo a ela. Esta distribuicdo espacial faz com que o conférmero
apresente um pequeno impedimento estérico.

Na representacao tridimensional do conférmero, outro fator importante esta
relacionado a possivel ligacdo de hidrogénio intramolecular presente no mesmo,
entre um dos hidrogénios do grupo amino e o oxigénio carbonilico da carboxila,
sendo a distancia de 2,489 A (a menor distancia entre todas as conformacées). Este
valor confirmou a existéncia desta ligagdo intramolecular, relembrando que a
distancia maxima para que ocorra uma ligagdo de hidrogénio intramolecular é de 3,0
A (ROZAS, 2007; WONG; BERNACKI; JACOBSON, 2005), como ja discutido
anteriormente. Todos estes fatores juntos sO encontram-se presentes nesta

conformacao, o que explicou sua maior estabilidade frente as demais.
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Célculos de NBO foram realizados, mas nao influenciaram no resultado da
estabilidade conformacional.
Uma tabela com os parametros estruturais mais relevantes, assim como

energia e momento de dipolo desta geometria esta mostrada a seguir.

Tabela 34- Parametros estruturais®, energia calculada (E) e momento de dipolo (u) para o conférmero
mais estavel da L-dopaquinona (forma neutra), otimizado em nivel de teoria HF/6-
311++G(d,p), em fase isolada (25°C).

Parametros Valores Parametros Valores

r (C1-N) 1,444 Z C-O-H 109,3

r (C1-C(0)) 1,524 /£ C1-Cp-Cs 113,1
r (C=0) 1,183 / Cy-C3=C, 120,9

r (C(0)-0O) 1,326 / C5=Cy4-H 122,3
r (O-H) 0,947 /C4=C4-Cs 1218 . C
r (C1-Cy) 1,544 /£ C4-Cs=0 1227 O <\3 - 1 C\OH
r (C,-Cs) 1,511 /0=Cs-Cg 120,1

r (Cs=Ca) 1331 | /Cs-CeCy 1165 075 " NH,
r (C4-Cs) 1,478 Z0=C4-C, 123,2
r (Cs-Ce) 1,548 /Cg-Cys-H 116,8
r (Ce-C7) 1,478 / Cg-C7=Cg 120,9

r (C;=Cs) 1,326 / C4=Cg-H 120,0
r (Cg-Cs) 1,485 / C;=Cg-C3 123,1
r (C4-H) 1,075 @ C,-C4-N-H 280,1e161,5
r (C+-H) 1,075 ® C(0)-C;-C,-Cs 167,2
r (Cg-H) 1,073 ® C,-C,-C=0 106,4
r (Cs=0) 1,183 ® Cg-C4-C,-C, 79,4
r (Cs=0) 1,183 E (hartrees) -699,938650
r (N-H)" 1,000 u (Debyes) 6,48

Z N-C;-C, 111,2 Populacéo (%) 36,64

£ C4-C-O 112,3

% comprimentos de ligagcbes em angstroms (A), angulos de ligacéo e diedros em graus; ® valores
médios; ¢ 1 Hartree = 627,5095 kcal mol™. Somente os pardmetros estruturais relevantes foram
apresentados.

Fonte: A autora.
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4.5.2 Estudo tedrico com solvatacao

As doze estruturas envolvidas no equilibrio conformacional da L-
dopaquinona foram submetidas a calculos de solvatacdo, em meio aquoso, do
mesmo modo como realizado para 0s outros compostos em estudo.

Os valores de energia encontrados com estes calculos, assim como as
energias relativas e as populacdes dos conférmeros estdo apresentados na Tabela
35.

Tabela 35- Energias, energias relativas e populagcfes para os conférmeros da L-dopaquinona, em
solucdo aquosa, calculadas com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Conférmero Conférmero
(ordem de (ordem de Energia AE ¢ Populagéo

estabilidade estabilidade em (Hartrees) (kcal.mol™) (%)

em solucgao) fase isolada)
1(t) 2 -700,168371 0,00 46,52
2 (1) 1 -700,167496 0,55 18,41
3(9) 4 -700,166985 0,87 10,71
4 (9) 5 -700,166735 1,03 8,22
5 (t) 6 -700,166175 1,38 4,54
6 (t) 10 -700,165956 1,51 3,60
7 (9) 3 -700,165645 1,71 2,59
8 (1) 8 -700,165350 1,90 1,89
9 (g) 7 -700,165082 2,06 1,43
10 (9) 11 -700,164870 2,20 1,14
11 (g) 9 -700,164167 2,64 0,54
12 (g) 12 -700,163900 2,81 0,41

Fonte: A autora.

Nota-se que houve uma inversdo na ordem de estabilidade entre os dois
conférmeros mais estaveis, em relacao a fase isolada. O majoritario em fase isolada
passou a ser o segundo mais estavel em solucdo aquosa, tendo sua populagéo
diminuida pela metade com esta mudanca (de 36,64% para 18,41%). Por outro lado,
0 majoritario agora em solucéo era o segundo em fase isolada, e teve um aumento
bem significativo na sua populacdo (de 18,79% para 46,52%). Os demais rotameros

apresentaram populagbes menos significativas, entdo ndo serdo levados em
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consideracdo na seguinte discussdo. A adicdo de um solvente nos célculos afetou o
equilibrio conformacional da L-dopaquinona, como ja observado em todos os casos
anteriores.

Para facilitar a discussdo daremos enfoque para estas duas geometrias, as
quais estao representadas espacialmente e por meio de suas projecdes de Newman
na Figura 48.

43 L8
.sJ\/‘:J\H J J
‘ d

J
J H
NH, NH,
H—
H
COOH COOH
Conférmero 1 Conférmero 2

Figura 48- Representacdes espaciais e projecbes de Newman para os dois conférmeros mais
estaveis da L-dopaquinona, em solugéo aquosa.
Fonte: A autora.

Como pode ser visualizado na Figura acima ambos os conférmeros diferem
apenas no posicionamento das carbonilas do anel em relacdo ao restante da
molécula. Na geometria 1, o grupo amino localiza-se mais préximo a uma das
carbonilas, enquanto que na 2, este mesmo grupo esta o mais distante possivel
desta mesma carbonila, ou seja, menos impedido estericamente. Igualmente como
ocorreu com o majoritario em fase isolada, este conformero 1 apresenta um arranjo
trans, relacionando os grupos mais volumosos (carboxilico e anel diénico). Apesar
disso, pode-se dizer que o fator estérico ndo apresentou influéncia significativa na
maior estabilidade da 1 em relacdo a estrutura 2 envolvidas no equilibrio
conformacional da L-dopaquinona em solugao aquosa.

Ambos os conférmeros também apresentaram a mesma ligacdo de
hidrogénio intramolecular: entre um dos hidrogénios do grupo NH, com o oxigénio
carbonilico da carboxila. As distancias entre os atomos envolvidos nesta interacéo
(Tabela 36) também n&o determinaram a maior estabilidade neste caso, pois mesmo
sendo pequenas as diferencas entre ambos, a conformacéo 2 € a que apresenta as

menores distancias. JA em relacdo as demais conformacfes, 1 esta entre as que
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apresentam as menores distancias. Estdo demonstradas na Tabela abaixo as
distancias para os quatro conférmeros mais estaveis, visto que os demais tém
populacdes muito pequenas e alguns destes ndo apresentam tal interacdo, como por

exemplo o conférmero 4.

Tabela 36- Distancias interatdmicas (em Angstron — A) entre os atomos envolvidos na ligacdo de
hidrogénio intramolecular, calculadas com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

Confbrmero N-H --- O=C-COOH

1 2,625
2 2,489
3 2,608
4 3,446

Fonte: A autora.

Uma explicagdo encontrada para relacionar a maior estabilidade da
geometria 1 foi por meio da andlise dos momentos de dipolos das geometrias. O
conférmero 1 tem um momento de dipolo de 10,46 D (entre os maiores p), enquanto
que o conférmero 2 é 9,17 D. Quando se passou da fase isolada (apolar) para o
meio aquoso (polar) houve o favorecimento da estrutura 1, que € a mais polar. Como
as duas geometrias apresentam estruturas com grande semelhanca entre si, nem
parametros estruturais nem a ligacdo de hidrogénio intramolecular influenciaram na
inversao de estabilidade entre estas duas geometrias. O momento de dipolo foi a
Unica explicacdo coerente encontrada para tal acontecimento.

Na Tabela 37 estdo demonstrados os parametros estruturais, energia e
momento de dipolo para a geometria majoritaria da L-dopaquinona, em solucao

aguosa.
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Tabela 37- Parametros estruturais®, energia calculada (E) e momento de dipolo (u) para o conférmero
mais estavel da L-dopaquinona (forma neutra), otimizado em nivel de teoria HF/6-
311G(d,p), em solucdo aquosa (25°C).

Parametros Valores Parametros Valores
r (C:-N) 1,441 /C-O-H 110,7
r (C;-C(0)) 1,526 / C1-C,-C4 113,3
r (C=0) 1,191 £ CyCqy=C,4 122,0
r (C(0)-0) 1,314 /C3=Cy4-H 122,2
r (O-H) 0,966 /£ C3=C4-Cs 121,0
r (C,-Cy) 1,543 / C4-C5=0 123,5
r (C,-Cs) 1,506 /. 0=Cs5-Cq 118,8
r (C5=C.) 1,331 Z/ Cs-Ce-C5 117,0
r (C4-Cs) 1,466 /0=Cg-C; 123,6
r (Cs-Cg) 1,551 /Cg-Cys-H 117,5
r (Ce-C7) 1,471 / Cg-C7=Cq 120,1
r (C,=Cs) 1,327 / C;=Cg-H 119,4
r (Cg-Cs) 1,486 / C;=Cg-C3 123,4
r (C4-H) 1,078 @ C,-C4-N-H 296,4e177,3
r (Co-H) 1,078 ® C(0)-C;-C,-Cs 172,1
r (Cg-H) 1,079 ® C,-C,-C=0 110,5
r (Cs=0) 1,191 ® C4-C3-C,-C, 2954
r (Ce=0) 1,189 E (hartrees) -700,168371
r (N-H)° 1,005 u (Debyes) 10,46
Z N-C;-C, 110,9 Populacéo (%) 46,52
Z C4-C-0 112,1

% comprimentos de ligagcbes em angstroms (A), angulos de ligacéo e diedros em graus; ® valores
médios; © 1 Hartree = 627,5095 kcal mol’. Somente os parametros estruturais relevantes sao
apresentados.

Fonte: A autora.

46 L-DOPAQUINONA (FORMA PROTONADA)

4.6.1 Estudo tedrico em fase isolada e em solucédo aquosa

Nesta secdo foram discutidos juntamente os equilibrios conformacionais da
L-dopaquinona protonada (L-dopaquinona®) em fase isolada e em solugéo aquosa.

No decorrer do texto foi justificada esta maneira de apresentar os dados.
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Para a andlise conformacional da L-dopaquinona®, foram considerados os
mesmos quatro angulos diedros girados na forma neutra, conforme pode ser

visualizado na Figura 49.

Figura 49- Angulos diedros que determinaram os isdmeros da L-dopaquinona protonada. Os angulos
®,, O,, O3 e O, diferenciam conférmeros trans (t) e gauche (g) (em relagdo aos grupos
mais volumosos: o do anel diénico com duas carbonilas e o carboxilico).

Fonte: A autora.

ApOs a realizacdo dos calculos de otimizagdo e frequéncia, foram obtidos
trés conformeros envolvidos no equilibrio conformacional da L-dopaquinona®, em
fase isolada. Estas trés conformacfes foram submetidas a calculos de solvatacéao,
em meio aquoso, a fim de também avaliar o efeito do solvente no equilibrio
conformacional da molécula. As populacdes de cada geometria nestes diferentes

meios estdo demonstradas na Tabela abaixo.

Tabela 38- PopulagBes para os conférmeros da L-dopaquinona protonada, em fase isolada e em
solugdo aquosa, calculadas com nivel de teoria HF/6-311++g(d,p).

onormero  Poplacie e Populacio an sclucio
1 (1) 83,45 88,97
2 (1) 8,95 7,16
3(9) 7,60 3,87

Fonte: A autora.

A partir dos dados desta Tabela, p6de-se observar que, com a mudanca de
meio, as populagcbes das trés geometrias apresentaram apenas pequenas

alteracbes, concluindo-se que o equilibrio conformacional da L-dopaquinona® n&o
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sofreu alteracdo com a modificacdo do meio. Foi por este motivo que discutimos de
uma so vez a maior estabilidade da conformacdo 1 em ambos os meios.

A geometria majoritaria representou uma estabilidade muito mais
significativa em relacdo as outras duas que também participam do equilibrio
conformacional da L-dopaquinona®. Isto pdde ser verificado na Tabela 38.
Analisaremos, entdo, a representacdo espacial e a projecdo de Newman desta

geometria, apresentadas na Figura 50.

2,260 A

NHg*

H

COOH

Atomos c O H O o@® N @

Figura 50- Representacéo espacial e respectiva projecdo de Newman do conférmero mais estavel da
L-dopaquinona protonada, em fase isolada e em solug&o aquosa.
Fonte: A autora.

De acordo com a representacdo de Newman, nota-se que este conférmero
estd disposto de um modo trans, considerando 0s grupos mais volumosos
(carboxilico e anel diénico). Além disso, 0 mesmo tem seus grupos mais volumosos
posicionados 0s mais distantes possiveis uns dos outros, o que diminui o
impedimento estérico desta conformacdo. No entanto, o grupo amoénio encontra-se
posicionado para 0 mesmo lado de uma das carbonilas. Este mesmo
comportamento foi notado também na conformacdo mais estavel do equilibrio
conformacional da L-dopaquinona neutra (Figura 48), em solucdo aquosa. As
geometrias majoritarias em solucdo da L-dopaquinona, tanto na forma neutra como
na protonada, apresentam uma grande semelhanca estrutural, sendo praticamente
iguais, mesmo uma apresentando o grupamento NH; e a outra 0 NH3",

A geometria 3 apresenta um arranjo gauche, onde os trés grupos volumosos
encontram-se direcionados para o0 mesmo lado no espago. Devido a isto, a mesma
possui um grande impedimento estérico, 0 que lhe causa uma menor estabilidade

em relacdo as demais.
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Analisando entdo as representacdes espaciais dos conférmeros 1 e 2
(Figura 51), ambos apresentaram uma ligacdo de hidrogénio intramolecular, entre
um dos hidrogénios do grupo NH3* com o oxigénio carbonilico da carboxila. Porém,
0 que diferencia a estabilidade dos mesmos pode estar relacionado ao fato de que
no 1 a distancia entre os atomos envolvidos nesta interagdo citada € menor (2,260
A) do que em 2 (2,282 A).

J‘J“ 2,282 A

& ‘o®
1‘}? e

‘ ‘/
9 Jd
(b)
Figura 51- Representacdes espaciais dos conférmeros (a) 1 e (b) 2 da L-dopaquinona protonada.
Fonte: A autora.

Deste modo, o menor impedimento estérico aliado a menor distancia entre
0os atomos envolvidos na ligacdo de hidrogénio intramolecular sdo os fatores que
regem a maior estabilidade do equilibrio conformacional da L-dopaquinona®, tanto
em fase isolada como em solu¢éo aquosa.

Uma analise mais minuciosa sobre interacdes estabilizadoras foi realizada a
partir de célculos dos orbitais naturais de ligacdo (NBO), mas 0s mesmos também
nao forneceram dados importantes a respeito dos efeitos eletronicos envolvidos
neste sistema. Os valores de energias destas interagcbes entre os conférmeros
apresentaram-se muito proximos, nao contribuindo na analise do equlibrio.

Uma tabela com os parametros estruturais mais relevantes, assim como

energia e momento de dipolo desta geometria esta mostrada a seguir.
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Tabela 39- Parametros estruturais®, energia calculada (E) e momento de dipolo (u) para o conférmero
mais estavel da L-dopaquinona (forma protonada), otimizado em nivel de teoria HF/6-
311G(d,p), em fase isolada (25°C).

Parametros Valores Parametros Valores
r (C,-N) 1,503 < C-O-H 111,5
r (C;-C(0)) 1,523 £C4-Cp-Cq 112,3
r (C=0) 1,180 2C,-C3=C, 121,3
r (C(0)-0) 1,302 £C3=C4-H 122,9
r (O-H) 0,951 £C3=C4-Cs 121,3
r (C1-Cy) 1,541 £C4-Cs=0 121,9
r (C,-Cs) 1,512 20=C;5-Cq 121,1
r (Cs=Cy) 1,331 2£C5-Ce-C, 116,7
r (C4-Cs) 1,488 20=C4-C, 122,8
r (Cs-Cg) 1,545 £Cg-Co-H 116,6
r (Ce-C7) 1,487 £Cg-C7=Cq 121,0
r (C,=Cg) 1,326 2 C,=Cg-H 119,7
r (Cg-Cs) 1,483 £C,=Cq-C; 122,7
r (C4-H) 1,077 @ C,-C4-N-H 163,9; 281,5e 42,7
r (C,-H) 1,075 ® C(0)-C;-C,-Cs 178,9
r (Cg-H) 1,077 ® C,-C,-C=0 110,3
r (Cs=0) 1,178 ® C4-C3-C,-C, 286,3
r (Ce=0) 1,177 E (hartrees) -700,273246
r (N-H)° 1,011 u (Debyes) 11,79
N-C;-C, 110,5 Populagéo (%) 83,45
< C4-C-O 111,5

% comprimentos de ligagcbes em angstroms (A), angulos de ligacéo e diedros em graus; ® valores
médios; ¢ 1 Hartree = 627,5095 kcal mol™. Somente os parametros estruturais relevantes foram
apresentados.

Fonte: A autora.

4.7 MAPAS DE POTENCIAL ELETROSTATICOS

Apés a determinacdo dos conférmeros envolvidos no equilibrio
conformacional das seis moléculas em estudo, foram realizados célculos para

determinacdo dos mapas de potencial eletrostatico (MPES), os quais nos dao uma



123

melhor compreenséo sobre a estabilidade dos conférmeros. Esta € outra ferramenta
empregada no estudo conformacional, pois demonstram quais as regides de maior
(vermelho) e menor (azul escuro) densidade eletrbnica na molécula, além de
caracterizarem repulsdes eletrbnicas e, também, ligacbes de hidrogénio
intramoleculares.

Na Figura 52 estdo apresentados somente os MPEs para os rotameros mais

estaveis do equilibrio de cada molécula, em fase isolada e em solucdo aquosa.

0,075 0,033 -0,009 -0,051 -0,093
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0,080 0,038 -0,005 -0,047 -0,090 0,089 0,045 0,001 -0,043 -0,087

0,005

0,068

0,131
0,194
0,257

(f)

(9)

0,075 0,034 -0,008 -0,049 -0,091 0,089 0,043 -0,004 -0,051 -0,097
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Figura 52- Mapas de potencial eletrostatico e respectivas representacdes espaciais do conférmero
mais estavel envolvido no equilibrio conformacional da: (a) dopamina em fase isolada e (b)
em solucdo aquosa; (c) dopamina protonada em fase isolada e em solugdo aquosa; (d) L-
dopa em fase isolada e (e) em solucdo aquosa; (f) L-dopa protonada em fase isolada e em
solucdo aquosa; (g) L-dopaquinona em fase isolada e (h) em solu¢cdo aquosa; (i) L-
dopaquinona protonada em fase isolada e em solucdo aquosa. Faixa de cores em
kcal/mol.

Fonte: A autora.

Através da analise dos MPEs destes conférmeros, observou-se que houve,
de maneira geral, uma semelhanca na distribuicho das cargas. Para as
conformacdes dos compostos que apresentam o grupo catecol (dopamina e L-dopa
neutra e protonada) (a-f), uma das regides com maior densidade eletronica esta
associada com os dois atomos de oxigénio do grupo catecol, mas principalmente, ao
atomo de oxigénio que ndo estava envolvido na ligagdo de hidrogénio
intramolecular. O fato de o oxigénio apresentar uma coloracdo vermelha mais clara
caracteriza a doacao eletrbnica, fator que comprova novamente a existéncia de tal
ligacéo.

Principalmente no caso da dopamina neutra (a-b), outra regido de
concentracdo de carga eletrbnica esta associada com o par de elétrons isolados do
nitrogénio. Na L-dopa neutra (d-e), o nitrogénio apresenta sua densidade eletronica
menor do que o esperado, pois estd envolvido em uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular, o que confirma esta interacao.

Em ambas as formas da L-dopaquinona (g-i), as regides que apresentaram
maior densidade eletrbnica ficaram principalmente ao redor das duas carbonilas do

anel de seis membros. Como o oxigénio da carbonila da carboxila esta envolvido
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como doador de uma ligagao de hidrogénio intramolecular, ele apresenta uma menor
densidade eletronica do que seria esperado se ndo participasse desta interagao.
Assim, através da andlise dos MPEs, novamente confirma-se a presenca
estabilizadora de duas ligacGes de hidrogénio na L-dopaquinona.

Estas regides de alta densidade eletrénica devem-se ao fato destes a&tomos
serem bastante eletronegativos e apresentarem pares de elétrons isolados, e séo
compensadas por regifes deficientes em carga eletrbnica que ficam em suas
vizinhancas. Uma destas regifes deficientes corresponde aos dois (ou trés, para as
formas protonadas) atomos de hidrogénio ligados ao nitrogénio. Outra regido de
menor densidade eletrdnica esta relacionada ao &tomo de hidrogénio hidroxilico que
nao esta envolvido na ligacdo de hidrogénio entre os dois grupos hidroxila do grupo
catecol (a-f).

Desta maneira, além de mostrar a densidade eletrdnica da molécula, estes
MPEs podem, também, comprovar a existéncia da ligacdo de hidrogénio devido a
juncao das nuvens eletrénicas dos atomos envolvidos e a mudanca da densidade
eletrbnica. Observou-se que, como em todos os conférmeros existe pelo menos uma
ligagéo de hidrogénio intramolecular, as nuvens eletronicas estdo mais unidas entre
os atomos envolvidos na ligacdo do que as entre os demais atomos da molécula.

As regides que apresentaram maior densidade eletronica descrevem locais
na molécula que séo passiveis de interagir com areas positivas de outra molécula
(exemplo: receptor, no caso de sistemas bioldgicos), caracterizando o que a
literatura descreve como complementaridade eletrénica.

Por exemplo, para a dopamina as regides que apresentaram uma maior
densidade eletrbnica possivelmente serdo as quais se ligardo com o sitio ativo dos
receptores, sendo este estudo de grande importancia, por exemplo, para um melhor
entendimento da fisiopatologia de diversas doencas relacionadas a este
neurotransmissor, como esquizofrenia, Parkinson, Huntington, depresséo, entre
outras (RODRIGUEZ et al., 2003). S&o0 estas regides, que nos MPEs estdo com uma
coloragdo vermelha, que provavelmente ligam-se ao sitio ativo da enzima no

processo de melanogénese, para a L-dopa e L-dopaquinona.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho realizou-se o estudo do isomerismo conformacional, das
formas neutras e protonadas da dopamina (neurotransmissor), L-dopa (aminoacido)
e L-dopaquinona (precursora da melanina). Para tanto, utilizou-se calculos tedéricos
e, para trés destes compostos, juntamente as espectroscopias de RMN de 'H e de
Infravermelho. Nos casos que também foram estudados experimentalmente, os
dados tedricos mostraram-se satisfatorios quando comparados aos dados
experimentais, o que nos leva a concluir que este nivel te6rico é confiavel para
descrever moléculas com uma grande quantidade de conférmeros envolvidos em
seus equilibrios.

Com o emprego de célculos tedricos obtiveram-se as geometrias envolvidas
no equilibrio conformacional da dopamina, L-dopa e L-dopaquinona, em suas formas
neutras e protonadas. Para todos os compostos, foram realizados estudos em fase
isolada e em solucdo aquosa, a fim de verificar como o equilibrio se comportava com

esta mudanca de meio. Para a dopamina neutra, tanto em fase isolada como em

solucdo aquosa, este equilibrio foi composto por geometrias com energias muito
proximas, devido ao alto grau de flexibilidade conformacional desta molécula. Como
neste caso foram verificadas dezesseis conformacdes representando seu equilibrio,
nao houve favorecimento de uma geometria nem em fase isolada nem em solucéo
aguosa, mas sim conférmeros com populacées proximas. Entretanto, a principal
tendéncia observada foi que ao se passar da fase isolada para solugdo houve uma
estabilizacdo das formas trans, que ndo eram as mais estaveis em fase isolada. Este
favorecimento das formas trans deu-se, pois com este tipo de arranjo trans (menor
impedimento estérico) a molécula é melhor solvatada pelas moléculas de agua.

A dopamina protonada apresentou quatro pares de imagens especulares

em seu equilibrio, todas nas formas gauche. Este comportamento pode ser
explicado em termos da atracdo Couldbmbica entre o grupo aménio positivamente
carregado e o grupo catecolico negativamente carregado. Em fase isolada, a maior
estabilidade foi relacionada com as distancias entre o atomo de hidrogénio de uma
hidroxila e o oxigénio da outra, envolvidos em uma ligagdo de hidrogénio
intramolecular. Estes valores revelaram que, com o0 aumento da distancia, ocorreu
um aumento na energia relativa da molécula. J& em solucdo aquosa, as populacdes

de todos os conférmeros tornaram-se muito proximas. Houve um aumento
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significante nas populagdes dos pares 2 e 4 (Figura 28) em relacdo a fase isolada,
pelo fato de que tais pares apresentaram os maiores momentos de dipolo. No
entanto, os dois pares mais estaveis, 1 e 2 (Figura 28), apresentaram um arranjo
gauche distal, em relacdo aos grupos amonio e catecol. Este tipo de organizagao
corresponde a um menor impedimento estérico possivel, e sua maior estabilidade é
resultado do favorecimento da interacdo soluto-solvente. Através da RMN de *H, ndo
foi possivel relacionar o efeito do solvente nem da temperatura com possiveis
mudancas nas populacdes dos conférmeros.

Para a L-dopa neutra, em fase isolada, o conférmero majoritario (Figura 32)

apresentou uma populacdo de 33,73%, e apesar de apresentar um grande
impedimento estérico (forma gauche), sua maior estabilidade deve-se ao fato do
mesmo apresentar a menor distancia entre o hidrogénio da carboxila e o atomo de
nitrogénio, envolvidos em umas das duas ligagdes de hidrogénio intramoleculares.
Além disso, foi o conférmero que apresentou maior valor na somatéria das
interacOes hiperconjugativas. Ja em solucéo, quatro estruturas prevaleceram como
sendo as mais estaveis. A semelhanca entre elas foi em relacdo ao posicionamento
dos grupos amino e carboxila, além de que todos estavam na forma trans entre os
grupos mais volumosos COOH e catecol e, também, apresentavam duas ligacdes de
hidrogénio intramoleculares em cada. Assim como ocorreu para a forma neutra da
dopamina, em solucdo aquosa as geometrias trans, que ndo eram as majoritarias
em fase isolada, passaram a ser mais estaveis, resultado novamente da interacéao
soluto-solvente. Nos experimentos com RMN, a analise das constantes de
acoplamento em diferentes solventes e diferentes temperaturas ndo pode nos dizer
que houve variagdo de populacdo com a mudanca da polaridade do meio.
Entretanto, seus valores de 3Juy permitiram afirmar que em solucdo a forma
predominante no equilibrio é a trans, corroborando com os dados tedéricos obtidos.
Através das bandas de estiramento da carbonila na regido do IV, novamente néo
podemos verificar a variagdo de populacdo no equilibrio, mas a significativa
assimetria e largura destas bandas permite verificar que o equilibrio estd composto
por varios conférmeros, como € o caso (dez conformacdes).

No caso da L-dopa protonada foram verificadas cinco geometrias envolvidas

no seu equilibrio conformacional. Dentre elas, em fase isolada uma representou
48,40% do equilibrio (Figura 39), sendo trans com relacdo ao grupo catecol e

carboxilico, e gauche com relacdo ao grupo aménio e catecol. Além disso, apresenta
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um arranjo distal entre estes dois Ultimos substituintes, o que confere um menor
impedimento estérico e, consequentemente, contribuindo para sua maior
estabilidade. Juntamente com seu menor impedimento estérico, as interacdes
hiperconjugativas comprovaram a maior estabilidade deste conférmero. Em solucéo,
novamente, houve um equilibrio nas populacdes dos rotdmeros, sendo que as
formas trans foram novamente estabilizadas frente a unica gauche. Nos
experimentos com RMN, da mesma maneira como aconteceu com 0s outros dois
compostos ja mencionados, ndo foi possivel determinar a tendéncia do equilibrio
com as variagcfes vistas nestes experimentos, pois 0s conférmeros majoritarios
apresentaram angulos diedros muito proximos. Entretanto o que se pode afirmar e
gue concorda com os dados tedricos em solucdo foi que em todos os casos 0s
valores de 3Juy sdo referentes a arranjos trans.

Para a L-dopaquinona, doze geometrias representaram seu equilibrio. O

conférmero mais estavel em fase isolada e o mais estavel em solucdo aquosa
(Figura 48) apresentaram uma disposicdo espacial bem semelhante, diferindo
apenas no posicionamento das carbonilas do anel em relacdo ao restante da
molécula. Na geometria majoritaria em fase isolada, o grupo amino localizou-se o
mais distante possivel a uma das carbonilas, sendo menos impedido estericamente,
e assim, mais estavel. No entanto, no mais estavel em meio aquoso, este mesmo
grupo ficou o mais préximo possivel desta mesma carbonila, ou seja, mais impedido
estericamente. Embora ambos apresentem um arranjo trans, relacionando os grupos
mais volumosos carboxilico e anel diénico, o favorecimento do majoritario em
solucdo foi resultado do mesmo ter apresentado um dos maiores momentos de
dipolo, que aliado ao seu arranjo espacial e a uma ligacdo de hidrogénio, contribuiu
para este fato. Diferentemente do que nos demais compostos, neste caso a
interacdo soluto-solvente ndo foi favorecida.

Finalmente, para a L-dopaquinona protonada a mesma geometria (Figura

50) foi a mais estavel em fase isolada e em solugcdo aquosa. Das trés conformacdes
envolvidas em seu equilibrio, para a majoritaria, seu menor impedimento estérico
aliado a menor distancia entre os atomos envolvidos na ligacdo de hidrogénio
intramolecular foram os fatores que governaram sua maior estabilidade no equilibrio
conformacional da L-dopaquinona”.

Podemos concluir com estes resultados que as intera¢des hiperconjugativas

nao foram a principal regra na estabilidade conformacional observada, exceto para a
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L-dopa protonada, mas ajudaram a explicar o porqué da maior estabilidade das
conformacdes de menor energia.

Um fato interessante foi que a principal influéncia do solvente nas moléculas
foi a estabilizagcdo das conformacdes trans, para as formas neutra e protonada da
dopamina e L-dopa. Isto n&o ocorreu com as diferentes formas da L-dopaquinona.

As formas protonadas apresentam um grau de liberdade conformacional a
menos do que as neutras (relacionado a rotacdo ao redor da ligacdo C-N). Isto
acarretou no fato de que as moléculas protonadas apresentassem um numero bem
menor de conformacdes envolvidas em seus equilibrios conformacionais do que as
neutras.

Apesar da semelhanca estrutural entre os compostos analisados, as
conformacdes mais estaveis dos mesmos nao apresentaram uma disposicao
espacial semelhante.

J& nos mapas de potencial eletrostatico, as superficies plotadas para as
estruturas majoritarias de cada composto apresentaram uma distribuicdo eletronica
semelhante, ou seja, 0 maior potencial negativo se concentrou nos oxigénios, devido
a sua eletronegativdade, assim como as regides com hidrogénios foram as mais
positivas. Para as formas da dopamina e L-dopa, esses MPEs foram ainda mais
parecidos, sendo a regido com maior densidade eletronica ao redor do oxigénio que
ndo estava envolvido na ligagdo de hidrogénio intramolecular, e para a L-
dopaquinona em torno dos oxigénios carbonilicos do anel de seis membros. Esses
MPEs ajudaram a comprovar a presenca estabilizadora das ligagdes de hidrogénio
intramoleculares nas conformacbes. As regides que apresentaram uma maior
densidade eletrbnica possivelmente serdo as quais se ligardo com o sitio ativo dos
receptores, sendo este estudo de grande importancia, por exemplo, para um melhor
entendimento da fisiopatologia de diversas doencas relacionadas as moléculas
analisadas, pois este mecanismo de interacdo substrato-enzima deve envolver um
processo de selecdo conformacional, no qual o contato entre ambos € dependente
de uma orientacdo espacial de certos &tomos. O estudo destas interagdes pode ser
fruto da continuidade desta linha de estudo, porém a principio, pode-se mapear

apenas algumas tendéncias.
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ANEXO A- Espectro de RMN de *H a 300 MHz da dopamina protonada em CD3OD.
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ANEXO B- Espectro de RMN de *H a 300 MHz da dopamina protonada em DMSO-d.
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ANEXO D- Espectro de RMN de *H a 300 MHz da L-dopa neutra em CD3OD.
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ANEXO E- Espectro de RMN de *H a 300 MHz da L-dopa neutra em DMSO-ds.
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ANEXO F- Espectro de RMN de *H a 300 MHz da L-dopa neutra em D,0.
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ANEXO G- Espectro de RMN de *H a 400 MHz da L-dopa protonada em CD3OD.
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ANEXO H- Espectro de RMN de *H a 400 MHz da L-dopa protonada em D-O.
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