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RESUMO

A doenga de Parkinson (DP) é uma doenca caracterizada pela diminuicdo da dopamina no
cérebro. Essa doenca atinge principalmente pessoas acima de 60 anos e seu tratamento é
realizado com o uso da levodopa (L-dopa), que atua como um neurotransmissor e é convertida
em dopamina no cérebro. Nos primeiros tratamentos com essa droga, havia a ocorréncia de
varios efeitos colaterais, tais como nauseas,vomitosehipotensdoortostatica, que eram
frequentes devido a conversdo da L-dopa em dopamina nas regibes periféricas ao cérebro.
Para resolver esses efeitos, a L-dopa passou a ser ministrada em conjunto com a carbidopa (C-
dopa), que é um inibidor da enzima dopa descarboxilase, que faz essa conversdo fora do
sistema nervoso central. A dosagem simultanea desses dois principios ativos em formulagdes
farmacéuticas é de grande importancia para que sua eficiéncia terapéutica seja otimizada e
seus efeitos colaterais minimizados. Neste trabalho, técnicas experimentais e teoricas de
absorcdo eletrbnica na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis) foram utilizadas para
determinar um método simples, barato e eficiente para dosagem simultanea da L-dopa e C-
dopa. Alem disso, analises sistematicas, baseadas nas teorias do funcional de densidade
dependente e independente do tempo (TD-DFT e DFT), foram conduzidas para determinar os
mecanismos de oxidacdo de cada um desses farmacos.Ometodo experimental otimizado nesse
trabalho envolveu a dissolugdo da L-dopa e C-dopa em solucédo de HCI e posterior adi¢do de
NaOH, que levou a oxidacao das especies analisadas. Os espectros UV-Vis em cada condicéo
experimental permitiram a dosagem simultanea dos principios ativos, fornecendo a base para
a investigacéo tedrica dos mecanismos de reacdo envolvidos no processo de oxidacdo dessas
espécies. Diferentes mecanismos de reacdo foram avaliados para a L-dopa e C-dopa, e 0s
resultados DFT e TD-DFT indicam que a metodologia empregada foi capaz de reproduzir
com eficiéncia os espectros UV-Vis experimentais da L-dopa e C-dopa ndo oxidadas (em
HCI) e oxidadas (com adi¢do de NaOH), mostrando pequenas diferencgas nas intensidades das
bandas e deslocamentos dos picos maximos de absor¢do, que podem ser atribuidos aos efeitos
do solvente, que ndo foram considerados nos calculos realizados. Além disso os valores da
diferenca de HOMO-LUMO das estruturas foram obtidos. Para L-dopa, os resultados TD-
DFT mostram condi¢des termodinamicas favoraveis para o mecanismo de oxidacdo da L-
dopa, que foi previamente proposto na literatura. A espécie final identificada em solucéo foi,
entretanto, o intermediario zwitteriénico, o Unico com uma banda de absorcdo na regido
visivel do espectro. Dentre 0s trés mecanismos investigados para C-dopa, 0 mais favoravel do
ponto de vista termodinadmico foi aquele no qual a espécie final oxidada corresponde a um
intermediario zwitteriénico, apresentando em sua estrutura um novo anel aromatico de cinco
membros. De modo geral, o estudo realizado nessa dissertacdo indica como uma colaboracao
tedrica e experimental pode ser uma ferramenta Util na investigacdo de mecanismo de reacdes
envolvendo sistemas moleculares de interesse farmacolégico.

Palavras-chave: DFT.Carbidopa.Levodopa. UV-Vis. Doenca de Parkinson.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is characterized by a decreasing of dopamine in the brain. This
disease affectsmainly people over 60 years, and its treatment is carried out using levodopa (L-
dopa), which acts as a neurotransmitter, being converted into dopamine in the brain. In the
first treatments using this drug, there were several side effects, such as nausea, vomiting and
orthostatic hypotension, which were frequent due to the conversion of L-dopa into dopamine
in the peripheral regions of the brain. To overcome these effects, L-dopa began to be
administered together with carbidopa (C-dopa), which is an inhibitor of thedopa
decarboxylaseenzyme, which makes this conversion outside the central nervous system. The
simultaneous dosage of these two active drugs in pharmaceutical formulations is of great
importance to optimize their therapeutic efficienciesand to minimize their side effects. In this
work, the experimental and theoretical analyses were performed using the ultraviolet-visible
(UV-Vis) electron absorption spectroscopy to optimize a simple, low-cost, and efficient
experimental method for the simultaneous dosage of L-dopa and C-dopa. In addition,
systematic analyses based on time-dependent and time-independent density functional
theories (TD-DFT and DFT) were conducted to determine the oxidation mechanisms of each
drug. Theoptimizedmethod consists of dissolution of L-dopa and C-dopa in HCI, with
subsequent addition of NaOH, which leds to oxidation of the analyzed species. The UV-Vis
spectra in both cases allowed the simultaneous dosage of active principles, providing the basis
for the theoretical investigation of the reaction mechanisms involved in the oxidation
processes of these species. Different reaction mechanisms were evaluated for L-dopa and C-
dopa, and the DFT and TD-DFT results indicated that the employed methodology was able to
efficiently reproduce the experimental UV-Vis spectra of non-oxidized (in HCI) and oxidized
(withNaOH), L-dopa and non-C-dopa, showing small differences in intensities and
displacements of the maximum absorption peaks of bands, which can be ascribed by solvent
effects, which were not taken into account in the spectrum calculations. With regard to L-
dopa, the TD-DFT results showed favorable thermodynamical conditions for oxidation
mechanism of L-dopa, which has been previously proposed in the literatureby Mandrakianet.
al. However, the final species identified in solution was the zwitterionic intermediate, which
has an absorption band in the visible region. Among three investigated mechanisms for C-
dopa, the most favorable thermodynamical mechanism was that with the final oxidized
species correspondingthezwitterionic intermediate, where a new five-membered aromatic ring
was formed. In general, the present study has indicated that the theoretical and experimental
analyses as one useful tool in the investigation of reaction mechanisms involving molecular
systems with pharmacological interest.

Keywords: DFT.Carbidopa.Levodopa.UV-Vis. Parkinson’s disease.



Figural -
Figura 2 -
Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura7 -

Figura8 -

Figura9 -

FiguralO -

Figurall -

Figural? -

Figural3 -

LISTA DE ILUSTRAGCOES

LISTA DE FIGURAS

Estrutura molecular da levodopa (L-dOpa) ........ccceovevrieiinnieieiieie e
Estrutura molecular da carbidopa (C-dopa) .........cocevvieiniieiniceieee,
Transi¢des eletrdnicas UV-Vis em moléculas organicas ..........c..ccceue....

Espectro de absorgdo eletrdnica UV-Vis experimentais: a) C-dopa e L-
dopa, em HCI (0,1 mol L?); b) C-dopa e L-dopa, apés adicdo de NaOH
(4,5 mol L. Ambos principios ativos na concentragdo inicial del0
HgmL’

1

Espectros de absorgdo UV-Vis experimentais da levodopa (L-dopa) em
diferentes valores de pH do meio e estudo da possibilidade de
reversibilidade do processo em diferentes valores de pH do meio

Espectros de absorcdo UV-Vis experimentais da carbidopa (C-dopa)
em diferentes valores de pH do meio e estudo da possibilidade de
reversibilidade do processo em diferentes valores de pH do

Adaptacdo do mecanismo de oxidacdo da L-dopa proposto por
Madrakianet al. (2004) ........cccoovveieeieiie e

Oxidacéo das hidroxilas fendlicas da L-dopa ..........cccoccvevveieciesierininnnn,

Formacdo do ciclo azociclopentanoda L-dopa e recuperacdo de suas
hidroxilas fendlicas emmeio DASICO ..........ccovviviiieiine s,

Oxidacéo das hidroxilas fenolicas da L-dopa, com a formacdo de uma
estrutura ZWItterioniCal3 .........cccoveii i

Reducdo do intermediario 13 através do radical hidroperoxido presente
no meio e finalizacdo da oxidacdo da L-dopa com a formacdo do
Produto NEULIO PL ......ooeiiicece et et

Estrutura molecular otimizada B3LYP/CBSB7 da L-dopa em fase
GASOSA. 1.t rvisteseereste e etes et ese e ettt eb et e bt et ettt ettt et e erere e

Os espectros de absor¢do UV-Vis experimentais e tedricos
(MO6L/def2-SVP) da L-dopa e de suas espécies de oxidacao 11, 12, 13
e P1 (MOsStradosna Fig. 7) ..cccveiiiiiiecie e

31

32

33

34

35

35

36

36

37



Figural4 -

Figura 15 -

Figural6 -

Figural? -

Figura 18 -

Figura 19 -

Figura20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

Figura 23 -

Figura 24 -

Figura 25 -

Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

Tabela 1l -

Orbitais HOMO e LUMO MO6L/def2-SVP da L-dopa ..........cccceruernnne. 40

Estrutura otimizada B3LYP/CBSB7 do intermediario 13 da L-dopa ...... 41

Orbitais HOMO e LUMO do intermediario 13da L-dopaobtidos no
nivel de célculo MO6L/def2-SVP

................................................................................................................ 42
Mecanismos de reacgéo para oxidagao da C-dopa ..........cceevvrerrvereriereennn 43
Primeira etapa do mecanismo CR1 do processo de oxidagdo da C-
(0[0] o TSP UR TS ORUP TR 44
Ataque nucleofilico do nitrogénio da cadeia lateral da C-dopa para
formacéo do intermediario oxidado 12 ...........ccooeviiiniiiiiie e 44
Oxidacdo das hidroxilas fendlicas da C-dopa para a formacdo do
11T LT T T To ] SRS 44
Ataque nucleofilico do nitrogénio terminal do grupo hidrazina da C-
(0 [0] o - USSR 45
Oxidacgéo dos nitrogénios conjugados da C-dopa..........ccceeverrereererrnnnn. 45
Formacéo do intermediario 16 e do produto P1 envolvidos no caminho
CR2 para a 0Xidagao da C-AOPa........ccccvererrieeiesiisieiesreese e eree e 46
Formacdo do intermediario 14 e o processo de ressonancia levando a
formacao do INtermediario 17..........ccevveveiie e 46
Estrutura otimizada B3LYP/CBSB7 da C-dopa ........ccccceeevviverieciennnnne, 47
Espectros de absorcdo UV-Vis experimental e M06L/def2-SVP da C-
dopa e seus intermediarios e produto final de oxidacao ...............cc......... 50
Orbitais HOMO e LUMO MO06L/def2-SVP da C-dopa .........c.ccvevvenenne 50
Estrutura otimizada B3LYP/CBSB?7 intermediario 13 da C-dopa........... 53
Orbitais HOMO e LUMO do intermediario 13 da C-dopa............c......... 53

LISTA DE TABELAS

Transigdes eletronicas do tipo n — n* de acordo com a classificagédo
dOS grupos CromMOTOr0S .......ccveivie e s 22



Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Pardmetros geométricos experimentais e calculados no nivel de
céalculo B3LYP/CBSB7 da L-dopa em fase gasosa ..........ccocueereerecennn

Atribuicbes das transicdes eletronicas envolvidas nas bandas do
espectro de absor¢do UV-Visda L-dopa obtidas no nivel de célculo
IMOBL/ET2-SVP ...

Atribuicbes das transicdes eletronicas envolvidas nas bandas do
espectro de absor¢do UV-Vis do intermediario 13 obtidas no nivel de
calculo MOBL/AE2-SVP........ccoeieeiice st

Parametros tedricos em nivel B3LYP/CBSB7 da molécula de C-dopa

Atribuicbes das transicOes eletronicas envolvidas nas bandas do
espectro de absorcdo UV-Visda C-dopa obtidas no nivel de céalculo
IMOBL/ET2-SVP ...

Atribuicbes das transicOes eletronicas envolvidas nas bandas do
espectro de absorcdo UV-Vis do intermediario 13 da C-dopa obtidas
no nivel de calculo MO6L/def2-SVP........ccocvviiiiiiiiie e,

Aplicacdo do metodo espectrofotométricoUV-Vis proposto para a
determinacdo de L-dopa e C-dopa em wuma preparacao
FAPMACEULICA. ......evviieceiie st e

38

41

42

48

o1

52

54



C-dopa
CEE
CED
DDC
DP
DPR
HF

HK
HPLC
KS
L-dopa
OMS
RSD
SPE
UV-Vis

LISTA DE ABREVIATURAS

Carbidopa

Correlagéo eletronica dindmica
Correlacdo eletronica estatica
Dopa descarboxilase

Doenca de Parkinson

Desvio padréo relativo

Hartree Fock

Hohenberg- Kohn
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Kohn-Sham

Levodopa

Organizacdo Mundial da Saude
Coeficiente de variagédo
Extracdo em fase solida

Ultravioleta visivel



2.1

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.6.1
3.6.2

3.6.3

5.1
5.2

5.3
5.4

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt 13
OBJETIVO GERAL ..ottt 15
ODjetiVos ESPECITICOS ... .iiueeiiieiieiieie e 15
REFERENCIAL TEORICO ....c.oiiiiiiieeeeeeeeeees ettt en s 16
D0enGa de ParkiNSON ........cciiiiiiiiiieiei ettt 16
(=Y 0T (o] o - F O PP UP PP PP 17
(0F:1 ¢ o] o (o] o I- LR U TP P R UPTPUPPOURPP 18
Meétodos de analises da L-dopa € C-0dOPa .......cccovvverveiiiieiiieiiieiiee e 19
Espectroscopia de absorcéo na regido ultravioleta-visivel (UV-Vis).........ccccccue.... 20
Teoria do Funcional de Densidade ............ccooveiiiiiiiiiie e 23
Teoremas HONenberg-KOoNN ... 25
MEtOd0o KONN-SNaM ..o 26
Funcionais de DeNnSIdAE ..........ccooiiiiiiiiiieice e 28
METODOLOGIA . ..ot e e 30
RESULTADOS ...ttt e e 31
ANALISES PreliMINAIES .....vviiiiiie e e e e ree e 31
Processo de OXidagao da L-DOPa..........cccvuireiiieeiiiie e sea e 34
Mecanismos de oxidacao e resultados computacionais da C-dopa....................... 43
Determinacéo simultanea experimental da L-dopa e C-dopa..........cccccevvvveeinnnenn 54
CONCLUSOES ..ottt 56
REFERENCIAS ..ottt 57



13

1 INTRODUCAO

A doenga de Parkinson (DP) é um distarbio neurodegenerativo do sistema
nervosocentral, que resulta na perda dos neurdnios da substancia negra do cérebro,
ocasionando uma diminuicdo da dopamina. A levodopa, [L-3-(3,4-dihidroxifenil)-
alanina],comumente denominada L-dopa, tem sido amplamente utilizada no tratamento dessa
doenca, atuando como um neurotransmissor, que se converte em dopamina no
cérebro(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; CAMARGO et al., 2014).Nos primeiros
tratamentos da DP com essa droga, essa conversao também ocorria em niveis elevados nas
regides periféricas, ocasionando Varios efeitos colaterais tais como
nauseas,vomitosehipotensdoortostatica(CUTSON; LAUB; SCHENKMAN, 1995; FREITAS,;
RUIZ-LOPEZ; FOX, 2016). Para evitar isso, a L-dopa foi associada a carbidopa (C-dopa), L-
acido[3-(3,4-dihidroxifenil)-2-hidrazino-2-metil-propiénico], que éum inibidor enzimaticoda
conversdao da L-dopa em dopaminafora do sistema nervoso central(GONCALVES et al.,
2012).

Uma mudanca na concentracdo dessas drogas no corpo pode influenciar a
suabiodisponibilidade, bioatividade e, consequentemente, a magnitude de sua agédo. Portanto,
com o objetivo de otimizar o tratamento da DP e diminuir as toxicidades dessas drogas é
importante monitorar suas concentragdes nas formulagdes farmacéuticas. Nesse sentido,
varios estudos foram realizados na literatura usando diferentes métodos analiticospara a
determinacdo simultanea das concentragdes da L-dopa e C-dopa em diferentes matrizes.
Dentre astécnicas analiticas empregadas, merecem destaque
aespectrofluorimetria(FATIBELLO; VIEIRA, 1997; KIM; KARIM; LEE, 2008), a
quimioluminescéncia(NOZAKI; IWAEDA; KATO,1996; MU et al, 2017), a
voltametria(KOZMINSKI etal.,1998; MAZLOUM et al.,, 2012; WANG et al.,2013), e,
principalmente, as cromatografias em fase gasosa e liquida de alta eficiéncia (HPLC),
acopladas a diferentes métodos de deteccdo(ELBARBRY et al., 2019; ADAMIAK-
GIERA;GAWRONSKA-SZKLARZ, 2018).Essas tecnicas, porém, possuem algumas
desvantagens como instrumentacdo complexa, alto custo operacional e complexidade na
interpretacdo dos resultados obtidos.

No caso particular desse estudo, a técnica espectroscépica de absorgéo eletrénica UV-
Vis foi aliada as andlises computacionais para desenvolvimento e otimizagdo de um
métodosimples e eficiente para dosagem simultanea da L-dopa e C-dopa. Além disso, 0s

mecanismos de reacdo envolvidos no procedimento experimental realizado foram
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sistematicamente explorados para ambos os farmacos. Varios estudos empregando a
espectroscopia de absorcdo UV-Vis tém sido realizados na literatura para a dosagem de
diferentes farmacos, isso devido a simplicidade, eficiéncia e baixo custo dessa técnica
(MADRAKIAN et al. 2004). O uso de técnicas computacionais baseadas em metodologias
quanticas, em particular aquelas envolvendo a teoria do funcional de densidade, pode ser
bastante Util nas andlises e interpretacfes dos espectros experimentais, fornecendo
informacdes eletrnicas e geométricas das espécies presentes no procedimento experimental e

seus mecanismos quimicos operantes.
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2 OBJETIVO GERAL

O principal objetivo desse trabalho foi realizar um estudo experimental e tedrico
paraotimizar um método espectroscopico eficiente e de baixo custo para dosagem simultanea
da L-dopa e C-dopa, que sdo os principais farmacos utilizados no tratamento da doenca de
Parkinson. Para isso, a espectroscopia de absorcdo eletronica na regido do ultravioleta e
visivel (UV-Vis) foi sistematicamente empregada. Calculos baseados na teoria do funcional de
densidade (DensityFucntionalTheory (DFT)) foram utilizados nas analises computacionais
para determinar os mecanismos de reacdo da L-dopa e C-dopa, durante o procedimento

experimental realizado.

2.1 Objetivos Especificos

i)  Investigar diferentes mecanismos de reacdo que possam explicar as mudancas visuais
percebidas nos espectros UV-Vis da L-dopa e C-dopa durante o procedimento
experimental de dosagem simultanea dessas drogas;

i)  Otimizar as geometrias de todas as espécies moleculares envolvidas nos mecanismos
de reacdo investigados (ANEXO A). Adicionalmente, realizar calculos de frequéncia
vibracionais para identificar as espécies otimizadas como sendo estruturas de
minimos ou de estado de transi¢do. Discriminar as energias envolvidas em cada
mecanismo de reacdo;

iii)  Realizar calculos dos espectros de absorcdo UV-Vis de todas as espécies otimizadas
e fazer comparacBGes com 0s espectros experimentais obtidos, de modo a determinar

0 mecanismo que melhor se adapta com o perfil espectral da L-dopa e C-dopa.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Doenga de Parkinson

AdoencadeParkinson(DP)éumdistirbioneurologicocrdnicoeprogressivo,sendoo
segundo transtorno degenerativo com maior incidéncia na populacdo mundial, ficando atrés
apenas do Alzheimer(ALEXANDER, 2004; STEGER et al, 2016). Segundo a OMS
(Organizacdo Mundial da Saude), cerca de 1% da populacdo mundial acima dos 65
anoséafetadaporessadoenca (GOULDING et al., 2020),mas a idade média do inicio do
desenvolvimento da doenga é aos 55 anos, aumentando o risco em 5 vezesapartirdos70anos
(HALD; LOTHARIUS, 2005).Varios genes tém sido apontados na literatura como possiveis
responsaveis do desenvolvimento da DP, mas o mais comumente citado é a mutagéo no gene
LRRKZ2, que varia de acordo com a regido e grupos éetnicos (BEN ROMDHAN et al.,2018,
WANG et al., 2019). Apesar de incomum, a DP pode acometer pessoas jovens independente
do sexo, raca, cor ou classe social. Contudo, nesse caso, o desenvolvimento da doenca é mais
lento e é resultado de causas secundarias ou genéticas (SCHRAG; SCHOTT, 2006), sendo as
Gltimas relacionadas a mutacdo no gene PRKN, em 77% dos casos da DP em pessoas com
idade inferior a 21 anos (LUNATI; LESAGE; BRICE, 2018).Como a idade é o principal fator
de risco para o desenvolvimento da doenca, espera-se que sua prevaléncia venha a crescer
com o aumento da expectativa de vida dapopulacéo.

Descrita pela primeira vez em 1817 pelo médico inglés James Parkinson, a DP recebeu
primeiramente o nome de “paralisia agitante” pelo fato dela ser caracterizada inicialmente por
sintomas como movimentos reduzidos (acinesia) e tremores involuntarios (GOETZ, 2011,
OBESO et al.,2017). Com o desenvolvimento da doenca, entretanto, varios outros sintomas
podem aparecer, tais como, tremores de repouso, rigidez muscular, alteragdes da marcha,
instabilidade postural, diminuicdo do equilibrio e da coordenagdo dos movimentos(TAMBASCO;
ROMOLI; CALABRESI, 2018). Estes distarbios motores podem ser acompanhados,
eventualmente, por dores, confusdo, ansiedade, depressdo, alteracbes do sono, diminuicdo da
memoria e disturbios do sistema nervoso autdbnomo (RAO et al., 2003; BUNJO et al., 2019).
Durante muitos anos, o termo “Mal de Parkinson” foi utilizado para essa doenga. No entanto, esse
termo deixou de ser usado e foi definitivamente abandonado por médicos e pacientes, com 0
objetivo de reduzir o estigma social e o preconceito contra portadores da doenca.

As principais descobertas médicas sobre a DP iniciaram em 1912 com Lewy, que

observou contengBes citoplasmaticas hialinas em neurbnios dopaminérgicos, que
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séo,atualmente, conhecidos como corpos de Lewy(TAKAHASHI; WAKABAYASHI, 2005;
SAFARI et at., 2019). Em 1930, Hassler foi capaz de descrever a diminuigdo dos neurdonios nos
nlcleos basais de Meynert(MORI, 2005). Posteriormente, no ano de 1938, ele observou lesbes
na substancia negra e no ceruleo de pacientes com DP(TAKAHASHI; WAKABAYASHI, 2005,
GONZALEZ-HERNANDEZ,2010). Atualmente, a DP esté intrinsicamente relacionada com a
degeneracdo dos neurdnios responsaveis pela producdo de dopamina, cujo os corpos celulares
ficam localizados na parte compacta da substancia negra do cérebro. A medida que a doenca
avanca, esses neurénios dopaminérgicos se degeneram e formam os corpos citoplasmaticos
inclusos, conhecidos como os corpos de Lewis (ORTIZet al.,2016).

Os primeiros tratamentos da doenca de Parkinson eram apenas paliativos, sendo
realizados através do uso de medicamentos anticolinérgicos, com objetivo de melhorar a
lentiddo dos movimentos (bradicinesia). Alem disso, cirurgias eram ocasionalmente realizadas
para tentar diminuir os tremores recorrentes da doenca (CUTSON; LAUB; SCHENKMAN,
1995, TORUN et al., 2020). Durante a década de 1960, entretanto, uma revolucdo no

tratamento clinico da DP ocorreu quando a L-dopa comegou a ser utilizada clinicamente.

3.2 Levodopa

A levodopa, CoH1104N, [L -3-(3,4-dihidroxifenil)-alanina)] (Figura 1), comumente
nomeada como L-dopa, é um aminoacido natural extraido de 135 sementes de plantas
(FERNANDEZ-PASTOR et al., 2018) e foi isolada pela primeira vez em 1913 por Marcus
Guggenheim, em leguminosas (mudas de Vicia Faba). No entanto, em 1911, Casimir Funk, ja
havia sintetizada em laboratorio na forma racémica D,L-dopa (HORNYKIEWICZ, 2002). Ela
possui a formula molecular CoH11NO4, massa molecular de 197,17 g mol? e tem o ponto de
fusdo de 284-286 °C. Existe duas formas quimicas da L-dopa, que sdo denominadas de neutra
e zwitteribnica. A forma neutra se converte na forma zwitteridnica por meio da migracéo do
hidrogénio do grupo carboxilicopara o grupo amina, gerando, dessa forma, 0s grupos
duplamente carregados com cargas opostas COO™ e NH3*. Além disso, a L-dopa apresenta um
tipo de isomeria, sendo conhecida como isomeria Optica (formas D e L), que esta presente na
L-dopa devido a presenca de um carbono quiral nessa molécula. Além disso, no ano de 1950,
0 cientista sueco Arvid Carlsson demonstrou que o uso da L-dopa em animais diminuia
significativamente os sintomas da DP (CARLSSON, 1959).Contudo,somenteem1970,aL-
dopafoiaprovadapelaagénciafederaldodepartamento

desatdedosEstadosUnidos “FoodandDrugAdministration ”’(FDA)paraousonotratamento daDP.



18

Figural-Estrutura molecular da levodopa (L-dopa).
O

HO OH

NH,

Fonte: Da autora (2021).
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No tratamento da DP, apés administracdo oral, a L-dopa é absorvida no intestino
delgado(GUNDERTREMY et al., 1983, NYHOLM; LENNERNAS, 2008)e,por meio da
corrente sanguinea, ela € capaz de alcancar e transpor a barreira hematoencefalica, sendo
entdo convertida em dopamina pela acdo da enzima dopa descarboxilase (DDC) (CAMARGO
et al., 2014). Entretanto, a converséo de L-dopa em dopamina pela acdo da enzima DDC pode
ocorrer  tambémnas  regibes  periféricas, causando fortes efeitos  colaterais
comonauseas,vomitosehipotensdoortostatica(FREITAS; RUIZ-LOPEZ; FOX,
2016).Essaconversaoindevidalevavaanecessidadede altas dosagens da L-dopa para que uma
infima parcela atingisse o sistema nervoso central e o efeito terapéutico esperado
ocorresse(CUTSON; LAUB; SCHENKMAN, 1995; MONTIOLI; VOLTATTORNI;
BERTOLDI, 2016; MULLER; MOHR, 2018). Esse problema foi entdo resolvido com o uso
de substancias inibidoras (antagonistas) da DDC, que por ndo serem capazes de transpor a
barreira cerebral, conseguem inibir seletivamente a conversdo da L-dopa em dopamina nas
regibes periféricas ao cérebro. A carbidopa é
oinibidordaDDCmaisfrequentementeutilizadoemcombinacdocomal-dopanaformulacdo  dos
medicamentos atuais para o tratamento da DP(LEWITT, 2015; CAMARGO et al, 2014).A
utilizacdo desse inibidor reduz bastante a dose necessaria de L-dopa, aliviando de maneira

geral os seus efeitos colaterais.

3.3 Carbidopa

A carbidopa, C10H140sNoL-[acido  3-(3,4-dihidroxifenil)-2-hidrazina-2-metil-
propandico] (Figura2), conhecida como C-dopa, é um potente inibidor da enzima DDC,que
impede a conversao da L-dopa em dopamina nas regibes periféricas do organismo (DUARTE et
al., 2019, CUTSON; LAUB; SCHENKMAN, 1995).Além disso, um estudo recente realizado
por Ogura et al.(2017) demostrou uma eficiente atividade anticancerigena da C-dopa in vitro e
em camundongos contra cancer pancreatico, bem como em alguns outros tipos de cancer onde a

C-dopa atua como modulador seletivo do receptor do aril hidrocarboneto (SAFE,2017). A C-
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dopa, é uma substancia que possui em sua estrutura molecular um grupo hidrazina (NH-NH>) e
um outro &cido. Desta maneira ela possui duas formas quimicas, uma neutra e outra
zwitteribnica, que ocorre a partir da forma neutra (Figura 2) da C-dopa, onde
aconteceamigracdo do hidrogénio do é&cido carboxilicopara a amina terminal do grupo
hidrazina, gerando, dessa forma, os grupos COO™ e NHs*. A presenca de um carbono quiral na
L-dopa e C-dopa possibilita também a isomeria Optica, onde as formas D- e L- formam os

enantidbmeros.

Figura2 -Estrutura molecular da Carbidopa (C-dopa).

HO

HO

Fonte: Da autora (2021).

3.4 Métodos de analises da L-dopa e C-dopa

O controle da concentracdo da L-dopa e C-dopa em formulagdes farmacéuticas é
muito importante para que suas atividades farmacoldgicas sejam otimizadas e os efeitos
colaterais minimizados. Varios métodos analiticos tém sido descritos na literatura para
determinacdo simultdnea desses medicamentos em preparacfes farmacéuticas. A técnica
analitica mais empregada tem sido a cromatografia em fase gasosa (SHARMA et al., 1996) e
em fase liquida de alta eficiéncia (high performance liquid chromatography
(HPLC),acopladasas diferentes técnicas de deteccado, tais como, espectrofotometria UV-Vis,
espectrometria de massa, dentre outros ((FATIBELLO; VIEIRA, 1997, KIM; KARIM;
LEE,2008, ADAMIAK-GIERA; GAWRONSKA-SZKLARZ, 2018; ELBARBRY et al., 2019;
BELAL et al., 2018; BHATNAGAR et al.,, 2017; CHI et al., 2017; MU et al., 2017;
OZDOKUR et al., 2017).

Em um estudo realizado por Elbarbryet al. (2019), a técnica de
cromatografialiquida,acoplada aométodo de deteccdo UV-Vis, foi utilizada para dosagem da
L-dopa em plasma humano. Os principais resultados mostraram que o método desenvolvido e
os dados farmacocinéticos podem oferecer uma ferramenta valiosa para avaliar o efeito da
dieta cetogénica sobre os efeitos farmacoldgicos da L-dopa em humanos. Um outro trabalho

interessante realizado por BELAL et al. (2018) utilizou a mesma metodologiapara quantificar
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L-dopa, C-dopa e entacapona em plasma humano. O método proposto foi aplicado com
sucesso para a quantificacdo dos medicamentos estudados em diferentes dosagens, se
mostrando um procedimento confiavel, pratico, facil de manusear e de baixo custo.

Outras técnicas também foram utilizadas para dosagem simultanea da L-dopa e C-
dopa, dentre elas estdo as determinacGes voltamétricas (KOZMINSKI et al.,1998;
MAZLOUM et al., 2012; WANG et al.,2013, SANATI; FARIDBOD; GANJALI, 2017,
MOHAMMADI et al.,2018, MIRAKI et al., 2019), a fluorescéncia (CHEN et al., 2020) e os
métodos eletroquimicos, com diferentes tipos de eletrodos, para a deteccdo dos principios
ativos de interesse (TAKEDA et al., 2016, AZAB; FEKRY; MOHAMED, 2017, HATEFI-
MEHRJARDI et al., 2017, SHOGHI-KALKHORAN et al., 2017, PALAKOLLU et al., 2017,
BEITOLLAHI; SAFAEI; TAJIK, 2020). No entanto, essas técnicas possuem diferentes
problemas técnicos como baixa seletividade, baixa velocidade, alto custo operacional, além
do uso de solventes orgénicos e preparagdes complexas com agao destrutiva da amostra, o que
ndo permite a reavali¢cdo das medidas.

Neste trabalho, a espectroscopia de absorcdo eletronica na regido do ultravioleta-
visivel (UV-vis) do espectro eletromagnético foi empregada na dosagem simultanea da L-
dopa e C-dopa em preparacdes farmacéuticas. Esse método foi escolhido devido a sua
simplicidade, eficiéncia, e baixo custo operacional (ABDEL-GHANY et al., 2017,
ERTOKUS, 2019).

3.5 Espectroscopia de absorcéo na regido ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os métodos espectroscopicos em diferentes regibes do espectro eletromagnético sdo
ferramentas valiosas para analises e investigacbes de sistemas atdmicos e moleculares. A
espectroscopia de absorcdo UV-Vis fornece informacgdes Uteis para caracterizacao estrutural
bem como informacGes sobre processos e efeitos quimicos presentes nos sistemas investigados,
tais como transferéncia de cargas, distor¢des moleculares e efeito Jahn-Teller. A espectroscopia
de absorcédo eletrdnica UV-Vis compreende a faixa entre 200-400 nm, caracterizada como a
regido do ultravioleta, e a faixa entre 400-800 nm, que € relativa a regido do visivel do espectro
eletromagnético. A absorcao de luz, nesses comprimentos de ondas especificos, ocorre de forma
quantizada, correspondendoa uma diferenca de energia entre dois niveis de energia eletrénicos.
Em moléculas, essas transi¢oes eletrdnicas acontecem a partir de orbitais moleculares ocupados

para orbitais moleculares virtuais (PAVIA et al., 2010).
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A transicdo eletrbnica de menor energia envolve frequentemente a excitacdo de um
elétron a partir do orbital molecular ocupado com maior energia, “HighestOccupiedMolecular
Orbital (HOMO)” para o orbital molecular desocupado de menor energia “LowestUnoccupied
Molecular Orbital”. Enquanto em grande parte dos sistemas organicos essa transi¢do cai na
regido UV do espectro eletromagnético, em compostos organicos, com sistema 7 conjugado
extenso, e em complexos metalicos, a transicgdo HOMO-LUMO cai frequentemente na regido
do visivelHUHEEY; KEITER; KEITER, 1993).

Na Figura 3, estdo mostrados os principais orbitais moleculares envolvidos em
algumas das transicdes eletronicas presentes em sistemas organicos. Como pode ser visto, 0s
orbitais ocupados com menores energias (mais estaveis termodinamicamente) sdo atribuidos
como sendo do tipo o, envolvendo a formacao de ligacdes simples. Os orbitais moleculares do
tipo T apresentam energias maiores, sendo seguidos dos orbitais ndo ligantes (n), queficam em
niveis de energia relativamente mais altos, na regido dos orbitais de fronteiras. Em
contrapartida os orbitais desocupados apresentam as respectivas atribui¢cbes dos orbitais
ocupados sé que agora com caracteristicas antiligantes (n* e 6*). As transi¢Ges eletronicas
podem ser atribuidas como sendo ¢ — o* e w — w*. Essas transi¢des sdo permitidas por
regra de selecdo do dipolo elétrico apresentando dessa forma altas intensidades.As transicdes
do tipo n — w* sdo proibidas por essas regras de sele¢do apresentando, portanto, baixas
intensidades e frequentemente localizadas na regido do visivel (PAVIA et al.,2010). Esse tipo
de transicdo eletronica envolve frequentementetransicdes localizadas em orbitais envolvendo

a presenca de heteroatomos como mostrando na Tabela 1.

Figura3- Transicdes eletrénicas UV-Vis em moléculas organicas.
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Fonte: Adaptado de Paviaet al., (2010).
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Tabela 1- Transiches eletronicas do tipo n — x* de acordo com a classificagdo dos

gruposcroméforos.
Classe Transicio ™ 100 classe  Transicio AN [oge
nm) € m)
R-OH 180 2,5 R-NO; n—o* 271 <1,0
R-O-R n—ao 180 3,5 R-CHO n—o* 190 2,0
R—-NH- n—a 190 3,5 n—o* 290 1,0
R-SH n—o 210 3,0 T— ¥ 180 3,0

RC=CR: mn—x 175 30 "0 .o« 280 15

R-C=C-R T—T 170 3,0 RCOOH n—o* 205 15

R-C=N n—m 160 <1,0 RCOOR’ n—o* 205 15

R-N=R-C n—m 340 <1,0 RCONH3 »n—o* 210 1,5
Fonte: Paviaet al., (2010)

Durante as transi¢cdes eletrbnicas, modos vibracionais e rotacionais sdo também
excitados. Issoocorre devido ao fato que os valores de energias envolvidas nas transicdes
eletrbnicas sdo muito maiores do que aqueles envolvidos nas transicbes entre 0s niveis
vibracionais e rotacionais.

Informacdes dessas transi¢cGes vibracionais e rotacionais podem ser observadas no
espectro UV-Vis experimental quando ele se encontra bem resolvido (SKOOG, 2002).

Apesar da radiacdo ultravioleta resultar na excitacdo de elétrons do estado
fundamental, a interacdo dos nacleos com os elétrons tem papel muito importante na
determinacdo de quais comprimentos de onda da radiacdo sdo absorvidos. Os ndcleos
determinam com que forca os elétrons estdo ligados e, assim, influenciam no espacamento de
energia entre os estados fundamental e excitado. A energia caracteristica ligada a essa
transicdo e o comprimento de onda da radiacdo absorvida passam a ser propriedades de um
grupamentomolecular e ndo apenas dos elétrons individualmente. Grupamento de atomos
capazes de produzir tal absorcdo sdo denominados grupos cromoforos (PAVIA et al., 2010). A
seletividade da absorcao do ultravioleta permite que grupos caracteristicos das moléculas com
graus de complexidade variaveis possam ser reconhecidos (SILVERSTEIN; BASSLER;
MORRIL, 1994). As bandas de absorcao sdo constituidas por linhas muito proximas entre si.
Em uma molécula real a banda de absor¢do tipica contém um grande nimero de linhas.
Quando as moléculas estdo presentes em solucdo, a molécula é cercada pelo solvente e a
natureza da banda de absorcdo molecular é influenciada pela presenca do solvente, efeito esse
conhecido como solvatocromismo, que corresponde ao deslocamento do pico maximo de
absorcéo para diferentes comprimentos de onda(SKOOG, 2002).

Para dosagem de substancias por meio da espectroscopia de absor¢cdo UV-Vis é usadaa

expressao empirica, conhecida como Lei de Lambert-Beer (Equagéo 1)
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Io
A= logT = ecL (1)

onde, A é a absorbancia da amostra, loe I sdo as intensidades da luz incidente e transmitida na
amostra, respectivamente.L é o caminho éptico, que corresponde ao comprimento da cubeta
de quartzo, pelo qual a luz percorre dentro da amostra, ¢ é a concentragdo molar da amostra e
¢ € a absortividade molar (anteriormente conhecida como coeficiente de extin¢do). Essa
equacao mostra que quanto maior o nimero de moléculas presentes em uma amostra (maior
concentracdo) maior sera a extensao dessa absorc¢ao.

A lei de Lambert-Beer pode ndo ser obedecida quando diferentes formas da molécula
absorvente estdo em equilibrio, ou quando existe equilibrio térmico entre os estados
fundamental e excitado da molécula absorvente de baixa energia (SKOOG,2002).Na
espectroscopia UV-Vis, alguns termos sdo bastantes explorados na interpretacdo e atribuicdes
das transicOes eletronicas. Termos como deslocamento batocrémico (deslocamento para o
vermelho) ou deslocamento hipsocromico (deslocamento para o azul), correspondem ao
deslocamento do pico maximo de absor¢do de uma banda para regies com maiores e menores
comprimentos de onda, respectivamente. Esses termos geralmente se referem ao deslocamento
do pico maximo de absorcdo de uma banda devido a natureza do solvente (efeito
solvatocrdmico), ou ao efeito de conjugacéo eletronica, ou devido a presenca de grupos
doadores ou retiradores de densidade eletrénica, geralmente ligados a grupo cromoforos, que

tem seus valores de comprimentos de onda tabelados na literatura (PAVIAet al.,2010).
3.6 Teoria do Funcional de Densidade

A mecanica quantica obteveuma grande contribuicdo em 1926, com o

desenvolvimento da equacdo de Schrédinger (Equacéo 3).
Hy =Ey 3

OndeVY ¢é a funcdo de onda do sistema investigado, que ndo apresenta um significado fisico
claro, mas contém todas as informacBes quimicas para determinar completamente o estado
fundamental do sistema, seja ele um atomo, uma molécula ou um sélido. Por outro lado, E é a
energia e Hé o Hamiltoniano contém todos os operadores matematicos capazes de descrever
as caracteristicas fisicas desse sistema e suas interacdes. Apesar da aparente simplicidade
dessa equacdo, sua resolucdo analitica somente é possivel para sistemas monoeletronicos, tais
como o atomo de hidrogénio. No caso de sistemas multieletrénicos, o primeiro método

quantico baseado nos primeiros principios (ab initio) foi desenvolvido dentro da aproximacao
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Hartree-Fock (HF) (CRAMER, 2004). Essa aproximacdo falha, entretanto, na descri¢do
completa das interacbes entre os elétrons do sistema, conhecida como da correlacdo
eletronica, caracteristica essa de fundamental importancia para descricdo das propriedades
quimicas do sistema.

Métodos p6s-HF foram desenvolvidos para tentar resolver o problema da correlacdo
eletrénica, que no método HF é descrita de forma meédia aproximada. Basicamente, a
correlacdo eletronica pode ser dividida em duas partes, sendo a primeira conhecida como
correlacdo eletrbnica estéatica (CEE) e a segunda como correlacéo eletrénica dinamica (CED).
Os métodos ab initio pds-HF, que tentam descrever a CEE, sdo o0s métodos
multiconfiguracionais (CAS, RAS, ...), que utilizam mais de um determinante de Slater para
descrever a configuracéo eletronica do estado fundamental do sistema (funcdo de onda), que
no método Hartree-Fock é descrita por apenas um determinante de Slater (JENSEN, 2017).
Esses célculos sdo importantes somente para descrever sistemas envolvendo dtomos pesados
onde efeitos relativisticos ocasionam processos decruzamentos dos niveis de energias,
levando a necessidade de mais de uma configuracao eletrénica para descrever corretamente o
seu estado fundamental do sistema. Um bom exemplo desse caso seria sistemas moleculares
envolvendo Cu(ll), onde os estados eletronicos 3d%s? e 3d'%4s!precisam ser considerados
pois eles apresentam uma diferenca de energia muito pequena.

A maioria dos métodos pos-HF (CI, MP2, CCSD(T)...) descreve apenas a correlacao
eletrénica dinamica, que corresponde a 90% da correlacdo eletronica total do sistema. Alguns
métodos como CASPT2 descrevem ambos os tipos de correlacdo CEE e CED. Contudo, todos
esses calculos pos-HF apresentam um grande problema, que é a alta demanda computacional
(JENSEN, 2017). Enquanto no método HF, o custo computacional aumenta de acordo com
N*, onde N é o nimero de elétrons, os métodos pds-HF escalonam no minimo com N°, N°,
(...). Nesse sentido, esse problema foi amenizado com o desenvolvimento da teoria do
funcional de densidade “DensityFunctionalTheory” (DFT) (MORGON; COUTINHO,
2007;CRAMER, 2004; JENSEN,2017). Esse método tem o custo computacional similar ao
método HF e é capaz de descrever adequadamente os efeitos de correlacdo eletronica.

O método DFT é baseado na aproximacdo de se usar a densidade eletrénica, no lugar
da funcdo de onda do sistema. Essa ideia foi proposta por Thomas e Fermi em 1927, que ficou
conhecida como modelo de Thomas-Fermi. Os dois pesquisadores, trabalhando de forma
independente, empregaram um modelo estatistico para aproximar a distribuicdo dos elétrons

nos atomos, como a densidade do sistema, que corresponde ao quadrado da funcdo de onda
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(Equacdo 4) e apresenta um significado fisico claro, que é a densidade de probabilidade, ou
seja, a regido onde se tem maior probabilidade de encontrar os elétrons no &tomo ou molécula.
p(r) =<y|y> (4)

A vantagem de se usar a densidade eletrdnica esta no fato de que a funcdo de onda de N
elétrons depende de 4N (trés coordenadas espaciais (X, Y, z) e a coordenada de spinde cada
elétron), enquanto, a densidade eletronica p, independentemente do numero de elétrons
envolvidos, depende apenas das trés coordenadas espaciais, X, y, z. O Unico problema € que
mesmo sabendo que cada densidade eletronica produz uma energia para o estado fundamental,
o funcional que conecta a densidade eletronica a energia real do estado fundamental ndo é
conhecido. O desafio do método DFT foi entdo encontrar esse funcional, que somente foi
possivel em 1964 com as ideias de Hohenberg e Kohn (Teoremas Hohenberg-Kohn).

3.6.1 Teoremas Hohenberg-Kohn

Os dois teoremas de Hohenberg- Kohn (HK) s@o as ideias basicas da teoria do

funcional da densidade (DFT). Eles mostram, de modo geral, que:

Teorema 1- Um potencial externo (Vex:(r)) para os elétrons do sistema, ou seja, aquele que
descreve a interacdo nuclear com os elétrons, édeterminado unicamente pela densidade do
estado fundamental, de modo que para descrever a dependéncia da energia do estado
fundamental com relacdo a essa densidade, basta mostrar que essa densidade determina o
operador Hamiltoniano (H) do sistema e que a sua integracdo fornece o nimero de elétrons do

sistema (Equacéo 5).
[ o) =n ©)

Em outras palavras, Vex(r) € um Unico funcional da p(r), desde que Vex(r) estabelece o
operador hamiltoniano, H. Esse teorema estabelece entdo que toda observavel fisica,
principalmente a energia, pode ser descrita como um funcional da densidade eletrdnica do
estado fundamental. Para ter certeza de que uma determinada densidade é a densidade no

estado fundamental o Teorema 2 estabelece que:

Teorema 2 - A densidade eletrdnica do estado fundamental poder ser calculada, a principio,
usando o método variacional, onde a energia total calculada desta densidade (E[p(r)]) ndo

pode ser menor do que a energia real do estado fundamental (Eo), como mostrado na equacéo
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6. O nome “funcional vem do fato de que a energia depende de uma fun¢do, que na DFT ¢ a

densidade, que por sua vez depende das variaveis espaciais, i.e., E[p(r)].
E [p(r)] > Eo (6)

3.6.2 Método Kohn-Sham

Antes de descrever brevemente sobre o método Khon-Sham, €é importante
mencionarmos a definicdo do hamiltoniano H independentemente do tempo e néo
relativistico.Como mostrado na equacdo 7 o hamiltoniano contém os termos de energia
cinética dos nucleos e dos elétrons, bem como os termos de interacdo eletrostatica entre eles.

H=Ty+ T + Ve + Vun+Vee (7)
Em que, os indices N e eséo relativos ao nucleo e elétrons, respectivamente. Cada termo dessa
equacdo representa uma parcela das interacdes fisicas existentes no sistema. A expressao para

cada um desses termos, em unidades atdmicas, pode ser vista a seguir.

- Energia cinética nuclear

1 2
NT T WqA (8)
- Energia potencial entre os nucleos
Z Z Ry BR
| B | ( )

- - ZL" ~ - B>A
- Energia cinética eletronica

- Z %Vzi (10)

- Energia potencial entre os elétrons

1
)y
i j>i|ri_ 7l

-Energia potencial elétron-nlcleo
Z Z Z
- | Ry — 17| (12)
i A

No método DFT, assim como no HF, a aproximacdo Born-Oppenheimer é utilizada.

Essa aproximagdo consiste na separa¢do do movimento nuclear do movimento eletrdnico. A
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razdo logica para efetuar essa aproximagdo € que os elétrons possuem uma massa muito menor
que os nlcleos e se combinam quase que imediatamente a qualquer disposi¢do nuclear. Desta
maneira, o termo de energia cinética nuclear no hamiltoniano é considerado como sendo igual a
zero, enquanto o termo de energia potencial elétron-nGcleo se torna uma constante.
De acordo com os teoremas HK, a energia do estado eletronico fundamental é entéo
expressa como sendo
Eo< E[p(r)] = Te[po] + Eee[po] + Ene[po] (13)

Os teoremas de HK ndo fornecem, entretanto, qualquer orientacdo sobre como
construir os funcionais de densidade apresentados acima. Somente o funcional de densidade
Ene[po] € exatamente conhecido. Esse problema foi resolvido em 1965, quando os trabalhos
de Kohn em conjunto com Lu Sham possibilitaram o desenvolvimento do método Kohn-
Sham (KS), tornando os teoremas de HK viaveis para aplicac6es diretas em sistemas atdbmicos
e moleculares (ALVES,2016).

No esquema KS, a densidade de um sistema ficticio com elétrons ndo interagentes é
considerada como sendo capaz de representar a densidade do estado fundamental de um sistema
real. A funcdo de onda de tal sistema nédo interagente pode ser representada por um determinante
de Slater (JENSEN,2017). Dessa maneira, a parte cinética de tal sistema ndo interagente é
similar a parte cinética do método Hartree-Fock. Usando este funcional da energia cinética para
0 sistema real, um termo de correcéo &, portanto, adicionado de modo que onde T € a energia
cinética de um sistema ndo interagente e T¢[p] ¢ a corregdo cinética devido a interagdo elétron-
elétron. Comparado a Ts[p], T¢[p] é considerado ser uma pequena contribuicao.

T[p] = Ts[p] + Te[p] (14)

O funcional de densidade exato para parte classica de coulomb da interacdo de dois

elétrons é

_|_
I [p] = f f %dxldxz (15)

enquanto faltam ainda conhecer as interacfes elétron-elétron ndo-classicas, conhecidas como
interacOes de troca e correlacdo. No método KS, esse termo e a parte de correcdo da energia cinética
sdo colocados dentro do funcional aproximado, que é chamado de funcional de troca e correlacao,

Exc[p] = Ex[p] + Ec[p] + Tc[p] (16)
Dessa maneira, a energia eletrnica total € expressa como sendo

Eetea[p] = Ts[p]+/ Vextp(x) + J[p] + Exc [p] (17)
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Como a forma exata funcional de correlacdo de troca Ex[p] empregada no método
kohn-sham € desconhecida, é preciso usar aproximacdes fisicamente justificadas o mais
precisas possiveis. Apesar do sucesso do desenvolvimento da correlagcdo de troca funcional
orientada para a descricdo precisa da estrutura energética e molecular dentro da estrutura do
método kohn-sham, o trabalho intensivo nessa area continua. Os funcionais de correlacdo e de
troca desenvolvidos até o momento podem ser classificados em trés grupos principais 0s
funcionais baseados na Aproximacdo da Densidade Local (LDA), Aproximacao do Gradiente
Generalizado (GGA) e aproximacdo meta-GGA(RINKEVICIUS, 2004).

3.6.3 Funcionais de Densidade

Desde que o funcional de troca e correlagdo, Ex[p], ndo ¢é conhecido, o
desenvolvimento desse funcional tem sido um importante topico atraveés da historia do DFT
(JENSEN,2017). O primeiro passo desse processo & o conhecimento claro das caracteristicas
quimicas do sistema a ser investigado. 1sso porque existem varios funcionais disponiveis para
os calculos DFT, conhecer as caracteristicas quimicas que eles descrevem nos guia na melhor
escolha do funcional a ser empregado para 0 nosso sistema. Contudo ainda existem
problemas, que ainda ndo foram contornados pelos diferentes funcionais disponiveis.
Conhecé-los claramente é um importante passo para realizarmos investigacdes eficientes.

O primeiro problema observado nos funcionais disponiveis € conhecido como
comportamento assimptotipo. Em sistemas moleculares, se um elétron é localizado longe do
nucleo da molécula, ele estara blindado pela presenca dos demais elétrons. Portanto, a carga
formal desse elétron é dada como sendo (Z-(N-1)), onde Z é o nimero total de carga nuclear e
N é namero de elétrons do sistema. Dessa maneira, esse elétron é considerado se movendo
num campo eletrénico dado por,

Z—(N-1)
r

V() = (18)

Analisando a interacdo de coulomb entre elétrons e aquela entre elétrons e nucleos,
nds descobrimos que no limite assimptotipo r — o, o potencial de troca do um elétron é -1/r.
O funcional de troca HF mostra corretamente esse decaimento (-1/r) para grandes distancias
(r) enguanto a maioria dos funcionais disponiveis da DFT falha nessa descricdo. De fato,
esses funcionais mostram um decaimento exponencial ao invés de -1/r. Essa falha gera

problemas nas energias dos orbitais obtidos na DFT. Dessa maneira, propriedades quimicas
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envolvendo as diferengas de energias orbitais, como energia de ionizacéo, eletroafinidade, etc,
ndo sdo adequadamente descritas quando comparadas os valores experimentais.

Outro problema dos funcionais da DFT é conhecido como descontinuidade derivada.
O potencial de troca e correlagdo na verdade salta a menos de uma constante quando o
ndmero de elétrons passa através de uma quantidade inteira. Esse fendmeno reflete o
potencial quimico para transferéncia de carga entre dois sistemas. Novamente, a parte de troca
HF modela bem esse comportamento enquanto nenhum dos funcionais da DFT disponiveis,
que sdo caracterizados por potencias continuos em relacéo a variagées no nimero de elétrons,
é capaz de descrever.

O dltimo problema é chamado de auto-interacdo do elétron, que ocorre quando ndo ha
o cancelamento total da parte de auto-interacdo do funcional de troca e correlagcdo com a parte
correspondente das interacdes de Coulomb. Cancelamento esse que ocorre corretamente no
esquema HF. Devido essa interacdo residual de um elétron com ele mesmo, a DFT fornece
resultados errados quando aplicados a sistemas de camada aberta, paramagnéticos. A solucéo
para esses problemas mencionados acima tem sido os funcionais hibridos (B3LYP, B3PW91),

que incorporam em alguma extensdo a parte de troca HF.
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4 METODOLOGIA

Caélculos baseados na Teoria do Funcional da Densidade foram utilizados para
investigar as propriedades eletronicas, geométricas e espectroscépicas da L-dopa e da C-dopa,
bem como seus mecanismos de oxidacdo, que podem ocorrer durante uma variagdo de pH do
meio. Nos célculos DFT, o funcional de densidade hibrido de troca de Becke, e de correlacdo
de Lee-Yang-Parr (B3LYP) (LEE; YANG; PARR, 1988) foi usado juntamente com o conjunto
de base atdmico CBSB?7 para todos os atomos (MONTGOMERY, 2000). A abordagem restrita
(RHS) e ndo-restrita (UHS) foram usadas nos célculos de otimizacdo e de frequéncias
vibracionais dos sistemas moleculares com niimero par e impar de elétrons, respectivamente.
As geometrias foram totalmente otimizadas sem restricdes de simetria. Todas as geometrias
otimizadas foram confirmadas no mesmo nivel de teoria como sendo minimos locais, por

meio dos célculos de frequéncias vibracionais obtidos dentro da abordagem harménica.

Os espectros de absorcdo eletronica UV-Vis de todas as espécies moleculares
envolvidas nos mecanismos de oxidacdo de L-dopa e C-dopa foram calculados dentro da
abordagem da Teoria do Funcional de Densidade Dependente do Tempo (Time Depedent
Density Functional Theory (TD-DFT)) usando o funcional MO6L e o conjunto de base
atdmico def2-SVP para todos os atomos (SCHAFER; HORN; AHLRICHS, 1992).25 estados
eletronicos de menor energia foram obtidos a partir das equacGes de autovalores e
considerando a aproximacéo de excitacdo vertical (Principio Franck-Condon). Os célculos de
forca do oscilador para cada transicdo eletronica foram realizados usando os elementos da
matriz de transicdo dipolar com o0s mesmos estados de spin dos estados eletrénicos
fundamentais (ZHAO; TRUHLAR, 2008), usando para isso a equacéo 19.

_ 4,315x107° f
n

f edv (19)

Onde n é o indice de refracdo do solvente, ¢ é o coeficiente de extingdo molar. Os célculos de
otimizacdo e frequéncia foram realizados no Gaussian 09 e os célculos espectroscopicos
foram realizados no programa Orca 4.2.0(NEESE, 2006).
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5 RESULTADOS

5.1 Anélises preliminares

Os espectros de absor¢do UV-Vis da L-dopa e C-dopa em HCI com o valor de pH 3,0 séo
mostrados na Figura 4a obtidos pela professora Dra. Angela Ledo Andrade na Universidade Federal
de Ouro Preto (UFOP)e as condi¢des experimentais estdo apresentadas no artigo publicado na
revista ChemicalPapersCtANDRADE et al. 2021). Como pode ser observado, os espectros de
absorcéao na regido do ultravioleta (UV) desses dois farmacos se sobrepdem completamente, com a
presenca de duas bandas localizadas em torno de 210 nm e 280 nm e um ombro localizado em 225
nm. Esse resultado mostra que cada espécie interfere na determinagao espectrofotométrica da outra.
Isso ocorre de maneira que a espectroscopia UV seria incapaz de ser utilizada para dosar e distinguir
os dois analitos analisados. Uma maneira de resolver esse problema foi obtida através da adi¢éo de
1mL de solugdo de NaOH (4,5 mol L?) as solucBes écidas de L-dopa e C-dopa. Os espectros
medidos ap0s esse procedimento estdo mostrados na Figura 4b e indicam que a interacéo de L-dopa
e C-dopa com NaOH produz uma solucdo amarela, com absorc¢do estendendo até a faixa visivel
(Vis) do espectro eletromagnético, mostrando que os perfis de absor¢do desses dois analiticos
podem ser agora diferenciados e a sua dosagem simultanea pode ser realizada. As bandas do
espectro da C-dopa apresentam maior intensidade do que aquelas observadas para L-dopa. A
principal diferenca com relacdo aos espectros da Figura 4a é o aparecimento de uma nova banda

com baixa intensidade localizada em 440 nm no espectro da C-dopa.

Figurad- Espectro de absorc¢do eletrdnica UV-Vis experimentais: a) C-dopa e L-dopa, em HCI
(0,1 mol LY); b) C-dopa e L-dopa, apds adigdo de NaOH (4,5 mol L). Ambos os
principios ativos na concentragao inicial de10 pg mL™,

carbidopa
- -levodopa

Absorbance / a.u.

T = T T T T
200 300 400 500 600
Wavelenghts / nm

Fonte: Da autora (2021).
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De modo geral, os espectros em NaOH indicam que apesar das semelhangas
presentes apds adicdo dessa solucdo basica. Com o objetivo de obter mais informag6es sobre
0 mecanismo quimico envolvido no procedimento experimental realizado no presente estudo,
0s espectros de absor¢do UV-Vis da L-dopa e C-dopa dissolvidos em solucdo de HCI(0,1 mol
L) foram medidos e depois monitorados apds a adi¢io de quantidades especificas de solucdo
de NaOH(4,5 mol L'1) de modo a fixar diferentes valores de pH do meio. Os espectros de
absorcdo UV-Vis de ambos os farmacos, medidos nos diferentes valores de pH do meio, estdo
mostrados nas Figuras 5 e 6. Um resultado importante de ser notado nesses espectros é que 0
aumento do pH até o valor 9,0 ndo foi capaz de modificar o perfil espectral de absorcéo de
ambas as drogas, mostrando espectros praticamente idénticosnesses valores de pH do
meio.Este resultado indica, portanto, a presenca das mesmas espécies iniciais da L-dopa e C-
dopa em solucdo &cida, mesmo apos adicdo da quantidade de NaOH necessaria para atingir

esses valores de pH do meio.

Figura 5- Espectros de absor¢do UV-Vis experimentais da levodopa (L-dopa) e estudo da

possibilidade de reversibilidade do processo em diferentes valores de pH do meio.
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Figura 6- Espectros de absor¢cdo UV-Vis experimentais da carbidopa (C-dopa) e estudo da

possibilidade de reversibilidade do processo em diferentes valores de pH do meio.
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Fonte: Da autora (2021).

EmpH=11,0,entretanto, uma mudanca acentuada € observada nos perfis de absorcédo
dessas espécies.No espectro L-dopa, uma banda de baixa intensidade aparece em torno de 440
nm, enquanto a banda de média intensidade sofre um deslocamento de 280 nm para 300 nm.
No caso da C-dopa, uma banda de absorcdo de baixa intensidade comeca a aparecer em 400
nm, sendo completamente deslocada para 434 nm,quando o pH alcanca o valor de 13,5. Neste
espectro, a banda de média intensidade sofre um aumento de intensidade significativo, mas
permanece com o pico maximo de absorcao praticamente inalterado em 282 nm.

A possibilidade de reversibilidade do processo para ambos os farmacos foi avaliada
nos espectros UV-Vis considerando valores de pH gradualmente decrescentes a partir do pH=
13,5. Como pode ser observado nesses espectros, um gradual deslocamento dos picos
méaximos de absorcdo ocorre para valores de comprimentos de onda mais baixos, de modo a
retornar aos valores iniciais nos espectros em HCl,antes do inicio da adicdo deNaOH (4,5 mol
L1). Nos espectros da L-dopa, com valores de pH mais baixos, abanda de média intensidade
se encontra localizada em torno de 300 nm, enquanto nos espectros analogos da C-dopa, trés
bandas podem ser visualizadas, com valoresmaximos de absorcdo localizados em 245, 263 e
345 nm, quando o pH do meio alcanga ovalor de 3,0. Vale ressaltar que somente no caso da C-

dopa, uma solucdo incolor é observada nesse valor de pH. Mesmo ap0s 24 horas, a solucdo de
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L-dopa em pH=3 permaneceu com uma cor levemente amarelada, indicando ainda a presenca
do produto de reagédo da L-dopa na presenca de NaOH. De qualquer forma, esses resultados
obtidos ndo foram capazesde definitivamenteindicar a reversibilidade do processo para a L-
dopa e C-dopa.

Com base nos resultados discutidos acima, a condicdo de pH=13,5 foi considerada
ideal para a determinagdo simultinea e quantitativa da L-dopa e C-dopa em preparagdes
farmacéuticas. Com o objetivo de entender melhor o mecanismo quimicoenvolvido com esses
farmacos apos a adicdo de NaOH, célculos DFT foram realizados para investigar os possiveis
mecanismos de reacdo que possam explicar o procedimento experimental realizado.
Inicialmente, foi investigado o mecanismo de reacdo envolvendo a L-dopa. Para isso,
informacGes reportadas em um estudo previo, realizado por Madrakianet al. (2014), foram
utilizadas. Nessas informacdes, 0 mecanismo de oxidacdo da L-dopa, adaptado na Figura 7, foi
utilizado para explicar as mudancas no espectro de absorcdo UV-Vis desse farmaco, quando

ocorre uma ampla variacdo de pH do meio apds adi¢do de uma solugéo de base forte.
5.2 Processo de Oxidacao da L-Dopa

Como mostrado nas Figura7 e 8, aprimeiraetapadomecanismo de oxidacdo da L-
dopaocorrequandoalgumaespécieradicalar presente no meio
reagecomashidroxilasfendlicasdessa droga,desprotonando esses grupos de forma homolitica.
Entdo, por meio de um processo de ressonancia, as duas carbonilas sdo entdo estabilizadas

nessas posi¢cdes formando o intermediario 11.

Figura7-  Adaptacdo do mecanismo de oxidacao da L-dopa proposto por Madrakianet al. (2004).
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Fonte: Madrakianet al. (2004).
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Figura 8- Oxidac&o das hidroxilas fendlicas da L-dopa.
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Fonte: Da autora (2021).

A segunda etapa do mecanismo estda mostrada na Figura9 e indica um ataque
nucleofilico do par de elétrons do grupo amina do intermediario 11 ao seu carbono P, que
ocorre simultaneamente ao processo de ressonancia sobre o grupo aceptor de Michael da L-
dopa, i.e., grupo formado por uma dupla do anel conjugada com as carbonilas a, -
insaturadas. Essa ressonédncia leva a formagcdo de uma espécie i6nica com um centro
eletrofilico no carbono P, tornando-0 suscetivel ao ataque nucleofilico do grupo amina da L-
dopa. Uma ciclizacao da cadeia alifatica ocorre levando a formacdo do anel azociclopentano,
quando o a&tomo de hidrogénio do carbono vy é retirado por uma hidroxila presente no meio,

enquanto as hidroxilas fendlicas sao restauradas, formando o intermediariol?2.

Figura9 — Formacéo do ciclo azociclopentano da L-dopa e recuperacdo de suas hidroxilas
fendlicas emmeio basico.
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Fonte: Da autora (2021).

Na FiguralO, o terceiro passo de reacdo ocorre por meio de uma nova oxidacdodas
hidroxilas fendlicas, que permite a ressonancia do par de elétrons emparelhados do atomo de
nitrogénio medianteao grupo aceptor de Michael, levando a formacdo de uma espécie

zwitteridnica, correspondendo ao intermediario 13.
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Figural0 — Oxidacéo das hidroxilas fendlicas da L-dopa, com a formagéo de uma estrutura
zwitterionical 3.
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Fonte: Da autora (2021).

Na quarta etapa desse mecanismo, que estd mostrada na Figurall, ocorre a oxidacao
do intermediariol3, quando o oxigénio dissolvido na &gua oxida, formando um radical
hidroperédxido. Esse radical é responsavel pela reducédo e restauragdo do composto com duas
hidroxilas fendlicas e o oxigénio molecular.Por fim, esse composto radicalar sofre uma Gltima
reducdo devido a presenca de uma espécie oxigenada no meio e, posteriormente, uma reacao
de eliminacdo do tipo E2 onde € liberado uma hidroxila para o meio e restaurando a

ressonancia formando o produto P1.

Figurall - Reducdo do intermediario 13 através do radical hidroperdxido presente no meio e
finalizacdo da oxidacdo da L-dopa com a formacao do produto neutro P1.
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Todas as estruturas moleculares mostradas na Figurall foram otimizadas e
identificadas como geometrias termodinamicamente estaveis, por meio dos calculos DFT de
otimizagdo e de frequéncias vibracionais harmonicas.AFigural2exemplifica a estrutura
otimizada B3LYP/CBSB7 da L-dopa, enquanto na Tabela 2 estdo mostrados seus
comprimentos e angulos de ligagdes calculados e experimentais de Raio-X. Os valores de
comprimentos de ligagdo calculados envolvendo as ligaces C-C variam de 1,386 a 1,555 A,
mostrando uma diferenca média de 0,01 A quando comparados aos valores experimentais. Os
maiores desvios sdo observados para as ligacbes C3-C4, C7-C8 e C8-C9, que foram
calculadas como sendo 1,404, 1,555 e 1,530A, enquanto os valores experimentais sio de
1,394, 1,596 e 1,540 A, respectivamente. Considerando os comprimentos de ligagdo C=0 e
C-O do grupo carboxilico, diferencas de 0,042 e 0,099 A foram encontradas entre os valores
calculados e experimentais, respectivamente. Os comprimentos de ligacbes C-O e O-H
calculados das hidroxilas fendlicas foram obtidos como sendo 1,363 e 1,378 A, em excelente
acordo com os valores experimentais de 1,366 e 1,373 A, respectivamente. Finalmente, o
comprimento de ligacdo C8-N1 calculado foi de 1,456 A, sendo o seu valor experimental de
1,497 A. As diferencas observadas entre os valores tedricos e experimentais foram menores de
5%e podem ser devido ao fato que os efeitos do meio ndo foram considerados nos nossos
calculos. Considerando os angulos de ligacdo calculados e experimentais, uma diferenca
média de 1,4 graus foi obtida, sendo os maiores desvios observados para os angulos C8-C9-
03, C2-C3-01 e C8-C9-04, que foram de 6,6; 3,4 e 3,4 graus, respectivamente. Baseados nos
resultados geométricos obtidos para L-dopa pode-se concluir que a metodologia
B3LYP/CBSB7 mostrou ser adequada na previsdo das estruturas moleculares da L-dopa e
suas espécies de oxidacdo (MOSTAD, OTTERSEN, ROMMING, 1971).

Figural2- Estrutura molecular otimizada B3LYP/CBSB7 da L-dopa em fase gasosa.

1 -Oxigénio
1 -Carbono
-Nitrogenio

Fonte: Da autora (2021).
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Tabela 2 - Pardmetros geométricos experimentais e calculados no nivel de célculo
B3LYP/CBSB7 da L-dopa em fase gasosa.
Comprimentos de ligagdo (A)

Ligacdo Calculado | Experimental* | Ligacéo Calculado | Experimental*
C1-C2 1,401 1,397 C9-04 1,354 1,255
C2-C3 1,388 1,396 C2-H2 1,082 0,950
C3-C4 1,404 1,394 C5-H5 1,086 0,980
C4-C5 1,386 1,386 C6-H6 1,084 0,960
C5-C6 1,396 1,396 C7-H7A 1,096 1,020
C6-Cl 1,396 1,393 C7-H7B 1,092 0,960
C1-C7 1,512 1,512 C8-H8 1,093 0,960
C7-C8 1,555 1,529 01-H10 0,965 0,840
C8-C9 1,530 1,540 02-H20 0,961 0,740
C8-N1 1,456 1,497 04-H40 0,969 -
C3-01 1,363 1,366 N-H1A 1,014 0,950
C4-02 1,378 1,373 N-H1B 1,017 0,930
C9-03 1,205 1,247 N-H1C - 1,030

Angulos de ligacdo (em graus)

C1-C2-C3 120,7 120,7 01-C3-C4 120,2 1171
C2-C3-C4 119,7 119,4 C3-C4-02 115,1 116,6
C3-C4-C5 120,1 120,2 02-C4-C5 1247 123,2
C4-C5-C6 119,8 120,3 C8-C9-03 125,0 118,4
C5-C6-C1 120,7 120,1 C8-C9-04 112,3 115,7
C6-C1-C2 118,8 119,3 03-C9-04 122,6 125,9
C2-C1-C7 121,1 120,8 C7-C8-N1 110,9 110,6
C6-C1-C7 120,0 119,9 N1-C8-C9 112,4 110,1
C1-C7-C8 114,0 114,0 - - -

C7-C8-C9 108,9 109,7 - - -

C2-C3-01 120,0 123,4 - - -

*Resultados de raio-X da L-dopa obtidos na Ref. [MOSTAD, OTTERSEN, ROMMING, 1971].
Fonte: Da autora (2021).

Os espectros UV-Vis da L-dopa e de suas estruturas de oxidacdo estdomostrados na
Figural3, juntamente com os dois espectros experimentais da L-dopa em HCI (0,1mol L™?) em

pH=3 e apds a adicdo de NaOH (4,5 mol L) em pH 13,5. Como pode ser visto, cada espectro
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MO6L/def2-SVPmostra um modelo particular e distinto de absorcdo, indicando
caracteristicasclaras para distinguir todas as especies de oxidacdo de L-dopa. Nos dois
primeiros espectros desta Figura, uma boa concordancia pode serobservada entre os espectros
tedrico e experimental (em HCI) da L-dopa. Trés bandas foram calculadas com picos
maximos de absorcdo em 195,5; 204,5 e 249,6 nm, enquanto 0s respectivos valores no
espectro experimental estdo em torno de 203, 215 e 280 nm, respectivamente. Uma diferenga
de 30,4 nm é observada para banda de menor intensidade calculada e experimental, que pode
ser explicada pela aproximacdo tedrica utilizada, que ndo levou em consideragdo os efeitos do
solvente no qual os espectros foram medidos experimentalmente. Como pode ser visto na
Tabela 3, essa banda de em 249,6 nmé¢ atribuida como sendouma transi¢do eletronicado tipo n
— 1* sobre o anel aromatico da L-dopa, envolvendo os orbitais HOMO — LUMO, que estdo

mostrados na Figural4.

Figura 13 - Os espectros de absor¢do UV-Vis experimentais e tedricos (M06L/def2-SVP) da
L-dopa e de suas especies de oxidagao 11, 12, 13 e P1 (mostradosna Fig. 7).
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Fonte: Da autora (2021).

Como pode ser visto na Figura 14, o orbital LUMO apresenta seu caracter ©*
estendido sobre o anel aromatico, com participacdo dos orbitais plocalizados sobre o grupo

carboxilico da L-dopa.A diferenca de energia HOMO-LUMO foi calculada no nivel de
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célculo MO6L/df2-SVPcomo sendo 5,576 eV. Finalmente, as demais bandas calculadas em
195,5 e 204,5nm correspondem também as transi¢des eletronicas do tipo 1 — ©* sobre o anel
aromatico da L-dopa, envolvendo os orbitais HOMO — LUMO+2 e HOMO-1 — LUMO,
respectivamente.Retornando aos espectros UV-Vis mostrados na Figural3, pode ser notado
que os espectros M06L/def2-SVP das espécies intermediarias 11 e 12, bem como do produto
P1, apresentam dois picos maximos de absor¢do, que estdo localizados em 208,0 e 359,5 nm
para 11, em 189,7 e 286,0 nm para 12 e em 177,10 e 282,3nm para P1, sendo que no espectro
do produto P1, existe ainda a presenca de um ombro localizado em 199,4 nm. Uma
comparacdo direta entre 0s espectros tedricos e experimentalda L-dopa apds a adicdo de
NaOHmostra que apenas no espectro do intermediario zwitteribnicol3aparece uma banda de
baixa intensidade localizada na regido visivel em 400,2 nm, sendo o valor no espectro
experimental localizada em 426,3 nm.Duas outras bandas de alta e média intensidade foram
calculadas em 205 e 270 nm, com os valores experimentais em NaOH localizados em torno
de 202 e 300 nm. Essas trés bandas sdo atribuidas como transi¢des eletronicas do tipo de 1 —
n* sobre os dois anéis do intermediario 13, com sua banda na regido do visivel envolvendo os

orbitais HOMO-LUMO, que estdo mostrados na Figura 16.

Figura 14- Orbitais HOMO e LUMO MO06L/def2-SVP da L-dopa.
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Figural5 —Estrutura otimizada B3LYP/CBSB7 do intermediario 13 da L-dopa.
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A diferenca de energia M06L/def2-SVP entre esses dois orbitais moleculares é de 3,3

no intermediario zwitteridbnicol3.

absorcdo UV-Visda L-dopa obtidas no nivel de calculo MO6L/def2-SVP.

Comprimento Forca do Orbitais Atribuicao DELTA
de onda (nm) Oscilador E(eV)

n — 1* envolvendo os
HOMO-1— orbitais pz carbonos

1955 0,553771963  LUMO+2 eoxigénios do anel 6,902
aromatico — orbital
pzC(1,2,3,4,8); O(1,2,3)
1 — * envolvendo 0S
orbitais pz dos carbonos
204,5 0,041894453 HOMO-1 — e oxig%nios do anel 6,343
LUMO L o
aromatico —orbitaispz
C(1,2,4,5,9); O(3,4)
m — ©* envolvendo 0S
orbitais pz dos carbonos
249,6 0,063613670 HELIYII\SI)O—) C(1,2,3,4,6); O(1,2) » 5576

Orbital pz C(1,2,4,5,9);
0(1,2)

Fonte: Da autora (2021).

eV, um valor muito menor do que aquele calculado para a L-dopa (5,6 eV), indicando, dessa
maneira, uma maior reatividade quimica para esse intermediario zwitteridnicol3. Comparado
com espectro experimental da L-dopa em HCI, no qual essa transicdo eletrénica HOMO-
LUMO esta localizada em 280 nm, um forte deslocamento para o azul dessa banda ocorreu no
espectro do intermediario 13, cuja localizagdo é em 426 nm. Esse resultado pode ser explicado

pelo aumento na extensdo de ressonancia eletronica sobre os dois anéis aromaticos, presentes

Tabela 3 - Atribuicdes das transicdes eletronicas envolvidas nas bandas do espectro de
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Figura 16 — Orbitais HOMO e LUMO do intermediario 13da L-dopaobtidos no nivel de
calculo M0O6L/def2-SVP.
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Fonte: Da autora (2021).

Tabela 4— Atribuicbes das transicdes eletronicas envolvidas nas bandas do espectro de
absorcdo UV-Vis do intermediario 13 obtidas no nivel de calculo M0O6L/def2-SVP.
Comprimento Forca do Orbitais Atribuicao DELTA
de onda (nm) Oscilador E (eV)

T — ©* envolvendo os
orbitais pz C (1,2,5,6); N

205 0,299353422 HES"N?&; (1) ¢ O (3) — orbitais pz 6,833
C (1,3,4,5,6); N (1) e O
(1,2).
n — 1* envolvendo os
orbitais pz C (1,2,7,8); N
270 0,174683075 HOMO-3— (1) e O (2) — orbitais pz

LUMO dos carbonos e 4,912
oxigénios do anel
aromatico além do

nitrogénio.
n — 1* envolvendo os
orbitais pz C (2,3,4,5); O
0,073375903 HOMO— (1,2) — orbitais pz dos
LUMO carbonos e oxigénios do
anel aromatico além do
nitrogénio.
Fonte: Da autora (2021).

400,2 3,318

Os resultados B3LYP/CBSB7 das energias livres de Gibbs de todas as estruturas
otimizadasda L-dopa e de suas espécies de oxidacdo (Figura 7) indicam condicbes
termodinamicas favordveis para 0 mecanismoproposto por Madrakianet al. (2004).

Considerando como referéncia a energia da L-dopa, a estrutura zwitteribnical 3¢, de fato, mais
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estavel (-21,6 kcal mol?) do que aquela otimizada para o produto P1(-18,3 kcal mol-1).Esse
resultado estd em acordo com estudos anteriores que apontamcondi¢des termodinamicamente
mais favoraveis para os isdmeros zwitteribnicos de aminoacidos, quando essas espécies estao
presentes emsolventes préticos. De maneira geral, osresultados DFTobtidos nesse
trabalhoforam capazes de fornecer evidéncias importantes para indicar que o processo de
oxidacdo, proposto por Madrakianet al. (2004), bem como por Bulock e Harley-Mason (1951)
e Heacock (1959), deve de fato, ocorrer com a L-dopa, quando essa esta incialmente em HCI
e posteriormente com a adi¢cdo de NaOH.

5.3 Mecanismos de oxidacao e resultados computacionais da C-dopa

Para investigar a possibilidade da oxidacdo da C-dopa, trés vias de reagdo foram propostas
no presente estudo e estdo mostrados na Figura 17. Inicialmente, os trés caminhos de reacdo
ocorrem com a desprotonagéo das hidroxilas fendlicas da C-dopa via um processo radicalar, que

leva a formacgéo do intermediario 11 com duas carbonilas a,(-insaturadas nessas posicoes.

Figura 17- Mecanismos de rea(;éo para oxida(;éo da C-dopa.
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Fonte: Da autora (2021).

O primeiro caminho de reacdo, denominado CR1, se inicia na Figura 18 com o
intermediario 11 sofrendo uma ressonancia eletronica, que envolve o grupamento aceptor de
Michael (carbonilas a,B-insaturadas), levando a formacdo de uma espécie oxidada com um

centro eletrofilico localizado no carbono p.
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Figura 18 — Ressonancia do intermediério 11 do processo de oxidagdo da C-dopa.
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Fonte: Da autora (2021).

Em seguida na Figura 19, o par de elétrons do nitrogénio diretamente conectado a
cadeia lateral ataca o carbono P levando a formagdo de um cicloazopentano e mudando a
hibridizagdo desse mesmo carbono de sp? para sp®. A restituicio das hidroxilas fendlicas

ocorre envolvendo uma molécula de solvente que estabiliza o intermediario 12.

Figura 19 - Ataque nucleofilico do nitrogénio da cadeia lateral da C-dopa para formacdodo

intermediario oxidado 12.
11
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Fonte: Da autora (2021).

Posteriormente, na Figura20, o intermediario 13zwitteridnico é formado quando
novamente a oxidacdo das hidroxilas fendlicas do intermediario 12 acontece, enquanto o
processo de ressonancia acontece envolvendo o par de elétrons do nitrogénio do anel e o

grupo aceptor de Michael.

Figura20- Oxidacao das hidroxilas fendlicas da C-dopa para a formacdo do intermediario 13.

f\‘

NH2 13 NH2
Fonte: Da autora (2021).

Na Figura2l, estd demonstrado o outro caminho de reacdo denominado CR2 que se
inicia por meio de uma ciclizacdo alternativa no intermediario 11, onde ocorre um ataque

nucleofilico do nitrogénio terminal do grupo hidrazina ao carbono B do anel, levando
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aformacéo do ciclo piridazina.As hidroxilas presentes no meio capturam entdo o hidrogénio
do carbono P, no qual o nitrogénio se conectou covalentemente, levando a formacdo de uma
dupla ligacdo no heterociclico, enquanto a restituicdo das hidroxilicas fendlicas acontece com
a participacdo de moléculas de agua do solvente, levando a formacdo do intermediario 14.

Figura2l — Ataque nucleofilico do nitrogénio terminal do grupo hidrazina da C-dopa.
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Fonte: Da autora (2021).

O préximo passo do mecanismo (CR2) pode ser visto na Figura22 e, como pode ser
observado, se inicia por meio de uma reagdoradicalar, onde os hidrogénios ligados aos atomos
de nitrogénios do intermediario 14 sdo capturados, levando a oxidacdo do grupamento

hidrazina, com formacao de uma ligacdo dupla N=N no anel do intermediério 15.

Figura22— Oxidacdo dos nitrogénios conjugados da C-dopa.
0
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N J2RH _N
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Fonte: Da autora (2021).

As proximas etapas do caminho CR2 estdo mostrados na Figura23, que primeiramente
envolve a descarboxilacdo do intermediario 15, no qual as hidroxilas presentes no meio agem
desprotonando o grupo acido da C-dopa, favorecendo o processo de ressonancia de modo que
uma espécie anidnica (intermediario 16) € estabilizada, enquanto uma molécula de CO; ¢

liberada, posteriormente ocorre a protonacdo do centro nucle6filo no intermediario 16,



46

viabilizada pela presenca da dgua como solvente prético e, por fim, uma hidroxila entra no
carbono que sofreu a descarboxilagdomediante a reacOes de oxidacdo, sendo eliminada por
meio do mecanismo de uma reacgdo do tipoE2, dando origem ao P1. Essa via de reacdo CR2
tem sido previamente relatada na literatura por Gasowska (2009), indicandoque esse
mecanismo poderia explicar a oxidagdo da C-dopa na presenca do fostato de sddio
(GASOWSKA-BAJGER et al, 2009).

Figura23— Formacéo do intermediario 16 e do produto P1 envolvidos no caminho CR2 para
a oxidagéo da C-dopa.
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Fonte: Da autora (2021).

A ultima via de reacdo, denominada de CR3, estd demonstrada na Figura 24 que
indica, assim como no caminho CR2 (Figura 21), a participacdo dos intermediarios 11 e 14.
No entanto, para a formacdo do intermediario 17 o processo de descarboxilacdo pode deixar
de ocorrer, e um mecanismo semelhante a formacdo do intermediario 13 acontece e um

processo de ressonancia leva ao ultimo intermediario desse caminho de reacéo.

Figura 24- Formagcdo do intermediario 14 e o processo de ressonancia levando a formacgédo do
intermediério 17.
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Fonte: Da autora (2021).

Vale a pena notar que, embora a formacdo de um sistema ciclico de seis membros
(CR2) e um de cinco membros (CR1) envolvam uma variacdo de entalpia semelhante, o
mesmo ndo € valido quando se analisa a variacdo de entropia desses dois processos. A

formacdo de um sistema ciclico de cinco membros envolve uma menor redugdo de entropia
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do que o anel de seis membros, o que torna a formagdo do sistema ciclico de seis membros
termodinamicamente menos favoravel.

Calculos B3LYP/CBSB7 de otimizacdo e frequéncias vibracionais foram realizados
para C-dopa e todas as suas espécies de oxidacdo, que estdo mostradas na Figural?7. Por meio
dos célculos de frequéncias vibracionais, todas as estruturas moleculares otimizadas foram
identificadas como estruturas de minimos termodinamicamente estaveis. A
estruturaotimizada da C-dopa estd exemplificada naFigura 25e seus comprimentos e angulos
de ligacdo estdolistados na Tabela 5. Como pode ser visto os valores de comprimentos de
ligagdo calculados envolvendo as ligagdes C-C variam de 1,388 a 1,563 A, mostrando uma
diferenca média de 0,007 Ados valores GGA/BLYP obtidos por Frazdo et al. (2013). As
maiores diferencas sdo observadas para as ligacbes C7-C8 e C8-C9, com os valores
B3LYP/CBSB7 obtidos como sendo de 1,542 e 1,563 A, enquanto os valores GGA/BLYP
foram de 1,564 e 1,551 A, respectivamente. Diferencas de 0,010 e 0,006 A foram observadas
entre os valores calculados dos comprimentos de ligacdo C=0 e C-O, respectivamente.

Os comprimentos de ligacdes C-O e O-H B3LYP/CBSB7 das hidroxilas fenolicas
foram obtidos como sendo 1,363 e 1,378 A, com valores muito proximos daqueles obtidos no
nivel de calculoGGA/BLYP, i.e., 1,371 e 1,383 A, respectivamente. Maiores discrepancias
foram observadas entre os resultados B3LYP/CBSB7 e GGA/BLYP para 0os comprimentos de
ligacdo C8-N1 e N1-N2, cujos valores calculados para o primeiro caso foram de 1,467 e 1,486
A, enquanto para segundo caso os valores foram obtidos como 1,431e 1,473 A,
respectivamente. Finalmente, considerando os angulos de ligacdo mostrados na Tabela 5, uma
diferenca média de 1,64 graus foi obtida entre os valores B3LYP/CBSB7 e GGA/BLYP,
sendo as maiores diferencas observadas para os angulos C8-C9-C10, C8-C9-N1 e HA-N2-
HB, que foram de 4,05, 7,21 e 4,12 graus, respectivamente.

Figura25 -Estrutura otimizada B3LYP/CBSB7 da C-dopa.
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Tabela5 - Pardmetros tedricos em nivel B3LYP/CBSB7 da molécula de C-dopa.

Comprimentos de ligacdo (A)

Ligac&o DFT  GGA/BLYP* Ligag&o DFT  GGA/BLYP*
C1-C2 1,399 1,406 C2-H 1,084 1,091
C2-C3 1,389 1,395 C5-H 1,086 1,093
C3-C4 1,401 1,405 C6-H 1,081 1,089
C4-C5 1,388 1,392 C7-HA 1,092 1,099
C5-C6 1,394 1,399 C7-HB 1,097 1,098
C6-C1 1,398 1,403 C10-HA 1,090 1,100
C1-C7 1,514 1,514 C10-HB 1,090 1,099
C7-C8 1,563 1,551 C10-HC 1,089 1,097
C8-C9 1,542 1,564 O1-H 0,966 0,976
C8-C10 1,533 1,537 02-H 0,961 0,971
C8-N1 1,467 1,486 O4-H 0,969 1,018
C3-01 1,363 1,371 N1-H 1,019 1,025
C4-02 1,378 1,383 N1-N2 1,431 1,473
C9-03 1,209 1,219 N2-HA 1,018 1,024
C9-04 1,351 1,345 N2-HB 1,013 1,025

Angulos de ligacio (em graus)
C1-C2-C3 121,26 - 02-C4-C5 124,81 124,73
C2-C3-C4 119,38 119,53 C8-C9-03 124,46 122,19
C3-C4-C5 119,98 - C7-C8-N1 107,82 -
C4-C5-C6 120,25 - C8-C9-N1 109,32 116,53
C5-C6-C1 120,51 120,56 C8-C10-N1 110,53 108,74
C6-C1-C2 118,61 - C8-N1-N2 110,04 112,20
C2-C1-C7 119,45 119,86 C1-C2-H 120,92 -
C6-C1-C7 121,92 - C2-C3-H 117,81 -
C1-C7-C8 116,22 115,47 C4-C5-H 119,63 -
C7-C8-C9 106,13 - C6-C5-H 120,12 -
C8-C9-C10 110,79 106,74 C1-C6-H 119,71 -
C7-C8-C10 112,09 109,31 C5-C6-H 119,75 -
C2-C3-01 120,04 119,81 C1-C7-HA 109,82 -
01-C3-C4 120,57 - C1-C7-HB 108,75 -
C3-C4-02 115,20 - C8-C7-HA 107,54 -
C8-N1-H 107,46 107,01 C8-C7-HB 107,68 -

H-N1-N2 110,04 - C8-C10-HA 110,77 -
N1-N2-HA 110,65 - C8-C10-HB 109,08 -
N1-N2-HB 107,35 - C8-C10-HC 109,95 -
03-C9-04 121,96 - HA-C7-HB 106,82 107,99
C9-04-H 106,59 107,398 HA-N2-H2B 109,35 105,23
C3-01-H 107,58 107,30 HA-C10-HB 109,08 -
C4-02-H 109,86 109,06 HC-C10-HB 109,41 -
C8-C9-04 113,55 - HC-C10-HA 108,51 -

*Resultados tedricos da C-dopa obtidos na Ref. [FRAZAO et al, 2013].
Fonte: Da autora (2021).
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Os espectros tedricos M06L/def2-SPV de todas as estruturas otimizadas de C-
dopa e de suas espécies de oxidacdo sdomostrados na Figura 26, juntamente com 0s
espectros experimentais de C-dopa em HCI (0,1 mol L?) e apés adicdo de NaOH (4,5
mol L'*) em pH 13,5. As atribuicGes das principais transicdes eletronicas estdo dispostas
na Tabela 6. Uma comparagcdo entre o espectro experimental da C-dopa (em HCI) e
aquele calculado MO6L/ def2-SPV (segundo espectro UV-Vis) mostra uma boa
concordancia entre si, com pequenas diferencas observadas nas posicdes dos picos
méaximos de absorcdo e suas intensidades. No espectro calculado da C-dopa, uma banda
de alta intensidade foi localizada em 204,5 nm, com um ombro em 216,6 nm. Uma
segunda banda de baixa intensidade foi determinada em 275,9 nm. Os valores de
maximos de absorcdo no espectro experimental em HCI sdo 203, 212 e 278 nm,
respectivamente. Todas as atribuicdes dessas bandas correspondem a transigcoes
eletronicas do tipo 1 — ©n*, envolvendo o anel aromatico da C-dopa.A banda com maior
intensidade em 204,5 nm envolve a participagdo dos orbitais moleculares HOMO-1 e
LUMO+2, enquanto a transicdo de menor energia em 275,9 nm ocorre do orbital HOMO
para orbital LUMO. Finalmente, o ombro em 216,6 nm corresponde a uma transi¢cao
eletronica entre os orbitais HOMO-3 e LUMO. Os orbitais HOMO e LUMO da C-
dopasdo mostrados na Figura 27 e como pode ser visto o orbital HOMO permanece
localizado sobre o anel aromatico da C-dopa, enquanto o orbital LUMO mostra também
a participacao dos orbitais p.antiligantes do grupo carboxilico da C-dopa. A diferenca de

energia entre esses orbitais foi calculada como sendo 5,59 eV.



50

Figura26-Espectros de absor¢cdo UV-Vis experimental e M0O6L/def2-SVP da C-dopa e seus
intermediarios e produto final de oxidacdo.
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Figura 27- Orbitais HOMO e LUMO MO06L/def2-SVP da C-dopa.
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Tabela 6 - AtribuicOes das transicdes eletronicas envolvidas nas bandas do espectro de
absor¢doUV-Vis da C-dopa obtidas no nivel de calculo M06L/def2-SVP.

Comprimento Forga do Transicéo Atribuicao GAP
de onda (nm) Oscilador (eV)
HOMO — Orbital pz C (1,2,3,4,6);
204,5 0095212912 | UMo+3  0(1,2) — orbital pzC 6,670
(1,2,4,5,9);0(2,3,4).
Orbitalpz C (1,2,4,5,6);
216.6 0,004164655 HOMO-3 — 0(1,2eN(1,2) — 6,665

LUMO Orbital pz C (1,3,4,6,13),
O (8,14,15).
Orbital pz C (1,2,3,5,6),

e > 0(18) - Orbital pzC 5,585
(1,3,4,6,13),0 (8,14,15).
Fonte: Daautora (2021).

275,9 0,030842884

Apbs a adicdo da solucdo de NaOH (4,5 mol L), o espectro experimental (Gltimo
espectro da Figura 26) mostra uma banda de baixa intensidade em 440 nm, e duas bandas de
alta e média intensidade em torno 205 e 285 nm. Uma comparacgéo entre 0s espectros tedricos,
mostrados na Figura 26, indica que cada intermediario e o produto da oxidacdo da C-dopa
apresenta um perfil espectral bastante distinto entre si, mostrando que a técnica UV-Vis pode
ser adequada para distinguir as espécies presentes em solucdo apds a oxidacdo da C-dopa.
Dentre as espécies propostas, apenas o intermediario 13 (CR1), o intermediario 16(CR2) e o
intermediario 17(CR3) mostram uma banda com baixa intensidade na regido do visivel. O
pico de maxima absorcdo dessa banda para esses intermediarios foi calculada em 430,6; 402,7
e 504,7 nm, respectivamente. Essa banda envolve, assim como na L-dopa, uma transicao
HOMO-LUMO, que ¢ atribuida como sendo do tipo n— n* sobre os anéis aromaticos desses
intermediarios.A melhor concordancia com o espectro experimental € encontrada para o
espectro calculado do intermediario zwitteribnicol3, considerando ndo apenas a banda na
regido do visivel em 430,6 nm, mas também as bandas de média e alta intensidade em 202,7 e
2952 nm, que correspondem ao HOMO-1—» LUMO+4 ¢ HOMO-4 —
LUMO,respectivamente. As atribuicbes dessas bandas estdo mostradas na tabela 7.Esses
resultados concordam com os resultados obtidos para L-dopa, indicando a presenca de uma

espécie zwitteridbnica em solucdo, quando a oxidacdo da C-dopa ocorre.
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Tabela 7 — AtribuicOes das transicdes eletrOnicas envolvidas nas bandas do espectro de
absor¢do UV-Vis do intermediario 13 da C-dopa obtidas no nivel de célculo
MO6L/def2-SVP.

Comprimento Forga do Transicao AtribOuicdo GAP (eV)
de onda (nm) Oscilador

0,064833503 HOMO-1

Orbital pz N (1); C
(1,2,5,6); 0 (2) —

202,7 —LUMO+4 Orbital pz O (3) e s 5,784
C (9,10).
0,086139721 Orbital pz N (1); C
HOMO-4 — (3,6);0(1) —
295,2 LUMO Orbital pz O (3) e s 3,728
C (9,10).
Orbital pz C(1); py
C (4,5);0(1,2) —
430,6 00723638 HBMO = Orbital pz 1,791
C(1,2,3,4,5,6);
O(1,2); N (1).

Fonte: Da autora (2021).

Os resultados do presente estudo indicam, portanto, que entre 0S mecanismos de
reacao investigados, a via CR1 reproduz melhor os dados dos espectros experimentais UV-Vis
da C-dopa. A estrutura otimizada do intermediario 13estd mostrada na Figura 28, enquanto
seus orbitais HOMO-LUMO estdo mostradosna Figura29 e a diferenca de energia entre esse
orbitais foi calculada como sendo 1,791eV.

Os resultados de energia B3LYP/CBSB7 dos mecanismos investigados mostram um
processo exotérmico de -18,4 kcal mol? para a via de CR1, enquanto condigdes menos
favoraveis sdo obtidas para as vias de reacdo CR2 (-3,89 kcal mol-1) e CR3 (-2,23 kcal mol-1)
essas condicBes termodinamicamente aliadas aos espectros experimentais e teoricos
contrariam o estudo experimental prévio realizado por Gasowska (2009), onde 0 mecanismo
de CR2 foi sugerido para explicar o processo de oxidacdo.Contudo, nesse estudo, condicGes
experimentais bem diferentes do presente trabalho foram utilizadas, i. e., a C-dopa foi
colocada na presenca de tirosinase de cogumelo e monitorada espectrofotometricamente em
tampao de fosfato de sodio, com pH igual a 6,8 (GASOWSKA et al, 2009).
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Figura 28 - Estrutura otimizada B3LYP/CBSB?7 intermediario 13 da C-dopa.
- Carbono

- Oxigénio
- Nitrogenio

Fonte: Da autora (2021).

Figura 29 -Orbitais HOMO e LUMO do intermediério 13 da C-dopa.

ol S
B ewd.

Fonte: Da autora (2021).

LUMO

ELUMO= -3,355 eV
&

HOMO

EHOMO=-5,146 eV

Osresultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com os conhecimentos de
quimica organica, 0s quais indicam que o caminho da reacdo de CR1 deve
ocorrer,preferencialmente, em relagdo os mecanismos CR2 e CR3. Isso se deve ao fato de
que, embora todos 0s mecanismos de reacdo investigados envolvam a formacao de sistemas
ciclicos, o mecanismo CR1 forma um anel de 5 membros, enquanto CR2 e CR3 formam um
anel de seis membros em suas estruturas estaveis oxidadas. Em todos os casos, a mudanca de
entalpia deve ser igualmente favorecida. Porém, a variacdo da entropia € mais favoravel na
formacdo dos anéis de cinco membros (CLAYDENEt al., 2000).

Nenhum dos espectros tedricos, entretanto, mostra a banda experimental observada
com baixa intensidade em torno 330 nm. Uma inspec¢ao nos 25 estados excitados do espectro
calculado do intermediario 13 mostra uma banda 341,3nm com baixo valor de 0,002684608

para sua forca do oscilador. A baixa intensidade dessa banda na regido do ultravioleta indica a
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possibilidade de uma transicdo eletrénica proibida pelas regras de selecdo do dipolo elétrico,
que poderia envolver estados de spin tripletos, diferente do estado fundamental, que tem
multiplicidade singleto (sistema eletrdnica de camada fechada com todos os elétrons
emparelhados nos orbitais moleculares ligantes) da C-dopa. Calculos com estados excitados
envolvendo multiplicidade spin diferente (tripleto) daquele do estado fundamental ndo foram,
entretanto, considerados no presente trabalho. Analises nesse sentido poderdo ser ainda

avaliadas posteriormente.

5.4 Determinacédo simultanea experimental da L-dopa e C-dopa

O método espectrofotométrico UV-Vis proposto foi aplicado com sucesso na dosagem
simultanea dos farmacos estudados em uma preparacdo farmacéutica. A Tabela 8 mostra os
resultados obtidos na analise da amostra do comprimido de Parkidopa®, contendo 250 mg de
L-dopa e 25 mg de C-dopa. Observe que, para as amostras analisadas, as concentracfes de
ambos os farmacos obtidas pelo método espectrofotométrico estiveram de acordo com a dose
nominal, com alta% de recuperacdo (96,36-99,86) e bom% DPR(desvio padrdo
relativo)<2,99. E importante ressaltar que a presenca de excipientes na formulagio
farmacéutica, como celulose microcristalina, estearato de magnésio, dioxido de silicio,
croscarmelose sédica e povidona, ndo interferiu na regido espectral utilizada para a

determinacdo de L-dopa e C-dopa, corroborando a seletividade do método proposto.

Tabela 8 - Aplicacdo do método espectrofotométricoUV-Vis proposto para a determinacao de
L-dopa e C-dopa em uma preparacao farmacéutica.

Medicamento  Ingerido Método Recuperagdo® Método  Recuperacdo® teaculated
8 espectrofotométrico® HPLC?
229,54

L-dopa 250 249,65 (1.52) 99,86 91,82 2,08
(16.7)

C-dopa 25 24,09 (0.72) 96,36 24,13 (0.53) 96,54 0,08

®0s valores sdo expressos em mg por comprimido.
®As recuperagdes sdo apresentadas em porcentagens.
As amostras foram analisadas em triplicatas. Os desvios padrao estdo entre paréntese.
teritico = 2,78, limite de confianca tabelado de 95%.
Fonte: Da autora (2021).

A determinagdo simultanea de L-dopa e C-dopa também foi realizada por HPLCpara

comparacdo [método utilizado adaptado da referéncia deKonduru e Madhuri 2014]. A
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extracdo em fase solida (SPE) foi utilizada para isolar os analitos e preservar a fase
estacionaria da coluna cromatogréfica. As concentracdes de C-dopa determinadas pelo
método comparativo (HPLC) foram estatisticamente iguais ao valor nominal, utilizando o
teste de Student. Em contraste, a massa média determinada para L-dopa foi estatisticamente
inferior ao valor de referéncia, no limite de confianca de 95%, indicando que uma pequena
quantidade da massa de levodopa foi retida no material adsorvente do cartucho de SPE.
Embora este método ndo tenha sido submetido a validacdo parcial, os resultados obtidos pela
analise de Parkidopa® foram satisfatdrios em termos de precisdo (% RSD < 7) e exatiddo (%
de recuperacdo entre 91,82 - 96,54), de acordo com as diretrizes de validagdo empregadas
neste estudo (ICH 2005; ANVISA 2003).0 teste de Student também foi aplicado para
comparacgdo entre os métodos proposto e HPLC. Os resultados obtidos indicam que ndo ha
diferenca estatistica significativa entre os valores obtidos por ambos os metodos,

considerando a = 0,05 como nivel de significncia geral.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a espectroscopia de absor¢do UV-Vis,
aliada a sua reproducdo utilizando célculos quéanticos DFT, é uma ferramenta eficaz para
desenvolver métodos de dosagem de farmacos e investigar mecanismos de reacao envolvendo
sistemas organicos de interesse farmacéutico e industrial. As analises experimentais realizadas
neste estudo foram capazes de fornecer as condicgdes ideais para o desenvolvimento de um
método simples, eficiente e de baixo custo para dosar simultaneamente a L-dopa e C-dopa em
preparacdes farmacéuticas.

Os resultados tedricos mostraram uma boa concordancia com os espectros de UV-Vis
experimentais de ambos os farmacos, favorecendo as propostas de mecanismo investigadas
para a oxidacdo de L-dopa e C-dopa. Em particular no caso da L-dopa, os resultados tedricos
forneceram evidéncias para comprovar que o mecanismo de oxidacdo da L-dopa deve ser, de
fato, aquele proposto previamente na literatura por Madrakian et al. (2004). Contudo, foi
determinada a presenca de um intermediario zwitterionico na solucéo investigada. Resultado
esse em contraste com o produto neutro indicado pelos autores desse estudo.

Dos trés caminhos de reacdo investigados no presente estudo para C-dopa, 0S
resultados teoricos indicam que o caminho de reacdo denominado CR1 é a via
termodinamicamente mais favoravel para a oxidacdo da C-dopa. Um bom acordo foi
observado entre o espectro UV-Vis tedrico do intermediario 13 zwitteribnicocom o espectro
experimental da C-dopa apds a adicdo de NaOH. A presenca da banda na regido do visivel
mostrou-se importante para indicar o mecanismo de reacdo operante paraC-dopa, mas 0
acordo adequado das bandas na regido do ultravioleta favoreceu a presenca da espécie
zwitterionica oxidada da C-dopa em solucdo. Além disso, os resultados experimentais e
tedricos indicam também a possibilidade de um equilibrio quimico entre as espécies
envolvidas no caminho CRL1.

O presente trabalho demonstra o potencial da espectrofotometria de absorcdo UV-Vis
como um método analitico simples, rapido e preciso para quantificacdo simultanea de L-dopa
e C-dopa em preparacdes farmacéuticas. Além disso, a espectroscopia UV-Vis pode ser usada
para monitoramento de mecanismos de reacdo envolvendo os farmacos investigados. O
método proposto foi parcialmente validado, apresentando resultados satisfatérios para todos
0s parametros de mérito. Pode-se concluir que o presente método representa um método
alternativo interessante, rapido, ecoldgico e barato para a analise quantitativa de rotina de L-

dopa e C-dopa em preparacOes farmacéuticas.
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ANEXO

ANEXO A

> Estruturas otimizadas da Carbidopa e seus intermedidrios.
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» Estruturas otimizadas da Levodopa e seus intermediarios.
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