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Resumo

O estudo das propriedades dos estados eletronicamente excitados representa uma ampla
area da fisico-quimica denominada fotoquimica. Entender essas propriedades pode nos trazer
compreensdo sobre diversos fendOmenos que ocorrem na natureza, como processos de
fluorescéncia e até mesmo de degradacao de moléculas. Nesse contexto, o objetivo desta tese €
elucidar os principais mecanismos de desativacao dos estados excitados apos a absor¢ao de luz
em dois sistemas.

O primeiro sistema sdo duas anilidas analgésicas, a acetanilida, molécula essa nao mais
utilizada como medicamento devido sua toxicidade, e o paracetamol, analgésico amplamente
utilizado no mundo inteiro. A presenga do paracetamol em aguas superficiais devido ao descarte
indevido langa luz ao processo de fotodegradacdo e a necessidade de seu entendimento por
completo. Os dois compostos tdm seu estado S» !'(mn* L.) como estado chave para o
entendimento da reacdo, e utilizando técnicas de interpolacdo entre as geometrias relevantes ao
entendimento da reacdo, o estudo demonstra que o caminho de desativagdo ndo encontra
barreira para a formagao dos fotoprodutos clivados. A viabilidade da formagao de fotoprodutos
foi calculada partindo dos fotoprodutos, assumindo um mecanismo de duas etapas. Os calculos
concluem que os produtos Photo-Fries podem ser formados.

O segundo sistema de estudo ¢ duas moléculas do alfabeto ribonucleosideo fluorescente,
mais precisamente as moléculas andlogas a adenina e a guanina. Levando em consideragao o
efeito de solvente por meio explicito com geometrias extraidas de dindmica molecular classica,
sendo o estudo conduzido em ambiente de DNA e RNA, os caminhos de desativacdo foram
estudados. Uma vez excitados para seus respectivos estados mais baixo !(nn* La), eles podem
atingir os minimos do estado em um caminho sem barreiras. A intersec¢do conica com o estado
fundamental se encontra em uma regido de mais alta energia, impossibilitando assim o

mecanismo de conversao interna.

Palavras-Chaves: Fotoquimica, Reagdo Photo-Fries, Paracetamol, Acetanilida, Bases

Canonicas Modificadas.
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Abstract

The study about the properties of electronically excited states represents a broad area of
physical chemistry, called photochemistry. The understanding of these properties can bring us
further comprehension about several phenomena that occur in nature, such as fluorescence
processes and even degradation of molecules. In this context, the aim of this thesis is to
elucidate the main mechanisms of deactivation of excited states after light absorption in two
systems, thus demonstrating the versatility of the CASPT2 method, used in both studies.

The first system consists of two analgesic anilides, acetanilide, a molecule that is no
longer used as a medicine due to its toxicity, and paracetamol, an analgesic largely used
worldwide. The presence of paracetamol in surface water due to improper disposal sheds light
on the photodegradation process and the need for its complete understanding. The two
compounds have their state S, !(nn* L,) as key states for understanding the reaction, and using
interpolation techniques between geometries relevant to understanding the reaction, the study
demonstrates that the deactivation path does not show my a barrier to the formation of the
cleaved photoproducts. The feasibility of photoproduct formation was calculated starting from
the photoproducts, assuming a two-step mechanism. Calculations conclude that Photo-Fries
products can be formed.

The second system of study are two molecules of the fluorescent ribonucleoside alphabet,
more precisely the molecules analogous to adenine and guanine. Taking into account the solvent
effect through explicit medium with configurations extracted from classical molecular
dynamics, being the study conducted in a DNA and RNA environment, the deactivation paths
were studied. Once excited to their respective lowest state !(mn* La), they can reach the state
minima in a barrier-free path. The (!(nn* La)/GS)sscp structures are in a higher energy region,

thus preventing the internal conversion mechanism.

Keywords: Photochemistry, Photo-Fries Reaction, Paracetamol, Acetanilide, Modified

Canonical Bases.
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1 INTRODUCAO

Fotoquimica ¢ o ramo da quimica interessado em desvendar os efeitos quimicos e fisicos
que a radiacdo eletromagnética causa na matéria, principalmente nas regides do ultravioleta
(UV)! e do visivel®. Essas reacdes desempenham um papel crucial em diversas areas da ciéncia,
incluindo a quimica atmosférica, onde sdo essenciais para a formagao e degradagdao da camada
de 0zdnio *, smog fotoquimico4—8, fotodegradagio de pesticidas9,10, entre outros. Além disso,
sdo responsaveis por diversos processos bioldgicos, como a quimica da visaol 1, a fotossintese
e o desenvolvimento de materiais luminescentes ¢ fotovoltaicos 9,12,13.

Quando uma molécula absorve um foton, seus elétrons passam por um processo chamado
de excitacao, no qual eles se encontram em um estado mais energético em comparagao ao seu
estado fundamental, So. O estudo das propriedades dos estados eletronicamente excitados e das
reagdes quimicas que ocorrem nesses estados ¢ fundamental para compreender e controlar uma
variedade de processos governados pela absor¢do ou emissdo de luz. Além disso, esse
conhecimento ¢ essencial no desenvolvimento de novas tecnologias relacionadas a remocgao de

poluentes do meio ambiente € na compreensao do comportamento das bases de DNA.

1.1 Degradaciao de Farmacos

No ano de 1977 foi realizado o primeiro estudo sobre a presenca de farmacos no meio
ambiente'*, quando foi detectada pelos autores a presenca de acido clofibrico (metabélito dos
antilipémicos clofibrato e etofibrato), na faixa de concentracdo de ug.L™' em efluentes nas
estagdes de tratamento de esgoto (ETE) nos Estados Unidos.

Existem diversas rotas de entrada de residuos de farmacos no ambiente, sendo elas o
lancamento de esgotos domésticos, os efluentes de industrias farmacéuticas, efluentes rurais, a
presenca de farmacos nos dejetos de animais utilizados para adubagdo de solos e a disposi¢ao
inadequada de firmacos apés expiragio do prazo de validade '>!6. Algumas rotas de entradas

de farmacos no ambiente sdo demonstradas na Figura 1:
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Figura 1 - Esquema de rotas de entrada de farmacos no meio ambiente. Adaptado de Bila'®.

A maior rota de contaminagao ¢ através dos esgotos domésticos, por onde a maior parte
dos farmacos chega as ETEs proveniente de excrecdo metabolica apds prescri¢gdo na medicina
humana. Os residuos seguem com o esgoto bruto para as ETEs onde sdo, na maioria dos casos,
submetidos a processos convencionais de tratamento!’. Contudo, 0s processos convencionais a
que sao submetidos os esgotos domésticos, baseados na degradacdo biologica dos
contaminantes, ndo sdo eficientes para a completa remog¢ao de farmacos residuais, pois esses
compostos possuem acdo biocida ou estruturas quimicas complexas ndo passiveis de
biodegradagao. Essa ineficiéncia ¢ demonstrada por diversos estudos que mostram a presenca
desse tipo de contaminante em efluentes de ETE!'® 2!,

Farmacos de diversas classes terapéuticas como antibioticos, hormonios, antilipémicos,
anti-inflamatoérios, analgésicos, entre outros, t€ém sido detectados em esgoto doméstico, aguas
superficiais e subterraneas em varias partes do mundo??. A fotoquimica, mais precisamente a
fotdlise, ou seja, a quebra de ligagdes em uma molécula por meio da agdo da luz, surge como
uma alternativa para a mitigacdo do impacto ambiental de poluentes.

Para entendermos a necessidade desse tipo de pesquisa, que visa elucidar o0 mecanismo
de fotolise de farmacos, vejamos o exemplo do Brasil, onde existe uma farmdacia para cada
2.700 habitantes?® segundo dados do Conselho Federal de Farmacia. O acesso a farmdcias e
drogarias e a facilidade na aquisicdo de medicamentos no popularmente conhecido "balcdo da

farmacia" promovem um aumento no consumo de medicamentos pela maioria da populagdo
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brasileira. Os medicamentos de maior uso pela populacdo brasileira sdo: anticoncepcionais,
analgésicos, descongestionantes nasais e anti-inflamatérios24.

A quimica computacional emerge como uma importante aliada na compreensao dos
mecanismos fotoquimicos, fornecendo informagdes valiosas que, por vezes, vao além da
intui¢do quimica. Os estudos computacionais permitem compreender os fendmenos que
ocorrem apos a absor¢do de um foéton, prever propriedades moleculares e obter informagdes
experimentais inacessiveis. Além disso, eles oferecem interpretagdes para medidas
experimentais. Com o aumento do poder computacional e a complexidade dos processos nos
estados excitados, os pesquisadores tém demonstrado um crescente interesse na area de
fotoquimica computacional, impulsionando o aprimoramento tedrico e o desenvolvimento de
novos algoritmos. Atualmente, metodologias como calculos multiconfiguracionais e dindmica
de estados excitados sdo aplicaveis a moléculas com algumas dezenas de atomos e tém sido

bem-sucedidas no estudo fotoquimico de uma ampla gama de sistemas.

1.2 Bases de DNA

O acido desoxirribonucleico (DNA) foi descoberto em 1869 pelo bioquimico Johann
Friedrich Miescher25. A determinacdo de sua estrutura foi realizada em 1953 por Francis Crick
e James Watson26, conquistando o Prémio Nobel de Medicina em 1962 para os dois autores,
juntamente com Maurice Wilkins. O DNA desempenha um papel fundamental no
armazenamento e transmissdo do codigo genético de geragdo em geragdo. E composto pelas
nucleobases canonicas nitrogenadas: adenina, guanina, citosina e timina. Essas nucleobases sao
os blocos de construgdo tanto do DNA quanto do RNA (4cido ribonucleico).

As nucleobases canonicas sao altamente estaveis quando expostas a radiagao ultravioleta,
o que resulta em uma vida curta de seus estados excitados?’. Devido a essa estabilidade, essas
nucleobases nio apresentam fluorescéncia®® e tém uma baixa suscetibilidade a rea¢des quimicas

29:30 gcorrer em seu estado excitado!.

que poderiam

Estudos indicam que as nucleobases foram selecionadas durante o processo evolutivo
devido a sua alta estabilidade fotoquimica®>*. O pico de absor¢io dessas nucleobases ocorre
na faixa de 200 a 260 nm, uma regido do espectro em que as intensidades de emissao na
superficie terrestre sdo atualmente baixas. No entanto, durante o periodo primordial da vida na

Terra, quando ndo havia uma camada de ozdnio protetora, as nucleobases atuaram como

escudos protetores para outras moléculas contra a radiagdo ultravioleta.
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Dada a importancia das nucleobases, diversas investigagdes vém sendo realizadas para
entender as propriedades fotoquimicas das mesmas >*%**#*_Além disso, estudos em bases com

35,45-51
2

modificagdes estruturais estdo sendo realizados para, assim, entendermos as

caracteristicas das bases canodnicas.

1.3 Processos de desativaciao de moléculas foto excitadas

O termo “fotoquimica” ¢ definido pela Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada®?* (IUPAC, do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry) como
sendo o ramo da quimica que lida com os efeitos quimicos da luz. Sendo assim, os estudos
fotoquimicos englobam processos que a molécula sofre a partir da absor¢ao de um foton, sendo
exemplo desses a criagao de estados excitados, relaxacdo e redistribuicdo da energia e as
transformacdes quimicas que a molécula sofre.

Para entendermos melhor os processos fotoquimicos, podemos utilizar o Diagrama de
Jablonski, Figura 2, em que estdo ilustrados os fendmenos que ocorrem apos a excitagao da
molécula, como a fluorescéncia e a fosforescéncia (processos radiativos), que trata da liberagao
espontanea de fotons, além da relaxagdo vibracional, do cruzamento entre sistemas (ISC, do
inglés Intersystem Crossing) e da intersec¢do conica (IC), esses dois, sendo processos nao-

radiativos.

s, i .
IC
S, i ¥ . ISC ,

I \>; T

! |

| . .

hy EFluorescenc:la |

% I

I Fosforescéncia!

2 AV iV}

S | Y y

Figura 2 - Diagrama de Jablonski demonstrando os processos radiativos e nao-radiativos.

A relaxacdo vibracional envolve a relaxacdo de um elétron a partir de um estado
vibracionalmente excitado (chamado de estado vibracionalmente ‘“quente”) para o nivel
vibracional mais baixo de um dado estado eletronico. Ela geralmente acontece quando a
molécula colide com moléculas de solvente, por exemplo, e o excesso de energia ¢ dissipado

na forma de calor.
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O cruzamento entre sistemas acontece entre estados eletronicos com diferentes
multiplicidades de spin, por exemplo, de um singleto para um tripleto. A transi¢do ndo-radiativa
entre estados de diferentes multiplicidades € possivel através da inversao de spin, dada pela

interagio spin-orbital>®

. Transi¢des desse tipo S; - T,, podem ocorrer entre estados vibracionais
ressonantes correspondentes a estados eletronicos diferentes e sdo favorecidas segundo a
magnitude do acoplamento spin-Orbita. ApoOs a transi¢do para o estado eletronico T,,, pode
ocorrer conversao interna entre os estados até o estado eletronico mais baixo, T;. Existem regras
de seleciio para as transi¢des de intersystem crossing, conhecidas como regras de El-Sayed®’.
Segundo essas regras de selecdo, sdo permitidas transi¢cdes entre estados eletronicos de diferente
simetria espacial, por exemplo S; !(nn*) > T3 (nn*).

O processo de fluorescéncia parte do pressuposto de que no estado excitado, o elétron
preserva a multiplicidade que tinha quando no estado fundamental. Isso permite que o seu
retorno ao estado fundamental ocorra rapidamente, com a emissdo de um foton. A velocidade
de fluorescéncia é tipicamente da ordem de 10%s!, com tempo de vida entre 1 e 10 ns. De

acordo com a regra de Kasha>®>

, a emissao de um féton ocorre a partir do estado vibracional
e eletronico excitado de mais baixa energia®.

A fosforescéncia ¢ a emissao de luz a partir de um estado tripleto, ou seja, apos o ISC. A
probabilidade da requerida transi¢do singleto-tripleto para a fosforescéncia aumenta com o
aumento da sobreposi¢do entre os niveis vibracionais dos dois estados € com o acoplamento
spin-orbita. Devido ao fraco acoplamento spin-orbita em moléculas organicas, a fosforescéncia
¢ menos intensa que a fluorescéncia.

Para entender todos os processos de relaxagdo fotoquimica, ¢ necessario incluir também
o conceito de superficies de energia potencial (PES, do inglés Potential Energy Surface). Uma
PES descreve a energia do sistema em relacao a posicdo dos nucleos, ou seja, da geometria
molecular. Embora a PES seja uma superficie multidimensional complexa, ou seja, uma

hipersuperficie que ¢ funcdo de todos os graus de liberdade do sistema, ela pode ser definida

em funcio de coordenadas especificas, gerando as chamadas curvas de energia potencial®!,
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Energia

Coordenada de cordenacao

Figura 3 - Representacao das de superficies de energia potencial do estado fundamental (So),
do primeiro estado singleto excitado (S1), e do primeiro estado excitado tripleto (T1). Também
sao demonstrados os fendmenos de fluorescéncia (F), de fosforescéncia (Ph), o cruzamento
entre sistemas (ISC) e a intersec¢do conica (IC). Imagem adaptada de Merz2.

Como demonstrado acima, na Figura 3, cada estado eletronico ¢ atribuido a um PES,
sendo demonstrado nesse caso trés PES, uma para o S1 e outra para o SO e uma terceira para o
estado tripleto T1, sendo também demonstrada a intersec¢ao conica (IC) entre os dois estados.
Uma IC é o cruzamento entre superficies de energia potencial adiabaticas®’. Em uma
representacdo tridimensional, a regido de cruzamento entre as superficies pode ser representada
de forma simplista como um funil, com a por¢do superior representando o estado mais
energético e a outra porcao representando o estado de menor energia. No ponto de cruzamento
dos dois cones, as fungdes de onda para as duas superficies sdo degeneradas e a aproximacgao
de Born-Oppenheimer deixa de ser valida, o que permite que transi¢des nao-adiabaticas
ocorram®®, como pode ser visto no capitulo 2.1. Assim, as IC servem como “funis” eficientes
para mover a populacdo eletronica para estados de mais baixa energia. Cruzamentos entre

superficies de potencial sdo comuns em moléculas organicas.
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2 METODOS COMPUTACIONAIS

Na area da fotoquimica, os calculos baseados na mecanica quantica sao uma das
principais fontes de informagdo tedrica. Esses calculos permitem obter propriedades dos
estados excitados, como energias, geometrias, caracteristicas das fungdes de onda, momentos
de dipolo de transi¢cdo, acoplamentos spin-Orbita, acoplamentos adiabaticos e intersec¢des
conicas, entre outros. Essas informagdes sao obtidas por meio do conhecimento das superficies
de energia potencial que descrevem o sistema, conectando diferentes minimos e estados de
transicdo. No estudo dos estados excitados, a complexidade ¢ maior em comparagcdo com o
estudo das reagdes no estado fundamental, o que requer o uso de algoritmos computacionais
mais exigentes para descrever adequadamente esses estados. Portanto, o objetivo desta secao ¢
fornecer uma breve descricdo dos métodos computacionais utilizados neste trabalho,

apresentando os principais conceitos e teorias subjacentes a esses métodos.

2.1 Aproximacio de Born-Oppenheimer

Nesta se¢do, iremos demonstrar a importancia dos termos de acoplamento presentes na
aproximacdo de Born-Oppenheimer® e por que esses termos afetam os calculos na regido do
IC%. As fungdes de onda e as energias dos sistemas atdmicos e moleculares sdo obtidas a partir
da equacao de Schrodinger, equacao 1, que na forma nao relativistica independente do tempo €

apresentada abaixo:

Hy(r,R) = Ep(r,R) (1)

Onde r e R representam as coordenadas eletronicas e nucleares, respectivamente. Sendo

assim, pode-se escrever o hamiltoniano molecular da seguinte forma:

H\zTN+Te+VNe+VNN+Vee (2)

Sendo que o primeiro termo Ty da equacdo 2, ¢ o operador de energia cinética dos
nucleos atdmicos, o segundo termo, T,, € o operador de energia cinética dos elétrons, o terceiro
termo, Vy,, ¢ a energia potencial atrativa entre elétrons e nucleos. J& o quarto e o quinto termo,
Vyn © Vee, sd0 os termos de energia potencial repulsiva entre os nlcleos e os elétrons,

respectivamente.
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e Energia cinética nuclear:

Ty=— ) — V2
N 2M, 4 (3)

A=1

e [Energia potencial entre os nucleos:

Z Z ZyZg
|R4 — Rp|

A=1B<A (4)

e [Energia cinética eletronica:

& 1
e ' 2 l (5)

N
V=22ﬁ (6)

e [Energia potencial elétron-nucleo:

Onde, M, ¢ a massa do nticleo A, Z, € a carga do nucleo A.

(7)

Também devemos levar em consideragao que a aproximagao de Born-Oppenheimer tem
como principio a resolucdo da sua parte eletronica e de sua parte nuclear da equacdo de
Schrédinger de forma separada, sem correlagdo entre as duas. Para assim facilitar o célculo, e
que na aproximagao, devido as massas dos elétrons serem muito menores que a massa dos
nucleos, indicando assim o movimento muito mais rapido por parte dos elétrons, pode-se

considerar como fixa a posi¢ao dos nicleos atomicos.
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Ja na aproximacao de Born-Huang, a fun¢do de onda dos nticleos depende da fungao de
onda dos elétrons, que resulta em um sistema de equagdes acopladas, mas que contém
informacdes sobre a energia cinética dos nucleos e como os elétrons modificam essa energia.
Embora mais complicado de resolver do que as equagdes obtidas sob o Born-Oppenheimer
aproximacao, a aproximac¢ao de Born-Huang ¢ o ponto de partida para sistemas que requerem
uma aproximagao que leve em conta os efeitos ndo adiabaticos. Dentro desta aproximacao, o
termo de energia cinética nuclear, equagdo 3, ¢ muito menor que os outros termos, assim temos

que hamiltoniano total, H; é apresentado abaixo:

H=Ty+ T, +Vye + Vyn + Voo =& To+ Vye +Vyy + Voo = Hy (8)

Hr = Hye + Vyy (9)

A equagdo eletronica ¢ apresentada a seguir:

ﬁelelp(r; R) = en(R)Y(1; R) (10)

Onde Y (r; R) € a fungdo de estado eletronica e €,,(R) € a energia eletronica do sistema.

A energia total E, equacao 11 inclui a constante de repulsao nuclear e tem-se:

775
En(R) = en(R) + ZZl . o

=1B<A

Um fato a ser observado ¢ que a funcdo de estado eletronica e a respectiva energia
depende parametricamente de R. Assim ¢ possivel expandir, usando o conjunto completo da

func¢ao de base:
Y@, R) = ) ¢(RY(r;R)
' ; ' (12)

Com ¢ (R) sendo os coeficientes da expansao dependentes explicitamente de R.
Utilizando a equagdo 10 na equacdo 1 e lembrando da relagdo apresentada na equagio

9, obtém-se:
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<— iﬁvf? + Hepe + i i | Rf’f;BI)Z P(RYP(r; R)

= E) $(RW:R)

(13)

E levando em consideragdo a equagdo 11, temos:

M
1
Z(‘ AZ g, 4 B (R —E)>Z¢(R)w(r;R) =0 (14)

m

Observando que:

—Zivw(mw(r R)

m A=1

(15)
_Z Z 2M, (Vi (R)Y(r: R) + 2(Vap (R)) (Vap (5 R))

m A=1

+o(R)(ViY(r; )]

Multiplicando a equagdo 14 por ¥*(r; R) e integrando em todas as coordenadas eletronicas,

temos:

M
ZMVM(R) + (Bn(R) = B (R)

= Ziﬁ {2f¢*(r;R)VAtp(r;R)dr3.|7A (16)
m A=1

+ jw*(r; R)ijp(r;R)dﬁ}

Podemos definir entao:

M
1
CR,V) = Z - (XOT, + Y (17)
A

A=1

Onde:
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XA = fl/)*(r;R)VAL/)(r; R)dr3 (18)

YA = fl/)*(r; R)V2Y(r; R)dr? (19)

Os termos X® e Y@, s30 chamados de termos de acoplamento nao adiabaticos, ¢ a
aproximacao adiabatica, no caso da aproximagao Born-Oppenheimer considera esses termos
nulos®. Porém, cabe aqui ressaltar que em condi¢des onde existem um acoplamento
significativo entre estados, como por exemplo em IC, essa aproximacao deixa de ser valida, e
para o célculo desses pontos ¢ necessdrio a inser¢do desses termos, acarretando assim um

aumento do custo computacional.

2.2 Método Hartree-Fock e a Energia de Correlagao Eletronica

Apesar da aproximacdo de Born-Oppenheimer separar o movimento eletrénico do
nuclear, diminuindo assim a complexidade da solucao da equagao de Schrodinger, somente ¢
possivel a resolucao analitica para &tomos hidrogenoides, para os demai, ndo € possivel resolver
a parte eletronica da equacdo analiticamente. Isso ocorre devido ao termo de repulsdo entre
elétrons, equacao 6, que correlaciona o movimento dos elétrons na molécula.

Devido a esse termo, a equagdo precisa ser resolvida através de métodos aproximativos,
como por exemplo, no método de Hartree-Fock (HF)®”-°. No método de HF a funcdo de onda
eletronica é representada por um determinante de Slater’’, equagdo 20. As fungdes y no

determinante de Slater sdo ortonormais e representam os spin-orbitais.

1) x2(r) o xa(ry)
N \/% X1:(7"2) ngrz) Xn(ErZ) (20)
X1 (Tn) X2 (rn) Xn(rn)

No desenvolvimento da teoria, temos que uma das suas aproximagdes fundamentais ¢é
que cada elétron se move no campo elétrico estatico médio criado por todos os outros elétrons,
isto €, um modelo de particula independente em campo médio. Desse modo, a repulsdo elétron-

elétron ¢ substituida pela repulsdo entre um elétron e o campo médio gerado pelos demais. A
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fun¢do de onda resultante, quando operada pelo Hamiltoniano, fornece a energia mais baixa
possivel para uma fun¢do de onda monodeterminantal, segundo o principio variacional. Essa
aproximacao origina um erro no calculo da energia eletronica total do sistema, associado a falta
de correlagdo entre os elétrons de spins opostos.

A aproximacdo de HF utiliza o Principio Variacional e é nao-relativistica, ou seja, os
estados de uma determinada funcdo de onda aproximada possuem energia acima ou igual a
energia “exata” do estado fundamental, dentro do modelo considerado. A consequéncia disso €
que para um dado sistema, a funcao de onda que minimiza a energia ¢ a melhor possivel dentro
da aproximacao utilizada, ou seja, no limite de um conjunto de base infinito (limite Hartree-
Fock). A diferenca entre a melhor energia calculada no limite HF e a energia “exata” ¢ igual a
Energia de Correlacdo. A energia “exata” ¢ definida como a energia que incorpora todo o efeito
da correlagcdo e um conjunto de base completo.

Assim, obter um determinante de Slater com a menor energia possivel implica em
determinar o melhor conjunto de spin-orbitais e obter a melhor aproximagao para o valor da
energia, respeitando o Principio Variacional.

Apesar de resolver o problema de repulsao elétron-elétron, as equacdes de HF sao
resolvidas de forma numérica e sdo invidveis para um grande niumero de elétrons, assim, para
computar as energias ¢ necessario utilizarmos o formalismo Hartree-Fock-Roothaan’!, que
consiste em definir um conjunto de fungdes matematicas espaciais que representem os orbitais,
neste formalismo, as equagdes puderam ser escritas na forma matricial, contribuindo assim para
implementagdo dos codigos computacionais e popularizando o método.

Um orbital molecular ¢ originado por uma combinagdo linear de fun¢des matematicas
que representam os orbitais atdmicos’> (LCAO, do inglés Linear Combination of Atomic
Orbitals). Essas funcdes sao chamadas fungdes de base, e o conjunto de fungdes de base para
varios atomos ¢ denominado conjunto de base.

O erro no célculo da energia ¢ altamente dependente do conjunto de base empregado.
Conforme o niimero de func¢des de base aumenta, o erro associado a aproximagao utilizando
uma LCAO deve diminuir. Dessa maneira, utilizando um conjunto de base suficientemente
grande, o célculo de HF pode fornecer até 99% da energia eletronica total do sistema, descrito
por uma Equacao de Schrodinger ndo relativistica. Porém, o 1% restante, associado a energia
de correlagdo’ ndo descrita pela aproximagdo HF, é geralmente essencial para descrever

fendmenos quimicos.
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M¢étodos mais sofisticados, que usam o HF como ponto de partida, buscam calcular essa
pequena contribuicdo e, consequentemente, a uma representacdo mais correta de processos
fisico-quimicos. Usualmente, a energia de correlacdo ¢ dividida em correlagdo estatica e
dinamica’ ">, e pode ser definida como:

e Energia de correlagdo estatica: ¢ a energia de correlagdo que tem origem na

degenerescéncia entre orbitais.

e Energia de correlacdo dindmica: ela é proveniente da deficiéncia de métodos HF em

descrever situagdes nas quais os elétrons estdo muito préximos.

Embora essa divisdo ndo seja rigorosa, ela € util, ja que os dois tipos de correlagdo tém

origens fisicas diferentes e podem ser calculados por diferentes métodos.

2.3 O Método CASSCF

M¢étodos que buscam calcular a energia de correlagao e tem como ponto de partida o
método HF, sdo nomeados de métodos pds Hartree-Fock, e temos como exemplo o método de
Interacio de Configuragio’® e a Teoria de Perturbacdo de Muitos Corpos’®.

Tendo em consideracdo que o método HF usa somente um determinante de Slater, os
resultados tendem a representar pontos do PES onde um tnico determinante seja dominante,
porém, em casos onde a geometria estd proxima do limite de dissociacdo molecular, por
exemplo, a utilizagdo do método HF nos trara resultados que ndo serdo representativos.

No método de Interacdo de Configuracdo (CI, do inglés, Configuration Interaction), a

funcdo de onda ¢ descrita por uma combinagdo linear de determinantes de Slater, equagao 21.

Yer = oo + chl/’s+ ZCD¢D+ZCT¢T+“' =Zcil/’i (21)
T

S D i

onde Y, representa o determinante de Slater do calculo de HF e os subindices S, D e T indicam
os determinantes de Slater que sdo simples, duplo ou triplamente excitados em relagao ao estado
fundamental. Cada determinante representa uma configuragdo eletronica diferente. Por

exemplo, promover um elétron de um orbital espacial para outro constitui uma excitagao
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simples, enquanto uma dupla excitagdo significa excitar dois elétrons em diferentes orbitais
para dois novos orbitais e a excitacdo tripla envolve a excita¢do de trés elétrons em diferentes
orbitais.

O calculo Full CI, ou seja, quando a funcdo de onda do sistema ¢ composta pela
combinac¢do linear de todos os possiveis determinantes, no limite de um conjunto de base
completo, deve fornecer o valor esperado para a energia exata do sistema, dentro desse conjunto
de base, de acordo com o Principio Variacional. O problema ¢ o grande numero de
configuragdes (determinantes de Slater) que deve ser incluido no célculo, ja que este cresce
significativamente com o nimero de elétrons do sistema. Isso representa um alto custo
computacional, e na pratica, célculos FCI sdo utilizados somente para sistemas com um
reduzido numero de elétrons.

Mas se pudéssemos selecionar as configuragdes mais relevantes, diminuindo assim o
custo computacional, mas mantendo os beneficios que o método nos traz?

Assim surge o método SCF multiconfiguracionais’’ (MCSCF, do inglés Multi-
configurational self-consistent field), onde a fun¢ao de onda ¢ construida a partir de uma
combinagdo linear de determinantes de Slater (configuracdes) ou fungdes de configuracdo de
estado (CSF, do inglés, configuration state function) °.

As CSF sao configuracdes adaptadas as simetrias espacial e de spin, ou seja, combinagdes
de determinantes de Slater com a mesma configuragdo eletronica, mas diferentes estados de
spin, e sdo geralmente utilizadas nos métodos MCSCF ao invés dos determinantes de Slater.
Nesses métodos, o conjunto de coeficientes da expansdo CI das CSFs e os coeficientes dos
orbitais moleculares sdo otimizados simultaneamente e de uma maneira variacional, para obter
a funcao de onda eletronica correspondente ao menor valor de energia.

Através do formalismo MCSCEF, diversos tipos de fun¢do de onda puderam ser construidas.
Dentre elas, destacamos a fun¢iio de onda do tipo CASSCF’® (do inglés, Complete Active Space
Self-Consistent Field). O método CASSCF foi proposto por Bjérn Ross’®” e a sua grande
vantagem ¢ a escolha de um conjunto de orbitais que seja mais relevante para o sistema em
questdo e, a partir disso, a funcdo de onda multiconfiguracional pode ser determinada
construindo em FCI nesse espaco seleto, denominado espago ativo (EA). Portanto, o problema
agora passa a ser escolher o conjunto de orbitais a serem incluidos no EA para que uma
determinada caracteristica do sistema possa ser descrita. O método CASSCF possui uma

divisdo do espaco de orbitais em quatro subespacos:
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1. Orbitais congelados: sdo os orbitais moleculares mais internos. Esses orbitais sdo
mantidos duplamente ocupados e ndo sdo otimizados durante o calculo, permanecendo
iguais aos orbitais obtidos em um calculo SCF.

2. Orbitais inativos: sdo orbitais duplamente ocupados em todas as configuracdes da
fun¢do de onda, e ao contrario dos orbitais congelados, sdo otimizados durante o
calculo para melhorar a descri¢do do sistema.

3. Orbitais ativos: sdo aqueles diretamente envolvidos nos processos que se pretende
estudar e, obviamente, serdo otimizados novamente.

4. Orbitais virtuais: sdo os orbitais que terdo ocupacdo igual a zero, em todas as

configuragdes da expansao.

Os resultados obtidos pelos calculos CASSCF sdo bastante sensiveis a escolha do espaco
ativo. Determina-los ¢ um passo crucial, pois devem representar a situagdo quimica de interesse,
podemos ver mais sobre a escolha dos orbitais no capitulo 2.4. Se o EA ndo estiver correto,
resultados incorretos € sem significado fisico podem ser obtidos. Além disso, o EA deve ser
grande o suficiente para diminuir os erros associados a falta de correlagdo dinadmica %°. O
problema ¢ que o nimero de orbitais e elétrons possiveis de serem incluidos no EA ¢ usualmente
limitado devido a restrigdes computacionais. Como consequéncia, selecionar o numero
adequado de configuracdes e os orbitais corretos requer alguma experiéncia e insight quimico
para assegurar que a fun¢ao de onda tenha flexibilidade e possa fornecer os resultados corretos.

Uma vez escolhido quais orbitais participardo do espago ativo, a fungdo de onda CASSCF
¢ obtida a partir de uma combinacdo linear de todas as configuragdes adaptadas de spin,
distribuindo os elétrons no espago ativo de todas as formas possiveis. Em seguida, sdo
otimizados os coeficientes da combinacao linear dos orbitais ativos e duplamente ocupados.

Os coeficientes da expansdo CI e dos orbitais podem ser otimizados com respeito a energia
de um determinado estado (também chamado de raiz) ou a média da energia para cada estado
individual considerado. Esse ultimo procedimento ¢ chamado state-average CASSCF (SA-
CASSCEF) e ¢ necessario nos casos onde varios estados possuem energias muito proximas ou
quando o alvo do estudo envolve diversos estados, como na espectroscopia optica e eletronica
e na fotoquimica 8. Esses processos tipicamente possuem cruzamentos evitados e intersecgdes
conicas ao longo da coordenada de reagdo. Nesses casos, utilizar o SA-CASSCF evita
problemas de convergéncia, muitas vezes associado a inversao de raizes (root flipping), ja que

o algoritmo CASSCEF pode trocar de um estado para outro. No SA-CASSCF, um tinico conjunto
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de orbitais moleculares, representativo para todos os estados envolvidos, ¢ utilizado para
computar todas as raizes, que sao otimizadas simultaneamente. Uma matriz densidade média ¢
obtida considerando todos os estados, que diferem apenas pelos seus proprios conjuntos de
coeficientes CI otimizados.

E importante ressaltar que, embora o CASSCF calcule grande parte da energia de
correlacdo estatica, o espaco de configuragdes no método CASSCF ¢ relativamente pequeno,
ou seja, nao ¢ possivel obter a energia de correlacdo dinamica a partir desse método, exceto
para sistemas muito pequenos. Isso porque a correlacao eletronica dentro do espaco ativo ¢
completa, mas a energia de correlagdo proveniente de interagcdes envolvendo elétrons do espaco
inativo nao ¢ considerada. Como resultado, as energias obtidas a partir dos calculos CASSCF
nao sdo exatas. O restante da energia de correlagdo, associado as interacdes instantdneas de
curto alcance entre dois elétrons, a chamada correlagdo dinamica, pode ser obtida utilizando o
método de perturbagdo de segunda ordem com a fun¢ao de onda CASSCF, denominado Teoria
de Perturbagdao Multiconfiguracional de Segunda Ordem (CASPT2, do inglés Complete Active-
Space Second-Order Perturbation Theory).

2.4 Escolha do Espaco ativo

Como descrito no capitulo anterior, a grande vantagem do método CASSCF ¢ a escolha
de um conjunto de orbitais que seja descritivo para o sistema em questdo, conjunto esse
chamado no método de espago ativo, e, a partir dele, a fungdo de onda multiconfiguracional
poder ser determinada construindo um Full CI nesse espaco.

A partir desse ponto, nosso problema pratico passa a ser a escolha dos orbitais que serdao
inseridos nesse EA, e consequentemente utilizados para gerar todas as configuracdes. Isso
implica na escolha criteriosa de cada orbital que entra no EA, ja que os recursos computacionais
limitam o numero a ser escolhido.

Na literatura, algumas regras foram sugeridas por Roos e colaboradores®!, para de certa
forma ajudar a entender quais sdo os orbitais mais importantes para cada tipo de sistema, elas

sdo apresentadas a seguir:

e Pequenas moléculas, com até 4 atomos (exceto hidrogénios), recomenda-se

incluir todos os orbitais de valéncia.
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e Para os atomos Li, B e C, que pertencem ao 2° periodo, incluir os orbitais 2s, 2p.
Para os 4&tomos N, O e F o orbital 2s ndo precisa ser adicionado.

e Elementos do 3° periodo: incluir os orbitais 3s € 3p; em casos com mais do que 3
elétrons de valéncia, o orbital 3s podera ser excluido.

e Metais de transicdo: incluir os orbitais 4s, 3d € 4p. Sendo atomos da 1? linha de
metais de transi¢cdo e havendo mais do que 5 elétrons d, considerar a necessidade
de incluir uma camada d (4d) extra no espaco ativo (efeito da dupla camada)®?.
Nos outros metais de transigdo, o efeito da dupla camada d ¢ reduzido, ndo sendo
necessario essa inclusdo da camada d extra’.

e Para compostos com elementos contendo nimero de oxidacdo alto, talvez seja
necessario utilizar um niimero maior de orbitais ativos, porque as ligacdes se
tornam muito covalentes.

e No caso dos lantanideos, incluir os orbitais 4f, 6s, 6p e 5d. Para os actinideos,
incluir os orbitais 5f, 7s, 7p e 6d. Em alguns casos, existe a necessidade de se

utilizar uma dupla camada f.

Para o estudo de estados excitados de moléculas organicas € necessario a inclusdao de
todos os orbitais m, virtuais e ocupados, € os orbitais associados a pares de elétrons isolados,
que irdo descrever as transi¢des do tipon — m*. Em alguns casos, orbitais de Rydberg devem
ser adicionados e para caso de estudos de dissociagdo, o par de orbitais 6 — o* da ligacdo de
estudo deve ser inserido também.

Tendo definido o espaco ativo, o calculo CASSCF pode ser realizado, e apds o mesmo
finalizado, ¢ necessario analisarmos com cuidado para termos certeza de que todos os orbitais
escolhidos permanecem nele.

Outro ponto que ¢ preciso ressaltar ¢ que diferente dos orbitais do método HF, que sdo
candnicos e tem ocupacao de 0, 1 ou 2, os orbitais obtidos pelo método CASSCF sao orbitais
naturais®®, e os mesmos tém como caracteristica a ocupagio fracionaria. Assim, se o orbital tem
ocupac¢do proxima a 2, significa que ha pouca excitagao a partir desse orbital, e, no caso oposto,
ocupac¢do proxima a zero, significa que raramente ocorre transicao para esse orbital.

O que acontecera se tivermos no espago ativo um orbital cuja ocupagao ¢ muito proxima
de dois ou muito proxima de zero? Nesse caso, havera problemas durante o processo de

otimizacdo dos orbitais, assim eles devem ser transferidos para o espaco inativo ou virtual”>.
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2.5 Teoria da Perturbacio Multiconfiguracional de Segunda Ordem

O uso da teoria de perturbagao, inicialmente formulada para se entender os resultados
experimentais do atomo de hidrogénio na presenca de campo elétrico®®, é uma alternativa ao
método variacional para tratar a correlacdo eletronica em atomos e moléculas que ja esta bem
estabelecido. Em sua formulagao, a teoria se baseia na partigdo do Hamiltoniano em duas partes,
sendo o primeiro o Hamiltoniano de ordem zero e o segundo o Hamiltoniano perturbado.

Para sistemas em que ¢ necessaria uma avaliacdo correta da correlagdo eletronica
dinAmica e estitica, a teoria multiconfiguracional de perturbagio de segunda ordem®’, CASPT2,
provou ser uma abordagem precisa e produtiva. O método ¢ baseado em uma fun¢ao de onda
de referéncia CASSCF, que leva em conta todos os efeitos de degeneragdo préximos na
estrutura eletronica (a correlagdo estatica) que ocorre em muitas situagdes, por exemplo em
estados excitados, quebra de ligacdo, etc. Sdo adicionados efeitos de correlacdo dindmica
remanescentes usando o método perturbativo, que calcula a fun¢do de onda de primeira ordem
e a energia de segunda ordem usando a fun¢do de onda CASSCF como a fung¢ado de referéncia
de ordem zero.

Nessa teoria, o Hamiltoniano ¢ particionado de acordo com a equagao 22.

H=HO4+ 7M™ (22)

Onde H® representa o Hamiltoniano de ordem zero que possui os autovalores e
autofungdes conhecidas, H(M representa o Hamiltoniano perturbado (de segunda ordem) e A
controla o tamanho da perturbacao.

A escolha inapropriada do Hamiltoniano de ordem zero e do espago ativo podem levar a
algumas singularidades nos calculos das fungdes de energia potencial, que originam os assim
chamados estados intrusos (intruder states) %¢. Essas singularidades ocorrem quando existem
estados quase degenerados. Formalmente, os estados intrusos sdo estados na expansdo de
primeira ordem da fungdo de onda com energias proximas ao estado de referéncia. Sua presenga
leva a denominadores pequenos no termo de segunda ordem na expressdo de energia, o que
pode levar a singularidades quando a energia do denominador deste termo passa a ser zero,

equagio 23 %°,
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2
132=<0)+ZE|<0—)| (23)

Uma maneira de lidar com os estados intrusos ¢ aumentar o tamanho do espago ativo.
Quando isto ndo ¢ possivel, as singularidades fracas podem ser removidas utilizando uma
técnica chamada level shifi ¥'. O shift é utilizado para suprimir o acoplamento entre o estado
intruso e o estado de referéncia e consiste em adicionar um novo termo ao Hamiltoniano ndo
perturbado, isto ¢, um valor ao denominador para que ele seja diferente de zero. Em termos
praticos, isso nada mais ¢ do que definir um valor para um shift que pode ser imaginario ou
real. Valores pequenos removem as singularidades, enquanto valores relativamente grandes
podem causar novas divergéncias e valores muito grandes sdo inaceitaveis, ja que a funcao
potencial passa a ser afetada em regides distantes das singularidades.

Também vale ressaltar que nos calculos da teoria de estado tinico CASPT2 (SS-CASPT2,
do inglés Single-State Complete Active-Space Second-Order Perturbation Theory), as fungdes
de onda geradas com o método SA-CASSCF sdo usadas como estado de referéncia para
expansao perturbativa de cada estado separadamente e sua relaxacdo ndo ocorre, ou seja, 0s
coeficientes sdo mantidos constantes. Assim, esse método nao ¢ o mais indicado para descrever
cruzamentos evitados e estados de Rydberg.

Uma alternativa para resolver esse problema ¢ utilizar multi-state CASPT2% (MS-
CASPT?2), que utiliza um espaco de referéncia multidimensional que abrange dois ou mais
estados SA-CASSCF. No método MS-CASTP2, foi aprimorado a descri¢do do acoplamento
entre diferentes estados eletronicos por meio da abordagem do Hamiltoniano efetivo, além
disso, diferentes estados referéncia, provenientes da funcdo de onda SA-CASSCF, sao
acoplados ao termo de segunda ordem.

Atualmente, um dos grandes sucessos do método MS-CASPT2 ¢ sua aplicacdo nos
calculos de energia de excitagdes ¥, ja que ele permite que os estados excitados sejam tratados
no mesmo nivel de teoria do estado fundamental. Tanto os estados de valéncia quanto os estados
de Rydberg podem ser estudados com erros nas energias de excitacao da ordem de 0,1 — 0,2 eV
86,90

Porém, recentemente, Granovsky®', demonstrou que o método MS-CASPT2 pode levar a
superficies de energia potencial singular em torno dos cruzamentos, assim evitando as
intersecgoes conicas. A fim de corrigir este problema, ele propds uma nova familia de métodos
chamada perturbacdo quase-degenerada de multiconfiguragao “estendida” (XMCQDPT2, do

inglés, Extended Multiconfiguration Quasi-Degenerate Second-Order Perturbation Theory).
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O método vem sendo utilizado com sucesso para estudar estruturas na regido das
intersecgdes conicas, e foi utilizado como base para a corre¢do do método MS-CASPT2, agora
nomeado MS-CASPT2 estendido (XMS-CASTP2)”2. O método tem como sua principal
diferenca quando comparado a sua versao MS-CASPT?2 a adi¢ao de termos ndo-diagonais do
operador de Fock generalizado como resultado, produzem potenciais melhorados nas regioes

89,90,93

de cruzamento proximo e os chamados ICs , no entanto pode levar a resultados ndo tao

precisos em questdo de energia na regido de Franck-Condon”%**,

2.6 Modelos QM/MM de modelagem de ambiente

Apesar das moléculas em geral apresentarem os fendmenos de interesse estudados
experimentalmente em meio a solventes, os estudos tedricos sdo em sua grande maioria
realizados em moléculas isoladas®. Isso se deve ao fato que estudos em solvente possuem um
grande custo computacional.

O modelo mais comumente utilizado ¢ o de solvente continuo. Nele o solvente ¢ tratado
como um dielétrico continuo e infinito de constante dielétrica €, assim, o sistema de interesse €
colocado no interior de uma cavidade contendo vacuo, cuja € ¢ igual a um. Nesse modelo, o
solvente se polariza na presenca de cargas eletronicas e nucleares do soluto, induzindo cargas
de polarizagdo na superficie da cavidade, que por sua vez, polariza a distribui¢do de cargas do
soluto.

O custo computacional baixo ¢ um dos atrativos do método, porém, vale ressaltar que
considerar 0 meio como um continuo traz alguns problemas como, por exemplo, a falha na
descricdo das interacdes de curto alcance, especialmente interacdes especificas, como por
exemplo ligacdes de hidrogénio”®?’.

Dessa forma, € necessario optar por aproximacdes que de forma geral levem em
consideracdo essas interagdes e que apresentam boas concordancias com os resultados
experimentais. Uma metodologia ja bem estabelecida, que nos Ultimos anos vem ganhando
mais adeptos devido ao aumento do poder computacional disponivel, s3o os modelos hibridos,
que combinam calculos quanticos (QM, do inglés Quantum Mechanics) e mecanica classica
(MM, do inglés Molecular Mechanics), chamados normalmente de métodos QM/MM, ou caso
o sistema possua evolucio no tempo, ou seja, caso o sistema seja submetido a uma dindmica, o

mesmo passa a ser chamado QM/MD%, sendo MD do inglés Molecular Dynamics.
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Em célculos QM/MM, o sistema ¢ dividido em dois subespacos, o primeiro consiste num
pequeno nimero de 4&tomos, onde o tratamento terd maior rigor, sendo esse tamanho definido
pelo método QM que sera utilizado, no nosso caso, XMS-CASPT?2. E o segundo ¢ a parte MM,
que serve como ambiente e que utiliza campos de forga classico.

A ideia do método original € o tratamento de dois sistemas diferentes, como por exemplo,
soluto solvente, porém quando o sistema de interesse ¢ grande, e ndo pode ser abordado de uma
forma total com metodologia QM, ¢ necessario descrever somente a parte de interesse do
mesmo, e se existir ligacdes quimicas na divisdo das duas regides € necessario o tratamento de
fronteira®.

Na forma convencional, a abordagem dos calculos quanticos e dos célculos classicos, sdo
realizadas ao mesmo tempo e a energia do método QM/MM ¢ apresentada na equacao 24. Nessa

equacdo o termo Ejy, representa a energia da parte quéntica, o termo E)y representa a energia

da parte da mecanica molecular e o Gltimo termo ¢ a parte do acoplamento entre as duas partes.

Etotar = Eou + Eum + Eqm/mm (24)

O tltimo termo da expressdo ¢ usualmente escrito como a soma de trés tipos de interacao,
sendo elas a interacdo eletrostatica, a interagdo de Van der Waals e o ltimo termo ¢ calculado

caso existam ligagcdes quimicas entre a parte QM e MM.
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3 FOTOQUIMICA DE FARMACOS BASEADOS NA FENILACETAMIDA

3.1 Introducio

A relevancia dos produtos farmacéuticos para prevenir e tratar doengas humanas e
doengas animais ¢ um consenso. Gragas a eles, temos uma qualidade de vida melhor e tivemos
aumento da expectativa de vida nos ltimos anos. No entanto, ingredientes farmacéuticos ativos
(IFA) também geram um aumento de residuos que, se ndo descartados adequadamente,
contaminam o meio ambiente e causam efeitos deletérios para os ecossistemas e 0s seres
humanos!'®.

A contaminagdo ambiental ocorre durante a fabricagdo industrial, uso e descarte dos

1

IFAs. Em relagio ao descarte incorreto, a literatura!’! aponta duas principais fontes de

ocorréncia. Em uma delas, a forma liquida, a contaminagdo ocorre pela excrecdo humana dos
medicamentos nao metabolizados e descarte inadequado do medicamento na rede de esgoto. A
outra, a forma sélida, ocorre com o envio do medicamento para aterros sanitarios dentro ou fora
dos blisters de protecdo. Ambos acabam contaminando as aguas subterraneas e,
consequentemente, as aguas superficiais, onde através da incidéncia da luz solar, pode ocorrer

a fotodegradacdo dos contaminantes.

Embora detectado em baixa concentragio (normalmente ug.L™!) em agua doce!%*!%,

104,105

anilidas e outras drogas (como compostos perfluorados , farmacéuticos'%¢1%,

hormoénios!!® 112 disruptores endocrinos!!3, protetores solares!!'?, retardadores de chama''®,

115,116 117-122

dioxano , pesticidas e seus subprodutos de degradacdo) sdo prejudiciais ao meio
. . . . . . 123
ambiente e seus danos potenciais aos ecossistemas ainda permanecem desconhecidos .

A N-(4-hidroxifenil)-acetamida, Figura 4a, vendida mundialmente sob o nome genérico

de paracetamol, ¢ um farmaco analgésico e antipirético pertencente a classe dos compostos

oqe y o 124 y qs .
anilidas analgésicas'“*, amplamente empregado no tratamento médico humano e animal.
Apesar de ser o medicamento mais prescrito para dor e febre, de acordo com uma revisao

125,126

recente , sua eficacia tem sido questionada, e seu potencial de causar danos ao figado ¢

conhecido desde 1970'%"128 danos nos rins também sdo causados'?’, sendo 10 gramas uma dose

suficiente para envenenar um adulto!*°.
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Figura 4 - Clivagem da ligacao OC-N do paracetamol (acetaminofeno) (a) produzindo 1-(2-
Amino-5-hidroxifenil)etanona (b) como produto principal da reacdo Photo-Fries.

(b) o

E interessante notar que, o consumo de paracetamol no Reino Unido foi de mais de 3.500
toneladas em 2002 segundo a IMS. Global Pharmaceutical Sales, MIDAS database, 2004. Além
disso, um estudo recente sobre a ocorréncia global de produtos farmacéuticos em rios!®
mostrou que o paracetamol foi detectado com frequéncia semelhante em todos os continentes,
sendo o contaminante com a maior concentracio detectada.

1317133 1o tratamento da dor e da febre, o

Por ser um medicamento de baixa eficacia
paracetamol tem sido usado em combinacdo com muitos outros medicamentos, como
diclofenaco, cafeina, ibuprofeno e carisoprodol, e esta presente em um grande numero de
prescri¢des de medicamentos, tornando-se um medicamento amplamente difundido, e tem sido
considerado um poluente emergente'** !¢ devido a presenca de quantidades crescentes em
aguas residuais domésticas, como resultado da descarte incorreto e estagdes de tratamento
ineficientes.

Virias técnicas tém sido propostas para remover essas substancias do meio ambiente.
Quanto ao paracetamol, as mais empregadas sao hidrolise, degradacdo térmica e biodegradagao,
enquanto a fotodegradacdo tem sido a menos empregada, apesar de ser entre as técnicas de
degradacgio de drogas mais relevantes'>*!37-1°. Essa baixa adesdo ao método ¢é relacionada a
baixa taxa de degradagdo que a literatura apresenta, sendo ensaios realizados em reator com
vazdo 125,00 L/h com exposi¢ao da solugdo por 120 min, apresentaram taxa de degradagdo de
7,45%, enquanto nas mesmas condigdes, 0 método H>O2/UV apresentou taxa de degradagao de
86,65%'4141 " Apesar dos esforcos recentes, aspectos moleculares relacionados aos
mecanismos fotoquimicos dessa reagio ainda niio sio totalmente compreendidos!4?.

Na literatura, sdo diversos estudos apresentando a degradagdo do paracetamol na presenca
de foto catalisadores'**!46, Nesses estudos, ha a formagio de diversos fotoprodutos por

147

irradiagao UV na presenca de H,O; via hidroxila foto gerada e outros radicais'*’. No entanto, o

composto b apresentado na Figura 4 nao foi gerado, ou pelo menos nao foi identificado, nesses
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143,148,149

experimentos, diferente do que foi demonstrado que fotdlise UV direta com 254

143,148-153 154-156

nm causa a rea¢ao Photo-Fries
Como pode ser visto na Figura 4a, temos a ligacdo NCO, que ¢ de interesse para a
fotoclivagem e ¢ a primeira etapa da reacdo de Photo-Fries (PFR, do inglés Photo-Fries

rearrangement). Esta reacdo tem sido amplamente estudada na classe éster!4%157-163

, € pode ser
usada como um indicador de um possivel mecanismo para as moléculas de nosso interesse.
Observacdes experimentais estabeleceram que a reacao Photo-Fries ocorre no primeiro

estad0160,1647166, Sl,

que possui carater r*, cujas superficies de energia potencial (PES) sao
intersectadas por um estado dissociativo nc*, onde o orbital 6* estd localizado ao longo da
ligagdo O—-CO'?’.

A acetanilida (N-fenilacetamida), Figura 5a, anteriormente conhecida pelo nome
comercial de Antifebrin, foi o primeiro derivado da anilina utilizado como propriedades
analgésicas e antipiréticas, podendo ser considerado o precursor do paracetamol. Apos estudos
na ac¢do no corpo humano, foi descoberto que além da molécula ser convertida no metabolito
fendlico, uma outra reagdo ocorria. Assim era gerado, juntamente o aminobenzeno (ou
popularmente conhecida como anilida) que ¢ altamente toxico. Em 1948, Julius Axelrod e
Bernard Brodie '®® descobriram que a acetanilida teria maior toxicidade que outras drogas

usadas como analgésicos, sendo a droga responsavel por causar metahemoglobinemia e,

finalmente, causar danos ao figado e aos rins.

o o) NH;
254 nm
(@) (b) NH; Q (c)

Figura 5 - Clivagem da ligagdo OC-N de acetanilida (2a) resultando em 2'-aminoacetofenona
(2b) e 4'-aminoacetofenona (2c¢).

Deve-se notar que, embora o rendimento da fotdlise seja baixo, em condigdes naturais,
h4 a formacio de produtos, sendo esses aminas aromaticas (anilinas)'*’. Esses compostos sdo
conhecidos por serem toxicos particularmente para peixes'® e também para humanos'”’. De
forma geral, isso levanta a questdo do uso de irradiagdao de 254 nm sozinha para desinfeccao de

agua contendo residuos organicos aromaticos que absorvem neste comprimento de onda (como
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drogas ou pesticidas), porém, torna o entendimento da reacdo mais necessaria, a fim da
compreensdo e da otimizacao da mesma.

Com este estudo, esperamos contribuir para um melhor entendimento da fotofisica do
paracetamol e, consequentemente, auxiliar novas pesquisas que investiguem como remové-lo

do meio ambiente.

3.2 Objetivo

O objetivo deste trabalho foi elucidar os mecanismos de fotolise do paracetamol
empregando o método MS-CASPT?2 e conjuntos de bases atdmicas dupla-C. As hipersuperficies
de energia potencial relevantes foram exploradas por meio de geometrias de minimos, pontos
de cruzamento de energia minima (MECP, do inglés Minimum Energy Crossing Point) e
interpolagdo linear em calculos de coordenadas internas. Para comparagdes, os fotolitos da
acetanilida, para os quais foi observado o mecanismo Photo-Fries também foram descritos no

mesmo nivel tedrico e comparados com resultados anteriores.

3.3 Metodologia

Geometrias de minimos e pontos de cruzamento de energia minima entre estados
singleto-singleto (SSCP, do inglés singlet-singlet minimum energy crossing point ) foram
otimizados com MS-CASPT2!7"172 baseado em uma fun¢io de onda SA-CASSCF” utilizando
um conjunto de base dupla-{ (ANO-L-VDZP'!'7®). O SSCP foi otimizado como o ponto de
cruzamento com menor energia obtido com a técnica de multiplicadores de Lagrange restrita'’,
impondo a restricdo de degenerescéncia entre os dois estados eletronicos considerados. Os
calculos foram realizados sem correcao do IPEA (lonization Potential-Electron Affinity
Shift)36%7. Para lidar com estados intrusos, nos empregamos a técnica de Imaginary level Shifi'”™
(0.2 Hartree). Os céalculos foram realizados com a média dos cinco estados eletronicos singletos,
empregando um espago ativo abrangendo 14 elétrons em 12 orbitais SA(5)-CASSCF(14,12),
Figura 6, isto ¢, um par de orbitais 6/c* ao longo da ligagdo OC-N, um par de elétrons » no

atomo de oxigénio, 5 orbitais 7 e 4 orbitais n*. Célculos de estrutura eletronica foram realizados

com o programas OpenMolcas!’®, sem impor restricdes de simetria espacial.
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(b)

Figura 6 - Espagos ativos da (a) acetanilida e do (b) paracetamol, em termos de orbitais naturais
médios derivados no nivel SA(5)-CASSCF(14,12)/ANO-L-VDZP na geometria de equilibrio
do estado fundamental, contendo 14 elétrons, 9 m, o par de elétrons localizado no atomo
oxigénio um par de orbitais ¢, o* ao longo da ligacdo OC-N. Este ativo espago foi empregado
para otimizacdes de geometria e excitagdo vertical calculos de energia.

Os célculos do caminho de energia minima (MEP), empregando o método MS-CASPT2

consomem muito tempo devido a falta de gradientes analiticos. Portanto, as regides mais
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relevantes ao longo das hipersuperficies de energia potencial foram conectadas por meio de
caminhos de interpolagdo linear em coordenadas internas (LIIC), definidas via Z-Matrix. Em
cada estrutura LIIC, as energias de excitacao vertical foram calculadas no nivel de teoria MS(5)-
MS-CASPT2(14,12)/ANO-L-VDZP. Vale ressaltar que as vias LIIC representam um limite
superior ao caminho real, levando a barreiras energéticas superestimadas. O software
COLUMBUS!”" foi empregado para interpolar as geometrias necessdrias para os cilculos dos
LIICs.

Ja para avaliar a formagdo de fotoprodutos, foi calculado o caminho da regido de
cruzamento para os produtos semi-formados utilizando interpolagdo geodésica !’®. Essa etapa,
como pode ser vista nos resultados e discussdes, foi a Uinica etapa a apresentar barreira
energética, sendo assim, a escolha de um método de interpolagdo diferente para essa etapa se
da devido ao método de interpolagdo geodésica apresentar valores de barreira menor ao método
de coordenadas interna. A energia foi calculada em nivel de teoria CAM-B3LYP!”/6-
311++g(d,p)'*°, utilizando o programa Gaussian09'8!,

Os espectros de absor¢io foram simulados com o auxilio do software SHARC!®2, Um
conjunto de condigdes iniciais de 1000 geometrias foi gerado a partir de uma distribuicao de

Wigner de oscilador harménico quantico nio correlacionado!®184

, obtido a partir da otimizacao
da geometria de equilibrio do estado fundamental, seguida do calculo de frequéncias
harmonicas, realizado no nivel MP2/ANO-L-VDZP. Este conjunto foi entdo usado para simular
a parte de menor energia do espectro de absorcao. Para cada geometria amostrada, as energias
de excitacdo vertical foram calculadas por meio de calculos de ponto tinico no método MS-
CASPT?2, incluindo os seis estados eletronicos singlete mais baixos (MS(6)-CASPT2(14,12))
e funcao de base ANO-L-VDZP; este nivel de teoria foi empregado apenas para a simulagao
do espectro de absor¢do. O espectro de absorcao final foi obtido como uma superposicao de
fungdes gaussianas, definidas nas energias de excitacdo vertical computadas e com a altura

proporcional a forga do oscilador'®, com uma largura a meia altura (FWHM, do inglés Full

Width at Half Maximum) de 0,30 eV.

3.4 Resultados e Discussoes

3.4.1 Energia de excitacio vertical
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186-188 AE, forcas de oscilador

Energias de excitagdo vertical computadas e experimentais
associadas (f) e momentos de dipolo eletronico (1) para os estados eletrdnicos singlete mais

baixos na regido Franck-Condon sdo exibidas na Tabela 1.

Tabela 1 — Energia vertical (AE (eV) e A (nm)), for¢a de oscilados (f) e momento de dipolo (x)

pra os trés primeiros estados excitados da acetanilida e do paracetamol em nivel MS(5)-
CASPT2(14,12)/ANO-L-VDZP.

Acetanilida
Tebrico Exp!#®
Estado AE (eV) A(nm) f u AE
Fundamental 3.59
Si Y(mm* Ly) 431 287.7 0.003 3.64 4.42
Sz Y(nm* La) 4.89 253.5 0366 2.39 5.12
S; l(nm*) 5.24 236.6 0.001 4.52
Paracetamol
Tebrico Teorico'®®
Estado AE (eV) A(nm) f u AE f
Fundamental 3.54
Si Y(m* Ly) 4.14 299.6 0.007 3.55 474 0.033
Sz Y(nm* La) 4.87 254.6 0339 2.52 5.12 0418
S; l(nm*) 5.28 234.8 0.000 3.11 5.21  0.000

Como pode ser visto na tabela acima, o estado excitado singleto !(nn*) mais baixo da
acetanilida é calculado como sendo verticalmente em 4,31 eV acima do minimo do estado
fundamental, valor esse em concordancia com o valor experimental (4,58 eV) relatado por
Prabhumirashi'®. De acordo com Ungnade et al.!, essa excitagio é chamada de banda
secundaria, em referéncia ao espectro de absor¢do, enquanto Prabhumirashi empregou a
notacdo de Platt-Murrell'®! para rotula-la como Ly. A transi¢do eletronica para o estado excitado
(nm* L) estd associada a uma forca do oscilador de 0,003. Na regido de Franck-Condon, a
funcdo de onda S; !(mm* Lb) é derivada do estado fundamental por uma dupla excitagio
envolvendo o ms para mo* (43%) e m3 para o ws* (29%), orbitais apresentados na Figura 6. Na
regido de Franck-Condon, o momento de dipolo S; '(mn* L), i, tem o valor de 3,64 D.

O estado excitado singleto mais baixo !(nn*) do paracetamol ¢é calculado como 4,14 eV
(u =3,55 D) verticalmente acima do estado fundamental, sendo a transi¢do eletronica associada
a uma forca do oscilador de 0,007, de acordo com o valor tedrico reportado por

Govindasamy'®®, obtido no nivel de teoria B3LYP/6-31G(d,p). Assim como para acetanilida, o
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primeiro estado excitado do paracetamol também ¢ um estado excitado duplamente em relagao
ao estado fundamental, com uma func¢dao de onda melhor descrita pelo ms para mo* (49%) e
m3—>1g* (29%), Figura 6.

O estado S, !(nn* L.), para acetanilida e para o paracetamol, Tabela 1, estdo
respectivamente, em 4,89 e 4,87 eV verticalmente acima da regido minima do estado
fundamental. Em ambos os casos, o estado excitado S; !(mmn* L,) é derivado do estado
fundamental por uma tnica excitagao do m3 para o orbital mo*. Também ¢ interessante mencionar
que, em ambos 0s casos, 0 momento dipolo ¢ menor (acetanilida: ¢ = 2,39 D; paracetamol: u =
2,52 D) se comparado ao estado fundamental (« = 3,60 D e u = 3,54 D, respectivamente),
sugerindo que em solventes polares a excitagao do estado fundamental para o estado excitado
S» !(nm* La) seria deslocado para o azul em relacio ao observado em meios apolares.

A Figura 7 exibe os espectros de absor¢ao simulados a partir da for¢ca do oscilador e

excitagdo calculada no nivel de teoria MS(6)-CASPT2(14,12)/ANO-L-VDZP.
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Figura 7 - Espectro de absor¢ao simulado de acetanilida e paracetamol calculado no nivel de
teoria MS(6)-CASPT2(14,12)/ANO-L-VDZP. O espectro experimental ¢ exibido com linha
tracejada. A contribuicao individual dos trés primeiros estados eletronicos singleto também sao
mostradas.

O espectro de absor¢do simulado em fase gasosa da acetanilida Figura 7 a, exibe um A
maximo de 269 nm (4,61 eV), 0,55 eV deslocado do valor experimental para o vermelho (240
nm, 5,17 eV, em ciclohexano)'®?. Resultados experimentais'#*~153:164192.19 mostram que a

fotoclivagem de acetanilida em fase gasosa ou solugdo (ciclohexano, éter, etanol e 4gua) ocorre
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em cerca de 4,88 eV (254 nm). Portanto, nossos resultados indicam que o estado excitado S
!(nm* La) carrega a maior parte da intensidade nesta regidio e deve ser o estado eletrdnico chave
para a compreensdo do mecanismo de fotoclivagem. A concordancia entre os resultados
computados e experimentais sugere que o nivel de calculo que empregado ¢ apropriado para
investigar a fotoclivagem dos sistemas apresentados.

Quanto ao paracetamol, o espectro de absor¢ao simulado Figura 7 b, exibe um maximo
(Amax) @ 263 nm (4,71 eV), de acordo com o valor experimental (243 nm; 5,10 eV) registrado
em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0). O Anax calculado ¢ desviado para o vermelho (19 nm, 0,39
eV) emrelagdo ao achado experimental. Também ¢ interessante notar que o formato do espectro
simulado reproduz bem aquele registrado experimentalmente. Nossos resultados sugerem que
o estado excitado !(n* L,) é o estado chave para a compreensio do mecanismo de fotoclivagem
do paracetamol, pois ¢ o que carrega a maior parte da intensidade e, portanto, serd rapidamente

povoado apoés a absor¢do da radiagdo eletromagnética

3.4.2 Geometrias de equilibrio e Caminhos Fotoquimicos

Estruturas esquemadticas € a numeragcdo dos atomos para a acetanilida (a), e para o

paracetamol (b), ¢ apresentado na Figura 8.

16

(b)

Figura 8 - Estruturas esquematicas e numeracao atdmica para (a) acetanilida e (b) paracetamol.
Representagdes atdomicas: Carbono (C) = verde, nitrogénio (N) = azul, oxigénio (O) = vermelho
e hidrogénio (H) = branco.

A geometria do estado fundamental otimizada para as duas moléculas apresentam

caracteristica planar, como pode ser visto na Tabela 5 e Tabela 6, em Anexos, onde sdo

194,195

apresentados os valores absolutos, e esta de acordo com a difracao de raios e resultados

196 1188

tedricos para acetanilida'™ e paracetamol'®® obtidos, respectivamente, nos niveis de teoria
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B3LYP/6-31+G(d,p) e B3LYP/6-311++G(d,p). Como pode ser visto na Figura 9, um grafico

da diferencga entre os comprimentos de ligagdo da molécula no estado fundamental com as

demais geometrias criticas para o entendimento da reagdo ¢ apresentado, onde valores positivos

significam distancias de ligagdo maiores do que o estado fundamental, enquanto valores

negativos correspondem a comprimentos de ligagdo menores do que o previsto no estado

fundamental.
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Figura 9 - Diferenca entre comprimentos de ligagao selecionados entre as geometrias So

exp., Si '(mn* Lo)min, (S2/S1)sscp € (S1/So)ssce em relagio a geometria So, sendo para (a)

paracetamol e (b) acetanilida.
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As maiores diferengas estdo nas geometrias (S2/S1)sscp e (S1/So)sscp, em especial nas
ligagdes Cs-N3, apresentando uma contragdo em relacdo a geometria do estado fundamental
(So), e na ligagdo N3-C», ligagdo essa que sofre a clivagem. A comparagdo do estado
fundamental com os valores experimentais, ndo demonstram nenhuma diferenca consideravel.

Os eventos fotoquimicos tém inicio apds o estado espectroscopico, também nomeado de
estado fotoativo, ou como ¢ nomeado em inglés bright state, ser populado. De acordo com
nossos resultados, para acetanilida e paracetamol o estado excitado Sz !(n* La), para o qual a
transi¢ao eletronica associada ¢ caracterizado pela maior forg¢a do oscilador, Tabela 1, € o bright
state na regido energética de interesse. Portanto, decidimos seguir a via fotoquimica ao longo
da hipersuperficie de energia potencial do estado do S, !(nn* La) empregando a técnica LIIC,
realizando calculos de energia em cada ponto no nivel de teoria MS(5)-CASPT2(14,12)/ANO-
L-VDZP para cada estrutura interpolada.

Em ambos os casos, Figura 10, a primeira parte da via interpolada descreve uma evolugdo
sem barreiras ao longo da hipersuperficie de energia potencial do estado excitado S !(nn* L,)
em diregdo a regido atravessando a hipersuperficie de energia potencial Si !(nm* L),
caracterizada pela estrutura (S»/Si)ssce. A segunda parte descreve o caminho da regido
(S2/S1)sscp até o cruzamento entre a regido a hipersuperficie de estado fundamental através da

hipersuperficie do estado S !(mn* L) até a estrutura (S1/GS)ssce.
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Figura 10 - Interpolagado linear em vias de coordenadas internas para acetanilida e paracetamol
ao longo da hipersuperficie S> !(nn* La), comegando na regido de Franck-Condon e sendo a area
sombreada as geometrias SSCP. Para cada estrutura interpolada LIIC, um tnico calculo de
energia pontual foi realizado, em nivel MS(5)-CASPT2(14,12)/ANO-L-VDZP de teoria. As
geometrias apresentadas representam em (a), o estado fundamental, (b) a geometria (S2/S1)sscp
e (¢) (S1/GS)sscp.

Tanto para acetanilida quanto para paracetamol, a populagdo eletronica ¢ inicialmente
transferida do estado eletronico Sy !(mn* L) para o estado S; !(nn* Ly) pela regidio de cruzamento
de energia minima (S2/S1)sscp, que esta 4,50 eV adiabaticamente acima do minimo GS para
acetanilida e 4,54 eV para paracetamol. Esta via ¢ caracterizada pelo alongamento da ligagao
entre os atomos N3—Cz (ligagdo N-CO) em 0,13 A, em comparagdo com os parimetros
otimizados do estado fundamental correspondentes.

A estrutura de cruzamento de energia minima também pode ser caracterizada usando os

197

parametros de Cremer-Pople!®” e Boeyens!®®. Para acetanilida, a estrutura de cruzamento de

energia minima (S2/S1)sscp tem uma conformagio para o anel °Hs, ou seja, uma configuragio
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de meia cadeira com o atomo Cg acima do plano e o atomo Cs abaixo do plano, mesma
configura¢do encontrado no paracetamol.

A partir da regido de cruzamento (S2/Si)sscp, ambos os sistemas podem evoluir, ao
longo da hipersuperficie de energia potencial S; !(nn* Ly), foi localizado uma geometria de
minimo ha 3,97 eV adiabaticamente acima da acetanilida GS e 3,81 acima do paracetamol GS,
de onde o excesso de energia poderia ser liberado como fluorescéncia (energias de emissao:
acetanilida, 3,95 eV; paracetamol 3,68 eV).

Portanto, apds a regido de cruzamento (S2/Si)sscp, O sistema permanece na
hipersuperficie de energia potencial !(nn* L,). Como na primeira parte descrita acima, ao longo
da segunda parte da via, a ligagdo N-CO se alonga até sua clivagem homolitica, dando origem
a um par de radicais. A medida que a ligacao se alonga, o orbital 6* ¢ estabilizado, conferindo
ao estado um carater no*, Figura 11, como pode ser visto destacado com hipersuperficie de cor

amarela na Figura 10.

Figura 11 — Orbitais envolvidos na transi¢do tc™* apds a conica (S2/S1)sscp, sendo a
paracetamol e b a acetanilida.

Vale a pena notar que este caminho leva diretamente a uma regido de cruzamento com
a superficie de energia potencial do estado fundamental do reagente (S1/GS)sscp, que ocorre
apos a clivagem da ligacdo N-CO. A estrutura (S1/GS)sscp da acetanilida ¢ colocada 3,83 eV

adiabaticamente acima do minimo GS, com a liga¢gio N-CO aumentada em 0,731 A; quanto ao

50



paracetamol, encontra-se 3,78 eV adiabaticamente acima do minimo GS e o N-CO & 0,744 A
maior que na estrutura otimizada GS.

A medida que os fotoprodutos Photo-Fries sdo observados, podemos concluir que, em
vez de retornar ao reagente no estado fundamental, a reagao fotoquimica prossegue, os radicais
se reorganizam e os produtos Photo-Fries sdo formados. Apds a regido de cruzamento
(S2/GS)sscp, com conformacdo do anel °E, envelope com o atomo C, acima do plano , a
estrutura de camada fechada, correspondente ao estado fundamental do reagente, ¢ maior em

energia do que para a estrutura radical, que favorece os produtos Photo-Fries.
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,/‘/ \\
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Figura 12 - Caminhos interpolados em coordenadas geodésicas, da regido de cruzamento
(S2/GS)sscp em direcdo aos produtos semiformados, tanto para acetanilida quanto para
paracetamol. As etapas exibidas seguem a migra¢ao do atomo C; para formar a ligagdo C>-Cs.

Para avaliar a viabilidade dos fotoprodutos sendo formados em ambos os casos, realizamos
calculos de teste no nivel de teoria CAM-B3LYP/6-311++g(d,p) empregando interpolagdo
geodésica!’® para calcular o caminho depois da regido de cruzamento (S2/GS)sscp para os
produtos semiformados, supondo um mecanismo de duas etapas como proposto anteriormente

para uma reagdo de Photo-Fries semelhante!®

. Neste mecanismo, a primeira etapa envolve a
migra¢do do 4tomo C, em direcdo ao Cs, para formar a ligacdo C>-Cs. Como pode ser visto na
Figura 12, tanto para acetanilida quanto para paracetamol, as vias interpoladas apresentam uma
barreira energética de 0,5 eV, semelhante a estimada antes'®’. O segundo passo é o tunelamento
do Hiz formando uma ligacdo com Nj. Portanto, concluimos que os produtos Photo-Fries

podem ser formados.
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4 ANALOGOS MODIFICADOS DO DNA/RNA

4.1 Introducao

Estudos das reacdes foto-excitadas também desempenham um papel importante na
compreensdo do funcionamento das bases canonicas de DNA, onde elas possuem uma faixa
ampla de absor¢do UV, entre 4-6 eV'*’. Em épocas em que o planeta Terra niio contava com a
protecdo da camada de ozdnio, essas bases ficavam suscetiveis a absorcdo dessa energia
podendo ocasionar danos na estrutura pela radiagio®®.

Como mecanismo de defesa, as bases candnicas possuem um caminho de desativacdo nao-
radioativa, que através de estudos foi possivel observar que essas moléculas acessam uma
intersecc¢do conica, conseguindo dessa maneira transferir a energia para o estado fundamental
de maneira eficiente e muito rapida, evitando possiveis quebras de ligacdes quimicas®®!~2%,

Com o avanco dos estudos e com o aperfeicoamento de técnicas de sintese, novas bases,
bases semelhantes ao DNA, chamadas na literatura de bases ndo candnicas, vém sendo
vastamente estudadas e sintetizadas ao longo das ultimas décadas. Dentre as varias bases nao
candnicas ja reportadas na literatura até o presente momento, destacamos aqui a familia de bases
nao canodnicas fluorescentes, que vem sendo utilizadas como sondas fluorescentes.

A espectroscopia fluorescente ¢ uma técnica robusta amplamente aplicada para a detecc¢ao
da atividade em tempo real de interacdes biomoleculares, dinamica de acidos nucléicos, entre
outros aspectos estruturais. A eficacia desta técnica deve-se exclusivamente a uma escolha
adequada dos candidatos moleculares a serem empregados como marcadores fluorescentes, que
devem ser nao invasivos e hipersensiveis quando associados a diferentes ambientes, exibindo
forte alteracdo de fluorescéncia. Por sua vez, a principal desvantagem desta técnica
experimental ¢ que apenas moléculas susceptiveis a fluorescéncia podem ser utilizadas como
fluoréforos. Além disso, uma estratégia comum € a selecdo de sondas fluorescentes com
semelhangas estruturais com o sistema de estudo, conhecidas como analogos de pequenas
moléculas, na tentativa de provocar pequenas perturbacdes estruturais, além de apresentarem
baixo custo, facil sintese e alta flexibilidade no projeto da sonda. Consequentemente, o estudo

de DNA e RNA torna-se mais complicado, pois os blocos de constru¢do do nosso cédigo
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genético, ou seja, as nucleobases candnicas, sdo compostos nao fluorescentes e, portanto, nao
podem ser considerados fluoréforos.

Na tentativa de superar essa desvantagem, bem como visar a oportunidade de aumentar a
biodiversidade genética e oferecer uma ampla gama de novos pareamentos de bases, varias
nucleobases ndo naturais fluorescentes surgiram na literatura até o momento, possuindo
caracteristicas unicas em compara¢do com as nucleobases candnicas. Em particular, um
alfabeto fluorescente de nucleobases modificadas foi sintetizado pela primeira vez por Rovira
e colaboradores usando tieno[3,4-d]pirimidina como modelo?**. No entanto, essas moléculas
ndo eram totalmente compativeis quando inseridas no RNA devido a falta de um atomo de
nitrogénio na posi¢do sete, que ¢ crucial para varias interagdes biomoleculares, por exemplo,
basicidade e capacidade de coordenagio. Sabendo dessa limitagdo, Rovira e colaboradores®®
propuseram uma segunda geracdo de nucleobases modificadas por fluorescéncia quatro anos
depois usando o isotiazol[4,3-d]pirimidinica. Dessa forma, eles puderam sintetizar um novo

alfabeto ribonucleosideo fluorescente, resultando nas espécies: “A, “G, “C, “U e “I, Figura 13.
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Figura 13 - Representacdo grafica da familia de molécula fluorescentes sintetizada por Rovira
e colaboradores®®,

Na literatura cientifica, alguns trabalhos ja abordaram as propriedades fotoquimicas
dessas moléculas usando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT, Density Functional
Theory)**?%7 com o solvente sendo tratado através do Modelo Continuo Polarizavel (PCM, do
inglés Polarizable Continuum Model)**®%. Posteriormente, através da metodologia SS-
CASPT?2 (Single-State Second-order Perturbation Theory with a Complete Active Space Self
Consistent Field Reference Function) e tratando o solvente de forma atomistica, Borin e

colaboradores®>?!%2!! descreveram os espectros de absorcdo e de emissdo juntamente com 0s
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caminhos de desativagdo das moléculas. A literatura aponta que essas moléculas tém um forte
rendimento quantico fluorescente com base na combinagdo de simulagdes atomisticas de Monte
Carlo para levar em conta a condigdo termodinamica do solvente e calculos de mecanica
quantica (QM) com o método CASPT2 de estado unico (SS-CASPT2). Para “A ¢ “G, a
diferenga de energia entre o minimo do estado S; e a interse¢do conica (CI) envolvendo o estado
fundamental ¢ bem pequena, mas a interpolagdo linear em coordenadas internas (LIIC) revelou
que hd uma alta barreira a ser superada que inviabiliza o decaimento nao radiativo. Em
contraste, para “C, “U, o IC é colocado em uma regido de alta energia em relagdo ao minimo
do estado S;. E importante mencionar aqui que todos esses estudos anteriores negligenciaram
o efeito do ambiente DNA/RNA devido a complexidade envolvida na modelagem de tais
sistemas do ponto de vista tedrico/computacional, apesar das propriedades fotofisicas poderem
ser fortemente afetadas pela presenca do meio biologico.

Assim, esse estudo apresenta pela primeira vez a segunda geracdo das nucleobases
purinas fluorescentes (ou seja, “A e “G) em ambiente de DNA/RNA por métodos de Mecanica
Quantica/Mecanica Molecular (QM/MM) de imersao eletrostatica. Descrevemos os espectros
de absor¢ao e emissao, o deslocamento de Stokes e os mecanismos de relaxamento fotoquimico
dessas duas moléculas no DNA e no RNA. As vias de desativacdo relevantes sdo examinadas
gerando estados intermediarios entre duas estruturas selecionadas com o auxilio da técnica
LIIC. Por fim, também sdo apresentadas comparacdes com dados experimentais e estudos
anteriores sobre essas moléculas. Esses resultados contribuem para o completo desvendamento

das propriedades fotoquimicas desse promissor alfabeto de nucleobase fluorescente

4.2 Objetivo

As moléculas apresentadas acima podem ser empregadas em interagdes biomoleculares e

dindmicas de acidos nucléicos via experimentos de fluorescéncia, com diversas vantagens sobre
[P rons 212,213 : 1 d id = d :

outras técnicas espectroscopicas . Assim, levando em consideracao esses estudos, o projeto
visa ampliar o entendimento sobre essa familia de moléculas, investigando suas propriedades
fotoquimicas em um meio ainda ndo estudado, isto €, na fita de DNA/RNA em solu¢do aquosa
por meio de metodologia QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular Mechanics)*'*2'>.
O objetivo deste trabalho foi estudar propriedades estruturais, espectroscopicas e

fotoquimicas das bases nucleicas modificadas fluorescentes “A e “G. Essas propriedades serdo

estudadas levando em consideragdo a inser¢ao delas em fitas de DNA ¢ RNA, sendo utilizada
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a metodologia QM/MM, com a metodologia QM escolhida o extended multi-state CASPT2
(XMS-CASPT2)”, uma metodologia multiconfiguracional. Assim, para elucidar o mecanismo,
o trabalho tem como objetivo:
e Simular o espectro de absor¢do para as moléculas “A e “G em ambiente de RNA e
DNA.
e Mapear as superficies de interesse através de interpolacdo linear conectando as
geometrias de minimo e de cruzamento, para os ambientes apontados
anteriormente.

e Simular o espectro de emissdo para a molécula “G em ambiente de RNA ¢ DNA.

4.3 Metodologia

4.3.1 Simulacio de dinamica classica molecular

As moléculas “A e “G foram estudadas tanto em um ambiente de DNA quanto de RNA.
Em ambos os casos, inicialmente foram realizadas simula¢des de dindmica molecular cléssica
(MD) com o pacote Amber 1926 para obter as estruturas iniciais que serdo utilizadas nos
calculos QM / MM subsequentes.

A escolha da sequéncia de DNA se baseou em trabalho tedrico®!” anterior, j4 que nio
existem estudos experimentais para o ambiente de DNA, sendo para o “G uma fita duplex de
sequéncia 5'-ATGGCGCAC-3":3'-TACC-*G-CGTG-5" foi construida para o estudo, e para o
estudo da molécula no RNA, a sequéncia da fita foi 5'-GTGC- “G -CCAT-3'. Para “A a
sequéncia das fitas contida no duplex é 5'-ATGGTGCAC-3"3'-TACC-*A-CGTG-5' € para o
RNA a sequéncia construida é '5-GUGC- A -CCAU-3', Figura 14 (a) e (b). Para 0 DNA, em
ambos ambientes, a caixa possui dimensdes 49 A x 49 A x 58 A e para o RNA, a caixa possui

dimensdes 83 A x 83 A x 90 A.
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(c) Thymine-ZA

(b) RNA J|(d) Cytosine-'*G

Figura 14 - Ilustragdo dos ambientes “A e “G incorporados em (a) DNA e (b) ambientes de
DNA. A regido QM (ball and stick) consiste apenas em (c) A e (d) G

O sistema ¢ composto por uma fita de DNA/RNA solvatadas por moléculas de agua
representadas pelo modelo de trés sitios TIP3P?!8, Os contra-ions (Na*), descritos pelo campo
de forga ff99SB?! sdo inseridos para neutralizar o sistema. Condi¢des de contorno periodicas
(PBC) sdo aplicadas em uma simulacdo de caixa cubica, sendo utilizado um cut-off de 12 A. O
método Particle mesh Ewald (PME)?*?° foi empregado para calcular a interagio de eletrostatica
de longo alcance. O procedimento RESP (potencial eletrostatico restrito)*?! foi realizado para
obter o conjunto de cargas atdmicas iniciais do croméforo (“A ou “G) no nivel HF/6-31G,
conforme implementado no pacote Gaussian 09'¥!. O DNA e o RNA foram modelados pelo
campo de forga ff99SB?.

O protocolo adotado consistiu em uma minimizag¢do do sistema usando o algoritmo de
steepest descent, seguido de uma rampa de aquecimento no ensemble NVT usando o termostato
de Langevin por um tempo total de 0,5 ns, escalando a temperatura de 0 até a temperatura alvo
de 300 K. Em seguida, foi aplicado um regime de equilibrio para 0,5 ns no ensemble NPT sob

condi¢des normais de temperatura???

através do o termostato de Langevin e pressdo através do
barostato de Berendsen??* (P =1 bar e T =300 K). Por fim, foi realizada uma produgio de 20
ns.

A estabilidade da etapa de produgao foi verificada acompanhando-se a flutuagao da energia
total, da energia potencial, do volume e da temperatura, e pode ser vista no capitulo 6.1, Andlise

das Simulagdes Classicas.

4.3.2 Calculos QM/MM
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Célculos de QM/MM foram realizados para emular os espectros de absorc¢ao e emissao,
bem como para elucidar a fotofisica dessas moléculas no ambiente DNA/RNA. A regido QM
inclui apenas a molécula de interesse (YA ou “G) sem seus agucares ligados, como
exemplificado nas Figura 14 (c) e Figura 14 (d). Teoria de perturbacdo de segunda ordem
multiestado estendida (XMS-CASPT2)°? com o conjunto de bases atdmicas dupla-{ de Dunning
(cc-pVDZ)***, sdo combinados para descrever a regidio QM, enquanto o sistema restante
continua a ser tratado com o campo de for¢a classico ff99SB. Um link atom ¢ inserido entre as
regides de fronteira para manter a carga liquida igual a zero na parte QM.

O espago ativo adotado engloba 18 de elétrons distribuidos em 13. A escolha do espaco
ativo € baseada no nimero médio de ocupagio, o que levoua 7,2 ne 4 n* para“A e 61, 3 n
e 4 n* para “G, conforme ilustrado na Figura 15. Na tentativa de evitar estados intrusivos, um

175

level imaginary shift' > de 0,2 a.u. ¢ adotado, além de nao ser introduzida correcao do IPEA (do

inglés lonization-Potential Electron-Affinity)®’, seguindo a recomendacdo da literatura®®.
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Figura 15 - Espaco ativo empregado para os calculos de QM/MM: (a) “A e (b) “G. O fundo
azul refere-se aos orbitais incluidos nas otimizagdes de geometria de estado excitado e
fundamental.
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Os espectros de absor¢ao foram simulados realizando calculos de energias de excitacao
vertical em 100 snapshots equidistantes espagados por 0,5 ns extraidos da execucdo de etapa
de producdo da simulagdio cldssica, com um raio de solvatacdo de 12 A. O espectro final ¢
obtido por uma soma de fungdes gaussianas com FWHM de 0,3 eV centrado nas energias de
excitagdo vertical computadas com as intensidades proporcionais a for¢a do oscilador. Foi
emulado o espectro de emissdo apenas para o “G em ambos os ambientes em um esforgo para
garantir que a descri¢ao da fotofisica com um snapshot representativo. Para tanto, propagamos
simulagdes de dinamicas QM/MM com um tempo total de 500 fs, um passo de tempo de 0,2 fs
e uma temperatura de 300 K em cada um dos snapshots de 100 amostrados da dindmica MD
no estado fundamental . Neste caso, a regido QM ¢ detalhada com CASSCF” para reduzir os
esfor¢os computacionais.

Um snapshot representativo é usado para caracterizar a fotofisica das moléculas “A e
G, sendo considerado representativo o snapshot que apresente a mesma natureza dos estados
excitados que sdo demonstrados no espectro de absor¢ao simulado. O estado fundamental (So)
e os primeiros minimos do estado excitado sao otimizados numericamente com o método XMS-
CASPT2.

A estrutura de ponto de cruzamento de energia minima singleto-singleto (SSCP) entre
0 GS e o estado S| também foi encontrada usando a abordagem de multiplicadores de Lagrange
restritos??®, impondo a restricdo de degenerescéncia entre os dois estados considerados. O
estudo das vias de relaxagdo ¢ realizado conectando as estruturas de pontos criticos otimizados
via interpolagdo linear em coordenadas internas (LIIC), que na maioria das vezes apresenta
comportamento semelhante em comparacdo com o método de caminho de energia minima
(MEP) de alto custo. Todos os calculos de QM/MM foram feitos com o software
OpenMolcas!’%?26 interfaceado com o TINKER 6.3%?7.

4.4 Resultado e Discussao

4.4.1 Energia vertical e espectro de absorcao

A Tabela 2 demonstra as trés primeiras energias de excitagdo vertical da “A e “G em

DNA e RNA. Dados experimentais e calculos tedricos prévios também sdo incluidos para
. z o . . n

comparac¢ao. Comegando com “G, o primeiro estado singleto em ambos os ambientes t€m uma

natureza '(nm* L,) com uma forte forca do oscilador (f> 0,1), melhor descrito por uma tnica

excitagdo do orbital ms para o orbital m1*, com peso de 60%. No DNA, essa transicdo esta
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posicionada verticalmente a 3,72 eV acima do estado fundamental, enquanto no RNA ha um
desvio de 0,01 eV em comparagdo com o DNA. Nossas previsoes teoricas estdo de acordo com
os resultados experimentais de Rovira e colaboradores®’’, que mediram um pico de absor¢io
em 3,72 eV em agua. Esses resultados também concordam com estudos teoricos prévios, em
que foi simulado esses cromo6foros em solu¢dao aquosa combinando simulagdes atomisticas de
Monte Carlo e calculos QM com o método SS-CASPT2%!? ¢ o valor de 3,63 eV foi calculado.
O segundo estado excitado, !(nm*) é colocado em uma regidio de alta energia e tem uma pequena
forga de oscilador. Portanto, este estado ndo tera um papel importante na descricdo da
fotoquimica desta molécula, e assim decidimos exclui-lo e estados excitados mais altos da

proxima andlise.

Tabela 2 - Energias de excitagdo vertical (AE; eV), forca do oscilador ( /) e momento de dipolo
(1; Debye) dos trés estados excitados singleto mais baixos da tzA e tzG em ambientes de DNA
e RNA computados no nivel XMS(6)-CASPT2(18,13)/cc-pVDZ/MM. Dados experimentais e

calculos teodricos anteriores sdo reportados para comparacao.

DNA RNA Tedrico Exp?%
Molécula Estado AE f u AE f u AE f AE
So 0.00  --—--- 6.8 0.00 - 7.0 000 -
G Si!(nn* L) 372 0.172 10.2 371 0.195 10.2 3.63*(3.58)°  0.125%(0.117)° 3.72
S;!(nmnv)  4.83 0.006 7.8 485 0.005 75 4.61* 0.054*
S;!(nn*Ly) 490 0.026 6.4 494 0.027 6.2 4.80? 0.001*
So 0.00  ----- 4.3 0.00  ----- 5.4 000 -
A Si'(mm* L) 3.77 0.158 3.8 374 0216 44 3.77°(3.73)°  0.1422(0.177)° 3.66
S !(nmnv) 397 0.033 39 418 0.013 44 4.22* 0.086*
S;'(mn*Ly) 471 0.093 3.9 4.80 0.071 4.5 4.28° 0.048*

a — Nivel SS(6)/CASPT2(18,13)/cc-pVDZ com efeitos de solvente (agua) sendo incluidos pela metodologia
ASEC-FEG?!,

b — Nivel TD-B3LYP/cc-pVTZ considerando o Sistema como o par de bases>?.

No caso da A, o bright state também ¢é o primeiro estado excitado em ambos os ambientes.
Este estado eletronico ¢ descrito por uma transi¢do do orbital m4 para o orbital m;* com um peso
de 55%. Uma boa concordancia com o experimento também ¢ alcancada, com a maior diferenca
em de 0,11 eV. Em comparacao com trabalho anterior?'?, obtivemos o mesmo valor em RNA e
um deslocamento de 0,03 eV considerando a molécula no DNA. Essa mudanca suave pode ser
atribuida ao fato de que o momento de dipolo excitado para esse estado ¢ maior no RNA do que
no DNA. E importante enfatizar aqui como o ambiente pode afetar a ordenacio energética dos

estados excitados, pois uma transi¢do nm* foi previamente prevista no trabalho citado
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anteriormente como sendo a configuracdo que descreve o primeiro estado excitado em fase
gasosa®?219228: no entanto, no DNA e no RNA, essa transi¢do sofre um desvio para o azul
tornando-se o segundo estado excitado. Essa inversdao pode ser justificada olhando para o
momento de dipolo excitado declarado de S1 !(nn* La) que sofre um aumento expressivo de gas
(0,9 Debye) para DNA/RNA (3,9/4,4 Debye), ou seja, 0 ambiente afeta mais o estado !(nn* La)

do que no !(nm*).
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Figura 16 - Espectro de absor¢io ultravioleta/visivel simulado de (a) “G e (b) “A em DNA
(linha azul tracejada) e RNA (linha vermelha pontilhada) calculado no nivel MS-CASPT2/cc-
pVDZ//MM. A superposicao dos snapshots MD no DNA ¢ ilustrada no canto superior direito.
As energias de excitagdes verticais e suas respectivas intensidades dadas pela forca do oscilador
para o snapshot representativo usado nos calculos QM/MM subsequentes sao plotadas em
barras verdes. O espectro de absor¢do experimental em 4dgua também ¢ exibido (linha preta

solida).
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Os espectros de absor¢do ultravioleta-visivel simulado (UV-VIS) no DNA e RNA para
ambas as moléculas, conforme ilustrado na Figura 16. Para o “G, a primeira banda de absor¢io
varia de 300 a 400 nm (3,10 - 4,10 eV) com um pico em 342,3 nm (3,62 e¢V) no ambiente de
DNA (Figura 16a). No RNA, o pico de absor¢dao ¢ um pouco desviado para o vermelho em
aproximadamente 10 nm (~0.1 eV). Ambos os valores tedricos estdo de acordo com os dados
experimentais relatados por Thor e colaboradores®”, que mediram um maximo de absorgdo
experimental em 351 nm (3,53 eV) em ambiente de RNA. Ressalta-se que a primeira banda de
absor¢ao ¢ composta apenas pelo estado Si. Em comparacdo com o pico de absor¢ao da

guanina, sua contraparte candnica, observa-se um notorio redshift em torno de 1 eV, Figura

17(a).
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Figura 17 - Espectro de absorg¢do ultravioleta/visivel simulado de (a) “G e (b) “A em DNA
(linha azul tracejada) e RNA (linha vermelha pontilhada) calculado no nivel MS-CASPT2/cc-
pVDZ//MM. O espectro de absor¢do teodrico calculado nas mesmas condigdes ¢ apresentado

também (linha verde so6lida), sendo em (a) Guanina e (b) Adenina.

Para A, o primeiro pico de absorgdo esta centrado aproximadamente em 370 nm (3,35
eV) independentemente do ambiente (Figura 16(b)), que difere em torno de 35 nm (0,3 eV) em
relagdo ao valor experimental. Provavelmente, essa discrepancia pode ser atribuida ao fato de
que muitas raizes foram utilizadas no procedimento de média declarada, diminuindo a
concordancia com os valores experimentais. Uma concordancia muito melhor ¢ alcangcada com
o snapshot representativo, pois a regido QM ¢ otimizada com um nimero menor de raizes.
Conforme observado para “G, o pico de absor¢do vai para um comprimento de onda maior
quando comparado com sua nucleobase candnica, Figura 17(b). Uma outra observacao ¢ que
uma segunda banda de absor¢do de menor intensidade aparece em comprimentos de onda mais

curtos entre 250 e 300 nm (4,13-4,96 eV), o que ¢ consistente com o espectro experimental.

4.4.2 Geometrias de Equilibrio

A Figura 18 mostra a estrutura otimizada do estado fundamental (GS)min, 0 minimo do
primeiro estado excitado !(mm* La)min, € 0 ponto de cruzamento singlete-singlete entre GS e !(nr*
L), geometria essa denominada (!(nn* La)/GS)ssce no DNA parao %A e o G, respectivamente.
As estruturas otimizadas em ambiente de RNA ndo sdo ilustradas devido ao fato de que as
principais diferengas estao nas distancias de ligagdo quando comparadas com aquelas estruturas

otimizadas em DNA.
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Figura 18 — Estruturas criticas (a) “A ¢ (b) “G otimizadas em nivel QM(XMS-CASPT2/cc-
pvdz)/MM.

A estrutura (GS)min em ambas as moléculas exibe uma geometria planar, com excec¢do de
que os atomos de hidrogénio do grupo amino se localizam fora do plano molecular do anel no
caso de “A (21,3° em DNA e 33,1° em RNA). Comprimentos de ligacdo das estruturas '(mm*
La)min € ({(mm* La)/GS)sscp em relagdo a estrutura (GS)min estdo representadas na Figura 19.
Como pode ser visto Figura 19, valores positivos significam distancias de ligagao maiores do
que o estado fundamental, enquanto valor negativo corresponde a comprimentos de ligacao

menores do que o previsto no estado fundamental.
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Figura 19 — Diferenca entre comprimentos de ligagdo selecionados entre as geometrias !(nm*
La)min € ('(mm* L)/GS)sscp em relagdo a geometria (GS)min, sendo para (a) “A em DNA, (b) “A
em RNA, (¢) “G em DNA e (d) “G em RNA.

Para “A no DNA, as maiores variagdes sdo observadas nas ligagdes envolvendo o 4tomo
de enxofre (N7Ss e SsCo nas geometrias '(nm* La)min € ((mm* La)/GS)ssce, respectivamente).
Uma notavel contracdo de quase 0,1 A ¢ observada nas ligagdes NiC2 e CsN7 no ponto de
cruzamento em compara¢do com a estrutura (GS)min. Em geral, as diferengas de comprimentos
de ligagdio sdo mais pronunciadas na estrutura (!(zr* La)/GS)ssce.

Ao comparar a tendéncia nos dois ambientes, notamos que a maior ocorréncia de tendéncia
oposta ¢ obtida na estrutura !(n* La)min para “A. Essa tendéncia inversa pode ser observada nas
ligagdes N1Ca, N3C4, SsCo e CeNio. Em relagiio ao “G no DNA, a estrutura !(nn* La)min estd
mais proxima da (GS)min j4 que a maior mudanga ¢ um alongamento de cerca de 0,1 A na
ligacdo N7Sg. Da mesma forma como observado para “A no DNA, as mudancas mais
perceptiveis em relagdo ao minimo do estado fundamental sdao obtidas no SSCP entre o estado
fundamental e o primeiro estado excitado. Curiosamente, as diferencas de comprimentos de
ligacdo sao menores no DNA do que no RNA, com a ligacao CsCs tendo a maior redugao no
RNA (~0.2 A).

Por fim, os SSCP A e G sdo comparados com aqueles relatados anteriormente em fase

gasosa®?® . Uma comparagdo com sua contraparte candnica correspondente também é feita. Para

197

tanto, recorremos a analise de Cremer-Pople!”” e Boeyens!”® que nos permite analisar a
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conformacdo do anel de seis membros por meio de trés pardmetros (Q em A; ® e ®, ambos em

graus). A Tabela 3 resume todos esses valores.

Tabela 3 — Parametros Cremer-Pople e Boeyens para a analise de conformacgao do anel de seis
membros das geometrias SSCF das moléculas “A e “G, em DNA e RNA e as nucleobases
naturais Adenina e Guanina para comparagao.

Ambiente O/A ® / graus ©® / graus Boeyens

DNA 0.53 126 64 3E

ZA RNA 0.55 123 118 3E
GAS? 0.63 125 74 3.6

Adenina GAS® 0.54 76 66 ’S)
GAS® 0.72 118 82 3.6

DNA 0.24 110 100 3.6

G RNA 0.16 106 82 3.6
GAS!¢ 0.47 68 57 E>

Guanina GAS® 0.49 67 57 E>

a— SS-CASPT2(12,10)/cc-pVDZ?%

b — CASSCF(12,11)/6-31G(d,p)™®.

¢ — MR-CIS(6,5)/SA-CASSCF(12,10) / 6-31G*#,
d - SS-CASPT2(14,11)/cc-pVDZ 22,

e - CASSCF(12,10)/6-31G(d,p)%.

A anélise de conformacio do anel para a estrutura (!(nn* L,)/GS)sscp da A revela uma
conformacdo de envelope em ambos os ambientes, com o nitrogénio na terceira posi¢ao fora
do plano do anel. Esta estrutura ¢ classificada em um grupo de Boyens distinto daquele relatado
anteriormente na fase gasosa??®. No entanto, obtemos valores proximos para Q (0,53 A para
DNA e 0,63 A em fase gasosa) e @ (123° para DNA e 125° em gas).

Tanto para guanina®® quanto para “G**® em fase gasosa, a estrutura de SSCP ¢
classificada em uma conformacdo de envelope com uma deformacdo no atomo na segunda
posi¢do. No entanto, o SSCP encontrado em ambientes de DNA/RNA ¢ agrupado como uma
conformagdo em barco com deformac¢do nos 4tomos na terceira € na quinta posigdes. Para
verificar se a estrutura otimizada em fase gasosa poderia ser um SSCP em ambiente DNA/RNA,
otimizamos em ambos os ambientes. Como resultado, esta estrutura ¢ colocada em uma regiao
de alta energia (3,54 ¢ 6,89 eV acima dos demais SSCP otimizados, respectivamente) o que
evidencia como o ambiente pode afetar drasticamente a estabilidade dos pontos criticos do
cromoéforo em questdo, ja que em fase gasosa prevé-se que as estruturas '(mm* La)min € (nm*
La)/GS)sscp estdo posicionadas na mesma regido de energia. Portanto, os mecanismos de

desativacao factiveis envolvendo este SSCP de alta energia ndo serdo considerados a seguir.

66



4.4.3 Caminhos de desativacao

Como mencionado anteriormente, apds a absor¢ao da luz, o evento fotoquimico
primario consiste na fotoexcita¢do para o estado '(mm* La)min. Posteriormente, ambos os sistemas
podem evoluir sem barreiras para o minimo desse estado. Este minimo ¢ alcancado pela
dissipagdo de energia extra de 0,29 e 0,32 eV para “A em DNA e RNA, respectivamente,
quando comparada com a energia de excitagdo vertical na regido FC. Para “G, esses valores
sd0 0,43 e 0,23 eV para DNA e RNA, respectivamente. Além disso, a varredura LIIC mostra
que nao ha cruzamento com outros estados excitados ao longo da hipersuperficie de energia

potencial '(mm* La)min, como pode ser visto em Figura 20.

- (a) %A em DNA 1F ®)?GemDNA |, GS—= 1
— Sl (TUI* La)_._—

Energia (eV)

3 11 I Ll 1 I 1 1 I L1l I L1l Ll I L1l I 1 1 I L1l I L1l

(c) ZA em RNA [ (d) “G em RNA

Als 1F .
= F 1L i
5 -t - -
e 1L i
=] - 4 .
[_1_] = - - -
4 - — - —
1 1

3 N Ll l L1l 1 l 1 1 l L1l L1l ] N 1 1 l 1 1 1 l 1 1 l 1 1 1 l 1 1 1 ]

4 8 12 16 20 4 8 12 16 20
Coordenada de reacao (LIIC) Coordenada de reacao (LIIC)

Figura 20 — Perfis energéticos dos estados fundamentais (GS) e dos bright states da regido de
Franck-Condon em dire¢o ao estado '(mn* La)min (regidio destacada em cinza), e posteriormente
para e '(mn* L,)/GS)sscp. O perfil foi obtido através de interpolagio em coordenadas internas
(LIIC), e a energias foram calculadas em nivel XMS(6)-CASPT2(18,13)/cc-pVDZ/MM. Sendo
(a) YA em DNA, (b) “G em DNA, (c) “A em RNA e (d) “G em RNA.
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Uma vez no minimo do estado '(nn* La)min, dois mecanismos de relaxamento plausiveis
podem ocorrer. O primeiro estd relacionado ao processo de fluorescéncia, e todas as energias
de emissdo para o sistema estudado estdo reunidas na Tabela 4. Para “A no DNA, a energia de
emissao ¢ calculada em 3,01 eV, que difere aproximadamente em 0,02 eV em comparagdo com
os dados experimentais. Um bom acordo também ¢ alcancado para “A em RNA, com a maior
diferenca de 0,06 ¢V. Um resultado semelhante foi obtido anteriormente considerando o “A
rodeado por moléculas de dgua. Entretanto para o 1,4-dioxano, obtivemos uma discrepancia de
0,32 eV. A energia de emissao em fase gasosa também esta um pouco distante dos resultados
experimentais em 1,4-dioxano. Em rela¢do ao “G, obtivemos uma energia de emissdo de 3,04
€ 2,94 eV para ambientes de DNA e RNA, respectivamente.

Portanto, os resultados estdo de acordo com os dados experimentais em 1,4-dioxano,
mas estdo longe se considerarmos os dados experimentais em agua (0,37 e 0,24 eV para DNA
e RNA, respectivamente). Conforme mostrado em trabalhos na literatura, a inclusao de
moléculas de 4gua do solvente no calculo da mecanica quantica pode melhorar esses resultados,
mas isso estd fora do escopo deste trabalho, infelizmente.

Também simulamos o espectro de emissdo de “G. Conforme ilustrado na Figura 21, a
banda de emissao varia de 350 a 500 nm (3,5-2,4 ¢V) com um pico centrado em 399,67 nm (3,1
eV) no ambiente de DNA. Em ambos os ambientes, o espectro emulado ¢ deslocado para o azul
em relacdo aos dados experimentais. Uma possivel razdo para isso pode ser atribuida ao fato de
que as simulacdes da dinimica QM/MM ao longo do estado '(nm* La)min foram conduzidas no

SA(2)-CASSCF(12,10)/cc-pVDZ, implicando que a correlagcdo dindmica € negligenciada.

68



-------- Ems. Abs. Exp. Abs. «e Exp. Ems.
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Figura 21 — Espectro de emissio simulado para a “G (linha azul pontilhada), sendo (a) “G em
DNA e (b) “G em RNA. O grafico apresenta também os dados da absorgdo para comparagio,
(linha azul sélida) e os dados experimentais da molécula em agua, sendo a emissdo a linha
pontilhada preta e a absor¢do a linha sélida preta. O espectro foi simulado com a ultima
configuragdo da simulagdo em estado excitado descrita na metodologia e as energias foram
calculadas em nivel XMS(6)-CASPT2(18,13)/cc-pVDZ/MM.

A Tabela 4 também relata o deslocamento de Stokes de todos os sistemas. Em primeiro
lugar, ¢ importante ter em mente que o deslocamento de Stokes ¢ uma quantidade dificil de
obter com precisdo do ponto de vista tedrico, pois depende de uma boa descrigdao dos picos de
absor¢do e emissdo. Obtivemos uma boa concordincia para “A em ambos os ambientes se
compararmos com os dados experimentais em 1,4-dioxano ou agua (ver Tabela 4), com a maior
varia¢do em torno de 0,15 eV. Com relag¢do a “G, o deslocamento de Stokes é estimado em
0,69 e 0,77 eV para DNA e RNA, respectivamente. Esses valores estdo em concordancia com
os resultados em 1,4-dioxano, mas ha uma diferenca de aproximadamente 0,3 eV quando

comparados com os resultados experimentais em agua. Novamente, incluir algumas moléculas
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de solvente explicitas na regido QM poderia refinar o deslocamento de Stokes como mostrado

anteriormente e, consequentemente, uma melhor concordancia com o experimento.

Tabela 4 - Energias de emissdo vertical “A e “G (em eV) e o Stokes Shift calculado em nivel
QM(XMS(6)-CASPT2(18,13))/MM/cc-pVDZ. Valores anteriores experimentais’® e
teoricos>2® também foram inclusos para comparagio.

Energias de emissdo Stokes Shift
Esse ‘o Esse o
Mol. Amb. Trab Teorico Exp. Trab. Teorico Exp.
DNA 3,01 0.76
tz ) a b c d ) a b . d
A RNA 2oy 3350 3040 303 3047 o0 0617 0730 0.60° 065
DNA 3,04 : 0.69 ‘
tz s e 1f c d N e ¢ d
G pNa o4 BII° 257 290 2700 00 065 106 074 1,02

(a) Nivel Monte Carlo/SS-CASPT2(12,10)/cc-pVDZ em 1,4-dioxano 2.
(b) Nivel Monte Carlo/SS-CASPT2(12,10)/cc-pVDZ em dgua >*,

(c) Experimental em 1,4-dioxano 2%,

(d) Experimental em agua 2%

(e) Nivel Monte Carlo/SS-CASPT2(14,11)/cc-pVDZ em 1,4-dioxano 2.
(/) Nivel Monte Carlo/SS-CASPT2(14,11)/cc-pVDZ em agua 2%,

O segundo mecanismo fotoquimico poderia ser o decaimento ndo radiativo de volta ao
estado fundamental mediado por uma interse¢dao conica. Conforme mostrado na Figura 20, a
estrutura ('(mn* La)/GS)sscp é colocada em uma regido de alta energia em todas as situagdes.
Para A, est4 localizado 1,55 ¢ 2,90 eV acima da estrutura '(mm* La)min para DNA e RNA,
respectivamente. Considerando que para “G, obtivemos 1,45 e 3,52 eV para DNA e RNA,
respectivamente. Assim, esta segunda rota ¢ inviavel e, como resultado, o carater fluorescente

¢ predominante conforme relatado experimentalmente na literatura.
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5 CONCLUSOES

A trajetoria fotoquimica das duas moléculas apresentadas no capitulo Fotoquimica de
Féarmacos baseados na fenilacetamida, estudadas em nivel MS-CASPT2 e tendo as geometrias
criticas conectadas por meio de interpolagdo linear em coordenadas internas, possibilitou
entender as mudangas estruturais que ocorrem durante a reacdo. O mecanismo comega com a
excitagio energética para o bright state, caracterizado como Sz '(nn* L,), seguido pelo acesso a
dois cruzamentos de energia minima entre estados singleto-singleto, que sao (S2/Si)sscp €
(S2/GS)sscp. Esse processo causa um aumento na ligacao N-C, fazendo com que ela se rompa.
Apbs o acesso (S2/GS)sscp, as moléculas podem retornar ao estado fundamental, ou formar
precursores dissociados para a reacdo de foto-Fries.

A viabilidade da formagdo de fotoprodutos foi calculada usando interpolagao geodésica
para calcular o caminho da regido de cruzamento (S2/GS)sscp para os produtos semiformados,
assumindo um mecanismo de duas etapas como anteriormente proposto. Os calculos concluem
que os produtos Photo-Fries podem ser formados.

J& para o estudo realizado no capitulo Analogos modificados do DNA/RNA, uma estratégia
QM/MM multiescala, incluindo o método XMS-CASPT2, que possui alta precisdo, para a
regido QM, foi empregada para explorar as propriedades do estado excitado e as vias de
decaimento do estado excitado de duas nucleobases de purina, “A e “G.

A investigacao se deu em nivel XMS(6)-CASPT2(18,13)/cc-pVDZ/MM em ambientes
de DNA e RNA para desvendar as mudangas estruturais que elas sofrem nos respectivos estados
excitados e os mecanismos que resultam em sua fluorescéncia, levando em conta simulacdes
de absorcdo de ambas as moléculas nos diferentes ambientes, simulacdo de emissdo para a
molécula “G em ambos os ambientes ¢ o estudo das superficies de interesse através de
interpolagdo linear conectando as geometrias de minimo e¢ de cruzamento de ambas as
moléculas.

A inclusdo do ambiente de RNA e de DNA no sistema demonstrou que a estrutura da
SSCP da molécula e “G ¢ sensivel ao ambiente, tendo diferengas entre as estruturas obtidas
nesse trabalho com a reportada nos trabalhos com a molécula isolada.

Quanto ao mecanismo fotoquimico de desativacdo, uma vez excitados para seus
respectivos estados mais baixo !(nn* L,), eles podem atingir os minimos do estado em um
caminho sem barreiras. As estruturas (!(nn* La)/GS)ssce se encontram em uma regido de mais

alta energia, impossibilitando assim o mecanismo de conversao interna, diferente do que foi
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reportado para as moléculas na forma isolada, onde as estruturas de minimo dos estados
excitados e de SSCP estdo na mesma regido energética, porém com a decaimento ndo radiativo
de volta ao estado fundamental mediado por uma interse¢ao conica bloqueada por um caminho
com barreira . Portanto, o principal caminho de desativagio é a emissio da regido '(mn* La)min

como demonstrado na literatura.
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7 ANEXOS

Tabela 5 - Distancias de ligacdo teoricas (fase gasosa) e experimentais (difracdo de raios-X)
(A), Angulos de ligacdo (°) e Angulos diedros (°) para acetanilida.

196 194 . (™ La) / (‘(mm™ La)/
So So Exp (TT" Lb)min 77 Ly)) sscr GS) sscr
C4-Cs 1.411 1.404 1.391 1.439 1.455 1.438
Cs-Cs 1.408 1.397 1.384 1.438 1.381 1.390
Cs-C7 1.407 1.396 1.376 1.428 1.418 1.412
Cs-Cg 1.409 1.398 1.391 1.429 1.426 1.408
Cs-Co 1.404 1.393 1.379 1.435 1.377 1.381
Co-C4 1.411 1.406 1.397 1.444 1.455 1.425
Cs-N; 1.410 1.414 1.413 1.381 1.342 1.343
N;-C; 1.382 1.378 1.354 1.408 1.517 2.113
C»-Os5 1.230 1.226 1.219 1.225 1.240 1.189
Co-Cy 1.519 1.521 1.495 1.518 1.504 1.512
C4-Co-Cs 120.3 120.5 120.2 119.0 120.6 121.1
Co-Cs-C 120.2 120.2 120.4 119.4 120.6 119.2
Cs-C7-Cs 119.1 119.1 19.0 121.2 119.1 120.5
C7-C6-Cs 121.5 121.4 121.7 120.6 122.3 121.0
C6-C5-C4 119.0 119.3 119.1 117.8 118.9 118.6
Cs5-C4-Co 119.9 119.5 119.6 121.9 118.4 19.1
Co-Cs-N3 16.9 117.1 116.6 115.4 119.0 117.9
Cs5-Cs-N3 123.2 123.4 123.8 122.7 122.5 122.7
Cs-N3-C, 128.7 129.4 127.6 130.8 129.1 120.7
C1-C2-N3 112.9 114.8 115.3 112.6 113.2 94.7
N3-C2-Oss 124.0 123.9 123.1 123.6 118.8 106.4
Ci-C2-Oss 123.1 121.4 121.6 123.7 127.3 126.4
Hio-Cy-Cs-Hpy 0.0 0.0 0.1 0.3 —-3.5
Hi0-Co-Cs-C5 —180.0 180.0 —179.8 —178.8 179.7
Co-Cs-C7-Hyo 180.0 —180.0 —179.6 179.5 178.4
Cy-Cs-C7-Cs —-0.0 0.0 —-0.2 —-0.2 -19
Hi1-Cs-C7-Hyo 0.0 0.0 0.5 0.3 1.6
Hi1-Cs-C7-Cs 180.0 —180.0 179.9 —179.4 —178.7
Cs-C7-Cs-Hiz —180.0 180.0 179.9 —179.9 179.2
Cs-C7-Cs-Cs —-0.0 0.0 0.2 0.5 —2.4
Hi9-C7-Cs-Hi2 0.0 0.0 —0.6 0.4 —-1.1
H9-C7-Cs-Cs 180.0 —180.0 179.7 —179.3 177.3
C7-Cs-Cs-Hi3 —180.0 180.0 179.9 179.4 178.6
C7-Cs-Cs5-C4 0.0 0.0 —-0.1 —-0.7 2.2
Hi2-Cs-Cs-Hi3 —-0.0 0.0 0.2 —-0.3 —-2.9
Hi2-Cs-Cs-Cs —180.0 180.0 —179.9 179.7 —179.3
Cs-Cs5-C4-N3 —-1799 -180.0 —179.9 —177.3 —172.5
Hi3-Cs-Cs- N3 0.1 0.0 0.0 2.6 11.0
H3-Cs-C4-Co 180.0 180.0 179.9 —179.5 —174.4
Cs-C4-Co-Cg 0.0 0.0 0.1 —-0.3 —6.4
C4-Co-Cs-Cs 0.0 0.0 —-0.0 0.1 6.3
Cs-C4-Co-Hio 180.0 —180.0 179.9 178.7 179.9
Hi0-Cy-C4-Nj3 —-0.1 0.0 —-0.2 —-3.3 —-5.2
Co-C4-N3-His —-0.1 0.0 —-0.1 -2.1 29.00
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Cs-C4-N3-Hig 179.8 —180.0 179.7 175.7 —156.4

C4-N3-C1-O15 0.6 0.0 0.2 —3.4 —33.4
C4-N3-C2-C4 —179.4 —-180.0 —179.8 —-174.6 —163.6

Hi14-N3-C3-O15 179.7 180.0 179.9 171.9 115.5

H14-N3-C,-C, -0.2 0.0 -0.2 0.8 —14.7

Tabela 6 - Distancias de ligagao teoricas (fase gasosa) e experimentais (difracao de raios-X)
(A), angulos de ligacdo (°) e angulos diedros (°) para paracetamol.

Exp! (\(m* L) / (™ La)/

188 *
S0 So 9 (7" Lo)uin (™ L)) ssce GS) sscp

C4-Cs 1.397 1.395 1.392 1.444 1.467 1.423
Cs-Cs 1.394 1.394 1.383 1.437 1.375 1.398
Cs-C7 1.392 1.393 1.380 1.426 1.411 1.405
C7-Cs 1.393 1.394 1.378 1.434 1.419 1.408
Cs-Co 1.387 1.387 1.390 1.433 1.371 1.390
Co-C4 1.400 1.402 1.383 1.436 1.456 1.428
Cs-N; 1.407 1.415 1.422 1.383 1.312 1.354
N3-C» 1.370 1.375 1.341 1.406 1.507 2.114
C2-Oss 1.224 1.219 1.223 1.225 1.270 1.207
C-Cy 1.511 1.519 1.510 1.519 1.479 1.514
C7-O19 1.369 1.371 1.380 1.356 1.359 1.372
Ci-Ci-O17 121.7 121.4 122.7 123.5 128.8 126.9
Ci1-Co-N3 114.4 114.7 114.6 112.4 113.7 96.2
0,7-C2-N;3 123.9 123.9 122.8 124.1 117.4 110.7
Co-Ci-Hoo 113.8 114.2 113.0 110.8 114.2 110.4
C»-Ci-Hio 108.3 108.5 107.0 110.8 114.2 108.2
C»-Ci-His 108.3 108.5 110.0 108.4 107.1 109.4
H20-Ci-Hiog 107.7 109.9 103.0 108.2 106.2 108.4
H20-Ci-His 109.2 109.0 107.0 109.3 107.4 111.5
Hio-C;-His 107.7 107.5 107.0 109.3 107.4 108.9
C2-N3-C4 128.5 129.1 129.8 130.5 130.9 122.2
Co-N3-His 116.1 116.1 118.0 115.1 113.3 118.7
C4-N3-His 115.3 144.8 112.0 114.4 115.7 1109
N;3-Cs-Co 117.2 117.5 116.4 115.6 120.1 118.7
N;3-C4-Cs 123.6 123.6 123.7 122.2 123.4 122.3
Co-C4-Cs 119.2 118.9 119.8 122.2 116.5 118.7
C4-Co-Cg 121.1 121.2 120.4 119.7 120.6 121.0
C4-Co-Hio 119.7 119.8 123.0 119.7 119.1 118.1
Cs-Co-Hio 119.3 119.0 116.0 120.6 120.4 120.8
Co-Cs-C7 119.7 119.8 119.6 118.0 121.7 119.5
Co-Cs-Hi 121.0 120.9 123.0 122.6 120.2 121.5
Cs-Cs-Hiy 119.4 119.3 118.0 119.3 118.1 118.9
Cs-C7-Cs 119.5 119.4 120.2 122.6 119.2 120.1
Cs-C7-O12 117.3 117.5 121.0 115.7 117.3 116.2
Cs-C7-O12 123.1 123.1 118.9 121.7 123.4 123.7
C7-Cs-Cs 121.1 121.0 118.9 121.7 120.9 120.9
C7-Cs-His 1199 120.0 120.7 119.9 120.0 119.3
Cs-C6-Cia 119.1 119.0 119.0 120.2 119.1 119.8
C4-Cs-Cs 119.5 119.8 120.0 117.6 121.1 119.5
C4-Cs-His 119.8 119.7 119.3 120.2 116.9 119.6
Cs-Cs-His 120.7 120.5 119.0 122.2 122.0 120.7
C7-O12-His 108.6 109.7 12.0 107.4 110.6 1109
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017-C2-Ci-Hao
017-C2-Ci-Hio
017-C2-Ci-His
N}‘Cz_cl_HZO
N;-C,-Ci-Hio
N3_C2_C1_H1 8
Cl'CZ'N3'C4
C1-C2-N3-Hjs
017-C2-N3-Cy
017-C2-N3-His
Cr-N3-C4-Co
C2-N3-C4-Cs
Hi6-N3-Cy4-Co
Hi6-N3-Cy4-Cs
N;3-C4-Co-Cs
N;-Cs-Co-Hio
Cs5-C4-Co-Cg
Cs-C4-Co-Hio
N;3-C4-Cs-Co
N;-Cs-Cs-His
Co-C4-Cs-Co
Co-C4-Cs-His
Cs-Cy-Cs-Co
C4-Co-Cs-Hi
Hio-Co-Cs-C5
Hio-Co-Cs-Hii
Co-Cs-C7-Co
Co-Cs-C7-O12
H1 1-C8-C7-C6
Hi1-Cs-C7-O12
Cs-C7-Cs-Cs
Cs-C7-Co-Hig
012-C7-Cs-Cs
012-C7-Cs-Hig
Cs-C7-O12-His
Cs-C7-O12-Hiz
C7-C6-Cs-Cy
C7-Cs-Cs-His
H14-Cs-Cs-Cs
His-Cs-Cs-His

179.2
57.4
-59.1
-0.9
—-122.6
120.8
—-179.8
0.1
0.1
—179.9
179.9
-0.0
-0.0
179.9
180.0
-0.0
0.0
180.0
—180.0
0.0
0.00
180.0
0.0
180.0
—180.0
0.0
0.0
—180.0
—180.0
0.0
0.0
—180.0
180.0
0.0
—180.0
0.0
0.0
—180.0
—180.0
0.0

—180.0
58.2
—58.3
0.0
—-121.7
121.8
179.9
-0.0
0.0
180.0
—180.0
0.0
0.0
180.0
—180.0
0.0
0.0
180.0
180.0
0.0
0.0
—180.0
0.0
—180.0
180.0
0.0
0.0
180.0
180.0
0.0
0.0
180.0
180.0
0.0
180.0
0.0
0.0
180.0
180.0
0.0

—-119.9
119.9
0.0
60.1
—-60.1
180.0
180.0
0.0
0.0
—180.0
180.0
0.0
180.0
180.0
—180.0
0.0
0.0
—180.0
180.0
0.0
0.0
180.0
0.0
180.0
180.0
0.0
0.0
180.0
—180.0
-0.0
-0.0
180.0
—180.0
0.0
—180.0
0.0
0.0
—180.0
180.0
0.0

—-178.8
58.8
—60.0
1.2
—-121.2
120.0
179.9
-0.0
0.0
—179.9
—179.9
0.0
0.0
—-179.9
—180.0
0.0
0.0
180.0
179.9
0.0
-0.0
—180.0
0.0
180.0
—180.0
0.0
0.0
180.0
—180.0
0.0
-0.0
—180.0
180.0
0.0
—179.9
0.0
0.0

—180.0
—180.0

—0.0

178.2
59.8
—58.8
56.4
—-62.0
179.4
157.3
11.6
23.8
—-121.8
—178.4
8.0
—-30.4
156.1
—169.5
6.3
4.3
—-179.9
172.7
-11.8
-0.9
174.7
—-4.9
176.7
179.4
0.9
2.2
—-177.4
—179.4
1.0
1.2
—-178.9
—179.2
0.7
—178.9
1.5
-1.8
—-177.3
178.3
2.8
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7.1 Analise das Simulacoes Classicas
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Figura 22 — Analise da simulagdo classica (etapa de produgio) para o “A em ambiente de DNA,
sendo (a) analise da flutuagdo da energia total, (b) anélise da densidade e (c) andlise da flutuagao
da temperatura. Sendo a linha pontilhada a representacao dos valores médios das analises.
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Figura 23 - Analise da simulag¢do classica (etapa de produ¢io) para o “A em ambiente de DNA,
sendo a linha laranja 0 RMSD do DNA e a linha azul o RMDS somente da molécula do “A.
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Figura 24 - Analise da distribuigao radial (g(r)) da simulagao cléssicas (etapa de producao) para
o centro de massa do “A em ambiente de DNA em relagéo as aguas do sistema.
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Figura 25 - Andlise da distribuigao radial (g(r)) da simulagao cléssicas (etapa de producao) para
o do A em ambiente de DNA, sendo a linha azul a g(r) em relagdo ao N;-O, a linha laranja N3-
O e a linha verde N¢-O.
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Figura 26 - Analise da simulagio cléssica (etapa de produ¢do) para o “A em ambiente de RNA,
sendo (a) analise da flutuagao da energia total, (b) analise da densidade e (c) analise da flutuacao
da temperatura. Sendo a linha pontilhada a representacdo dos valores médios das analises.
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Figura 27 - Analise da simulagio cléssica (etapa de produ¢do) para o “A em ambiente de RNA,
sendo a linha laranja 0 RMSD do RNA e a linha azul o RMDS somente da molécula do “A.
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Figura 28 - Analise da distribui¢do radial (g(r)) da simulagdo classicas (etapa de producgdo)
para o centro de massa do “A em ambiente de RNA em relagdo as dguas do sistema.
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Figura 29- Anélise da distribuigao radial (g(r)) da simulagdo classicas (etapa de producao)
para o do ¥A em ambiente de RNA, sendo a linha azul a g(r) em relagdo ao N;-O, a linha
laranja N3-O e a linha verde Ns-O.
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Figura 30 - Analise da simulago classica (etapa de produgdo) para o “G em ambiente de DNA,
sendo (a) analise da flutuagdo da energia total, (b) anélise da densidade e (c) andlise da flutuagao
da temperatura. Sendo a linha pontilhada a representacao dos valores médios das analises.
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Figura 31 - Analise da simulagio classica (etapa de produgio) para o “G em ambiente de DNA,
sendo a linha laranja 0 RMSD do DNA e a linha azul o RMDS somente da molécula do “G.

Figura 32 - Andlise da distribui¢do radial (g(r)) da simulagao classicas (etapa de producao)
para o centro de massa do “G em ambiente de DNA em relagdo as aguas do sistema.
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Figura 33 - Andlise da distribuigao radial (g(r)) da simulagao cléssicas (etapa de producao) para
o0 do “G em ambiente de DNA, sendo a linha azul a g(r) em relagdo ao N;-O, a linha laranja N3-
O, linha verde N7-O ¢ a linha vermelha o atomo de O em relagao ao atomo de O do solvente.
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Figura 34 - Analise da simulagdo cléssica (etapa de produgio) para o “G em ambiente de RNA,
sendo (a) analise da flutuagao da energia total, (b) analise da densidade e (c) analise da flutuacao
da temperatura. Sendo a linha pontilhada a representacdo dos valores médios das analises.
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Figura 35 - Analise da simulagdo classica (etapa de produ¢do) para o “G em ambiente de RNA,
sendo a linha laranja 0 RMSD do DNA e a linha azul o RMDS somente da molécula do “G.
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Figura 36 - Andlise da distribuicdo radial (g(r)) da simulagdo classicas (etapa de producao)
para o centro de massa do “G em ambiente de RNA em relagdo as dguas do sistema.
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Figura 37 - Andlise da distribuigao radial (g(r)) da simulagao cléssicas (etapa de producao) para
0 do “G em ambiente de RNA, sendo a linha azul a g(r) em relagdo ao N;-O, a linha laranja N;3-
O, linha verde N7-O ¢ a linha vermelha o atomo de O em relagao ao atomo de O do solvente.
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