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RESUMO

Oliveira, A. F. R. Caracterizagdo de moléculas com potencial bioativo por espectroscopia
de acdo e mobilidade ibnica acopladas a espectrometria de massas. 2020. 169p. Tese -
Programa de Pds-Graduacdo em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo.

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica analitica largamente utilizada em diversas areas
de estudo, como a quimica, bioquimica, ambiental, farmacéutica, entre outras. Embora esta
técnica seja sensivel e universal, a deteccdo por MS é baseada apenas na razdo massa-carga
(m/z) de ions, muitas vezes ndo provendo informaces diretas sobre a configuracdo das espécies
em fase gasosa. Portanto, a MS ¢ limitada quando usada para a diferenciacdo de isdmeros e
para a determinacdo de sitios de protonacdo e coordenagdo. Para solucionar tal limitacdo,
podem ser utilizadas técnicas de espectroscopia de ions, tanto vibracional quanto eletrdnica, e
mobilidade idnica, acopladas a MS. Nesta tese, as técnicas de espectroscopia de ions e
mobilidade i6nica sdo aplicadas a diferentes moléculas bioativas e com potencial bioativo, a
fim de investigar suas caracteristicas estruturais e diferenciacdo de isbmeros em reacdo de
photoswitching. Para tanto, um aparato instrumental desenvolvido em nosso grupo para a
realizacdo da espectroscopia de ions foi validado comparando-se 0s espectros da biotina e
triptofano protonados em fase gasosa com 0s espectros encontrados na literatura. Nosso
equipamento ndo s6 reproduziu os resultados da literatura, como apresentou sensibilidade
superior em algumas regiGes do espectro. Esses espectros também foram utilizados para a
realizacdo de um benchmarking de métodos para a determinacdo de espectros teoricos, a fim
de verificar-se o nivel de teoria mais adequado para os sistemas abordados neste projeto. Um
conjunto de biomoléculas — tiamina, biotina, biocitina e triptofano — foi avaliado quanto sua
conformagdo em meio gasoso, sitio de protonacao, coordenacdo e interagdes intramoleculares.
Também foram realizados estudos tedricos mais aprofundados, como a determinacdo da
natureza de interacdes de hidrogénio relevantes para os sistemas bioativos abordados, aplicando
esquemas de calculos de orbitais naturais de ligacdo (NBO), teoria quantica de a&tomos em
moléculas (QTAIM) e intera¢cdes ndo-covalentes (NCI). Os resultados permitiram caracterizar
uma série relevante de espécies de interesse bioldgico, ilustrando o poder dessas técnicas
avancadas em espectrometria de massas e permitindo o estudo de outros sistemas futuros

utilizando as técnicas e metodologias aqui introduzidas.

Palavras-chave: IRMPD, UVPD, Intera¢des ndo covalentes, Tandem MS, Biofisica.



ABSTRACT

Oliveira, A. F. R. Characterization of potential bioactive molecules by ion spectroscopy
and ion mobility approaches coupled to mass spectrometry. 2020. 169p. PhD Thesis -

Graduate Program in Chemistry. Institute of Chemistry, University of Sdo Paulo, S&o Paulo.

Mass spectrometry (MS) has become an important analytical technique, widely employed in
several areas of study, such as chemistry, biochemistry, and environmental and pharmaceutical
sciences, among others. Although this technique is sensitive and comprehensive, detection by
MS is based only on the mass-to-charge ratio (m/z) of ions, and does not provide direct
information on the conformation of ions in the gas phase. Therefore, the efficiency of MS is
limited for the differentiation of isomers and determination of protonation and coordination
sites. lon mobility and ion spectroscopy, either vibrational or electronic, approaches can be used
to circumvent this limitation. In this thesis, action spectroscopy and ion mobility techniques are
applied to different bioactive molecules, or to molecules with bioactive potential, in order to
investigate the structural characteristics presented by them and also perform isomer
differentiation in a photoswitching reaction. An instrumental apparatus for ion spectroscopy
was developed in our group and was validated by comparing the protonated biotin and
tryptophan spectra in the gas phase with the spectra available in the literature. Our equipment
not only reproduced the results of the literature, but also showed superior sensitivity in some
regions of the spectrum. These spectra were also used to carry out a benchmarking of theoretical
spectra, in order to evaluate the most adequate level of theory for our systems. A set of
biomolecules — thiamine, biotin, biocytin and tryptophan — were evaluated concerning to their
conformation in gas phase, protonation and coordination site and intramolecular interactions.
Also, natural bond orbitals (NBO), quantum theory of atoms in molecules (QTAIM) and non-
covalent interactions (NCI) calculations were carried out to deeply investigate the nature of the
hydrogen bonds of some of the studied systems. The results allowed us to characterize a set of
relevant species involved in biological processes, exemplifying the capacity of these advanced
approaches in mass spectrometry and giving basis to the future studies in the group using the

techniques introduced here.

Keywords: IRMPD, UVPD, Non-covalent interactions, Tandem MS, Biophysics.
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Introducéo 26

1. INTRODUCAO

A criacdo da técnica de espectrometria de massas (MS) ocorreu no fim do século XIX e
comeco do seculo XX e pode ser atribuida a varios cientistas, dentre eles Arthur Jeffrey
Dempster, Josef Heinvich Elizabeth Mattauch, Eugene Goldstein, Wilhelm Wien, Francis
William Aston e sir John Joseph Thomson,! sendo Thomson o mais aclamado dentre os citados
devido aos seus experimentos com raios catddicos, que o levaram a confirmar a existéncia do
elétron.>* Um século depois, a MS deixou de ser uma técnica restrita a afericio da razao massa-
carga (m/z) de gases mono ou diatdmicos ionizados — e seus is6topos — e se tornou uma técnica
versatil e indispensavel em diversas areas de estudo.®

No inicio de seu desenvolvimento, a MS foi aplicada a industria bélica. Um
equipamento conhecido como Calutron foi utilizado em escala preparativa no enriquecimento
de Plutdnio durante a segunda guerra mundial.> Contudo, devido a sua alta sensibilidade e
velocidade, foi na forma analitica que a MS foi levada para fora dos laboratdrios de fisica. A
descoberta de que a ionizagdo por elétrons (EI)® tem a capacidade de promover a dissociacéo
de moléculas organicas em padrbes bem definidos, chamados de padrdes de fragmentacéo, foi
a base para a criacao de extensas bases de dados de moléculas organicas. Por elas, as moléculas
podem ser identificadas pelos valores e intensidades relativas das m/z dos analitos nao
fragmentados — chamados ions pais, ions precursores ou ions moleculares — e de seus
fragmentos — chamados de ions filhos. Até o ano de 1969, as fontes de El e de ionizagdo quimica
(CI) eram as Unicas disponiveis e as analises de MS eram reservadas a pequenas moléculas
volateis ou passiveis de volatilizagio’.

Outro marco no histérico da MS foi a criagdo de técnicas mais brandas de ionizacéo.
Fontes de ionizacdo como ionizacdo por eletrospray (ESI) e dessorcdo/ionizacdo a laser
assistida por matriz (MALDI) permitiram com que macromoléculas, antes fora do alcance da
MS, fossem facilmente ionizadas e levadas ao estado gasoso, podendo, entdo, ser detectadas
por um espectrometro de massas.>>’ Ou, por assim dizer, estas técnicas de ionizagdo fazem
“elefantes voarem”, parafraseando as palavras de John Fenn,® um dos inventores da fonte de
ionizacdo por eletrospray e vencedor do prémio Nobel de Quimica em 2002. De fato, esta
técnica permite obter até mesmo espectros de virus inteiros, e mais estudos tém sido feitos para
aumentar ainda mais o alcance da MS neste sentido.®
O advento de novas técnicas de ionizagdo ambiente, que podem ser aplicadas a amostras com
pouco ou nenhum tratamento prévio, é atualmente uma das areas mais promissoras no tocante

ao desenvolvimento de instrumentacio em MS.1%* Embora muitas destas técnicas de ionizag&o
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ainda sejam encontradas apenas em laboratorios de pesquisa, a0 menos duas delas, a ionizagdo
de dessorcido por eletrospray (DESI)'? e a andlise direta em tempo real (DART),'® estfo
disponiveis comercialmente, sendo a Gltima comumente utilizada em aeroportos nas revistas de
bagagens para identificar tracos de substéncias presentes em explosivos ou drogas de abuso.
No caso da ionizagdo por eletrospray, este tipo de fonte de ionizagdo ndo fornece uma grande
quantidade de energia aos analitos e ndo requer que as espécies tenham sido previamente
volatilizadas, evitando a dissociacdo na fonte de ionizacdo e — em certa extensdo — uma
reorganizagao estrutural, comuns nas fontes de ionizagdo por elétrons.
O uso de fontes brandas, aliado as altas taxas de obtencao de espectros e elevada sensibilidade,
permitiu com que varios mecanismos de reacdo fossem estudados via MS, através da captura
de intermediarios metaestaveis ou de curto tempo de meia-vida em solucdo, em um processo
conhecido como pesca de ions.*>20

O desenvolvimento de instrumentos hifenados expandiu o horizonte de aplicagdes da
MS e hoje os equipamentos de cromatografia gasosa ou liquida acoplados a MS (denominados
GC-MS?+%2 ¢ LC-MS,? respectivamente) sdo extensamente utilizadas para analises e
quantificacbes em laboratérios de analises ambientais, toxicoldgicas, forenses, de alimentos e
em controle de qualidade farmacéutica e de materiais. Por muitas vezes, as tecnicas
cromatograficas acopladas a MS sdo os métodos analiticos de escolha definidos pelas agéncias
reguladoras de cada area. 2428

A possibilidade de analisar misturas complexas, muitas vezes incluindo centenas de
analitos, fez com que essas técnicas hifenadas fossem peca fundamental nas estratégias
classificadas como ciéncias dmicas. Temas como metabolémica,?” protedmica?® e lipidomica?®
sdo comuns para cientistas da area de MS e se tornaram destaque ao longo dos ultimos anos,
fazendo da MS uma das técnicas mais utilizadas para analises clinicas.*®

Recentemente, a técnica de LC-MS foi utilizada com sucesso no desenvolvimento de
um método inovador de diagndstico de pacientes portadores de SARS-COV-2, que causa a
doenca denominada COVID-19, desenvolvido nacionalmente poucos meses apds a
confirmacéo dos primeiros casos no Brasil. O método desenvolvido foi baseado na identificacdo
de trés peptideos provenientes de nucleoproteinas do SARS-COV-2 e, embora seja menos
sensivel (identifica 83% dos casos positivos) que os testes padréo feitos via real time PCR, pode
ser utilizado como método complementar ou alternativo, devido a alta demanda gerada durante

a pandemia.’!
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Mesmo com tantos avangos, uma caracteristica intrinseca a MS é a deteccéo de analitos
baseada apenas em suas razdes m/z, ndo fornecendo informacdes diretas sobre a estrutura e
conformacdo dos ions estudados. Desta forma, as analises de MS se valem de processos de
fragmentacdo para a diferenciacdo de isdmeros. Estratégias como o uso de maltiplos eventos
de fragmentacdo (MS") e o uso de fragmentos diagnosticos sdo Uteis para a determinacao
estrutural, mas limitadas a moléculas que apresentem padrdes de fragmentacéo distintos, o que
n&o ¢ o caso de diversos isdmeros de posicdo e de pares de enantidmeros.®?® Neste contexto,
0 acoplamento de técnicas espectroscopicas a espectrometros de massas € uma poderosa
ferramenta para o entendimento do comportamento conformacional de moléculas,
determinac&o estrutural e diferenciacdo de isdmeros.3*3

A determinacéo estrutural de moléculas é de especial importancia para o entendimento
de diversos processos quimicos e bioquimicos que dependem da conformacdo ou
estereoquimica dos compostos envolvidos. Uma das aplicacfes mais emblematicas acerca do
estudo estrutural de biomoléculas é o desenho racional de novos farmacos baseados em sua
estrutura e em ancoragem molecular.®® Se antes muitos remédios tinham sua funcéo
farmacoldgicas descobertas ao acaso, como no caso da fenolftaleina, dos sais de litio, da
isoniazida e muitos outros, este panorama mudou nos anos 1990, com a aprovagao das drogas
dorzolamida (agente antiglaucoma), saquinavir, indinavir, ritonavir e nelfinavir (inibidores da
HIV protease).®” Isto porque que estes farmacos foram racionalmente desenhados com base no
conhecimento da estrutura 3D de seus alvos bioldgicos, derivados de dados experimentais e
calculos computacionais.®®

Sendo assim, na presente tese, serd discutido o uso de técnicas modernas de
espectroscopia de ions e espectrometria de mobilidade i6nica (IMS) aplicadas ao estudo de
diferentes propriedades de ions gerados a partir de moléculas bioativas, ou com potencial
bioativo em meio gasoso. A partir destas técnicas, interpretadas com o auxilio de célculos
computacionais, foram avaliados os estados conformacionais, sitios de protonagdo e
coordenacgdo com &gua, presenca e propriedades de intera¢fes intramoleculares e mecanismo
de reacdo de diferentes classes de moléculas, que incluem vitaminas e derivados, aminoéacidos,
neurotransmissores e photoswitches.

Visando uma melhor compreensédo do contetido desta tese, os fundamentos das técnicas
experimentais e de calculo computacional utilizadas serdo descritos juntamente com a
metodologia de estudo aqui aplicada. Um breve resumo sobre aprisionamento de ions,

abordagem utilizada nos estudos aqui apresentados, foi incluido na préxima secao, para permitir
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0 entendimento dos resultados discutidos. Em seguida, serdo apresentados 0s sistemas
bioquimicos estudados em topicos, cada qual contendo contextualizacdo, resultados e
conclusdo. Assim, nas consideracfes finais, os pontos mais relevantes para cada um dos
sistemas estudados sdo resumidos e uma correlagdo geral destes com o objetivo da tese é

apresentada de forma conjunta.
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2. FUNDAMENTOS E METODOLOGIA

Nesta tese sdo utilizadas técnicas complementares a MS para a diferenciacdo de
isdbmeros e determinacdo da configuracédo de ions na fase gasosa. A principal técnica utilizada
foi a espectroscopia de ions, que foi obtida através da estratégia chamada espectroscopia de
acdo. A espectroscopia de acdo ndo é obtida pela afericdo direta da absorcéo de fétons pelo
analito, mas sim pela aferi¢cdo da consequéncia da acdo da interacao féton-analito. No caso da
espectroscopia de acdo acoplada a MS, a consequéncia medida é a extensao da fotodissociacdo
do analito, causada pela absorcao de fotons. As técnicas e processos utilizados na presente tese
serdo melhor detalhados nos proximos subtopicos.

As técnicas de espectroscopia de acdo utilizadas foram a espectroscopia de dissociacédo
de multiplos fétons no infravermelho (do inglés InfraRed Multiple Photon Dissociation,
IRMPD) e espectroscopia de fotodissociagdo no ultravioleta (do inglés UltraViolet
PhotoDissociation, UVPD). No Ultimo caso, a regido de analise foi estendida para a regido do
visivel, embora a nomenclatura UVPD tenha sido mantida para tais casos. Os fundamentos
destas técnicas serdo abordados no topico 2.2.

As analises de espectroscopia IRMPD na regido de alta frequéncia (envolvendo
estiramentos O-H e N-H) foram feitas no nosso grupo de pesquisa, MCPL, no Instituto de
Quimica da Universidade de Séo Paulo (IQ-USP) em um equipamento do tipo ion trap 3D
modelo AmaZon SL (Bruker).®® As analises de espectroscopia IRMPD na regido de fingerprint
(~800 - 2000 cm™) foram obtidas na facility CLIO da Université Paris-Sud em dois
equipamentos: um ion trap 3D modelo Esquire (Bruker) e um FT-ICR Apex-qE (Bruker).*® As
analises de espectroscopia UVPD foram realizadas em um equipamento do tipo linear ion trap
modelo LTQ Velos (Thermo), no Institut Lumiére Matiére, pertencente ao CNRS e a Université
Claude Bernard Lyon 1. O funcionamento dos espectrdmetros de massas do tipo
aprisionamento de ions é explicado no topico 2.1.

As analises de IMS foram realizadas no Institut Lumiere Matiére, sendo que duas
diferentes técnicas foram utilizadas: espectrometria de mobilidade iénica por tubo de arraste
(do inglés Drift Tube lon mobility espectrometry, DTIMS), utilizando um equipamento
customizado acoplado a um espectrometro de massas do tipo TOF Maxis Impact (Bruker),* e
espectrometria de mobilidade i6nica por ondas de campo assimétrico (do inglés Field
Asymmetric waveform lon Mobility Spectrometry, FAIMS) acoplada a espectrémetro LTQ

Velos (Thermo). Os fundamentos referentes a IMS estdo incluidos no tépico 2.3.
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A interpretacdo dos resultados teve como auxilio o uso de céalculos de quimica
computacional para a busca conformacional, obtencdo dos espectros teéricos de vibracdo e
excitacdo vertical, para a definicdo da secdo de choque das espécies e para a descri¢do das

interacOes intra e intermoleculares.
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2.1. APRISIONAMENTO DE iONS

Para a realizacdo da espectroscopia de ions via fotodissociacdo dentro dos
espectrometros de massas, € importante, no geral, que haja aprisionamento prévio de tais ions.
Ainda que existam excecdes,*> a maioria das analises de espectroscopia idnica sdo feitas em
equipamentos que usam aprisionamento de Paul em sistemas quadrupolares (conhecidos como
ion traps) ou de Penning (conhecidos como Fourier Transform lon Cyclotron Resonance,
FTICR)* — Figura 1.
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Figura 1. Representacdo simplificada dos seletores de massa dos instrumentos utilizados para o aprisionamento
de ions: a) ion trap 3D; b) ion trap linear; ¢) FT-ICR, onde os eletrodos Ee sdo os eletrodos de excitacdo, 0s
eletrodos Ep sdo os eletrodos de detecgdo. Os eletrodos de aprisionamento Ea, posicionados a frente e atras da cela
de FT-ICR, estdo omitidos. Em cada esquema, a seta verde indica o caminho percorrido pelo feixe de luz.

Tais equipamentos sdo adequados para esse tipo de técnicas de fotodissociacdo por
permitirem a localizagdo da nuvem iénica em uma determinada regido do espaco, o que facilita
sua sobreposicdo ao feixe de laser e permitem modular o tempo de aprisionamento dos ions e,
consequentemente, o tempo de interacdo destes com o feixe de laser. Apesar dos instrumentos
apresentados serem capazes de acumular ions por alguns minutos, em uma analise de MS
comum os ions séo usualmente aprisionados durante uma faixa de dezenas de milisegundos.
No entanto, para as realizar a espectroscopia de ions, esse tempo pode ser aumentando para que
0s ions sejam aprisionados por até alguns segundos, promovendo assim mais fragmentacé&o.

Os ion traps foram primeiramente introduzidos na década de 1950, embora tenham sido
disponibilizados comercialmente apenas na década de 1980. Tanto a sua verséo tridimensional
quanto a linear sdo baseadas em estruturas quadrupolares. Porém a diferente disposi¢do dos
eletrodos causa diferencas na movimentacéo dos ions, que podem ser descrita pelas equacdes
de Mathieu.**
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No caso dos ion traps lineares (Figura 1b), um potencial elétrico U de corrente continua
(DC) é fixado a um par de eletrodos localizados em direcdes opostas. A este par de eletrodos é
somado um potencial V que varia em uma radiofrequéncia (RF) de valor Q. Ao outro par de
eletrodos, é aplicado um potencial DC e RF de valor igual e sinal contréario. Nessas condicoes,
0 movimento dos ions nas direcdes x e y pode ser, entdo, descrito pelas equagdes 1 e 2:

d*x 2z

=+ — (U—-"VcosQt)x =0 @
e

d?y 2z _

pT— (U —VcosQt)y =0, )]

onde z é a carga do ion, m a massa e ro € a metade da distancia entre dois eletrodos no
ion trap. Verifica-se, portanto, que o movimento dos ions é depende da razdo m/z dos ions. As
equacOes acima podem ser representadas por meio de parametros adimensionais u = x = —y

fazendo com que possamos introduzir as grandezas ai, qi € &, onde

Ay = Ay = —Qy = m%urg, 3)
Qu = qx = —qy = m‘:ffrg (4)

e
§== 5)
Dessa forma as equagdes 1 e 2 podem ser reescritas pela equacéo 6:
Z?ﬁ + (ay — 2qyc0s28)u = 0. (6)

Nessa equacdo 6, podemos observar que 0s parametros a e ¢ podem ser ajustados para
permitir que uma determinada relacdo m/z seja aprisionada alterando-se os potenciais U e V.
Para cada m/z, havera uma pequena faixa de valores de g e a em que a trajetéria dos ions sera
estavel no plano xy. Uma varredura nestes potenciais permite que os ions sejam selecionados
de acordo com sua m/z.

Em suma, os ions sdo atraidos para o par de eletrodos com carga contraria a sua. Antes
que eles atinjam o eletrodo, o potencial é invertido e os ion s&o repelidos em dire¢éo ao outro
par de eletrodos. Os ions sdo restringidos no eixo z por um aumento no potencial DC, no caso
de ions positivos, das secdes frontal e traseira (Figura 1b). Tal potencial pode ser diminuido
para a injecdo ou ejecdo de ions na cela. Os ion traps lineares tem com vantagem o acumulo de

fons ao longo da extensdo da cela de aprisionamento, o que pode gerar maior sensibilidade.**
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Por sua vez, os ion traps 3D (Figura 1a) possuem dois eletrodos hiperboélicos (eletrodos
end-cap) e um eletrodo circular que substitui dois dos eletrodos lineares, no caso dos ion traps
lineares. Para estes equipamentos, os eletrodos end-caps estdo eletricamente conectados, e 0s
potencias U e V sdo aplicados entre eles e o eletrodo circular. Neste caso, as equagdes de

movimento séo aplicadas nas dimensoes radial r e axial za, assumindo a forma

d;tzza - m(r;-lz-ZZg) (U —-VcosQt)z, =0 @)

e
d—zz +—2 (U —VcosQt)r = 0. (8)
att - m(r¢+2z3)
Neste caso, 0s parametros adimensionais adquirem os valores de
Gy =5, = 20, = — (©)

e
Qu = Qz, = =20y = ﬁgﬂa (10)
Além disso, um novo parametro By € introduzido, sendo
Bu~ Jau+L (11)

2

Assim, para que a trajetéria de um ion seja estavel no eixo radial e axial, é necessario
que Buassuma um valor entre 0 e 1. Da mesma forma, pode-se desestabilizar a trajetoria de um
ion no eixo axial alterando-se os valores de U e V de modo que o parametro [3; Seja maior que
1. Dessa forma, os fons podem ser ejetados ou levados em dire¢do ao detector.>**

A analise de MS feita via FT-ICR (Figura 1c), por sua vez, é baseada no fato de que,
guando expostos a campos magnéticos, 0s ions apresentam um movimento circular ressonante,
chamado ressonancia ciclotrénica de ions. Uma caracteristica essencial para que esse
movimento ressonante seja util para a diferenciacdo de ions com diferentes m/z € o fato de que
a frequéncia angular de um certo ion com determinada m/z serd sempre 0 mMesmo,
independentemente do raio da orbita realizada.®

Os ions aprisionados em uma cela de FT-ICR s&o expostos a altos campos magneéticos
constantes (> 1T). Tomando como base um campo magnético com linhas de campo
direcionadas ao longo do eixo z, os ions sofrerdo uma forca perpendicular ao eixo do campo
magnético, denominada forca de Lorentz, que é descrita pela equacdo 12

F = zvB, (12)
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onde F é a forca de Lorentz, z a carga do ion, v é a componente da velocidade gerada nos eixos
X ey e Bo € 0 campo magnético. Olhando na mesma dire¢cdo do campo magnético, verifica-se
que os ions positivos realizam um movimento anti-horario, enquanto ions negativos com
mesma m/z realizam movimento igual, porém no sentido horério. O raio (r) da trajetoria pode

ser descrita pela equacéo 13

r== (13)

ZBOI
Considerando-se que a velocidade angular « = v/r, e substituindo tais termos na equacao

acima, obtemos 14

ﬁ
= — (14)
Por ultimo, considerando-se que frequéncia ciclotronica é f = w/2z, temos que
B
f=." (15)

ou seja, a frequéncia ciclotronica é proporcional apenas ao campo magnético e inversamente
proporcional a razdo m/z, sendo independente da velocidade dos ions e do raio da trajetoria.’ O
campo magnético, porém, ndo afeta 0 movimento dos ions ao longo do eixo z. Para que 0s ions
sejam aprisionados nesses eixos, sdo utilizados eletrodos de aprisionamento nas extremidades
da cela, contendo potencial elétrico positivo, no caso de ions positivos, e negativo, no caso de
ions negativos.

Antigamente, nos equipamentos de ICR — sem uso de transformada de Fourier - para
que ocorresse a deteccdo do ion em movimento ciclotrénico, 0 mesmo tinha sua trajetoria
excitada através da aplicacdo de uma corrente alternada aplicada aos eletrodos de excitacdo em
frequéncia igual a frequéncia do movimento ciclotrénico, de acordo com a equacgéo

E; = E,coswt, (16)
onde E: é a energia transmitida, Eo € 0 potencial elétrico aplicado, w é a frequéncia ciclotronica
e t o tempo. A amplificacdo da velocidade e do raio da trajetéria faz com que o ion se aproxime
de um dos eletrodos de deteccdo, gerando uma corrente elétrica causada pelo movimento dos
elétrons do eletrodo em direcdo ao ion, no caso de ions positivos, ou em dire¢do oposta ao ion,
no caso de ions negativos. Devido ao movimento circular, o ion se aproximara, em um segundo
instante, do segundo eletrodo de deteccdo da cela, na margem oposta ao primeiro. Essa
aproximacéo induz acumulo de cargas nas placas e, dessa forma, pode-se aferir a frequéncia
ciclotronica e, portanto, a razdo m/z de um ion especifico.

Todavia, o uso da transformada de Fourier permite que todos os ions sejam detectados

de uma s6 vez. Para tal, sdo normalmente utilizados pulsos de excitacdo (chirp) na forma de
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radiofrequéncias (RF) contendo uma série de frequéncias de excitacdo dos ions analisados. Com
iSS0, 0s ions passam a apresentar um movimento coerente, assumindo a mesma fase, e todos
sdo excitados conjuntamente.

Os dados obtidos sdo levados do dominio do tempo para o dominio da frequéncia através
do uso da transformada de Fourier, correlacionando-se as frequéncias medidas aos valores de
m/z. Visto que a frequéncia é uma das grandezas fisicas medidas com maior acuracia, 0s
equipamentos de FT-ICR sdo conhecidos por fornecer resultados com alta exatidao e poder de
resolucdo.! Além disso, sdo utilizadas baixas pressdes no equipamento (<10™! bar) e os fons
expostos a campos magnéticos assumem uma ressonancia ciclotrénica estavel, o que faz com

que eles possam ser aprisionados por muitos minutos e até mesmo horas.*
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2.2. ESPECTROSCOPIA DE ACAO

Como visto no topico anterior, 0s espectrdbmetros de massas do tipo ion trap permitem
0 aprisionamento de ions por muitos segundos sem que haja perda significativa de sinal. Estes
equipamentos podem ser acoplados a fontes de laser, de modo que seja realizado o processo de
dissociagdo induzida por luz, a fotodissociagdo.*® A partir desta técnica é possivel utilizar o
espectrOmetro de massas para realizar espectroscopia de ions através da abordagem conhecida

como espectroscopia de acdo (Figura 2).
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Figura 2. Espectro IRMPD da tiamina em fase gasosa. Esquema representando a obtencdo do espectro na
espectroscopia de acdo utilizando MS na regido do infravermelho. Diversos feixes de luz de diferentes energias
(v) sdo incididas sobre o analito em tempos diferentes. Quando o analito interage com o féton incidido, ocorre
fragmentacgdo. A intensidade da fragmentacéo é relacionada a intensidade da absorg¢éo.

A espectroscopia de agdo é aquela em que 0 espectro de absor¢do de uma espécie é
obtido ndo pela deteccgdo direta da absorcdo, mas a partir da deteccdo do efeito causado pela
interacdo da luz com o analito.*” No caso da MS, o efeito causado é a fotodissociacdo das
espeécies analisadas, que sera detectada de acordo com a formacao de espécies com m/z distintas

do analito. A extensdo da fragmentacdo causada pela absorcédo de fétons pode ser diretamente
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relacionada a absortividade da espécie no comprimento de onda deste féton (Figura 2).
Variando a energia da luz incidida sobre o analito, obtém-se deferentes eficiéncias de
fragmentacdo que podem ser correlacionadas ao espectro do analito na regido espectral
desejada. Desta forma, através da espectroscopia de agéo € possivel obter espectros de amostras
em concentracgdes baixas, na ordem de uM, e de espécies especificas, na auséncia de solventes,
visto que a técnica se faz valer da sensibilidade e das outras propriedades inerentes a MS.

Como os mecanismos especificos de fotodissociacdo variam com relacdo a faixa
espectral utilizadas, discutiremos em maiores detalhes a espectroscopia de fotodissociagcdo no
ultravioleta (UVPD) e no infravermelho (IRMPD) nas proximas subsecoes.

2.2.1.ESPECTROSCOPIA DE FOTODISSOCIAGAO NO ULTRAVIOLETA (UVPD)

Na espectroscopia de fotodissociagdo no ultravioleta (UVPD), a fragmentacdo ocorre
em uma regido de fétons muito energéticos (faixa de 300 a 1200 kJ/mol). Dada quantidade de
energia geralmente causa a fragmentacéo das ligaces do analito ap6s a absorcéo de apenas um
foton. Isso se da pois a absorcéo do foton promove o ion do estado eletronico fundamental para
um estado excitado.®* A partir deste estado excitado, a fotodissocia¢io pode acontecer por ao
menos trés mecanismos distintos a depender da espécie, conforme representado na Figura 3.4448

O primeiro mecanismo consiste na absorcao de um féton, gerando um estado excitado.
O elétron excitado pode ser transferido a um orbital em superposicdo ao estado excitado (do
inglés Inter-Crossing System, ISC), sendo este um estado dissociativo (ED), levando a
fragmentacdo (Figura 3a). O segundo mecanismo consiste na absor¢do de um féton que tenha
tal energia ao ponto de atingir o limiar de dissociacdo do estado excitado do ion em fase gasosa
(Figura 3b).

Esses dois primeiros mecanismos de fragmentacdo acontecem de forma direta,
ocorrendo na escala de tempo de femtosegundos e, no geral, rompendo a ligagéo diretamente
relacionada ao orbital que é excitado. O terceiro mecanismo (Figura 3c) também envolve a
geracdo de um estado excitado na etapa inicial. A transi¢éo vertical faz com que a molécula se
encontre em um estado eletronico e vibracional excitado. Ocorre, entdo, uma redistribuicdo
interna da energia nos niveis vibracionais do sistema excitado, mantendo a energia interna da
espéecie elevada. A desativacdo vibracional procede até que a espécie retorne ao estado
eletrénico fundamental, porém em niveis vibracionais superiores ao limiar de dissociacao da

espécie no estado eletrénico fundamental. Neste mecanismo, a dissocia¢do ocorre na escala de
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femto a picosegundos e a ligacdo mais labil costuma ser rompida, devido a redistribuicdo

interna de energia.
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Figura 3. Mecanismos de fotodissocia¢do na espectroscopia de acéo: a) esquema do processo de fotodissociacao
no ultravioleta, onde apds uma conversdo interna (ISC), a espécie é levada a um estado dissociativo (ED);%*
b) absorcdo de um foton com energia suficiente para alcancar o limiar de dissociacdo do estado excitado; c)
dissociacdo apos relaxacdo para um estado de energia maior que o limiar de dissociacdo do estado fundamental;
d) esquema do processo de fotodissociagdo no visivel, onde a dissociagdo pode ocorrer apds multiplas absorgdes.*
e) Esquema do processo de fotodissociagdo na regido do infravermelho, que ocorre através da absorcdo de
multiplos fotons seguidos por redistribuicdo da energia entre os niveis vibracionais®

Bouakil e colaboradores*® demonstraram que o processo de fotodissoaci¢do no visivel
pode ocorrer através de um processo de absor¢do multifotdnica intermediario entre 0s processos
no UV e no infravermelho, onde o ion no estado excitado sofre conversdo interna para um
estado intermediario seguido por redistribuigdo energética e aumento na energia interna até que
0 ion atinja o limiar de dissociacéo (Figura 3d). Neste caso, a ligacdo a ser rompida também é

a ligacao mais labil, como ocorre no caso do IRMPD, que sera discutido a seguir.
2.2.2.ESPECTROSCOPIA DE FOTODISSOCIAGAO NO INFRAVERMELHO (IRMPD)

A espectroscopia de agdo no infravermelho (Figura 3e), chamada de espectroscopia de
fotodissociagdo multifotonica no infravermelho (IRMPD), como sugerido por seu nome,
envolve a absorcdo de multiplos fétons de energia menor do que os fétons no UV (25 a 50

kJ/mol). Apds a primeira absorcdo de um foton, o ion sofre relaxagéo através da redistribuicéo
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interna de energia entre os demais niveis vibracionais, reduzindo a energia depositada na
vibracdo excitada, mas mantendo a energia interna do ion elevada. A relaxacdo ocorre dessa
forma devido a baixa pressdo no espectrometro de massas, que reduz a taxa de transferéncia de
energia entre os ions e as espécies neutras por colisdo. Apos multiplos processos de absor¢éo e
relaxacdo, a energia interna da molécula aumenta o suficiente para atingir o limiar de
dissociagdo, onde a ligacdo mais labil é rompida.3#*°%° O processo de redistribuicdo interna de
energia ocorre na escala de picosegundos e podem ser necessarios dezenas de ciclos de absor¢éo
e relaxacdo até que ocorra a fragmentacdo. A espectroscopia IRMPD ¢ (til na determinacao
estrutural de ions em fase gasosa, assim como no estudo de interacGes inter- e intramoleculares,
na determinacdo de sitios de ligacdo, entre outras aplicacdes.

A partir destas técnicas de espectroscopia de acdo, foram desenvolvidas abordagens de
dupla ressonancia do tipo IR-IR e IR-UV afim de auxiliar no processo de dissociacdo ou
permitir a sele¢do de populagdes especificas. E comum na espectroscopia IRMPD utilizar uma
espécie de espectroscopia de dois fotons onde um féton de um laser de CO: de alta poténcia e
comprimento de onda fixo é seguido por um foton de baixa poténcia sintonizavel para permitir
a varredura do espectro. Isso se faz necessario quando a poténcia dos sistemas sintonizaveis de
bancadas do tipo OPO/OPA ndo sdo suficientes para que os ions atinjam o limiar de dissociacao.
Mesmo com o auxilio de lasers de CO>, os sistemas de bancada sdo efetivos para a realizacdo
de IRMPD na faixa de 2500 a 4000 cm™, fazendo com que complexos lasers de elétrons livres
(FEL), que dependem de aceleradores de elétrons de alta energia, sejam necessarios para
permitir a realizacdo de IRMPD na faixa do fingerprint (normalmente de 600 a 2000 cm™?).%!
Dos FELs capazes de realizar espectroscopia IRMPD disponiveis, em apenas trés instituicdes
é possivel a operacdo por usuarios externos no regime de facilities.

Uma variacdo dessas técnicas, chamada de espectroscopia de pré-dissociacdo, é
realizada em aparatos criogénicos que permitem com que o ion tenha uma molécula neutra
chamada etiqueta ou tag agregado a si. Comumente séo utilizados He e outros gases nobres ou
gases inertes, como o N2 permitindo uma facil dissociacdo do aduto com baixo limiar de
dissociacéo pela liberacdo do tag com a formag&o de apenas um Unico fragmento.

Apesar das estratégias criogénicas exigirem um aparato mais complexo, como um
sistema criogénico e equipamentos construidos especificamente para estes experimentos, a
reducdo da temperatura faz com que a largura das bandas seja drasticamente reduzida (de 20

para 5 cm™ no caso de espectroscopia no infravermelho), aumentando a resolugio espectral e,




41 Espectroscopia de Agéo

em caso de experimentos de dupla ressonancia, permitindo uma melhor selecdo das
populagdes.*

No caso especifico da espectroscopia vibracional de pré-dissociacdo, temos que ressaltar
que a energia de interacdo ion-tag € muito menor que a energia de ligagdes covalentes
normalmente rompidas durante realizacdo de espectroscopia IRMPD. Dessa forma, fontes de
laser de bancada que sdo incapazes de gerar dissociacdo dos ions na regido do fingerprint séo
suficientes para dissociar tais adutos, aumentando a faixa de cobertura espectral da técnica (600

— 4000 cm™*) com instrumentos de bancada.

2.2.3.0OBTENCAO DE ESPECTROS DE ACAO PELA EFICIENCIA DE

FOTOFRAGMENTACAO

Para todas as técnicas aqui citadas, a intensidade da absor¢cdo podem ser inferida a partir
da eficiéncia de fotodissociacdo, que pode ser calculada de diferentes formas levando-se em
consideracao a intensidade do ion pai e de seus fragmentos.® Uma forma bastante difundida é
através do célculo da constante de velocidade de primeira ordem da reacdo de fotodissociacéo.
Para tal, considera-se que a fotodissociacdo ocorre através da reagdo

P+hy >P* > Fi+F+ ...+ Fy,
onde P € o ion pai, P* é 0 ion ativado apds a absorcao do féton e F sdo os n fragmentos gerados
pelo ion pai. A taxa de decaimento da intensidade de ion pai em funcdo do tempo pode ser
escrita como

aP

== kP, (17)

onde P é a intensidade do ion pai, a partir da qual obtém-se uma expressdo para a constante de
velocidade por integracdo do tempo de fotodissociacdo (entre O e t) de acordo com as equagdes
18 e 19:

[y3dP = [, —kat, (18)
de onde

—kt = In(P); — In(P),. (19)
Como em um determinado tempo t o ion pai tera formado fragmentos, produtos da reacéo
unimolecular que ocorre apds a absor¢édo fotonica, a concentracdo (P)o pode ser definida como
sendo igual a P+XF, sendo P a intensidade do ion pai em determinado tempo t, e Fn a
concentracdo dos n fragmentos gerados pelo ion pai. Sendo assim, obtemos

—kt = In(P); — In(P + ZF,),. (20)
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A eficiéncia de fotofragmentacgdo (PE) é entdo definida como

P

PE =kt =—1n .
P+ZF,

(21)

Todas as analises de IRMPD nesta tese tiveram suas intensidades calculadas com base
na PE. Porém, nos casos em que a fotodissociacdo gerava muitos fragmentos com baixa
intensidade, como nas andalises de UVPD feitas neste trabalho, foi utilizado o rendimento de

fotodissociacao (PY), sendo

py = 2 (22)

P+IF,

Vale ressaltar que muitos trabalhos ndo diferenciam tais equacgdes, podendo denomina-las
indiscriminadamente de eficiéncia ou de rendimento de fotodissocia¢do. No entanto, como as
duas foram utilizadas para diferentes fins, jugou-se necessario diferencia-las, como consta no

trabalho de Penna et al.®®
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2.3. ESPECTROMETRIA DE MOBILIDADE IONICA

Assim como a espectroscopia de acdo, a espectrometria de mobilidade idnica (IMS)
funciona utilizando a MS como detector, sendo complementar aquela devido a sua capacidade
de separar ions em fase gasosa de acordo com suas caracteristicas estruturais. Isso &
especialmente valido para as estratégias de mobilidades idnica que permitem o calculo
experimental da secédo de choque (do inglés Colisional Cross Section, CCS), como o caso da
mobilidade idnica em tubo de arraste (do inglés Drift Tube lon Mobility Spectrometry, DTIMS).
Esta é a estratégia mais direta de realizar mobilidade i6nica, onde o ion em fase gasosa é
acelerado por um campo elétrico enquanto percorre um caminho contendo um fluxo de gas em
sentido contrario ao fluxo iénico.

Essa técnica foi desenvolvida por volta da década de 1960, embora registros de
experimentos envolvendo mobilidade idnica remontam a 1898, mais de uma década antes da
publicacdo dos trabalhos envolvendo os famosos experimentos de Thomsom acerca da MS.
Embora o acoplamento da IMS com a MS — denominado IM-MS ou IMS-MS — parega um
passo logico, visto que as duas técnicas sao aplicadas na analise de ions em fase gasosa, tal
acoplamento s6 ocorreu por volta da década de 1970.53

Uma década depois, na antiga URRS, foi desenvolvida a técnica de IMS diferencial
(DIMS), também chamada de espectrometria de mobilidade i6nica por ondas assimétricas de
campo alto (do inglés high-Field Assymetric waveform lon Mobility Spectrometry, FAIMS),>
que é baseada na mobilidade ndo-linear de ions quando expostos a campos elétricos oscilantes.
Esta técnica foi primeiramente desenvolvida para a deteccdo de explosivos visando a
identificacdo de minas terrestres e, por ter sido desenvolvida durante a guerra fria, teve sua
descoberta e descricdo escondida durante cerca de dez anos.>* Embora a FAIMS tenha uma
grande capacidade de separar ions em fase gasosa, esta técnica ainda ndo permite a obtengéo
do valor experimental da CCS.

Assim como a MS, as andlises por IMS ocorrem na faixa de milissegundos, sendo,
portanto, compativel com a taxa de anélises dos espectrometros de massas. Ainda, esta técnica
é ortogonal & separacdo cromatografica, permitindo fornecer uma segunda dimensdo de
separagdo na caracterizacao de espécies quimicas.

Embora existam outras técnicas de mobilidade i6nica, tais como TWIMS, > TIMS®> e
DMS®"8 as proximas se¢bes descreverdo as técnicas de FAIMS e DTIMS, uma vez que estas

foram as técnicas utilizadas na realizagdo de experimentos nesta tese.
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2.3.1.MOBILIDADE IONICA POR TUBO DE ARRASTE

A DTIMS é a forma mais convencional de se realizar experimentos de mobilidade
ibnica. Neste tipo de analise, o ion é transmitido por um tubo contendo uma série de eletrodos
circulares que geram um campo elétrico na ordem de centenas de Volts, acelerando os ions em
direcdo ao espectrometro de massas (Figura 4). No sentido contrario, é aplicado um fluxo de
gés, geralmente He ou N2, de modo que os ions assumam velocidades diferentes de acordo com

sua mobilidade.

P ~1,0m R
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e > » —
. Arraste 2
). ' freste. ¢
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— tempo

Campo Elétrico

Figura 4. Esquema demonstrando o processo de separagdo na DTIMS. Extraido do trabalho de Penna e Correra.*’

A mobilidade K é a constante de proporcionalidade entre a velocidade vg do ion

acelerado e o campo elétrico E, de modo que

vy =~ = KE, (23)

ta

onde tq é 0 tempo de arraste e | € o comprimento do tubo de arraste.>® O tempo tq pode ser

descrito pela equacao

_ 16 Nl |ukgT
ta = 3 zEA 27 {, (24)

onde N é a densidade numérica do gas de arraste, z é a carga i0nica, u é a massa reduzida do
par ion-gas, ks é a constante de Boltzmann, e Q é a se¢do de choque (CCS) em A2

Substituindo a equacio 24 na 23, temos uma expressdo para K, sendo esta

_ 3 zE | 2m (25)

T 16 NQ | pukpT
Visto que os experimentos de DTIMS sdo feitos a N e T constantes, a mobilidade K pode
ser obtida pela equacéo 23, realizando-se experimentos em diferentes E, correlacionando-os aos
respectivos t¢.%2 A partir do resultado de K, pode-se obter o valor da CCS de um determinado
ion. Para que os resultados sejam comparaveis em sistemas e laboratorios diferentes, considera-
se geralmente o valor de mobilidade reduzida Ko, normalizada pelas condi¢Ges padrdo de
pressdo e temperatura (To = 273,15 K, No = 2,687x10%° m*3, Po = 1 bar), de onde se obtém
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K=K~ =kZDl (26)
No

Py T

Grosso modo, um ion mais expandido, com maior CCS, sofrera mais colisGes e tera
interacbes com o gas de arraste, enquanto um ion mais compacto terd& menos colisbes e
alcancara o detector em um tempo menor. Como essa expansao ou compactacao dos ions sdo
devidas ao seu estado conformacional, que por sua vez depende da estrutura destes ions, pode-
se relacionar as CCSs a estrutura das espécies analisadas. Com instrumentos cada vez mais
precisos, com condicBes rigorosamente controladas, tem sido possivel construir bibliotecas de
CCS de espécies ibnicas,% tornando a IMS uma técnica cada vez mais relevante na
caracterizagdo molecular, especialmente no tocante a biomoléculas, nas diferentes estratégias

de ciéncias dmicas.>®
2.3.2.SECAO DE CHOQUE

Através do calculo da mobilidade idnica, pode-se relacionar uma propriedade ibnica
macroscopica, a velocidade vg, a uma propriedade microscopica, a CCS. E importante, porém,
pontuar que esta correlagdo so € possivel porque na DTIMS os ions estdo abaixo do limite de
campo elétrico baixo, dado que a mobilidade idnica reduzida € dependente da razdo E/N,
podendo ser descrita por uma expansdo em j termos

Ko (3) = Ko(0) [1 +a, (%)2 +a, (%)4 +ot o (%)J] (27)

Em condi¢bes de campo baixo, considera-se que a energia cinética transferida por meio
das colisdes € muito menor que a energia térmica do sistema e a mobilidade i6nica adquire uma
dependéncia quase desprezivel em relacdo a razdo E/N. Assim, a dependéncia da mobilidade
ibnica e a CCS pode ser modelada a partir da geometria otimizada dos ions e, a depender do
calculo realizado, das interac@es entre o gas de arraste e o jon.>*5! Ainda n3o ha consenso sobre
até qual valor de E/N esse regime de baixo campo € de fato valido, mas valores tipicos utilizados
na DTIMS variam de 1 a 15 Td (1 Td = 10% V/m?)

Também é importante ressaltar que, embora a CCS possa ser aproximada a média das
areas projetadas dos rotdmeros de um ion, essa ndo é uma propriedade intrinseca dos ions. Na
realidade, a CCS é uma propriedade do par ion-gas que depende da densidade numérica do gas
de arraste, da presséo, da temperatura e do tempo gasto no sistema, além da carga e da geometria
do ion. Isso faz com que o evento observavel seja uma distribuigdo de tempos de arraste (ATD)
gerados pelos diferentes estados energéticos de uma populagdo e a CCS obtida acaba sendo um

valor médio representativo desta populacdo.®® Alguns autores definem a CCS como a integral
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da transferéncia de momento por coliséo, visto que esta propriedade engloba ndo apenas a area
da projecdo dos rotdmeros da espécie, mas também a transferéncia de momento devido as
interacdes de longo alcance, geradas pela polarizabilidade das espécies.>*%°-6!

Felizmente, as ferramentas modernas de modelagem molecular permitem o célculo da
CCS em DTIMS com excelente correspondéncia aos valores experimentais (Figura 5). A
primeira estratégia desenvolvida, a aproximacéo de projecdo (PA) representada pelas linhas
laranjas, considerava apenas a area projetada em uma superficie perpendicular a trajetdria do
gas de arraste. A segunda estratégia, representada pelas linhas azuis, trata os ions e as particulas
de géas como esferas rigidas e leva em consideracdo os choques elésticos causados pelas colisdes

entre gas e ion (EHSS).

Figura 5. Estratégias de modelagem para a obtencdo do valor teérico de CCS. As linhas laranjas representam o
calculo por aproximacdo de projecdo, as linhas azuis os célculos pelo modelo de espalhamento de esferas exatas e
as linhas verdes os calculos pelo método de trajetoria. A estrutura 3D representada € uma conformacédo da biocitina
protonada.

A terceira estratégia € o método de trajetdria (TM), representado pelas linhas verdes.
Nesta estratégia, além da area projetada do ion, sdo consideradas as colisfes elasticas entre ion
e gas e também sdo as interaces de longo alcance que provocam transferéncia de momento
entre as espécies envolvidas. Esta ultima abordagem tem maior custo computacional e é
considerada por alguns pesquisadores como 0 “gold standard” no tocante aos calculos de
CCS.%485 As duas primeiras sdo mais utilizadas no célculo de fons grandes, como nanoclusters
e proteinas, onde os efeitos de polarizabilidade ndo influenciam tanto os resultados
experimentais quanto o tamanho do ion e sua distribuicio de estados conformacionais.>
Gabelica et al. demonstraram que para o aduto [(dTGGGGT)4+3NH4]*>, os calculos de CSS
feitos pela abordagem do TM forneceram resultados com erro menor que 3% em relagéo ao
valor experimental. Um algoritmo modificado deste método chegou a resultados com erros

menores que 1%. Os célculos de EHSS tiveram erros entre 3 - 4% e os calculos via PA
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forneceram resultados com erros de até -13 %.% De fato, a acuracia dos métodos de calculo,
principalmente dos célculos por PA e EHSS, é dependente do sistemas estudados. Esses
métodos podem fornecer resultados com valores préximos aos obtidos por TM para moléculas

pequenas e em corridas realizadas utilizando He como gas de arraste.*
2.3.3.MOBILIDADE IONICA POR ONDAS ASSIMETRICAS DE CAMPO ALTO

A Figura 6 apresenta um esquema do funcionamento da técnica de FAIMS. Nesta
técnica, o gas é usado para carregar os ions em direcdo ao detector, ndo para reté-los. Isto porque
0s ions sdo acelerados em direcdo ao espectrdmetro de massas pelo fluxo de gas — geralmente
He ou N2 — e ndo pelo campo elétrico. Nesse arranjo, dois eletrodos separados por uma pequena
distancia, tipicamente de 0,5 mm, sdo dispostos de forma perpendicular a direcdo da trajetoria
ibnica. Em um dos eletrodos é aplicada uma RF, chamada voltagem de separacdo (SV), com

amplitude compativel com o gés de arraste, sendo tipicamente alguns KV pico a pico.

50 mm
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Figura 6. Esquema demonstrando o funcionamento da técnica FAIMS. Os fons sdo conduzidos em dire¢do aos
eletrodos por uma RF denominada SV. Uma voltagem de compensacdo CV é capaz de estabilizar a trajetéria
ionica. Varrendo-se a CV, obtém-se um espectro FAIMS. Imagem extraida de Penna e Correra.*’

Como mostrado na Figura 6, a SV € uma RF de alta frequéncia, porém com ondas
assimétricas. Uma condigdo para o funcionamento da FAIMS ¢ a de que a integral do pico
positivo seja igual a integral do pico negativo, de modo que a média do campo elétrico aplicado
seja nula. Para isso, o produto entre o potencial elétrico e o tempo de duracdo deve ser o mesmo

para 0 pico negativo e positivo, ou seja, V(+) x t+) = V() x t(. Portanto, se a voltagem do pico
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negativo é metade da voltagem do pico positivo, a duragdo do primeiro deve ser duas vezes
maior que a do segundo, para que esta relacio seja verdadeira.®’

Assim, a FAIMS, diferentemente da DTIMS, é operada em regime de campos elétricos
altos, fazendo com que a mobilidade seja dependente da raz&o E/N. Isso pode ser verificado por
uma grandeza chamada mobilidade diferencial o exibida pelos ions, que por sua vez sera uma
funcdo da mobilidade Ko(E/N)1, gerada na condicdo de campo alto por menos tempo, e Ko(E/N)2,
gerada na condicao de campo baixo por menos tempo.

A SV exerce uma forca radial sobre os ions, o que faz com que eles sejam conduzidos
em direcdo aos eletrodos. No entanto uma voltagem de compensacdo (CV) é aplicada para
alterar a trajetoria dos ions de modo que eles se desloquem axialmente em direcdo ao
espectrometro de massas. Cada CV serd capaz de permitir que apenas algumas populactes
especificas de determinada mobilidade atinjam o detector em uma certa SV. Nessa condicéo,
as mobilidades em campo alto e baixo serdo iguais e a mobilidade diferencial serd a = 0.
Varrendo-se uma faixa de CVs obtém-se um espectro de mobilidade idnica diferencial, ou
espectro FAIMS.

Como supracitado, a CV para cada ion, e logo a mobilidade a, € dependente da
amplitude da SV aplicada. Tracando-se uma curva de o vs SV, pode-se observar que 0s ions
podem adquirir comportamentos denominados do tipo A, B e C (Figura 6). Os ions do tipo C
possuem mobilidade reduzida com o aumento da SV. As colisdes de tais ions com as moléculas
do gas carreador podem ser tratadas como as de esferas rigidas, onde ndo hé interacdes atrativas.
Portanto, um aumento na voltagem de separacdo causa um aumento na energia cinética dos ions
e, consequentemente, na energia de colisdo. O aumento na energia e na frequéncia de colisdes
faz com que a mobilidade dos ions de tipo C seja reduzida.

Os ions de tipo A sdo aqueles que sofrem interacdes atrativas com as moléculas do gas
carreador e/ou possiveis modificadores. Estes ions formam agregados com tais moléculas em
condicdes de campo baixo, 0 que faz com que a mobilidade seja reduzida por conta no aumento
do tamanho e massa do agregado em relacdo ao ion isolado. Esses agregados sdo quebrados em
condicGes de campo alto e voltam a ser formados quando o campo baixo é reestabelecido. O
aumento na SV aumenta a quantidade e energia das colisdes entre ions e gas, diminuindo o
tempo de permanéncia destes agregados e, assim, aumentando a mobilidade.

Os ions do tipo B tém um comportamento intermediario, sendo dois 0s mecanismos
propostos para tal comportamento. No primeiro, considera-se que tais ions formam agregados,

tais como ions do tipo A, porém em menor extensdo e com energia de ligacdo mais fraca.
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Portanto, em um primeiro momento, os ions do tipo B se comportam como os do tipo A. Com
0 aumento na SV, tais ions deixariam de formar agregados e passariam a se comportar como 0s
do tipo C. Um segundo mecanismo propde que, a baixas SV, os ions do tipo B interagem com
moléculas de géas através de interagdes por polaridade, como ion-dipolo, ou dipolo-dipolo. O
aumento na SV, porém, inibe tais interacfes, fazendo com que os ions se comportem como
esferas rigidas em um segundo momento.®” Shvartsburg®* até mesmo propde que todos os ions
do tipo A seriam, na verdade, do tipo B se a SV fosse suficientemente alta. No entanto, a
amplitude da SV é limitada pelo limiar de descarga dos gases utilizados.

A discussao acima exp0e algumas caracteristicas importantes da técnica FAIMS. Visto
gue um aumento na SV aumenta a mobilidade de ions do tipo A e diminui a de ions do tipo C,
tal aumento gera um aumento na resolucdo do espectro. No entanto, o espaco entre os eletrodos
na FAIMS é pequeno e 0s gases de arraste sdo isolantes até um certo valor de campo, atingindo
um limiar onde comecam a apresentar descargas elétricas. No caso do Hélio, por exemplo, ndo
é possivel utilizar E/N maiores que 400 Td em pressdo ambiente.

Outra caracteristica € a sensibilidade da técnica de FAIMS a modificadores. Pequenas
guantidades de modificadores polares e/ou polarizaveis, como MeOH ou CO, quando
adicionados ao gas de arraste, podem causar grandes mudancgas no espectro de mobilidade
ibnica. Embora a formacdo de agregados gas-ions seja um fator a ser considerado nas analises
de DTIMS, este € um fator essencial nas analises por FAIMS, onde até mesmo a umidade do ar
pode causar alteracdes nos resultados.%® No entanto, essa caracteristica é geralmente utilizada a
favor da técnica, na aplicacdo de modificadores a fim de melhorar a separacéo de populacdes
de ions de mobilidade semelhantes.®

Diferentemente da DTIMS, a analise por FAIMS pode ser feita em pressdo ambiente, e
geralmente o é. Isso faz com que ndo seja necessario 0 uso de equipamentos para reducao e
controle da pressdo, o que facilita o acoplamento dos equipamentos de FAIMS aos
espectrometros de massas. De fato, muitas vezes é preciso apenas posicionar o aparato para
realizacdo de FAIMS em frente & entrada do espectrdbmetro para que seja feito o acoplamento.
Neste caso, a posicdo da sonda de eletrospray deve ser adaptada para permitir que esteja
proxima a entrada do equipamento de FAIMS, que por usa vez € instalado entre a sonda e a
interface de amostragem do espectrdmetro de massas. Nessas condicdes, a pressao ambiente
implica em um maior nimero de colisdes com o gas de arraste em um campo alto, o que faz
com que a técnica de FAIMS seja conhecida por aquecer 0s ions em comparagdo com técnicas

que operam em pressdes mais baixas.”
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Sejam quais forem as técnicas de IMS utilizadas, muita atencdo tem sido despendida no
acoplamento desses aparatos a espectrometria de massas nos ultimos anos, sobretudo com o
surgimento de novas estratégias que produzam analises com maior resolucdo e
reprodutibilidade. Os parametros controlados com preciséo fazem com que a mobilidade Ko(0)
de um ion na DTIMS seja modelado com 6tima correspondéncia e espera-se que 0 mesmo seja
possivel para a mobilidade diferencial o em um futuro ndo tdo distante. Ainda assim, a
ortogonalidade da IMS com outras técnicas de separacdo, a velocidade de analise e a capacidade
de separar isdbmeros dificilmente distinguiveis por outras técnicas ja atestam a relevancia
crescente da IMS nas andlises das mais diversas classes de espécies quimicas.

O uso sinérgico da IMS com as técnicas de espectroscopia ibnica eleva ainda mais a
capacidade destas técnicas na determinacdo conformacional e estrutural de ions. Maitre et al.
utilizaram analises de TIMS-MS em associacdo a espectroscopia IRMPD para estudar a
dinamica estrutural entre as espécies NAD* e NADH em fase gasosa e solucdo.” O mesmo
grupo aplicou a espectroscopia IRMPD associada a técnica de FAIMS-MS para a separagdo e
identificacdo dos isomeros sarcosina, a-alanina e B-alanina.®® Dugourd et al. utilizaram um
sistema onde dois tubos de arraste sdo separados por um aprisionador de ions, onde podem ser
incididos fotons capazes de realizar fotodissociacdo ou fotoconversdo. Esse sistema foi
utilizado para investigar fendmenos de transferéncias de carga em peptideos em fase gasosa.’2
Um aparato similar foi utilizado por Bieske et al. para desenvolver a espectroscopia de acdo de
fotoisomerizacdo (PISA), onde a mobilidade de um ion é aferida no primeiro tubo e o ion é
aprisionado entre o primeiro e o segundo tubo. Apds a absorcdo fotbnica, o efeito aferido, ao
invés da fotofragmentacdo, é a magnitude da mudanca estrutural de um ion, medido pela
mobilidade idnica aferida no segundo tubo.”® Estas estratégias sdo relativamente novas e
certamente trardo avangos no entendimento do comportamento estrutural das mais diversas

classes de ions.
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2.4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo dos experimentos aqui relatados, as amostras foram preparadas em
MeOH (Fluka), ACN (Fluka), grau LC-MS, ou &gua ultrapura tipo 1, em concentracdes na
ordem de 10" M. Os aminoécidos, vitaminas e derivados, a saber biotina, biocitina, tiamina e
triptofano, foram obtidas comercialmente (Sigma-Aldrich). As amostras do aduto doador-
aceptor de Stenhouse (DASAL) foram sintetizadas e cedidas pelo grupo do Prof. Dr. Julien de
Winter (Université de Mons, Bélgica).

As andlises de IRMPD na regido de alta frequéncia foram realizadas no laboratério
MCPL no 1Q-USP e realizadas por infusdo direta em um espectrdmetro de massas do tipo ion
trap, modelo Amazon SL (Bruker).*® As ionizacGes foram realizadas via eletrospray, com a
fonte de fabrica do espectrémetro, ou nanospray, com fonte desenvolvida por nosso grupo.

O espectrometro foi modificado para que fosse possivel a passagem de um feixe de laser
incidindo sobre a nuvem de ions dentro da armadilha de ions. O eletrodo anelar foi perfurado
de modo que dois furos opostos de 3 mm foram alinhados a uma janela de CaF2 (Thorlabs,
WG51050) na superficie externa do espectrémetro de massas, por onde é introduzido o feixe
de laser. Apds passar pelo primeiro furo, interagir com a nuvem iénica e sair pelo segundo furo,
o0 laser é guiado por dois espelhos de ouro (Thorlabs, NB1-L01) dispostos a 45° dentro da
camara de vacuo, fazendo com que o feixe saia por uma segunda janela de ZnSe, permitindo
que sua poténcia seja monitorada durante as anélises.>® Os valores de comprimento de onda e a
poténcia aferida sdo introduzidas no arquivo bruto da analise através de um software baseado
no sistema Labview de forma similar ao ja descrito na literatura.*®

O aparato instrumental tem acoplado a si um sistema de osciladores paramétricos
Opticos e amplificadores paramétricos épticos (OPO/OPA) (Laservision Inc.), operando
tipicamente na faixa de 2300-4000 cm™ com energias de 14-21 mJ/pulso. O OPO/OPA é
bombeado por um laser de Nd:YAG Surelite Il (Continuum Laser) com um feixe de 1064 nm
(530 mJ/pulso, 10-40 ns, 10 Hz).

As anélises IRMPD na regido de fingerprint (900-2000 cm™) foram obtidas na facility
CLIO, na Université Paris-Sud, utilizando o laser de elétrons livres (FEL)"* acoplado a um
espectrometro de massas FTICR Solarix ou ao espectrémetro do tipo ion trap Esquire, ambos

da marca Bruker. Os detalhes referentes a estes sistemas estdo descritos na literatura.”
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Os espectros vibracionais foram obtidos através do registro de um cromatograma da
fragmentacdo dos analitos enquanto o comprimento de onda do laser incidente variava em
funcdo do tempo de analise. A eficiéncia de fotodissociacdo foi calculada conforme descrito no
topico 2.2.3. As analises foram feitas com diferentes tempos de incidéncia, variando de 1 a 20
pulsos por scan.

As andlises do DASAL por dissociacédo induzida por colisdo (CID), UVPD e FAIMS
foram realizadas no Institut Lumiére Matiére, na Franca, utilizando um LTQ Velos (Thermo
Fischer Scientific) acoplado a um laser OPO/OPA Horizon (Continuum) bombeado por um
laser Powerlite 11 Nd:YAG (Continuum) com frequéncia de 10 Hz e largura de pulso de 5
ns.*%As fragmentagdes por CID foram realizadas varias energias de ativacdo (chamadas neste
equipamento de energia de colisdo normalizada, NCE) com tempo de ativacdo de 10 ms. Os
mesmos parametros foram usados para realizar MS3, isolando os fragmentos gerados pelo
[DASA1+H]*. A fotodissociagdo com um Unico pulso de laser foi feita com um tempo de
ativacdo de 170 ms (NCE = 0). O rendimento de foto-fragmentagéo (PY) foi definido como a
razdo de fragmentacdo (soma da intensidade dos ions fragmentos/intensidade dos ions
precursores) corrigida para o numero de fotons (~ poténcia do laser x comprimento de onda do
laser). Uma vez que a fonte do laser ndo fornece energia constante em toda a faixa UV/Vis e
para evitar a saturacdo ruido gerados pelas flutuacdes de energia do laser, a energia do laser foi
sistematicamente reduzida durante a varredura no comprimento de onda, mantida entre 0,1-1,0
mW na faixa de 210-290 nm, 3,0-4,0 mW de 300 a 390 nm e 1,0-2,0 mW de 400 a 500 nm. Os
espectros de UV/Vis em solucdo foram medidos com um espectrometro de 200 nm - 1100 nm
(Avantes).

As analises por FAIMS foram realizadas com um dispositivo FAIMS comercial
(Heartland Mass Spectrometry)®® acoplado ao espectrdmetro de massa LTQ Velos equipado
com um funil de ions de dois estagios (MassTech). A amplitude da voltagem de separacdo SV
foi 4- 5 kV e a voltagem de compensacao CV foi varrida de 0 a 16 V a uma taxa de varredura
de 1 V/min. Utilizou-se N2 como géas de arraste a um fluxo de 2 L/min. Dois conjuntos de
tensdes foram utilizados nos funis de estagio duplo, denominados altas e baixas voltagens de
funil. Nas condic6es de altas voltagens de funil, os eletrodos foram ajustados a 320 V, 270 V,
200 Vv, 180 V, 100 V, 65 V, 10 V, e nas condi¢cdes de baixas voltagens de funil, os eletrodos
foram ajustados a 320 V, 270V, 200V, 160V, 80 V,10Ve 6 V.

Os espectros de DTIMS também foram obtidos no Institut Lumiére Matiére, em um

instrumento desenvolvido pelo grupo do Prof. Dr. Fabien Chirot.** As analise de DTIMS foram
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realizadas em um aparato contendo dois tubos de arraste de 79 cm, utilizando He (4,5 Torr)
como gas de arraste, em temperatura ambiente. Para medir a secdo de chogue (CCS), o tempo
de chegada dos ions foi medido em diferentes potenciais, variando de 150 V a 600 V. O CCS
foi entdo extraido com base na relagdo Mason-Schamp,’’ resultando em um erro de 2 % no CCS
absoluto. Um par de eletrodos localizados entre os dois tubos permite a selecdo de isdmeros

especificos e sua injecdo apos a ativacao colisional no segundo tubo de arraste.
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2.5. CALCULOS COMPUTACIONAIS

Os célculos foram realizados por servidores proprios e no cluster Heimdall, no Instituto
de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (I1Q-USP). Os calculos de busca conformacional
foram feitos usando o software Spartan16’® com o campo de forca MMF94.7® As conformagtes
de menor energia, ou que incluissem interacdes de interesse, foram otimizadas por célculos de
Teoria do Funcional de Densidade (DFT)® de maior nivel de teoria utilizando o software
Gaussian09 (rev. D01).8! Caso o nivel de teoria ndo seja especificado, os calculos de otimizagéo
e frequéncia foram realizados no nivel de teoria M06-2X/6-31+G(d,p). Em alguns casos foi
empregada a correcdo empirica de terceira ordem proposta por Grimme, denominada DFT-
D3.82 Todas as estruturas tiveram seus espectros vibracionais calculados para garantir que no
havia frequéncias imaginarias. A visualizacdo grafica das estruturas dos ions e dos espectros
foram feitas através do software Chemcraft (versio 1.8).8

As secdes de chogue tedricas (CCS) foram calculadas pelo método de trajetdria,
utilizando as configuracdes padrédo implementadas no software Mobcal.3

Célculos de NBO foram obtidos usando o software NBO 7.0.8° A topologia da densidade
eletrdnica no espaco interatdmico foi obtida pela abordagem da Teoria Quéntica de Atomos em
Moléculas (QTAIM), usando o software AIMALL v. 17.11.14,% e pela abordagem de
InteracGes N&o-Covalentes (NCI), obtida pelo software NCIPLOT v. 3.0.8" Para a visualizago
grafica dos ions, caminhos de ligacdo, pontos criticos e superficies, foram usados os softwares
VMD v. 1.9.3, 8 Chemcraft v. 1.8 8 e AIMStudio (conforme implementado em AIMALL).%

Os célculos de excitagdo vertical foram feitos via TD-DFT (©«B97D/6-311++G(d,p)),
CIS e CIS(D)/aug-cc-pVDZ8 e CASSCF(12,12)/aug-cc-pVDZ® com correcdo Maller-Plesset
de segunda ordem (CASMP2),%! usando no software Gaussian09 (rev. D01). O pacote NBO
3.1,%2 foi empregado no calculo de populagéo e os orbitais calculados por este método foram
usados para alimentar os célculos de CASSCF. O pacote Orca 4.1.2% foi empregado nos
calculos de excitagdo vertical usando DFT Dupla Hibrida Dependente do Tempo (TD-DH-
DFT) no nivel de teoria RI-B2PLYP/aug-cc-pVDZ%* usando corre¢do de dispersdo D3BJ% e
utilizando o método coupled cluster bt-PNO-EOM-CCSD/cc-pVDZ% (usando def2/J% e cc-

pVDZ/C® como conjuntos de bases auxiliares).
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3. ESTUDO DE MOLECULAS COM POTENCIAL BIOATIVO

Nesta secdo serdo abordados os resultados obtidos durante o periodo do doutorado.
Alguns dos topicos seguintes ja foram publicados em periddicos, e os outros serdo enviados a
publicacdo apds a defesa desta tese. Os sistemas foram escolhidos para que diferentes aspectos
da espectroscopia idnica e espectrometria de mobilidade iénica fossem aplicados.

O topico 3.1 trata sobre a validacdo do aparato instrumental e apresenta 0s primeiros
resultados publicados obtidos no equipamento de nosso grupo.®® Além disso, os resultados
experimentais foram comparados com uma série de célculos tedricos com o proposito de
definir-se o melhor nivel de teoria para os calculos de geometria e frequéncia nos estudos
seguintes.

No topico 3.2 séo investigadas as interagdes intramoleculares do triptofano e de uma
classe de moléculas com grupamentos similares, as fenilalquilaminas. Estas moléculas
apresentam uma ligacdo do tipo N-H™m que ndo haviam sido formalmente descritas por
métodos de topologia de densidade eletronica. O resultados deste estudo foram recentemente
publicados.1

O estudo acerca do sitio de protonacdo e conformacdo da biocitina em meio gasoso é
descrito no tdpico 3.3. Os dados experimentais sugerem que o sitio de protonacao € na amina
priméaria e que mais de uma populacdo esta a acessivel nas analises.

A estrutura da tiamina em meio gasoso foi determinada. Ainda, os efeitos de
microssolvatacdo foram avaliados e 0 espectro experimental € condizente com a presenca de
duas populacdes. Em uma delas, a coordenacgdo acontece longe da carga intrinseca, diferente
do que seria esperado. Tais resultados sdo encontrados no tépico 3.4.

Por ultimo, o tépico 3.5 mostra os resultados obtidos durante o periodo sanduiche, em
que uma reacdo de fotoisomerizacdo, do tipo photoswitching foi investigada por IRMPD,
UVPD e IMS. Os resultados sdo um passo na busca pela identificacdo de intermediarios a fim

de compreender-se melhor tal mecanismo.
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3.1 VALIDACAO DOS RESULTADOS TEORICOS E EXPERIMENTAIS OBTIDOS

3.1.1. CONTEXTUALIZACAO

Diversas metodologias para modelagem de espécies em fase gasosa e predicdo de
espectros vibracionais tém sido empregadas para a interpretacdo de espectros IRMPD. Afim de
decidir-se a melhor metodologia computacional a ser empregada para a otimizagdo geométrica
e o calculo de frequéncias vibracionais dos sistemas aqui estudados, pesquisou-se na literatura
quais os metodos mais utilizados nos 50 artigos mais citados e nos 50 artigos mais recentes a
época (Figura 7), que continham o termo IRMPD spectroscopy. As metodologias foram
empregadas no calculo de alguns de nossos sistemas e 0s espectros tedricos e experimentais
foram comparados.

I Mais citados (2007-2017) B Mais recentes(2017)
B3LYP

B3LYP

7l B3LYP (Anharm)i

MP2

UB3LYP!

i CAM-B3LYP

RI-B3LYP-D | 4% Dunni .
s Anirich = 11% Ablich
RI-MP2 : 88% Pople i ©B97X-D - 21% Dunning
LDA - i
B3LYP-D2 : 68% Pople
PWO9I B3LYP-D3 |
MPWIPWO1 : N B3LYP-D3-BJ
FT-DTCF Conjunto de LC-B3LYP Conjunto de
bases bases

PLEF N GGA-PBE

Figura 7. Porcentagem de métodos e conjuntos de base mais utilizados para prever espectros de IRMPD. Os
resultados foram obtidos através da pesquisa do tépico "IRMPD spectroscopy" refinado pela categoria "article"
no banco de dados do Web of Science em dezembro de 2017. A esquerda estdo os dados referentes aos 50 artigos
mais citados (2007-2017), enquanto a direta estdo os dados dos 50 artigos mais recentes até dezembro de 2017. A
lista completa pode ser encontrada no apéndice (Tabela 18 e Tabela 19). Os dados dentro da linha pontilhada foram
ampliados cinco vezes para melhor visualizacdo. FT-DTCF se refere a transformada de Fourier da funcdo de
correlacdo tempo-dipolo. PLEF se refere a projecdo do campo elétrico local. Extraido de Rodrigues-Oliveira.®
Copyright 2018 American Chemical Society.

Embora 0 uso do método B3LYP seja largamente disseminado em ambos 0s cenarios
(80% dos artigos mais citados e 68% dos mais recentes utilizam esse método), verifica-se uma
diminuicdo na taxa de uso deste método, o que pode ser evidéncia de uma busca de métodos

mais confiaveis. E notavel a que as bases de Pople sio majoritariamente utilizadas com B3LYP

e ainda sdo os conjuntos de bases mais utilizados. No entanto, verifica-se um aumento no uso
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de conjunto de bases de Dunning e de métodos que incluam correcBes para dispersdo,
anarmonicidade e interacdes de longo alcance. No entanto, esta mudanca ainda tem sido
discreta.

E importante ressaltar que os métodos DFT mais comuns s3o conhecidos por fornecer
valores de energia com erros sistematicos, resultantes das muitas aproximagdes utilizadas para
descrever a densidade eletrbnica, especialmente quando as espécies estudadas possuem
interacdes de longo alcance.'®:1% Tais erros podem influenciar na determinagdo da estrutura
eletronica das espécies modeladas. Por esta razéo, as propriedades fornecidas por tais métodos
necessitam ser ajustadas por fatores de escala (SFs) adequados a cada método.

A eficiéncia dos SFs tem sido amplamente discutida na literatura.'°%193-197 Embora essa
abordagem forneca boas correlacBes entre dados experimentais e tedricos, ndo ha
disponibilidade de SFs para todas as combina¢des de métodos e conjunto de bases. Ainda, o
calculo de moléculas com caracteristicas quimicas diferentes pode exigir o uso de SFs
diferentes, e esses valores sdo ocasionalmente atualizados ou corrigidos por novos estudos.
Como consequéncia, os pesquisadores frequentemente utilizam SFs empiricos para ajustar 0s
calculos teoricos,*® embora esses SFs empiricos ndo possuam interpretacoes fisicas e possam
levar a conclusdes equivocadas. Os SFs empiricos geralmente sdo obtidos através do ajuste de
uma banda principal, aplicando-se 0 mesmo ajuste ao restante do espectro teérico. Outros
trabalhos lancam méo do uso de SFs duplos, onde a regido de alta frequéncia é escalada por um
fator diferente da regio de fingerprint.0-108

E relevante discutir que os métodos mais utilizados para calculos termodindmicos néo
possuem precisdo maior do que cerca de 10 kJ/mol.1951% Esse fato pode ser problematico, visto
que a energia livre relativa é muitas vezes utilizada para diferenciar espécies. Infelizmente, o
uso de metodos mais acurados e os calculos de oscilagdo anarmdnica possuem custo
computacional elevados, limitando o uso destas técnicas como método de escolha para o calculo
do espectro vibracional de mdltiplas espécies, o que faz das técnicas experimentais para
diferenciacdo de isdmeros ainda mais relevantes.

Algumas abordagens de dindmica molecular utilizadas para descrever as oscilagoes
anarmonicas sdo conhecidas por fornecer bons resultados, como no caso do estudo de Gregoire
e colaboradores,'® onde o espectro vibracional na regido de fingerprint € obtido considerando
a presenca de diferentes populagdes - indicadas como minimos locais - de alguns peptideos a
300 K. Hernandez e colaboradores!*® realizaram uma modelagem de dinamica molecular de

Born-Oppenheimer (do inglés Born-Oppenheimer Molecular Dynamics (BOMD)) do
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fragmento formado por 6 alaninas a partir do peptideo AAAAAAMA a 300 K. Por esta
abordagem, os espectros vibracionais sdo obtidos atraves da aplicacdo da transformada de
Fourier a funcéo de auto-correlacdo da primeira derivada do momento de dipolo, obtido nos
calculos de dindmica molecular. Isso permitiu que os autores identificassem, no fragmento
supracitado, a formacgdo de uma ligacéo de hidrogénio do tipo Zundel, onde o hidrogénio esta
igualmente distante dos dois atomos doadores de elétrons. Uma abordagem semelhante foi
utilizada por Galimberti e colaboradores, no entanto, neste caso, a transformada de Fourier é
aplicada ao Tensor Polar atdmico ao invés da funcdo de auto-correlagdo do momento de
dipolo.!!

Embora existam métodos que calculem com mais exatidao os espectros vibracionais de
ions em fase gasosa, pode-se observar na Figura 7 que o uso dos métodos DFT para
interpretacdo de espectros IRMPD ainda € dominante, e ndo ha indicios de que esse cenario se
alteraré tdo logo. Isso se d& porque tais métodos sdo menos custosos computacionalmente e
pelo fato de que a resolugéo inerente & técnica IRMPD2 — que fornece bandas com largura de
aproximadamente 20 cm™ — ndo permite com que pequenas diferencas de energia potencial
sejam distinguidas. Por essa razdo é relevante avaliar a efetividade dos métodos mais utilizados
para calcular espectros vibracionais em fase gasosa. Os métodos utilizados neste estudo foram
B3LYP, CAM-B3LYP, M06-2X e MP2 associados aos conjuntos de bases mais utilizados (6-
31+G**, 6-311++G**, 6-311++G(3df,2pd), aug-cc-pVDZ e aug-cc-pVTZ). Também foi
avaliado o fator de correcdo de dispersdo proposto por Grimme (DFT-D3)% e célculos de

frequéncia a partir do modelo de oscilador anarmonico.
3.1.2.VALIDACAO INSTRUMENTAL

A avaliacdo dos métodos teoricos € feita comparando-se 0s espectros tedricos aos
experimentais. Os sistemas utilizados para avaliacdo dos métodos de calculo foram a biotina e
o triptofano (Figura 8) dado que ja havia disponivel na literatura os espectros experimentais
dessas moléculas. 31 Visto que o aparato instrumental utilizado era novo e ainda ndo haviam
publicacdes com espectros experimentais obtidos no nosso laboratorio, era importante que
sistemas ja conhecidos fossem reproduzidos para validar a eficiéncia do instrumento utilizado

neste estudo e nos estudos subsequentes.
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Figura 8. Estrutura quimica da biotina, & esquerda, e triptofano, a direita, protonados. Os oxigénios carbonilicos
e as amidas estdo destacadas e discriminadas por nimeros.

O segundo motivo reside no fato de que os dois sistemas possuem interacfes
intramoleculares. Esse tipo de interacdo apresenta anarmonicidade maior que uma ligagéo
comum, o que faz com que a aproximagédo do oscilador harmonico ndo descreva as bandas
envolvidas em vibracOes afetadas por estas interacGes de maneira satisfatoria. O resultado disso
sdo bandas mais alargadas no espectro experimental e que, no geral, apresentam um desvio para

as regides de menor frequéncia comparadas aos calculos teoricos.

Tabela 1. Descrigdo dos osciladores e comparagao entre bandas de absorcdo experimentais e da literatura em cm™.

Oscilador Literatura Experimental

c C—H 2960 2958
© c C=0"-H"0 3180 3183
B o N-H (sim) 3405 3406
m | o N-H (assm) 3475 3480

c O-H 3562 3567
o oN-H= 30442 3059
= o N-H"O 31232 3121
S o NHs (assim) 3340 3335
.2 | o N-H (indol) 3500 3500
= c O-H 3555 3553

2 Extraido do trabalho de Pereverzev et al.11°

O espectro da biotina foi comparado com o obtido por Fraschetti e colaboradores!
(Tabela 1 e Figura 9A) e as bandas mostraram variagdo de 2 a 5 cm™. Embora o padrio de
intensidade seja diferente, ressalta-se o fato de que nosso grupo obteve uma sensibilidade maior
nas bandas da faixa de 2700-3300 cm %, permitindo a deteccdo de bandas que foram descritas

anteriormente com intensidades duas ordens de magnitude mais fracas (Figura 9C).
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O espectro do triptofano foi comparado com o obtido por Mino e colaboradores!* e
mais uma vez a variacio entre as bandas foi baixa, diferindo de 0 a5 cm™ (Tabela 1 e Figura
9B). No entanto, o padréo de intensidade foi bem parecido com o da literatura, mostrando uma
boa proporcdao entre as regides de maior e menor nimero de onda do espectro. Além disso, para
obtengdo dos espectros do nosso grupo, foram utilizados 5 pulsos de laser, enquanto na
literatura utilizou-se 20 pulsos para a biotina e 15 pulsos para o triptofano, o que pode justificar

diferencas na razao sinal/ruido.
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Figura 9. Espectro IRMPD de A) biotina protonada, B) Triptofano protonado (ambos obtidos por nosso grupo),
C)biotina protonada e D) triptofano protonado (ambos obtidos da literatura). Visto que o espectro C, publicado
por Fraschetti e colaboradores, ndo foi corrigido pela poténcia, o espectro A também é reportado sem a corre¢ao.
Extraido de Rodrigues-Oliveira.®® Copyright 2018 American Chemical Society.

No caso do triptofano, os estiramentos N-H~O e N-H=, bastante alargados devido a
anarmonicidade causada pelas interacfes intramoleculares, foram comparados com o trabalho
de Pereverzev et al.*® para contornar a dificuldade de definir o centro dessas bandas. O estudo
citado foi realizado a 5 K, e nele foram identificados dois conférmeros de triptofano que

contribuem para o espectro de infravermelho obtido, uma vez que ambos diferem em apenas 2
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kJ/mol. Nossa andlise mostrou uma melhor correspondéncia com o0s nimeros de onda
mostrados pelo conférmero de energia mais alto. Portanto, as bandas experimentais foram
comparadas com esses numeros de onda. Tomando como base a boa correspondéncia entre 0s
métodos reportados na literatura e os obtidos experimentalmente, pode-se atestar a eficiéncia

do aparato instrumental utilizado para os demais estudos.
3.1.3.AVALIACAO DOS METODOS COMPUTACIONAIS

O estudo de Fraschetti*'®* demonstrou que a protonacgdo da biotina ocorre no oxigénio
carbonilico do grupamento ureido, fazendo com que as espécies assumam uma conformacao
torcida, na qual o oxigénio carboxilico interage com o proton (Figura 10). O espectro
vibracional calculado é afetado principalmente por diferencas na distancia da ligacdo de

hidrogénio e no angulo diédrico v, representados na Figura 10.

Figura 10. Geometria calculada da A) biotina protonada e B) triptofano protonado. Extraido de Rodrigues-
Oliveira.*® Copyright 2018 American Chemical Society.

A protonagdo do triptofano ocorre no nitrogénio priméario do aminoécido e os modos de
vibracdo do NH3 sdo afetados pela ligacéo de hidrogénio entre aamina e o oxigénio carboxilico,
assim como pela interagdo N-H-,11411° fazendo com que a regio entre 2800 - 3300 cm™ exiba
uma banda aparente alargada, que é o resultado de uma série de diferentes oscilagdes presentes
nesta regido. Além disso, a existéncia de mais de um conférmero de baixa energia causa
ampliacdo adicional nas regifes onde interacfes de van der Waals apresentam absorcao.

A partir das estruturas apresentadas acima, as geometrias foram otimizadas em cada um
dos niveis de teoria investigados neste estudo, e 0s espectros vibracionais calculados. Para
realizar a correcdo dos espectros calculados, os SFs foram obtidos de varias fontes, uma vez
qgue ndo havia uma fonte Unica relatando todos os valores necessarios (Tabela 2). Como

diferentes grupos de pesquisa usaram conjuntos de moléculas diferentes para estimar os SFs,
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pode-se esperar que 0s mesmos dependam do conjunto de dados usado. No entanto, devido ao
uso de conjuntos de moléculas extensos, contendo moléculas com diferentes caracteristicas

quimicas, essa variacdo pode ser negligenciada.

Tabela 2. Fatores de escala (SFs) utilizados para corrigir as frequéncias calculadas para cada nivel de teoria.

Método/CB? 6-31+G(d,p) 6-311++G(d,p)  6-311++G(3df, 2pd) aug-cc-pVDZ aug-cc-pvVTZ

B3LYP 0.964104] 0.9631116] 0.96911171 0.97011041 0.968104]
CAM-B3LYP 0.9530 0.9531116] 0.9531161 0.9561161 0.954116]
MO06-2X 0.94701161 0.9471116] 0.9470116] 0.9501161 0.9561041
MP2 0.941004 0.9520! 0.95204171 0.95911041 0.95311041

a)Conjunto de bases (CB) b)Esses valores ndo foram encontrado na literatura. Para CAM-B3LYP/6-31+G(d,p),
o SF utilizado foi o mesmo do CAM-B3LYP/6-311++G(d,p). Para MP2/6-311++G(d,p) o SF utilizado foi o
mesmo do MP2/6-311++G(3df, 2pd).

Tambeém, € interessante ressaltar que os SFs apresentam grande variacao entre diferentes
métodos, porém pouco variacdo com relacdo a mudanga no conjunto de bases.’** Isso é
observado nos SFs da Tabela 2. A maior variacao foi observada entre MP2/6-31+G(d, p) (SF =
0,941) e MP2/aug-cc-pVDZ (SF = 0,959) - ambos os valores obtidos pelo NIST.

A comparacdo entre o espectro experimental e os calculados mostrou que a maioria dos
calculos ndo descrevem as interacdes de longo alcance de forma eficiente (Figura 11). O
intervalo de nimero de onde relativo aos estiramentos C-H (2800-3300 cm™) n&o foi utilizado
para comparagdes, porque 0s espectros calculados mostraram vérias bandas nessa regido e a
banda experimental alargada, resultado da superposicdo de varios picos de estiramentos C-H,
ndo permitiriam a atribuicdo precisa do centroide da banda a ser comparada (Figura 11, Tabela
3).

A fim de obter uma anélise quantitativa da eficiéncia dos métodos de célculo o desvio
médio quadratico (RMSD) para ambos o0s sistemas foi calculado de acordo com a equacéo 28,
onde N € o numero de picos usados para o calculo do erro, V,,, € o valor experimental do pico
e Vieo € 0 valor tedrico do pico. A comparacdo entre os RMSDs em funcdo da metodologia

usada, assim como o tempo requerido para cada calculo, esta representado na Tabela 3.

1 . .12
RMSD = \/Nzgvzlmxpz — Vool (28)

Primeiramente ndo foram incluidos nos calculos 0s nimeros de onda dos estiramentos
N-H e O-H envolvidos em interagOes de longo-alcance. O RMSD foi entéo recalculado para
incluir as ligaces de hidrogénio, como mostrado entre colchetes na Tabela 3. Comparando
esses valores de RMSD com os obtidos sem as ligagdes de hidrogénio, observa-se que o desvio

dos célculos de biotina e triptofano foi consideravelmente maior quando as interagdes
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intramoleculares eram consideradas, 0 que € explicado devido a maior anarmonicidade das

vibragdes geradas por estas interacdes, conforme descrito na literatura. 8120

A A NN B e MU
6-31+5(d,p) /\ AL 631+Gp) A AN
% 6-311++G(dp) I\ eammen) AN A
R &311++6(312p0) N AL eartee@dd A A AAL
aug-cc-pvDZ _/L _ augoopVdz N A
& 6-31+5(d,p) /\ A saisap) AN ~ N
g 5311++6(dp) /\ Mo BBTEER N\ AN
<§:: 6-311++G(3df,2pd) /\ A 6-311++G(3¢.2pd) N\ _/\ AN
O augcepvDZ /\ o aug-ce-pvDZ J\ AN
6-31+G(dp) N A 631466 A N\, A
é. 5311++G{dp) Noa sateaep A N A AN
é 6-311++G(3df2pd) A A s3m+opdtdn N A AL AL
aug-ce-pVDZ A AL agoopz | A f\ AN
8-31+G(d,p) /\ 6-31+G(d,p) /\ N\
% 8-311++G(d.p) ]\ Ao 6-3114+G(¢ p) AN A AN
aug-ce-pvDZ /\ N ageeVz A A AN
2800 3000 3200 3400 3600 2800 3000 3200 3400 3600

Figura 11. Espectros calculados para A) biotina e B) triptofano em comparacdo com seus respectivos espectros
experimentais. As linhas verticais definem o pico do espectro experimental. Os espectros calculados estdo
corrigidos por fatores de escala encontrados na literatura. Extraido de Rodrigues-Oliveira.®® Copyright 2018
American Chemical Society.

A afirmacdo de que o aumento no RMSD ¢é causado pelos desvios gerados pela
anarmonicidade é suportada pelo fato do CAM-B3LYP conseguir descrever os sistemas
estudados melhor que o B3LYP, ja que o método CAM-B3LYP corrige o termo da interacdo
de troca das interagdes de longo alcance (do inglés term for long-range exchange
interaction).1%

Ao calcular-se 0 RMSD sem incluir as bandas de estiramento da ligacdo de hidrogénio,
todos os valores de RMSD diminuiram, exceto os valores do CAM-B3LYP para biotina. Esse

comportamento indica que a contribuicéo da banda de ligacdo de hidrogénio para o desvio total

foi menor para 0 CAM-B3LYP em comparagdo com os outros métodos. Para o triptofano, essa
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tendéncia ndo foi observada e, embora 0 CAM-B3LYP tenha descrito melhor as interagoes
intramoleculares, os valores de RMSD foram bastante reduzidos quando as bandas das

interacdes de longo alcance nao foram consideradas.

Tabela 3. RMSD calculado a partir do centroide das bandas de infravermelho em cm, excluindo e incluindo
[entre colchetes] as vibracdes afetadas pelas interacfes intramoleculares, em funcdo do nivel de teoria utilizado.
O tempo requerido para os célculos de otimizacdo/frequéncia estdo apresentados entre paréntesis, em
min/processador.

Método/CB  6-31+G(d,p) 6-311++G(d,p) 6-311++G(3df,2pd) aug-cc-pVDZ aug-cc-pVTZ

SaLye 45[47] 31[48] 57[59] 44[51] 42[43]°
(72/46) (188/271) (1325/1346)  (503/241)  (4048/7839)
34[31] 25[35] 20[26] 26[28] 20[18] ¢
g CAMBILYP 54105y (34350131 (1564/1589)  (4425/417) (5857/4235)
S oeax 21[31] 26[44] 28[24] 26[28] 31[32]be
(104/68)  (265/1535)  (20635/2666)  (750/1080) (12062/5044)
. 15[21] 22[46] a 6[16] a
(681/1861)  (647/2196) (11524%%)  (4415/9837.5)
SaLye 38[50] 27740] 50[58] 23[49] 36[47]
(73/36) (97/101) (1874/1236)  (266/352)  (2928/5632)
o 19[43] 20[37] 21[35] 21[33] 12[30]
g CAMBILYP  g361) (238/175) (1807/1417) (663/371)  (1275/2016)
£ Loeax 17[45] 24[41] 20[38]" 21[43] 24[50]
= (50/36) (163/120) (367°/524") (597/440)  (2642/6379)
. 20[52] 23[54] a 21[44] a
(1981/931)  (2745/2128) (682907) (4012/3456)  (15439%F%)

& Analises nao concluidas devido ao fongo tempo demandado.
b Calculos feitos com 16_i)_rocessadores. odos 0s =outros calculos foram realizados utilizando 8 processadores.
¢ Calculos realizados utilizando o comando ‘opt = calcfc’ devido a problemas de convergéncia.

O conjunto de bases 6-311++G(3df,2pd) forneceu os piores resultados quando
associado ao método B3LYP, mesmo sendo uma base estendida com fun¢des difusas em todos
0s 4tomos. Ele mostrou boa concordancia quando usado com outros funcionais, apesar de ser
um conjunto de bases computacionalmente caro. E perceptivel que o conjunto de bases
6-311++G(d,p) ndo forneceu bons resultados quando a ligacdo de hidrogénio foi levada em
consideracdo. No entanto, quando a ligacdo de hidrogénio foi removida do calculo do RMSD,
6 311++G(d,p) foi, na maioria dos casos, a melhor base para uso quando associado aos métodos
baseados em B3LYP em ambos os sistemas.

Os calculos de MP2 mostraram boa concordancia com 0s espectros experimentais, mas
os tempos demandados para tais calculos foram significativamente maiores, fazendo que este
néo seja 0 método de escolha para calculos de sistemas moleculares extensos. No entanto, como
MP2/aug-cc-PVDZ foi o nivel da teoria que melhor descreveu 0s espectros experimentais,
podemos confiar nessas informagdes para obter um valor mais preciso da distancia e angulo y
da ligacdo de hidrogénio da biotina protonada no estado gasoso - 1,71A e 75°, respectivamente.

O conjunto de bases aug-cc-pVTZ forneceu bons resultados nos calculos dos espectros

de infravermelho do triptofano e da biotina. O CAM-B3LYP forneceu bons resultados quando




65 Calculos computacionais

associado a um conjunto de bases estendido. No entanto, os célculos usando esse conjunto de
bases consumiram muito tempo e as vezes produziam RMSDs aproximadamente iguais ou até
piores que os calculos realizados com um conjunto de bases menor. Devido ao alto custo
computacional, ndo foi possivel realizar calculos usando esse conjunto de bases associado ao
MP2.

MO06-2X e CAM-B3LYP foram os métodos que apresentaram melhores resultados em
um tempo razoavel. M06-2X/6-31+G(d,p) foi o nivel de teoria que demonstrou ter o melhor
custo-beneficio entre baixo erro e custo computacional, visto que foi o nivel da teoria com 0s
melhores resultados para o triptofano e o melhor dos métodos baseados em DFT para biotina
guando interacdes de longo alcance ndo foram consideradas. CAM-B3LYP/aug-cc-pVDZ é
mais custoso computacionalmente, porém € uma escolha razoavel para modelar interacfes
intramoleculares, como ligacGes de hidrogénio, com um custo aceitavel.

Vale ressaltar que a determinacdo do centroide da banda referente a interacdo
intramolecular do triptofano é afetada pela possivel existéncia de multiplas conformacdes,
como discutido anteriormente. Esse comportamento pode ser representado pelo aumento
observado no RMSD quando essa banda é utilizada para seu calculo, conforme mostrado entre

colchetes na Tabela 3.

3.1.4.CORRECOES DE DISPERSAO E ANARMONICIDADE

E estabelecido na literatura que os métodos DFT mais comuns, como o B3LYP, ndo s&o
eficazes na descricdo de interacbes de longo alcance. Por conseguinte, avaliamos duas
abordagens usadas para superar erros causados pela ma descricdo destes efeitos, além do uso
de SFs. Recentemente, tem crescido o uso de célculos de frequéncias anarmdnicas e as
correcdes de dispersdo para a predicdo de espectros IRMPD.®® A correcdo da dispersdo
empirica, proposta por Grimme para funcionais DFT (denominado DFT-D),22% ¢ utilizada
para modelar sistemas contendo interac6es de longo alcance, resultando em uma conformacéo
mais confidvel apds a otimizacdo. Para comparar a eficiéncia desses métodos na previsdo dos
espectros experimentais, usamos espectros tedricos ndo ajustados (pelo uso de SFs) e
comparamos os resultados desses métodos, conforme mostrado na Tabela 4.

Os célculos por DFT-D3, no geral, demandaram aproximadamente 0 mesmo tempo para
terminarem em comparacgdo aos feitos sem uso do fator D3, sendo ainda mais rapidos em

algumas ocasides.
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Tabela 4. RMSD relativo aos centroides das bandas (em cm) obtidas por célculo ndo ajustados, em funcéo do
nivel de teoria utilizado. O tempo requerido para os calculos de otimizacdo/frequéncia estdo apresentados entre
paréntesis, em min/processador.

Método/CB 6-31+G(d,p) 6-311++G(d,p) 6-311++G(3df,2pd) aug-cc-pvDZ
SaLyp 175 176 170 160
(72/46) (188/271) (1325/1346) (503/241)
MOB.2x 211 217 200 197
(104/68) (265/153.5) (2063.5/2666) (750/1080)
168 169 163 151
g B3YPD3 095715 (215222) (1086/1027) (578/381)
2 211 217 200 197
m - -
MOB-2X-D3  (150/86) (199/150) (2233/1752.5) (654/887)
B3LYP 90 ) ] ]
anarménico (28/9434)
MO06-2X 145 ] ] ]
anarmoénico (55/9717)
173 165 165 152
B3LYP (73/36) (97/101) (1874/1236) (266/352)
217 212 205° 200
M06-2X (50/36) (163/120) (3673524 (597/440)
o ] 180 172 171 158
g BLYPD3 (42/44) (83/128) (352/509) (265/569)
2 217 212 205° 200
£ MO0B-2X-D3 564y (62193) (219496%) (290.5/616)
B3LYP 36 ) ]
anarmonico (32/6580.5)
M06-2X 183

anarmonico (39/7919)

a Célculos feitos com 16 processadores. Todos os outros calculos foram realizados utilizando 8 processadores.

Para ambos os sistemas, esse fator de correcdo ndo melhorou os célculos realizados com
0 M06-2X, o que era esperado, pois essa funcionalidade ja inclui correcdo de dispersdo em sua
formulacdo. No entanto, quando aplicado ao B3LYP, diferentes tendéncias do valor de RMSD
foram observadas para cada sistema. Para a biotina, uma comparacéo de cada oscilador mostra
que a correcdo D3 melhorou a descricdo da ligacdo de hidrogénio, enquanto piorou a descri¢cdo
das bandas de estiramento simétrico e assimétrico do oscilador N-H — principalmente o primeiro
— conforme detalhado nas informacGes de suporte (Tabela 20 e Tabela 21 no apéndice). O
oscilador O-H livre mostrou pouca variagéo.

Os RMSDs no calculo do triptofano foram maiores ao usar a corre¢cdo D3 e, mais uma
vez, observa-se uma pior descricdo das bandas referentes aos estiramentos do N-H,
principalmente o oscilador N-HO, que se trata de uma ligac&o de hidrogénio.

Uma vez que os calculos harménicos e anarménicos sdo precedidos por etapas de

otimizacdo idénticas, o custo computacional para a otimizacdo permanece praticamente
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inalterado para ambos os métodos. Os calculos de frequéncia, no entanto, foram muito
dispendiosos computacionalmente. Os calculos anarménicos mostraram melhora na previsdo
dos espectros vibracionais de ambas as moléculas, mas os resultados foram tdo satisfatorios
quanto o uso de SFs para triptofano ao usar B3LYP.

De fato, os célculos anarmoénicos nem sempre apresentam melhores resultados do que
os calculos harmonicos, como demonstrado no trabalho de Buczek et al.'?> Em seu estudo, 0s
autores demonstraram que os calculos anarmonicos ndo eram adequados para serem usados
com um conjunto de bases pequeno, mas forneciam melhores espectros a partir do conjunto de
bases 6-31+G(d,p) para os mais estendidos. No entanto, vale pontuar que eles usavam sistemas
menores, como agua e formaldeido. Como esse célculo teérico demandou muito tempo, nao
conseguimos utiliza-lo com os conjuntos de bases mais extensos.

O uso de correcgdes de dispersdo ndo forneceu melhores resultados do que o uso de SFs.
Esses resultados sugerem que os célculos devem ser duplamente corrigidos usando a corre¢do
de dispersdo e o SF. Johnson et al.2%” até mesmo propds alguns SFs para vibragdes anarmonicas
- nos quais o SF para B3LYP/6-31+G(d,p) é virtualmente 1. Todavia, pode-se argumentar que
se a intencdo é prever espectros vibracionais e um SF € necessario, uma op¢ao pratica seria

realizar um célculo menos dispendioso e usar um SF bem estabelecido.
3.1.5.DESEMPENHO NAS REGIOES DE BAIXA FREQUENCIA E FINGERPRINT

A partir dos dados experimentais obtidos na literatura, foram obtidas as bandas
experimentais na faixa de frequéncia mais baixa, fingerprint e estiramentos envolvendo duplas
ligagBes, por espectroscopia de pré-dissociacdo ou usando lasers de elétrons livres. A partir
destes dados, visou-se avaliar a eficiéncia dos célculos teéricos para a previsdo de bandas das
moléculas contendo interacdes de longo alcance também na faixa de frequéncias baixas (Tabela
5). Fraschetti et al. avaliaram a regido contendo os estiramentos das carbonilas da biotina e
demonstraram que 0s numeros de onda dessas oscilacbes sdo afetados pela ligacdo de
hidrogénio formada apds a protonago do oxigénio.'*3

A Tabela 5 mostra que ambos os niveis de teoria forneceram uma boa previsao dos
espectros de infravermelho, de modo que os calculos apresentaram valores de RMSD proximos
aos obtidos em frequéncias mais altas - 25 e 19 cm™ para biotina e triptofano, respectivamente,
utilizando MO06-2X/6-31+G(d,p) e 25 e 14 cm™ para biotina e triptofano, respectivamente,

utilizando CAM-B3LYP/aug-cc-pVDZ.




Estudo de moléculas com potencial bioativo 68

Tabela 5. Comparacdo entre dados experimentais da literatura e calculados na regido de fingerprint e baixa
frequéncia, nos niveis de teoria M06-2X/6-31+G(d,p) and CAM-B3LYP/aug-cc-pVTZ.

. . CAM-
Oscilador Literatura  MO06-2X B3LYP
8 N*H; and
s  N3H; (scissoring); 1632 1601 1612
5 C*N? (stretching)
o0 o C?=0? 1642 1648 1646
c C10=Q10 1706 1700 1693
o o C=C; 5 C-H
5 (wag): O—H (wag) 1425 1391 1399
2 & NHs (umbrella) 1441 1414 1435
= ¢ C=0 1785 1782 1751

A andlise do triptofano na regido da fingerprint foi realizada por Pereverzev et al.1%®
Como explicado anteriormente, o grupo identificou dois conférmeros do triptofano ao usar um
sistema IR-IR-UV criogénico, permitindo obter espectros altamente resolvidos. Visto que o
espectro reportado para o que 0s pesquisadores denominaram como conférmero A corresponde
melhor ao obtido por nosso grupo, utilizamos suas bandas para realizar o calculo de RMSD.
Nesse caso, MO06-2X/6-31+G(d,p) descreveu melhor o trecho C=0, enquanto
CAM-B3LYP/aug-cc-pVDZ forneceu uma melhor previsdo das bandas da regido de

fingerprint.
3.1.6.Uso DE FATORES DE ESCALA AJUSTADOS PELO CALCULO

Além do uso de fatores de escala bem estabelecidos da literatura, baseados em conjuntos
de testes, dois outros procedimentos difundidos na literatura sdo: i) ajuste dos SFs pela
minimizacdo do RMSD e; ii) ajuste do SF pela concordancia forcada de uma das bandas. Na
primeira abordagem, todas as bandas sao multiplicadas por um fator genérico ‘X’, sendo o valor
de x otimizado para que 0 RMSD do espectro atinja um valor minimo. Na segunda, ajusta-se
os dados teoricos para que uma banda escolhida se encaixe perfeitamente nos dados
experimentais, aplicando-se o SF utilizado a todas as outras bandas.

Para verificar o desempenho dessas metodologias, realizamos os procedimentos de
minimizagcdo do RMSD e comparamos 0 RMSD obtido por esses métodos com os fatores de
escala bem estabelecidos, como mostra a Figura 12. Os fatores de escala obtidos para cada
otimizagdo podem ser encontrados no apéndice (Tabela 22.). Neste estudo, 0 ajuste via

minimizacgdo de RMSD foi feito utilizando o pacote solver do software Excel H&S 2016.
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Uma caracteristica marcante da Figura 12 é que, comparando-se, para ambos 0s
sistemas, os resultados obtidos pelo uso dos SFs da literatura com os obtidos pelo uso de SFs
ajustados, pode-se observar claramente que os funcionais baseados em B3LYP sdo corrigidos
em maior extensdo que M06-2X e MP2, o que sugere que os funcionais baseados em B3LYP
sdo mais dependentes do sistema sendo modelado do que as outras metodologias estudadas.
Isso poderia indicar que tais funcionais possuem menor robustez e que a eficiéncia dos mesmos
é mais dependente da espécie calculada, quando comparados ao M06-2X e ao MP2.

A Figura 12 mostra que, ao adotar SFs ajustados pelo calculo, CAM-B3LYP se mostrou
tdo eficiente quanto B3LYP quando 0 menor e 0 maior conjunto de bases eram utilizados. Nos
dois sistemas, 0 uso de SFs ajustados para funcionais baseados em B3LYP apresentam melhor
desempenho que todos os outros métodos. A melhora no desempenho das metodologias
baseadas no B3LYP ndo é inesperado, pois os procedimentos de ajuste produzem RMSDs
minimos por definicdo. No entanto, é importante pontuar que esses valores sao muito menores
que os RMSDs encontrados para 0 método ab initio MP2, embora ndo seja correto supor que a

modelagem tedrica resultante do calculo de MP2 seja pior que os funcionais hibridos.
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Figura 12. Comparagdo do RMSD quando aplicados diferentes fatores de escala aos céalculos da (a) biotina e (b)
triptofano, em funcdo da metodologia utilizada. Representados em roxo estdo os célculos utilizando fatores de
escala da literatura, em rosa os fatores de escala gerados a partir do “fitting’ de uma das bandas e em verde o fator
de escala gerado ap6s a minimizagdo dos erros. Extraido de Rodrigues-Oliveira.®® Copyright 2018 American
Chemical Society.
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Cabe ressaltar que na escolha pelo uso de SFs otimizados pelo calculo em que é
empregado, a metodologia B3LYP forneceria os melhores resultados, apesar desta metodologia
ser inadequada para a modelagem das ligacdes de hidrogénio, conforme descrito anteriormente.
Mesmo que o uso de fatores de escala ajustados especificamente para um determinado célculo
resulte em menor RMSDs, a concordancia forcada feita para a obtencdo do SF pode resultar em

interpretacdes equivocadas.
3.1.7.CONCLUSAO

Ao realizar célculos teoricos, € uma decisdo ldgica confiar em metodologias ja
estabelecidas para a escolha do nivel de teoria a ser empregado. O funcional B3LYP se destacou
como uma abordagem eficiente para o célculo de bons espectros vibracionais em menores
periodos de tempo quando comparado aos tempos empregados pelos métodos ab initio. No
entanto, 0 B3LYP apresenta algumas desvantagens, como a imprecisdo nos célculos de energia
e na descricdo de ligacGes de hidrogénio e das interacbes de van der Waals, 0 que pode levar
equivocos no tocante a atribuicao estrutural de espécies.

Os resultados aqui apresentados sugerem que nivel teoria M06-2X/6-31+G(d,p)
apresenta uma boa relacédo custo-beneficio na previsdo de espectros vibracionais. Comparando
esse nivel de teoria com B3LYP/6-31+G(d,p), observamos pouco aumento no tempo no tempo
de caélculo, enquanto a diminuicdo no RMSD foi significativa. Em contrapartida, para uma
melhor descricdo das interacdes de longo alcance, o funcional CAM-B3LYP parece ser a
melhor escolha, principalmente quando associado aos conjuntos de base aug-cc-pVDZ ou aug-
cc-pVTZ.

A correcdo da dispersdo empirica proposta por Grimme para os métodos de DFT (DFT-
D3) melhorou ligeiramente célculos da biotina feitos utilizando B3LYP, mas, por outro lado,
aumentou a RMSD dos espectros calculados do triptofano. Apesar de fornecer bandas
calculadas com melhor correspondéncia as bandas experimentais formadas pela ligagdo de
hidrogénio, esse calculo piorou a descri¢do dos estiramentos N-H. Os calculos anarmoénicos
forneceram melhores espectros vibracionais previstos do que os calculos harmdnicos quando o
conjunto de base 6-31+G(d,p) foi usado. Contudo, o custo computacional foi substancialmente
maior. Ainda assim, nenhuma dessas abordagens foi mais eficiente que o uso de SFs.

Deve-se notar que o SF pode ser obtido ajustando o fator de escala com base em uma
das bandas de uma determinada espécie ou através da minimizacdo de RMSD. Nesse caso,

nossos resultados mostram que o método B3LYP/6-31+G(d, p) mais econémico tem melhor
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desempenho — com base nos resultados de RMSD — do que as outras metodologias testadas,

incluindo célculos de MP2, apesar de sua imprecisao intrinseca.
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3.2. ORIGEM DA INTERACAO N-H*I1 EM TRIPTOFANO E FENILALQUILAMINAS

3.2.1. CONTEXTUALIZACAO

O triptofano (Figura 13a) é um aminodcido essencial, ou seja, faz parte do conjunto de
nove aminoacidos que sdo essenciais a vida dos mamiferos, mas nédo sdo produzidos por tais
organismos.'?® Essas biomoléculas participam de varios processos bioldgicos, tais como
crescimento e manutenc&o celular, neurotransmisséo, sinalizagéo celular, entre outros. 12* Esta
molécula é extensivamente explorada por pesquisadores na area da espectroscopia devido as
suas propriedades dpticas, como absorcao UV e fluorescéncia, que ocorrem devido a presenca
de um anel indol em sua estrutura. Portanto, muitos estudos sdo dedicados a determinacgéo

estrutural do triptofano e seus derivados em solucdo'?1%" ¢ em fase gasosa.'?812°

@
H3N
7
1
2 6
8 3 5

4

b) Fenilmetilamina

(PMA) c) Feniletilamina
(PEA)

d) Fenilpropilamina ¢) Fenilbutilamina
(PPA) (PBA)

Figura 13. Estruturas do triptofano e PAAs protonados

Como descrito no topico 3.1.3, o espectro IRMPD do triptofano protonado obtido neste

estudo, assim como por outros grupos de pesquisa, apresenta uma larga banda aparente formada
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pela vibragdo N-H envolvida na interagdo de longo alcance entre a amina e o sitema = do anel
indol (N-H™m). Observa-se que a banda experimental do estiramento N*-H, cujo préton
interage com sistema xt, tem deslocamento para regides de menor energia (deslocamento para o
vermelho, do inglés redshift),%114.115

Um comportamento similar é observado nas fenilaquilaminas (PAASs) protonada,
contendo de 2 a 4 carbonos na cadeia lateral (Figura 13b-d). Essas moléculas ndo sé possuem
grupamentos quimicos similares aos do triptofano, como também agem como
neurotransmissores no corpo humano.

Segundo Chiavarino et al.,*® os espectros da feniletilamina (PEA), fenilpropilamina
(PPA) e fenilbutilamina (PBA) apresentavam deslocamento para o vermelho, em relacdo ao
valor calculado nas bandas associadas ao estiramento N-H™. Isso sugere que todas espécies
apresentam interacdo N-H™z. No caso da fenilmetilamina (PMA), porém, a conformacdo mais
estavel é alcangada quando o grupo amina protonado estd em uma orientacdo anti em relagéo
ao grupo fenila (Figura 14d), o que impede ndo apenas a interagdo N-H" 7, mas também o
alargamento e o redshift da banda de estiramento N-H*.

A modelagem destas interacdes intramoleculares pode ser complexa, principalmente no
tocante a avaliacdo da forca e magnitude das energias destas interacBes. Os métodos mais
comuns empregados para descrever estas interagdes incluem QTAIM, ! NCI*32 e NBO,™* que
foram utilizados nos Gltimos anos para analisar diversos sistemas.1#134-138

Alguns estudos de modelagem do triptofano neutro por QTAIM e NBO demonstram
que essa molécula apresenta ligacdo de hidrogénio entre a amina protonada e a carbonila do
acido carboxilico.}?* Todavia, ndo ha estudos descrevendo as interagdes intramoleculares do
triptofano protonado. Os PAAs protonados em fase gasosa tiveram sua ligagdo N-H*x
avaliadas pela estratégia de analises de decomposicdo de energia (do inglés energy
decomposition analysis, EDA).}° Apenas o PEA e alguns de seus derivados foram analisados
por NC1.14:142 No entanto, ndo ha estudos que utilizem os calculos propostos neste estudo a
todos os ions citados.

Portanto, este estudo tem o objetivos de fornecer uma descricéo detalhada das interagdes
N-H"™  no conjunto de moléculas apresentado. A descricdo deste tipo de interacéo é relevante
devido sua presenca no meio biologico, especialmente no caso das interagdes do tipo cation-n
em proteinas.14314° Além disso, essa caracterizagdo também é relevante para estudos
relacionados a outras espécies possivelmente contenham a ligagdo N-H™x, sendo que uma

descricdo formal de tais estudos é rara. Portanto, realizamos céalculos QTAIM, NBO e NCI
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neste estudo para avaliar as propriedades das ligagdes N-H™, estimar a energia da ligagdo de
hidrogénio e correlacionar os resultados tedricos com os resultados de espectroscopia de ions

em fase gasosa.
3.2.2.CAcuLos bE QTAIM

A otimizacéo estrutural das espécies, foi realizada utilizando-se o nivel de teoria D3-
MO06-2X/6-31+G(d,p). Jabtonski and Palusiak 464" demonstraram que a escolha do método e
do conjunto de bases ndo afetam substancialmente a descricdo das interacdes intramoleculares
nos calculos de QTAIM. Além disso, o uso de M06-2X ou outros funcionais do tipo meta-GGA
hibridos, foi reportado para o estudo de sistemas similares e foram considerados adequados para
tal.148-151 Os trés conformeros acessiveis reportados para o triptofano e PBA (aqui denominados
A, B e C) foram considerados, e as energias relativas destas espécies sao exibidas na Tabela 6.

A visualizacdo gréfica dos pontos criticos esta demonstrada na Figura 14.

Tabela 6. Energia livre de Gibbs relativa (AG), em kJ/mol, das estruturas de menor energia do triptofano e PBA
protonados.

lon A B C
Triptofano 0.00 0.02 0.32
PBA 0.00 0.53 0.83

Embora a técnica de QTAIM seja util para descrever ligacdes de hidrogénio, sua
interpretacdo € complexa, visto que a correlacdo entre os parametros obtidos nos pontos criticos
de ligacdo (BCPs) e a forca da ligacdo de hidrogénio néo é direta.

O aumento na energia da ligacdo de hidrogénio pode ser avaliada por um aumento na
densidade eletronica (p(r), onde r representa as coordenadas do BCP), pela densidade de energia
cinética (G(r)) ou pela decréscimo na densidade de energia potencial (V(r)) e na densidade de
energia eletronica total (H(r)). Também, € geralmente observada a diminuicdo da distancia entre
0 &tomo de hidrogénio e o BCP da ligacéo de hidrogénio (d(H~BCP)). De acordo com Fuster e
Grabowski 1°2 a andlise de H(r) e d(H~BCP) pode ser usada para estimar a forca da ligacio de
hidrogénio.

Rozas et al*>® elaboraram uma classificagdo das ligacdes de hidrogénio de acordo com
o laplaciano da densidade eletronica (V2p(r)) nos BCPs, onde as ligacdes sdo consideradas

fracas quando V2p(r) e H(r) > 0; médias quando V?p(r) > 0 e H(r) < 0; fortes quando V2p(r) e
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H(r) < 0. Outros estudos também utilizam relacdes entre H(r) e G(r) para descrever as ligagdes

de hidrogénio, tais como 2G(r) + V(r) e a razdo [V(r)|/G(r) **.

a) Tryp (A) b) Tryp (B) ¢) Tryp (C).

<

[

Figura 14. Estruturas 3D do a) triptofano (conférmero A), b) triptofano (conférmero B), ¢) triptofano (conférmero
C), d) PMA, e) PEA, f) PPA e g) PBA(conférmero A), h) PBA (conférmero B) e i) PBA (conférmero A), incluindo
as visualizagBes graficas dos BCPs (pontos verdes), RCPs (pontos vermelhos) e caminhos de ligagdo (linhas
tracejadas).

Além disso, a forca das ligacbes de hidrogénio pode ser determinadas a partir das
energias de ligacdo obtidas pelos célculos de QTAIM. Grabowski propde que as ligagdes de
hidrogénio podem ser classificadas de acordo com suas energias (Exg) como sendo fracas

(~4-17 kJ/mol), moderadas (~17-63 kJ/mol) e fortes (~63-168 kJ/mol).*>®
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Contudo, estimar as energias das ligacdes de hidrogénio intramoleculares (Eixg) néo é
tdo simples quanto as das ligacdes de hidrogénio intermoleculares (Eng). % No dltimo caso,
a Eng € calculada pela diferenca entre a energia total de um complexo (formado pela ligagéo de
hidrogénio) e seus constituintes isolados. Ja no caso da Exg, ndo é possivel separar inteiramente
estes constituintes.

Entre as estratégias existentes para o calculo da Eiqs usando QTAIM, as abordagens de

Espinosa (EinsEP)'®" e de Afonin (Eng”7)*®1%8se destacam, correlacionado Ejns com |V(r)],

sendo
Ems”F = [V(r)| x 0.277 — 0.45 (29)
e
EnsES" = V()| % 0.5. (30)

A energia de ligacdo experimental pode ser estimada pela equacdo empirica proposta

por logansen,*®® descrita como

—AH = 033 x ,/(Av — 40), (31)

Onde AH representa a entalpia da ligagdo de hidrogénio e Av é a diferenca em cm ™ entre
os estiramentos D-H (onde D represente o atomo doador do préton) livres (o) e ligados (v1).
Esta equacéo € valida quando a ligagdo de hidrogénio causa um redshift na maior que 40 cm™
na banda do estiramento D-H. Para determinar a —AH, comparou-se a banda do estiramento
N-H*n do PEA e PBA com a banda do N-H livre do PMA, disponiveis no trabalho de
Chiavarino et al.*** No caso do triptofano, comparou-se a frequéncia da banda do estiramento
N-H*m''® com a do estiramento da ligagido N-H" livre da glicina®®® (Tabela 7).

Enquanto alguns pesquisadores consideram a média entre os estiramentos simétricos e
assimétricos como vo 161182 ngs decidimos utilizar ambos os valores, estabelecendo uma faixa
estimada de —AH para as ligagdes N-H"--z. Embora a eficiéncia da equacdo 31 tenha sido
demonstrada em outros trabalhos,'%%163 ela foi formulada para determinar Ens e deve ser

considerada apenas como uma estimativa.
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Tabela 7. Dados para o calculo de energia de ligacdo empirica. Os valores vy sdo 0s nimeros de onda das bandas
do estiramento N-H livre, v1 0s nimeros de onda referentes ao N-H* & e —AH as entalpias de ligacéo.

Oscilador vo(cm™) vi(cm™) Av (cm™) -AH (kJ/mol)
3351 (asym) / 311/
Triptofano 3040° 20 - 23
3298 (sym)?¢ 258
3340 (asym) / 125/
PEA 3143¢ 13-17
3268 (sym)®d 197
3340 (asym) / 218/
PBA 3050¢ 18- 22
3268 (sym)®d 290

aN-H da glicina protonada. °N-H do PMA protonado. *Extraido de Pereverzev et al.!'> “Extraido de Chiavarino et
a|_130

Os parametros topologicos obtidos nos BCPs estdo presentes na Tabela 8. Pode-se
observar que todas as ligacdes de hidrogénio identificadas podem ser classificadas como fracas,
visto que possuem valores positivos de V2p(r) e H(r). Isso é corroborado pelos valores de Eins”*
que, segundo a classificacdo de Grabowski,'* estdo dentro da faixa de ligacGes de hidrogénio
fracas. Os valores de Eins®>", no entanto, incluiriam algumas das ligacdes na classificacio
moderada.

As interacdes identificadas atendem critérios para ligacdo de hidrogénio propostos por
Kosch e Popelier.1®* A (nica excecéo é encontrada no conférmero C do triptofano, no qual uma
interacdo atrativa HH é observada entre os hidrogénios do C2 e C10. Pode-se afirmar que esta
interacdo se trata de uma interacdo de van der Waals fraca, tendo-se como evidéncia o0s baixos
valores de p(r) e |V(r)|. Este tipo de interacdo ja foi reportado na literatura e € motivo de algumas
controvérsias quanto sua real existéncia.’®>1% No geral, esta é considerada uma interacéo
estabilizante e de natureza quantica, isto €, com contribuicdo majoritario do termo de troca-

correlagéo. %7
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Tabela 8. Parametros topoldgicos obtidos através dos calculos de QTAIM nos BCPs: densidade eletrénica (p(7))?; laplaciano da densidade eletronica ( 2p(r))?; densidade de
energia potencial (V(r))?; densidade de energia cinética (G(r))?; densidade de energia eletronica total (H(r))?; elipsidade (g); distancia entre o hidrogénio e o BCP (d(H~BCP))®;
distancia entre o hidrogénio e o atomo aceptor de hidrogénio (d(H~A))?; energia de ligagdo de hidrogénio (Eing"") proposta por Afonin'®6; energia de ligagdo de hidrogénio
(Ei4s°FP)° proposta por Espinosa.'®’; Energia calculada por EDA%Y 40 Energia de ligagio empirica (—AH)®.1%°

Interacéo pm/1072 Vp(r)/1072 V(r)/1072 G(r)/1072  H(r)/1073 & d(H+~BCP) d(H"A) Eepa  Eme”"  Eme®P —AH
Tryp (A) (N-H-) 171 5.51 114 126 121 241 0837 2.260 i 638 1492 20-23
Tryp (A) (N-H-O) 2.20 9.92 —1.90 2.19 2.88 1.83 0.892 2.136 - 11.96 24.99 -
Tryp (B) (N-H-m) 1.68 5.42 —1.11 1.23 1.22 2.32 0.843 2.271 - 6.19 1458 20-23

Tryp (B) (H-0) 240 102 08 232 237 084 0845 2,081 : 1326 27.34 :
Tryp (C) (N-H-z)  2.16 6.36 139 1.49 101 086 0832 2221 ; 822 1823 20-23
Tryp (C) (H-O) 2.42 10.5 —1.94 2.29 3.44 1.75 0.837 2.095 - 12.25 25.52 -
Tryp (C) (H-H) 058 1.95 —031 040 089 649 1168 2353 : 037 407 :
PMA - . : : : : : . : . : :
PEA (N-H-n) 1.47 5.48 —0.99 1.18 1.88 2.40 0.947 2.373 ggjgi 5.35 13.06 13 -17
PPA (N-H-x) 1.89 5.76 —1.21 1.33 1.13 251 0.822 2.280 ji;;{: 6.93 15.91 -
PBA (A) (N-H1-n) 1.13 3.63 —0.65 0.78 1.28 1.26 0.978 2.533 2.87 8.57
PBA (A) (N-H2-n) 1.68 4.67 —1.05 1.11 0.58 0.72 0.836 2.279 5.76 13.79
PBA (B) (N-H-=) 1.98 4.80 —1.18 1.19 0.10 0.78 0.780 2.188 gigii 6.69 1548 18-22
PBA (B) (C-Hn) 0.78 2.51 —0.41 0.52 1.10 3.43 1.362 2.885 1.08 5.35
PBA (C) (N-H-=) 2.10 5.84 —1.34 1.40 0.61 2.60 0.770 2.198 7.85 17.57

%em a.u.; “em Angstrom; ‘em kJ/mol; “Energias calculadas por B3LYP/wB97D (usando 6-311++G(d,p))
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Ao contrario do que foi proposto por Fuster e Grabowski,'>? os valores H(r) e d(H-~BCP)
ndo foram Uteis na estimativa da forca da ligacdo de hidrogénio para os sistemas aqui relatados.
Isso pode ser devido ao foco em ligacBes de hidrogénio moderadas e fortes na abordagem
reportada por eles. Por outro lado, os valores de ”2p(r) e G(r) exibiram uma relagéo linear com
Emns™F (R? = 0,950 e 0,984, respectivamente, Figura 15). No caso de p(r), os dados exibiram

uma tendéncia linear quando a ligagdo N-H--O n&o foi considerada (R = 0,982, Figura 15).
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= o P ff’,.
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Figura 15. Acima: Correlagéo entre Eing™" e os seguintes parametros de QTAIM: p(r) (circulos); Pp(r) (dividido
por 10, quadrados cheios); e G(r) (circulos cruzados). As linhas de tendéncia sdo representadas pelas linhas
tracejadas vermelha (ajuste linear) e azul (ajuste polinomial). Abaixo: Correlacdo entre Eing®™P e d(H-A)
(quadrados cheios). O ajuste linear foi obtido entre 4-20 kJ/mol, excluindo as interacGes H-—-H e N-H--O. O ajuste
polinomial foi obtido excluindo apenas a interagdo H--H.

Da mesma forma, d(HA) exibiu uma certa correlagdo com Eiue™F (R? = 0,879, Figura

15) quando as interagdes H~H e N-H~O ndo foram consideradas. Uma tendéncia semelhante
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também foi observada ao comparar-se os parametros de QTAIM com os valores Ejng”t, no
entanto, os valores Eing”" sdo inferiores aos valores EngE".

ESP s80 consideravelmente inferiores aos de Egpa € as

Os valores de Eng"" e Eins
energias empiricas da ligacdo de hidrogénio (—4H) para triptofano (20-23 kJ/mol), PEA (13-
17 kJ/mol) e PBA (18-22 kJ/mol) na Tabela 8 estdo em melhor acordo com 0s respectivos
valores Eing™" (14-18, 13 e 16-26 kJ/mol, respectivamente, Tabela 8). Portanto, para 0s
sistemas abordados em nosso estudo, a Eq. 30 produz valores melhores do que a Eq. 29, e a
Eins™>" é considerada a abordagem que melhor descreve os ions de interesse.

No tocante aos pontos criticos, os conférmeros A e B do triptofano formam um BCP
entre N-H" e C11, mas em faces opostas do plano do anel indol. Todavia, o conférmero
Triptofano C forma um BCP entre N-H * e C4. Além disso, os resultados do QTAIM sugerem
que a ligacdo N-H™rt é mais fraca do que a ligagdo N-H*+O=C, que é considerada uma ligacdo
mais forte por ser uma ligagdo de hidrogénio assistida por ressonancia %81%°. No entanto, este
comportamento é menos acentuado no conférmero C, onde a diferenca entre as energias das
interacdes N-H* (Eins™F = 18 kd/mol, Tabela 8) e N-H*O (Eins™" = 25 kJ/mol, Tabela 8)
é aproximadamente 7 kJ/mol. Assim, ambas as interacdes contribuem de forma semelhante para
a estabilizacdo geral do Triptofano C.

Com excecdo do PMA, todos os PAAs apresentaram BCPs formados pela interagéo
N-H*-z (Figura 14). O PBA C apresenta apenas uma interacdo N-H*-x, enquanto PBA A
apresenta duas destas interacdes, uma entre H1 e C6 e outra entre H2 e C2. Dentre todos 0s
PAAs, a elipsidade da interagdo H2 - do PBA A € a mais proxima de zero, indicando que a
densidade eletrbnica esta, em maio extensao, concentrada em um plano contendo o caminho de
ligaco,*’® aumentando a estabilidade desta ligacdo. A segunda interacdo, entre H1 e CB,
aumenta ainda mais a estabilidade desta conformacdo. Ja PBA B apresenta apenas uma ligacédo
N-H*m e uma ligagcdo C-H-x, mais fraca.

Analisando as interagcbes formadas pelas PAAs, consideram-se a soma das duas
interacdes de PBA A, pode-se observar que 0 aumento no tamanho da cadeia lateral gera um
aumento de 1,18 a 1,33 e 1,89 awu. na G(r) e de 0,99 a 1,21 e 1,70 a.u. na |V(r)|.
Consequentemente, os valores de Eixs™" véo de 13 a 16 e 22 kJ/mol para PEA, PPA e PBA A,
respectivamente. Ainda que PBA A tenha sido tomado como exemplo, a mesma tendéncia é

observada na comparacdo com outros conférmeros.
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3.2.3. CALcuLos DE NCI

As interacOes intra e intremoluculares podem ser visualizadas utilizando célculos de
NCI, onde o espaco interatbmico € mapeado para encontrar regides onde o gradiente de
densidade reduzida (RDG), s(r), tende a zero. Portanto, a NCI pode ser considerada
complementar a QTAIM, visto que esta apresenta vales no grafico de s(r) a cada ponto critico
e mapeia o0 espaco 3D inteiro, ndo apenas o caminho de ligacdo, o que auxilia na procura por
zonas de deplecdo de densidade eletrdnica.t” 1321t As isosuperficies geradas pelos calculos de
NCI sdo representadas numa escala de cor indicando a forca da ligacdo, sendo as interagdes
fortemente atrativas, fortemente repulsivas e interacfes fracas representadas por cores azuis,
vermelhas e verdes, respectivamente. O valor absoluto de p aumenta com a forca da ligacéo,
enquanto o sinal de 1, da matriz hessiana indica o tipo de interagdo, sendo negativo para
interacdes atrativas e positivo para intera¢6es repulsivas.

A Figura 16 exibe as isosuperficies de NCI do triptofano e dos série PPAs protonados,
bem como os graficos de s(r) em fungdo do produto do sinal de A2 e p (denominado sign(A2)p).
Os conférmeros Triptofano C e PBA A foram escolhidos para representar os respectivos ions.
A Tabela 9 lista os valores de sign(A2)p, para todas as espécies, em que s(r) apresenta vales.

Como esperado, o0 PMA nédo exibe nenhum vale referente a ligacdes de hidrogénio
intramoleculares. A regido repulsiva em sign(A2)p = +0,021 (Figura 16b) corresponde a uma
repulsdo estérica causada pela aproximacédo entre os atomos de carbono do anel fenilico, que é
observada em todos 0s compostos estudados, incluindo PMA.

O calculo de NCI do PEA (Figura 16¢) reproduz os resultados ja descritos na
literatura.**? A interagdo N-H* é representada pela regido azul centrada no BCP (sign(A2)p =
—0,015) e uma regido laranja centrada no ponto critico de anel (RCP) (sign(A2)p = +0,015),

gerado pelo pseudo-anel de cinco membros formado pela cadeia lateral e C1.
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Figura 16. Isosuperficies obtidas pelos calculos de NCI e respectivos grafico do gradiente de densidade reduzida,
;’lieéiis, sign(x2)xp do A) triptofano, B) PMA, C) PEA, D) PPA, E) PBA, obtido no nivel de teoria M06-2X/6-

Esta regido repulsiva centrada no RCP é observada em todos os PAAs e ¢é enfraquecida
pelo aumento da distancia entre o &tomo de nitrogénio e C1, conforme observado para o PPA
sign(A2)p = +0,011, Figura 16d) e PBA A sign(A2)p = +0,010, Figura 16e).

Por exemplo, de PEA a PPA, a adi¢do de um carbono a cadeia lateral traz o proton para
mais perto de C1, reduzindo assim sua distancia de 2,37 A, no primeiro ion, para 2,28 A no
ultimo. Enquanto isso, a distancia do nitrogénio ao carbono C1 aumenta de 2,90 para 2,95 A.
No caso do PBA A, a distancia entre N e C1 sobe para 3,07 A, enquanto H1 est4 mais longe do
sistema 7 (2,53 A de C6) do que H2 (2,28 A de C2).

Além disso, para PBA A (Figura 16e), dois vales em aproximadamente
sign(A2)p = —0,017 e sign(A2)p = —0,011 podem ser observados e atribuidos a duas interagdes
N-H*x, como discutido anteriormente. Os outros vales em valores positivos de sign(A2)p
correspondem as interacdes repulsivas resultantes da formacdo de um pseudo-anel de sete
membros. Pode-se observar um comportamento similar no PPA, no qual ocorre a formacéo de
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pseudo-anel de seis membros. Contudo, devido & tensdo de torcdo relativamente menor no
primeiro anel do que no ultimo, as interacBes repulsivas no PBA sdo mais fracas do que no
PPA. Além disso, ao contrario do QTAIM, a analise NCI também detecta a presenca de
intera¢Oes do tipo HH no PPA e todos os conformeros do PBA, como observado anteriormente
na anélise de QTAIM do triptofano. Os vales de s(r) para esta interagdo ndo sao discerniveis no
caso do PPA (Figura 16d). Entretanto, o calculo de NCI do PBA A permite identificar que esta
interacdo possui um carater atraente (sign(A2)p = —0,007) e repulsivo (sign(A2)p = —0,006),

sendo o carater atraente ligeiramente mais intenso (Figura 16e).

Tabela 9. Valores de sign(A2)p onde s(r) apresenta minimos.

lon S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 Ss S9 $10
Tryp (A) | -0.022 -0.017 -0.005 0.005 0.016 0.022 0.049 -
Tryp(B) | -0.023 -0.017 -0.011 -0.004 0.005 0.011 0.015 0.021 0.023 0.049
Tryp (C) | -0.024 -0.021 -0.0057 0.0057 0.021 0.024 0.051 -

PMA 0.021 - - - - - - -

PEA -0.015 0.015 0.021 - - - - -

PPA -0.019 -0.004 0.011 0.021 - - - -
PBA (A) | -0.017 -0.011  -0.0071 0.0058 0.0072 0.010 0.021 -
PBA (B) | -0.019 -0.009 0.008 0.021 - - - -
PBA (C) | -0.021 -0.006 0.008 0.021 - - - -

Em relacdo ao triptofano protonado (Figura 16a), duas isosuperficies sdo observadas no
conférmero C, envolvendo o grupamento NH™: i) a primeira representa as regides atrativas e
repulsivas, correspondendo a ligagdo N-H*~O=C, mais forte (sign(A2)p =—0,024 e sign(A2)p =
+0,024) e; ii) o segundo representa a interagdo N-H™z (sign(A2)p = —0,021 e sign(A2)p =
+0,024). Ambas as isosuperficies exibem um volume assimétrico com uma regido azul centrada
no BCP e uma regido laranja centrada no RCP dos pseudo-anéis. Além disso, a interagdo HH
exibe uma regido atrativa (sign(A2)p = —0,006) e uma repulsiva sign(A2)p = +0,006), assim
como observado nos calculos de NCI do PPA e PBA A. O vale em sign(A2)p = +0,051
corresponde as interacbes repulsivas entre os carbonos do anel pirrol. Os outros
conformdrmeros do triptofano também exibiram resultados semelhantes, como mostrado na

Figura 17.
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Figura 17. Estrutura, isosuperficies e graficos de s(r) em funcéo de sign(A2)p dos conférmeros: a)triptofano A; b)
triptofano B; c) triptofano C; d) PBA A; e) PBA B; f)PBA C.

Comparando-se os diferentes conférmeros de triptofano entre si, observa-se que estes
apresentam maior similaridade na regido atrativa (sign(A2)p <0). Todos os conférmeros
apresentaram a interacdo H+~H, vista apenas no triptofano C nos célculos de QTAIM. No
Triptofano C, os vales correspondentes as interagdes N-H™w ¢ N-H™-O estdo mais préximos
um do outro, evidenciando o carater mais forte da interacdo N-H" & neste conférmero. No
entanto, a interagdo N-H"™--z formada com o carbono C4 no Triptofano C faz com que a cadeia
lateral forme um pseudo-anel de cinco membros, em contraste com a interacdo N-H™x
formada com o carbono C11 nos outros conférmeros, que formam um pseudo-anel de seis
membros. Por esta razéo, a regido repulsiva da interacdo N-H"x no Triptofano C é mais forte
do que nos outros conférmeros. Triptofano B apresenta um vale em sign(A2)p = -0,011,
correspondente a uma interagdo O~H-C causada pela aproximagao da hidroxila ao C2-H. Esta
interacdo tambeém apresenta uma regido repulsiva com um vale em sign(A2)p = +0,016. Outros
vale repulsivos do Triptofano B, que ndo sdo observaveis nos demais conférmeros, podem ser
atribuidos a interacao repulsiva entre a hidroxila e o sistema = em sign(A2)p = +0,015.

No que tange aos conférmeros de PBA, PBA A apresenta dois vales entre o sign(A2)p
= -0,02 e -0,01, correspondentes as suas duas interacdes N-H"x. Isso ndo é observado nas
demais conformacdes, que apresentam apenas uma interacdo N-H"-z. O vale correspondente

ainteracdo C-H nno PBA B ndo pdde ser observada. Além disso, a interacdo repulsiva causada
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pelo pseudo-anel de sete membros (formado pela cadeia lateral) é mais fraca nos conférmeros
B e C, sendo o valor de s(r) desta interacdo indiscernivel do valor referente a interacdo H-por
volta de sign(A2)p = 0,008.

3.2.4.CALcuLos DE NBO

A energia de estabilizacdo de segunda ordem NBO (E2) é geralmente usada para
investigar efeitos de delocalizacéo e transferéncia de carga com base na interacao entre orbitais
Lewis-like ocupados (doadores) e orbitais ndo-Lewis nio ocupados (aceptores)’?. Os resultados
da anélise da populacdo por NBO das espécies investigadas neste estudo indicam as mesmas
tendéncias observadas pelas anélises QTAIM e NCI. A Tabela 10 lista todas as interagdes
orbitares, sua hibridizacédo e valores de E2 calculados.

Triptofano C exibe uma interacdo N-H™m que tem uma contribui¢do majoritaria da
doacdo do orbital n (ligagdo m C4-C5) para o orbital antiligante da ligacdo N-H* (1—c*), e um
backdonation menos significativo do grupo N-H para o sistema ©. A soma dos valores de E2
dessas duas contribuices para 0 N-H™ 7z no triptofano C protonado é —28 kJ/mol, que é
ligeiramente maior do que a energia E2 total para a interagdo N-H*O=C (=25 kJ / mol). Como
o valor Ejng da interagdo N-H*-7 € menor, um valor E2 mais alto pode indicar um carater de
transferéncia de carga maior para esta interagdo em relagdo a interagdo N-H*+O=C. Os outros
conférmeros do triptofano recebem doagdes dos orbitais 7 das ligagdes C11-C6 e C10-C9 para
o orbital 6* do grupo N-H*, e seus valores E2 (11 kJ/mol para ambos) séo inferiores aos das
interacdes N-H™~O=C (Tryp A = 18 kJ/mol e Tryp B = 22 kJ/mol).

Tabela 10. InteragBes de orbitais doadores e aceptores e sua respectiva energia de segunda ordem (E2) em kJ/mol,
calculado por NBO no nivel de teoria D3- M06-2X/6-31+G**,

5 . E2 Fa.j &j- &i
Interagéo Doador Aceptor Tipo kimol) (au) (au)
Tryp (A) 0.7207px%-%- 0.48515p28°- .

(r-H) 0.6033pyeess  C11-CB ey N-H 1o 900  0.034 0.69
Tryp (A) 0.7213px9-%- 0.4851sp28- X
(H--7) 0.6926px%%-% C10-C9 -8744s N-H -G -2.18 0.017 0.70
(A) (H--7) o
total
3.28_
T(r,i?_g) sp®? 0 0'4?:752525 N-H n-c*  -444 0030 110
3.28_
T(r,i?_g) px?%:% 0 0'4?:752525 N-H n-c*  -1397 0046 0.78
(A) (H--0) 18
total
Tryp (B . 3.06_
(rypﬁ)) C11-C6 0 48;77:% N-H  mo* 879 0034 068
Y/ o
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3.06_
T(z'p (E;) C10-C9 0'48;77:% “H  mo* 247 0017  0.69
- ]
(B) (H--7) )
total 11
Tryp (B) 0.4860sp317- .
(H-0) 0 87308 H n-c 561 0034 110
Tryp (B) 0.4860sp317- .
(H-0) 0 87308 H n-o 1653  0.050 0.79
(B) (H--0) -
total 22
Tryp (C) 0.7407pz% - 0.4873sp2%-
(7--H) 0.6718pz%% 47 CO Py N-H  no* -2519 0059 0.72
Tryp (C) 0.8732sp?%- 0.6718pz%%°-
(He-17) 0.48735 N-H 0.7407p0ee C4=C5  o-mr 276 0021 083
(€) (H--7) N
total 28
3.18_
(erpo) S o 0"_‘328752"95 N-H  no* 573 0035 110
3.18_
(Lr_)_/po) pxe%® 0o O'fls;isngs “H  no*  -1895 0053 079
(C) (H--0) s
total
PMA ) ) ) ) _ _ _
(H--n)
PEA 0.7028pz%- 0.4903sp>1° - N
(m--H) 0.7114pz%%% Cl-cC2 087165 -H -G -17.57 0.048 0.69
PPA 0.7003py?°.% - 0.48575p2*2 -
(e-H) 0.7130pyss  C1-C2 08741 N-H  no* -2682 0060 071
PPA 0.7092py®s-%° - 0.4857sp?92 - .
(mH) 0.7050py0% 37 C4 08741 H ro 247 0018 070
PPA total ~-29
PBA (A) 0.6977py?99 - 0.49565p326 -
(7-H1) 0.7264pysses  C17CP ogeges ML weor o 393 0023 071
PBA (A) 0.7095py?%99 - 0.49565p326 -
(7-H1) 0.7047pysess €47 C5 oseges N-HL  mo* 473 0025 070
PBA (A) 0.7193py®°% - 0.49065p3% -
(-H2) 0goazpyeses 7O osras N H2 o moo* 2448 0058 071
PBA (A) total ~-33
PBA (B
(ﬁ__lg)) C1-C6 N-H  o-o* 209 0021 1.07
PBA (B)
O H) C1-C2 N-H rno*  -452 0025 070
.
P(BAS);) C6-C5 N-H  no* -2548 0059 071
-
PBA (B)
O H) N-H C5-C6 o-n*  -218 0019 084
.
PBA (B
( H(C)) Cl-C2 C10-H o-n* -2.97 0.021 0.77
#-H-
PBA (B) total ~-37
PBA (C
( ﬁ)) C1-C2 N-H  o-o* 247 0023 110
-
PBA (C)
e H) C1-C2 N-H  no* -3623 0071 073
.
PBA (C
©) C3-C4 N-H  no* -527 0027 072

(7-H)
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PBA (C

© C6-C5 N-H  rn-o*  -243 0018 072
(7-H)

PBA (C) total ‘ ~-46

O valor de E2 para os conférmeros PEA, PPA e PBA cresce a medida que o nimero de
carbonos da cadeia lateral aumenta. A E2 da doagao do orbital « da ligagdo C1-C2 ao orbital
o* da ligagdo N-H do PEA ¢ —18 kJ/mol, enquanto o orbital c* da ligacdo -NH do PPA recebe
doacdo de dois orbitais m, das ligacbes C1-C2 e C3-C4, resultando em uma E2 total de
-29 kJ/mol.

No PBA A, o orbital o* da ligagdo N-H1 recebe elétrons de dois orbitais « (das ligagoes
C1-C6 e C4-C5), resultando em um valor de E2 de -9 kJ/mol, enquanto a doacéo do orbital =
da ligacdo C2-C3 para o orbital o* da ligacdo N-H2 resulta em uma E2 de -24 kJ/mol, o que
representa uma energia de estabilizacdo total de -33 kJ/mol — ou seja, quase o dobro da
estabilizagéo total para PEA. As energias E2 do PBA B e C sdo ainda mais altas, sendo - 37 e -
46 kJ/mol, respectivamente. No primeiro, o préton interage com o orbital ¢ da ligacdo C1-C6 e
com os orbitais © das ligagcbes C1-C2 e C5-C6. Além disso, ha uma doacdo do orbital ¢ da
ligacdo C1-C2 para a orbital o* da ligacdo C10-H.

No PBA C, o proton interage com todos os atomos que participam do sistema n. Este
aumento no valor de E2 dos PAAs pode estar associado a um aumento nos graus de liberdade
nas cadeias mais longas, o que permite que elas se torcam livremente sem comprometer a

interagdo N-H™ .
3.2.5.CONCLUSAO

Em resumo, as interagdes N-H*x do triptofano € PAAs (de um a quatro carbonos na
cadeia lateral) foram modeladas usando célculos de QTAIM, NCI e NBO. Observou-se que
para os PAAs, os célculos indicaram um aumento na forca da interacdo conforme o
comprimento da cadeia lateral aumentava, o que pode ser explicado pelo aumento na
flexibilidade da cadeia alquilica, permitindo uma melhor interacdo do proton com o sistema .
Além disso, cadeias mais longas aumentam a distancia entre o nitrogénio e o anel fenilico sem
perturbar a interagdo N-H .

Para o triptofano, a interacdo H~m desempenha um papel significativo no estado
conformacional desta espécie protonada. Nos conformadores A e B, a ligagdo N-H" 'z é
consideravelmente mais fraca do que a ligagdo H O, enquanto no Triptofano C, a diferenca néo

é tdo grande, o que indica que ambas as interacdes contribuem de forma similar para a
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estabilizacdo deste conférmero. Além disso, uma interacdo de van der Waals H~H também foi
identificada.

Os valores de Eing baseados nos calculos de QTAIM obtidos usando a abordagem de
Espinosa (Eins®F) foram consistentes com os valores experimentais, obtidos com base no
redshift das vibragOes associadas ao estiramento N-H*. Ou seja, os resultados tedricos
corroboram os dados experimentais e fornecem suporte teérico para a suposicao de que N-H™xt
¢ a causa para o redshift reportado nos espectros vibracionais dos sitemas estudados.

Os célculos de NBO sao condizentes com os resultados do QTAIM: A interacdo N-H™nt
exibe uma natureza de transferéncia de carga significativa, que é mais acentuada nos PAAs do

que no triptofano.
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3.3. INVESTIGACAO DO EQUILIBRIO CONFORMACIONAL DA BIOCITINA

3.3.1.CONTEXTUALIZACAO

A biotina (conhecida como vitamina B7, B8 ou H) (Figura 18) atua como cofator de
enzimas conhecidas como ‘“‘enzimas biotina-dependentes”, classificadas como carboxilases.
Essas enzimas sdo responsaveis pela fixacdo e transporte de carboxilas e a biotina tem o papel
de ser a porcdo carreadora do grupamento transportado, a partir de moléculas doadoras — tais
como metilmalonil-CoA, HCOz ou oxaloacetato — para moléculas aceptoras de carboxilas —

como piruvato e acetil-CoA.1"

(@)
HN™ °NH \\rNHH 0 NH,
H \
ﬁH OH HN@“\MN/\/\)YO
. ,/\/\g ’ ! H OH
Biotina Biocitina

Figura 18: Estrutura da biotina e da biocitina.

No geral, as enzimas biotina-dependentes possuem trés porcbes: o dominio Biotina
carboxilase, formado pela biotina e responsavel pelo carreamento de carboxilas; o dominio
carboxiltransferase, que transfere a carboxila da carboxibiotina para a molécula aceptora; o
dominio biotinil, que contém uma lisina pela qual a biotina é covalentemente ligada. A molécula
resultante da adicdo da lisina a biotina € a biocitina (Figura 18). Dependendo do organismo,
essas porcdes podem estar separadas ou ligadas na forma de sitios em uma proteina.’

A biotina atua como coenzima em processos como o suprimento de NADPH para
lipogénese e regulacéo da liberagdo de insulina, inibigdo da oxidacdo de &cidos graxos, sintese
de neurotransmissores, etc. Dentre as enzimas que possuem a biotina como cofator, destaca-se
a piruvato carboxilase. Esta enzima é responsavel por gerar oxaloacetato a partir de piruvato e
bicarbonato, sendo a reacdo catalisada por um complexo de MgATP (Figura 19). 75176 A
geracdo de oxaloacetato repde tal substrato no ciclo do acido citrico e é a primeira etapa para o

processo de gliconeogénese.'’”
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Figura 19. Esquema do mecanismo de a¢do da biotina nos processos em que atua.

O mecanismo mais aceito para a carboxilacdo da biotina esta ilustrado na Figura 19,
onde o bicarbonato reage primeiramente com o complexo de MgATP, resultando na formacao
de carboxifosfato. Apo6s a primeira etapa, ocorre possivel liberacdo de didxido de carbono que
sofre ataque da biotina na forma de enolato, sempre realizado pelo N?, nitrogénio oposto a
cadeia alifatica (Figura 19). Embora esta seja a via mais provavel, admite-se que o ataque pode
ser realizado diretamente ao carboxifosfato, com liberagdo de POs* de forma concertada. Tal
proposta € baseada em estudos cinéticos, efeito isotopico, alteracbes quimicas dos substratos,
variaces de pH e modelagem molecular.t’*17®

No ambito de quimica sintética, a reatividade do acido carboxilico da biotina é a por¢édo
mais explorada para reacdes. A derivatizacdo da biotina foi usada para marcacéo de proteinas'’
e sintese de catalisadores.*®® Uma aplicaco promissora para essa molécula é na fungdo de drug
delivery em tratamento oncolégico, visto que grande parte das células cancerigenas possuem
receptores de biotina.!8!

Como demonstrado no topico 3.1.2, Fraschetti e colaboradores'® demonstram, através
de modelagem molecular e da técnica de IRMPD, que a biotina adquire uma conformagéo
torcida, quando protonada em estado gasoso. Isso se da pelo fato da protonacdo acontecer na
carbonila do grupamento ureido, que interage via ligacdo de hidrogénio a carbonila do acido
carboxilico terminal da molécula.

No entanto, a biocitina possui em sua estrutura varios sitios basicos que sdo passiveis
de sofrerem protonacdo. O sitio de protonacgédo da biocitina ainda ndo foi investigado. Assim,

foi determinado o sitio de protonacao da biocitina e seu estado conformacional em meio gasoso
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3.3.2. RESULTADOS

O estudo acerca da determinacédo do sitio de protonacdo da biocitina se iniciou através
do calculo de otimizacdo desta molécula protonada no mesmo oxigénio em que ocorre a
protonacao da biotina, o oxigénio carbonilico do ciclo ureido. A Figura 20 mostra a comparacao
entre o espectro experimental e os espectros calculados para as estruturas de energia minima da

biocitina protonada no oxigénio carbonilico do grupamento ureido.
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Figura 20. A esquerda: espectro vibracional da biocitina calculado a partir da protonagio no oxigénio ureido em
comparacao ao espectro experimental (em cinza no plano de fundo). Os conformeros A - E (Tabela 11)
apresentaram espectros iguais e sé puderam ser diferenciados do conférmero F. A direita e acima esta a estrutura
3D da biocitina protonada no oxigénio do ureido (conférmero A) e abaixo a estrutura 2D correspondente.

A Tabela 11 contém as energias livres relativas calculadas de todas as conformacdes
otimizadas para cada um dos sitios de protonacdo. Observa-se que, na coluna relativa aos
confoérmeros protonados no O do grupamento ureido, cinco das espécies convergiram para
conférmeros idénticos ou semelhantes ao ponto de nao serem distinguiveis. Esses conférmeros
sdo representados pelo conférmero A, exibido na Figura 20, que contém 3 interacGes
intramoleculares: uma entre o proton do acido caboxilico e a amina, comum em aminoacidos;
uma entre o oxigénio do ureido protonado e o oxigénio carboxilico e uma entre o proton do N3
e 0 oxigénio carbonilico do grupamento amida. O conférmero F, Unico distinguivel, ndo possui
esta Gltima interacdo, o que justifica 0 aumento em sua energia livre relativa (AG). Contudo,
ambos o0s espectros sdo consideravelmente discrepantes ao espectro experimental.
Adicionando-se o fato que o AG relativo destas espécies é alto, € improvavel que a biocitina

esteja protonada no oxigénio do ureido. Pode-se, no entanto, perceber que a protonacdo da
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biocitina gera conformagdes que contenham diversas interages intramoleculares que
contribuem para sua estabilizacdo, fomentadas pelo grande nimero de grupamentos polares

nesta molécula.

Tabela 11. Energias livre de Gibbs relativas (AG) em kJ/mol, calculadas para as estruturas otimizadas para cada
sitio de protonacéo.

Conférmero - - 0- N1- N3- N-
Ureido Amida Acido Ureido Ureido amina
A 45.49° 60.55 56.97 157.65 92.87 8.68
B 45.48° 71.45 37.29 195.13 92.90 0
C 45.46° 111.17 38.69 141.57 88.08° 22.67
D 45.462 94.42 95.71 160.94 92.92 18.65
E 45.462 92.25 131.06 180.1 118.86° 9.44
F 67.81 110.19 114.67 158.48 108.72 7.67
G - - - - - 32.41
H - - - - - 114.83
| - - - - - 86.6

aCalculos convergiram para 0 mesmo conférmero ou préximo ao ponto de possuirem espectros
indistinguiveis; ® Transferéncia de préton do N3 para o oxigénio cabonilico da amida;

Levando-se em contas as energias constantes na Tabela 11 verifica-se que 0s
conférmeros calculados a partir da biocitina protonada na amina da por¢ao aminoacido possuem
energia muito menor que 0s conférmeros gerados a partir da protonacdo nos outros sitios
basicos. O conférmero de menor energia fora os protonados na amina é o conférmero B gerado
a partir da protonacdo no oxigénio carbonilico, que possui AG relativo de 37 kJ/mol, 0 que
equivaleria a uma populacdo desta espécie de apenas 0,000033% da populacdo total a
temperatura ambiente. Assim sendo, pode-se considerar que a analise dos AG relativos elimina
a possibilidade de que a protonacéo esteja ocorrendo em outro sitio. Os conférmeros G-1 foram
obtidos através de manipulacdo manual na estrutura inicial, pré-otimizagdo, para incluir
possiveis interacdes ignoradas pela distribuicdo conformacional gerada pelo software Spartan,
no entanto a otimizag&o resultou em estruturas com altas energias.

As estruturas calculadas para os conformeros A-F estdo exibidas na Figura 21. E
possivel observar que, em todas as estruturas, o grupamento aménio realiza ligacdo de
hidrogénio com os oxigénios carbonilicos da amida e do ureido. Nos conférmeros A, C, D e E,
0 terceiro proton do amdnio interage com o oxigénio da hidroxila, enquanto nos conférmeros

B e F a interagdo ocorre com a carboxila. Nos conférmeros E e F ha uma ligacéo de hidrogénio
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adicional entre o oxigénio da amida e o N3. Em todos os conférmeros o grupamento amonio

estd em uma disposicdo contraria ao enxofre, exceto o conférmero E.
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Figura 21. Estruturas 3D das conformaces geradas a partir da biocitina protonada na amina.

A Figura 22 exibe a comparacgao entre os espectros calculados para a biocitina protonada
na amina em comparacdo ao espectro experimental. Os conférmeros G-I ndo foram
considerados por possuirem altas energias. Os dados da regido de alta frequéncia foram obtidos
No NOSSO grupo enquanto a regido de fingerprint foi obtida nas instalacbes do CLIO (Orsay,
Franca). Esta ultima foi feita com e sem uso do auxilio do laser de CO2. Pontua-se que além da
calibragdo rotineira do espectro, feita a cada analise, foi descontado 30 cm™ de cada ponto do
espectro obtido em CO- para que 0 mesmo coincidisse com 0 espectro gerado sem uso deste
auxilio. Este valor de ajuste foi definido tomando-se como base o0 pico experimental em 1681
cm? relativo a carbonila. O motivo da discrepancia entre os espectros experimentais é

desconhecido.
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Figura 22. Espectros vibracionais da biocitina, calculados a partir da protonacdo no nitrogénio do aminoacido, em
comparacdo ao espectro experimental. A curva vinho no espectro experimental e a curva em cinza mais claro no
plano de fundo se referem a fotodissociacdo feita com auxilio do laser de CO,. Calculos feitos com o nivel de

teoria M062x/6-31+G(d,p).
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Comparando-se os espectros calculados ao experimental (Figura 22) verifica-se que o
conférmero B, ainda que calculado como sendo o de menor energia, tem um espectro muito
diferente do experimental na regido de alta frequéncia. O isdmero D também possui bandas ndo
contempladas no espectro experimental na faixa de alta frequéncia, enquanto os conférmeros E

e F destoam do experimental em todas as regides do espectro.

Os conférmeros A e C séo os que apresentam melhor correspondéncia entre o0s espectros
experimental e calculado. Esse é um resultado de certa forma surpreendente, visto que sdo
conformacBes com energia mais alta, 9 e 23 kJ/mol respectivamente. Alguns de relatos
descrevem que conformacdes de energia mais altas poderem ser aprisionadas cineticamente a
partir das espécies em soluc&o,'8? o que poderia explicar essa observagéo, assim como pelo fato
das diferencas de energia calculadas serem menores por conta de incertezas intrinsecas aos

métodos de célculo utilizados.

Tabela 12. Atribuicéo das bandas do espectro vibracional da biocitina. Valores de frequéncia em cm,

Experimental  Oscilador A Oscilador C
1158 - - 0 CH 1156
1517 o NH3 1521 & CN (amida) 1511

(umbrella)
c C=0 .
1637 . 1626 o C=0 (amida) 1640
(amida)
c C=0
1685 (ureido) 1689 6 C=0 (ureido) 1690
0 NH
1771 6 C=0 (4cido) 1816 6 C=0 (4cido) 1790
2890 - - - -
o CH c CH
2948 o NH2 LH 2940 o NH2 LH 2944
(amina) (amina)
) c NH_ livre 3342 i i
(amina)
3386 o N3H 3400 o NH livre 3314
(ureido) (amina)
. o NH (amida)
3470 o NH (amida) 3449 o N1H (ureido) 3444
3493 o NIH 3496 o N3H (ureido) 3502
(ureido)

3565 c OH 3599 c OH 1615
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Na regido de fingerprint, observa-se que esses dois conférmeros apresentam boa
correspondéncia. O conférmero A parece prover melhor correspondéncia na proporc¢éo entre as
bandas de 1600 a 1700 cm™. Além disso, o espectro experimental obtido com auxilio do laser
de CO; apresenta, por volta de 1500 cm™, uma regido com fotodissociagdo, porém com uma
curva achatada, provavelmente gerada pela sobreposicdo de vérias bandas, o que pode ser
explicado pelas maltiplas bandas que o espectro do conférmero A apresenta na mesma faixa.
Isso se soma ao fato de a energia calculada para esta conformacdo ser menor que a do
conformero C.

Por sua vez, o espectro do conférmero C apresenta melhor correspondéncia na
frequéncia das bandas experimentais em 1160 cm™, ausente no conférmero A, 1598 cm™,
possivelmente correspondente a banda em 1557 cm™ no conférmero A, e 1770 cm™, deslocado
22 e 47 cm* dos conformeros C e A respectivamente. Conta ainda a favor do conformero C o
fato de que, assim como 0 espectro experimental, o espectro calculado para esta espécie
apresenta apenas quatro bandas na regido de 3250 a 3750 cm™, ao invés das 5 apresentadas pelo
conformero A. Portanto, ainda que o AG relativo calculado para o conférmero C seja maior que

0s outros considerados, os dados experimentais apontam para confirmagdo desta estrutura.

3.3.3.CONCLUSAO

O sitio de protonacao da biocitina foi investigado através da espectroscopia IRMPD e
de célculos tedricos. Verificou-se que, diferente de sua precursora biotina, esta molécula ndo
possuia o sitio de protonacdo no oxigénio do grupamento ureido. Calculos de energia livre de
Gibbs mostraram que o sitio de protonac¢do mais provavel era a amina primaria do aminoacido
e a espectroscopia IRMPD em alta frequéncia e no fingerprint confirmou os resultados teoricos.

Atraves da comparagdo entre espectros experimental e tedrico da biocitina protonada na
amina, identificaram-se duas conformacdes possiveis, que possuiam alta energia livre relativa.
Evidéncias experimentais apontam que o conférmero C correspondia ao estado conformacional
da biocitina em fase gasosa, apesar de a energia calculada ser 23 kJ/mol. O conférmero A, de
energia 9 kJ/mol também pode estar presente na populacao acessada. Estas observagdes podem
estar associadas ao fendmeno de aprisionamento cinético, previamente reportado na

literatura.182183
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3.4. AVALIACAO DA MICROSOLVATACAO DA TIAMINA

3.4.1. CONTEXTUALIZACAO

A tiamina (vitamina B1), em sua forma fosforilada, age como cofator de enzimas
desidrogenase em trés complexos enzimaticos mitocondriais: piruvato desidrogenase,
o-cetoglutarato desidrogenase e desidrogenase de cetoacidos de cadeia ramificada.l’’ Tais

enzimas atuam na descarboxilagdo de a-cetodcidos gerando didxido de carbono.*®

o)
NHZ NH2 \\P,OH
® ® Oy, _g oH

N| X N\ N N N\ N\ /p\—O

Tiamina Tiamina difosfato (TDF)
Figura 23: Estruturas da tiamina e tiamina difosfato.

Ao entrar nas células, a tiamina é fosforilada por proteinas quinases especificas para
formar a tiamina difosfato (TDF) (Figura 23), a forma ativa dessas vitaminas.'®® Em sua
estrutura, a tiamina e seus analogos possuem um anel tiazol com o nitrogénio tetra-substituido,
conferindo carga positiva intrinseca a molécula.

A TDF esta diretamente envolvida como cofator no metabolismo da glicose. Atua no
ciclo do &cido tricarboxilico e na via pentose fosfato, que resulta na geracdo de NADPH,
neurotransmissores, acidos nucleicos, lipideos, aminoéacidos, esteroides e glutationa.*®® A
deficiéncia de tiamina pode causar a sindrome de beribéri, fadiga gastrointestinal, mal
funcionamento cardiovascular, irritabilidade, perda de sono, perda de memdria, distarbios
emocionais, entre outros.*®’

O processo de descarboxilagdo de a-cetoacidos, no qual a TDF esta envolvida, gera um
carbanion na carbonila da cetona. Esse intermediario possui alta energia impossibilitando que
a reacdo ocorra de forma esponténea (Figura 24).184185

o 0O o O

Figura 24: Esquema monstrando que a descarboxilagdo espontinea de a -cetodcidos gera um carbanion, que
possui alta energia.

Nessas reacdes, a TDF, ligada a holoenzima, atua como um catalizador, fazendo com

que a reacdo ocorra por um caminho no qual a energia do estado de transi¢do € menor, sendo
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restituida ao final do processo. O mecanismo aceito envolve a formagdo de uma ilida gerada a
partir da desprotonacao do carbono 2 do anel tiazolico. O carbanion gerado ataca a carbonila
da cetona formando um intermediario tetraédrico, seguido da liberacao do didxido de carbono.
Ao final, ocorre liberagdo do aldeido proveniente do cetoéacido e a restituicdo da TDF (Figura
25)_184,188
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Figura 25: Esquema do mecanismo de a¢do da tiamina.

Além da sua fungdo nos processos bioldgicos, alguns autores utilizam a tiamina para
reacOes quimicas. Na literatura é possivel encontrar casos onde a tiamina € utilizada como
catalisador basico'®®1% e como precursor de moléculas com atividade bioldgica, como
bactericidas.!%

A avaliacdo da conformacdo de uma biomolécula € importante para o melhor
entendimento dos mecanismos em que ela participa, principalmente quando efeitos de
solvatacdo sdo considerados. Realizou-se, portanto, tal estudo, valendo-se do fato de que as
espécies possuem carga positiva e ligacbes N-H e O-H. Também, avaliou-se os efeitos de

microssolvatacdo da tiamina ao determinar-se o sitio de interacdo deste ion com a agua.

3.4.2.RESULTADOS
3.4.2.1. TIAMINA

Como pode-se observar na Figura 23 e na Figura 26, a tiamina possui uma estrutura
relativamente rigida, por ser formada por dois ciclos e uma cadeia lateral pequena. 1sso faz com
que a distribuicdo conformacional para este ion ndo apresente grande variabilidade, sendo as

principais variaveis os angulos entre os planos que contém os ciclos e a tor¢éo da cadeia lateral.
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Figura 26. Estruturas conformacionais calculadas para a tiamina e suas energias livres de Gibbs (kJ/mol) relativas
a conformacao de menor energia

Observa-se na Figura 26 que a analise conformacional da tiamina gera varios
conférmeros com energias proximas. Dada a diferenca de energia calculadas, pode-se
considerar que as espécies A a E ndo poderiam ser diferenciadas unicamente pela energia
relativa e dados experimentais sdo necessarios para a determinacdo estrutural deste ion. No
tocante ao espectro experimental, pode-se esperar que haja contribuicdo de mais de uma espécie

devido a provavel presenca de multiplas populacGes de energia proxima no meio gasoso.
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Tabela 13. Atribuicdo das bandas vibracionais da tiamina monohidratada. Os valores de nimero de onda estdo em
cm-1.

Experimental Oscilador Tedrico
- o(sim.) CH 2892
(EtOH)

2971 o(sim.) CH 2950

- o6 CH (assim.) 3004
3148 o CH (N=CH) 3115
3401 o(sim.) NH 3408
3439 o(sim.) NH 3405
3540 o(assim.) NH 3523
3683 c OH 3691

No entanto, a Figura 28 mostra que, mesmo experimentalmente, ndo é possivel a
diferenciacdo entre os conférmeros da tiamina devido a semelhanca de seus espectros
calculados. Mesmo na regido de fingerprint, que costuma apresentar maior especificidade entre
conférmeros, ndo ha a presenca de alguma caracteristica que possibilite essa diferenciacdo. A
excecdo € o conformero F que possui as bandas calculadas entre 3100 e 3600 cm™ mais
deslocadas para a regido do vermelho em relagdo aos outros conformeros. Isso pode ser
racionalizado por uma maior aproximacao do préton localizado no carbono entre o N e 0 S, que

é relativamente acido, a amina, interferindo nos estiramentos C-H e N-H destes grupamentos.
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Figura 27. Espectro experimental (em baixo e em background) da tiamina comparado aos espectros calculados
para os conférmeros de A a G. As intensidades bandas dos espectros calculados foram aumentadas 5 x na faixa de
2500 a 3800 cm'™,

3.4.2.2. TIAMINA MONOHIDRATADA

A obtencdo de um aduto de razdo m/z equivalente ao ion [M+H.O]" foi possivel ao
realizar-se andlises da tiamina via nanospray quando a amostra estava diluida na solucéo
MeOH/H20 (1:1). Iniciou-se, portanto o estudo de microssolvatacdo da tiamina para investigar
como este ion interage com a molécula de agua em meio gasoso (Figura 29). A primeira etapa
foi a otimizacdo dos parametros de ionizagéo para que se obtivesse a maior intensidade possivel
do aduto de interesse. A intensidade maxima foi obtida com a saida do capilar do nanospray

posicionada de 1 a 2 centimetros a frente da entrada do espectrometro de massas em angulo 0°.

Para que ndo houvesse perdas por dessolvatacdo ou dissociacao devido a energia térmica, 0 gas




Estudo de moléculas com potencial bioativo 102

de dessolvatacdo néo foi utilizado. A voltagem de ionizagéo definida foi 4500V e o solvente
mais eficiente foi a mistura MeOH/H20 (2:8). Quando maiores quantidades de MeOH eram
utilizadas, observou-se uma diminuicdo na intensidade do aduto [M+H20]" e um rapido
consumo de amostra devido a menor viscosidade deste solvente. Por sua vez, maiores
quantidades de agua diminuam as intensidades de todos os ions de forma geral, além de exigir
uma maior proximidade do capilar do nanospray a entrada do espectrébmetro de massas.
Ressalta-se o fato de que as voltagens utilizadas eram muito maiores que as voltagens padréo
de andlises por nanospray, que operam geralmente na faixa de 1 - 2 kV, o que pode ter

influenciado para a visualizagdo do aduto em questao.

ntens - _nano_B0-4500V.d: +MS, 0.1-0.3min #2-12
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Figura 28. A) Formagéo do aduto de tiamina com agua, m/z 283. A direita esta a estrutura da tiamina; B) espectro
mostrando a analise do aduto do fragmento da tiamina com agua, m/z 140. A direita estdo as estruturas dos
principais fragmentos da tiamina.

A tiamina se dissocia facilmente, gerando dois fragmentos principais de m/z 122 e 144
na fonte de ionizacdo, como é observado na Figura 28B. Esta presente neste espectro o ion de
m/z 140, que ndo é encontrado quando o ion [M+H20]" ndo é gerado. Infere-se, portanto, que
0 ion m/z 140 seja o aduto do fragmento m/z 122 com &gua. Verifica-se ainda que ndo ha
presenca detectavel de um possivel ion m/z 162, que seria 0 aduto do fragmento m/z 144 com
agua. A principio, se imaginava que isto era um indicio de que a agua interagia com a tiamina

em algum sitio proximo a regido que contém o anel de 6 membros, precursor do fragmento de
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m/z 122. Isso poderia ser explicado pela presenca de multiplas aminas que aumentam a
polaridade nesta regido.

Contudo, ainda que a tiamina fragmente facilmente, € improvavel que um processo de
dissociacdo aconteca antes da dessolvatacdo da dgua coordenada. A ligagdo covalente que deve
ser quebrada no processo de dissociacdo tem energia maior que a energia da ligacédo
intermolecular que liga a dgua a tiamina. O mais provavel ¢ que a fragmentacdo ocorra
anteriormente a formacéo do aduto, no processo de ionizacdo e formacao de spray. Tiamina e
fragmento de m/z 122 formariam o agregado com &gua ja na fase gasosa ou na interface liquido
gas no aerossol formado no processo de ionizacdo. Observa-se, também, a formacdo do aduto
[M+MeOH]" de m/z 154, no entanto este Gltimo nao foi investigado a fundo.

A principio esperava-se gque a agua interagisse com o nitrogénio que continha a carga
positiva, visto que o oxigénio da &gua possui uma densidade de carga negativa, capaz de
estabilizar parcialmente a carga positiva intrinseca da tiamina. No entanto, os célculos
mostraram que ndo foi significante a diferenca de energia entre os conférmeros que continham
a agua interagindo com a regido carregada e 0s que continham a agua interagindo com outros
sitios da molécula (Figura 30). Portanto, o espectro experimental é essencial para a
determinacdo correta do sitio de coordenacdo da agua a tiamina.

A Figura 30 mostra que o conformero A, além de possuir menor energia, mostrou boa
correspondéncia com o espectro tedrico e um perfil de intensidade das bandas semelhante.
Embora o conférmero B também tenha apresentado boa correspondéncia dos picos de maior
intensidade (entre 3250 - 3600 cm™), é interessante observar que o esperado é que 0 espectro
experimental de fato esteja deslocado para o vermelho em relagdo ao espectro tedrico. Como
discutido em tdpicos anteriores, interacfes inter ou intramoleculares causam uma deformacao
na curva potencial das vibracdes, fazendo com que elas tenham um comportamento mais
anarmonico. Essa deformacéo faz com que os niveis vibracionais se aproximem, diminuindo a

energia necessaria para a excitacdo vibracional de uma espécie.
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Figura 29. Conformeros gerados para a tiamina monohidratada ap6s otimiza¢do da geometria. Abaixo de cada
estrutura estdo indicadas as energias livres relativas em kJ/mol.

Os calculos feitos neste estudo, por sua vez, sdo calculos realizados a partir da
aproximacéo dos osciladores para um modelo harménico, por isso, é esperado que bandas que
estejam associadas a interacdes de van der Waals estejam deslocadas para regides de menor
energia. Um exemplo deste fendmeno é encontrado no trabalho de Masson et al.’®®, onde as
vibragdes N-H da glicina formando cluster com He ou H: era deslocada de 40 a 110 cm™. No
caso da tiamina monohidratada, a banda de maior energia do conférmero A, em 3490 cm™,
mostra uma discrepancia de 37 cm, para a banda experimental de maior intensidade, em 3453
cmt, que € atribuida ao estiramento da ligagdo OH que participa da ligacio de hidrogénio com
a agua (Tabela 14). E inconclusivo se a banda calculada em 3410 cm™ equivale a banda

experimental em 3354 cm™, o que representaria um deslocamento de 56 cm™, ou se equivale &
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banda experimental sobreposta pela banda de maior intensidade, formando uma espécie de

ombro a esquerda desta banda. Neste Gltimo caso, a banda calculada teria uma Otima

concordancia em relacédo a banda experimental.
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Figura 30. Espectros vibracionais da tiamina monohidratada em comparacdo ao espectro experimental. Célculos
feitos com o nivel de teoria m062x/6-31+G(d,p) e com a inclusdo das linhas de comando OPT=(Tight)

Int=(Grid=Ultrafine) CPHF=(Grid=Fine).

Com relacdo a regido de maiores frequéncias, enquanto outros espectros calculados

apresentam 3 bandas ap6s 3600 cm™, o conférmero A apresenta somente duas. Todavia, 0

espectro experimental apresenta apenas uma

banda facilmente identificavel nessa regido, em




Estudo de moléculas com potencial bioativo 106

3669 cm™. Tal banda é ladeada por duas bandas aparentes em 3645 e 3714 cm™, porém com
baixas relacdes S/N.

Vale pontuar que algumas das conformacfes possuem espectros muito semelhantes,
como os espectros dos conformeros B e E e dos conformeros C e D. A diferenga entre os
confoérmeros de cada par é o angulo entre o plano dos anéis de 5 e 6 membros, que afetam a
energia livre das espécies, mas ndo apresentam muito impacto no espectro vibracional. Por esta
razdo, os espectros dos conférmeros E e D foram omitidos da Figura 30.

Outro fator importante a se considerar é o fato de que a diferenga de energia entre 0s
conférmeros é muito pequena, 0 que indica que estas espécies apresentem populacGes
consideraveis, que podem ser quantificados pela distribuicdo de Boltzmann. De fato, visto que
que a diferenca entre energias € muito menor que a incerteza intrinseca ao calculo de energias
dos metodos DFT, estas energias relativas sdo virtualmente iguais. Portanto, avaliou-se a
correspondéncia entre o espectro experimental e o gerado pela média ponderada pela
distribuicdo de Boltzmann dos conférmeros A+B e dos conférmeros A+B+C.
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Figura 31. Espectros gerados a partir da média ponderada pela distribuicdo de Boltzmann das espécies A+B (A)
e A+B+C (B). O espectro experimental é exibido em cinza para comparagéo.

A Figura 31 Mostra uma 6tima correspondéncia entre 0 espectro experimental e o
espectro formado pela média entre A e B. Verifica-se que a banda experimental em 3358 cm™*
¢ atribuida ao estiramento da ligacdo NH simétrico da amina do conférmero B, e ndo a banda
em 3410 cm™, referente ao estiramento da ligagdo NH simétrico da amina calculada para o
conformero A, como deixa evidente a Tabela 14. Responde-se, pois, a duvida sobre a
correspondéncia desta banda calculada, que se refere a banda experimental proxima a

3401 cm™*, mas sobreposta pela banda experimental em 3453 cm™,
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Quando o conférmero C era considerado (Figura 31B), o espectro da média apresentou
pior correspondéncia ao espectro experimental, tendo como caracteristica mais marcante a
presenca de uma banda calculada fina e intensa em aproximadamente 3030 cm™, que ndo é vista

em solucéo.

Tabela 14. Atribuicdo das bandas vibracionais da tiamina monohidratada. Os valores de nimero de onda
estdo em cm™,

Experimental  Oscilador A Oscilador B Oscilador C

2906 o(sim.) CH 2878 o(sim.)CH 2891 o(sim.)CH 2890
(EtOH) (EtOH) (EtOH)
2967 o(sim.)CH 2939 o(sim.)CH 2948 o(sim.)CH 2921
2998 o(asssim.) 3006  o(asssim.) 3003  o(asssim.) 2948
CH CH CH
3121 o CH 3116 o CH 3116 o CH 3035
(N=CH) (N=CH) (N=CH)
3358 - - o(sim.) NH 3369 - -
3401 o(sim.) NH 3408 - - - -
3453 o OH 3491 - - o(sim.) NH 3416
3554 o(assim.) 3527 o(assim.) 3505 o(assim.) 3538
NH NH NH
3645 - - o(sim.) HO 3646 o(sim.) HO 3628
3669 o(sim.) H2O 3669 o OH 3692 c OH 3695
3714 o(assim.) 3775 o(assim.) 3746 o(assim.) 3793
H20 H.O H.0

O fato mais interessante nesta analise é que o0s resultados indicam que a agua ndo esta
interagindo apenas com a regido contendo carga formal, mas majoritariamente com a hidroxila
da cadeia lateral. Esse efeito foi observado por Prell e colaboradores'® em anélises da prolina
protonada monohidratada, onde a agua deixava de interagir com o sitio de protonacgéo e passava
a interagir com a hidroxila do acido carboxilico devido a fatores entropicos.

Como visto no tépico 3.2.2, os calculos de QTAIM sdo Uteis para descrever as interagdes
inter e intramoleculares e, até mesmo estimar as energias de ligacdo de hidrogénio. Os BCPs
dos conférmeros A, B e C da tiamina monohidratada estdo apresentados na Figura 32. Os
parametros topologicos obtidos nos célculos de QTAIM estéo listados na Tabela 15.
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Figura 32. Estruturas 3D e pontos criticos calculados para os conférmeros a) A, b) B e ¢) C da tiamina
monohidratada.

Tabela 15. Par@metros topologicos obtidos através dos calculos de QTAIM nos BCPs: densidade eletronica (p(7))?;
laplaciano da densidade eletronica ( Pp(r))?; densidade de energia potencial (V(r))?; densidade de energia cinética
(G(r))? densidade de energia eletronica total (H(r))?; elipsidade (¢); energia de ligacdo de hidrogénio (Eing”")°
proposta por Afonin*%8; Energia de ligagio empirica (—AH)¢ 4.

Interagdo p(r) 72p(r) V(r) G(r) H(r) € Ens?F -AH
A (Ow~H) 0.031 0.110 -0.025 0.026 0.0011 0.067 16.0 19.0
A (0S) 0.021 0.071 -0.017 0.017 0.0005 0.048 10.3
A (H-H) 0.010 0.040 -0.006 0.008 0.0022 1.015 2.1
A
28.4
(Total) 8

B (Ow~N) 0.008 0.027 -0.006 0.006 0.0004 1.242 2.3
B (OwH-N) 0.021 0.064 -0.017 0.017 -0.0006 0.037 10.6 16.0
B (Ow~HMe)  0.009 0.031 -0.006 0.007 0.0009 0.143 2.4
B (OwHEt) 0.011 0.038 -0.008 0.009 0.0008 0.077 3.9

B (OS) 0.019 0.064 -0.015 0.016 0.0005 0.038 9.1

B (H~H) 0.010 0.040 -0.006 0.008 0.0022 0.956 2.1
B

(Total) 30.3

C (Ow~H-C) 0.022 0.070 -0.017 0.017 0.0001 0.101 10.7
C (OwH"N) 0.014 0.050 -0.011 0.012 0.0008 0.176 6.0

C(0S) 0.018 0.063 -0.015 0.015 0.0005 0.039 8.8
C(H-H) 0.010 0.040 -0.006 0.008 0.0022 0.894 2.2
C 27.7
(Total)

%ema.u.; Pem Angstrom; em kJ/mol. Oy, se refere ao oxigénio da agua.
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A soma das energias das interacoes intermoleculares do conférmero C é a menor dentre
os trés analisados. Um dos prétons da agua, neste composto, faria uma ligacdo de hidrogénio
com um dos nitrogénios do anel de seis membros, enquanto o oxigénio interage com o
hidrogénio &cido ligado ao carbono vizinho ao indol. Esta Gltima ligagdo de hidrogénio teria
energia de 10,7 kJ/mol, calculada pela equagdo de Afonin.’®® No entanto, o redshift desta
ligacdo ndo foi identificado, o0 que impede a estimativa da energia experimental e indica que,
de fato, o conférmero C néo é acessivel.

A equacao de Afonin foi utilizada por fornecer os resultados de energia mais proximos
dos obtidos experimentalmente. A energia calculada da ligacéo de hidrogénio no conférmero
A, formada entre o oxigénio da &gua e o préton da hidroxila, € de 16 kJ/mol, enquanto a entalpia
de ligacdo experimental é 19 kJ/mol. Esta € uma ligacdo de hidrogénio com forca moderada,
segundo a classificacdo de Grabowski'® e, de fato, € a ligagdo mais forte entre as interacdes
identificadas. Isso poderia explicar o motivo da agua se ligar preferencialmente a hidroxila. As
outras interacOes identificadas sdo uma interagdo H+H e uma do tipo SO, observadas em todas
as outras conformacdes.

O conférmero B é o que possui mais interagfes intermoleculares com a agua, todas
envolvendo o oxigénio da &gua. As interacdes inter e intramoleculares deste conférmero somam
uma energia de 30 kJ/mol. A interagdo mais forte € uma ligagdo de hidrogénio entre o préton
da amina primaria da tiamina com o oxigénio da dgua. Esta ligacdo possui energia calculada de
11 kJ/mol e entalpia estimada de 16 kJ/mol.

Através dos calculos de NCI, representados na Figura 33, é possivel visualizar melhor
0 observado pelos célculos de QTAIM para os conférmeros A e B. Os valores de sign(A2)p em

que s(r) tende a zero estdo listados na Tabela 16.

Tabela 16. Valores de sign(A2)p em que s(r) tende a zero.

Entrada A B
1 -0.031 -0.021
2 -0.021 -0.018
3 -0.014 -0.014
4 -0.010 -0.010
5 -0.007 -0.008
6 0.007 0.008
7 0.010 0.009
8 0.015 0.014
9 0.025 0.025
10 0.041 0.040
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Na Figura 33 vemos que, de fato, a interagdo OwH-O é a mais intensa, demonstrado
pela isosuperficie de cor azul e um vale em sign(A2)p = -0,031 (Tabela 16). Esta interagéo é
seguida em energia pelas interagcdes H-OS (sign(A2)p =-0,021) e por uma interagdo do tipo C-
H-m (sign(A2)p = -0,014), ndo identificada no calculo de QTAIM. Esta ultima é formada entre
o0 hidrogénio acido gerado pela proximidade do nitrogénio quaternario e o sistema m do anel
aromatico de seis membros. Demais interacGes atrativas de menor energia sdo devidas a duas
interagGes HH identificadas.

As interacdes repulsivas — observadas na regido de sign(A2)p >0 — de maior energia séo
formadas pela repulsdo no centro dos anéis de cinco (sign(A2)p = 0,041) e seis membros
(sign(A2)p = 0,025). As interagOes repulsivas de menor energia sdo referentes aos RCPs

formados nos pseudo-anéis neste conférmero.

s(r)

: . . : -
-0.1 0.0 0.1 -0.1 0.0 0.1
sign(x,)p sign(™,)p

Figura 33. Isosuperficies de NCI dos conférmeros A e B da tiamina monohidratada e seus respectivos graficos de
s(r) em funcéo de sign(A2)p.

No conférmero B, a interagdo mais forte é a formada entre 0 Ow € 0 préton da amina
priméria (sign(A2)p = -0,021). A interacdo H-O'S (sign(A2)p = -0,018) € mais fraca que no caso

do conférmero A, provavelmente porque a carga parcial negativa € maior no oxigénio da
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hidroxila do conférmero A, dado que o proton hidroxilico participa de uma ligacdo de
hidrogénio. A interacdo do tipo C-Hmt também é observada neste conférmero, sendo sua forca
similar (sign(A2)p =-0,014). Uma série de interacOes atrativas geram vales quase indistinguiveis
no grafico de s(r) em funcéo de sign(A2)p, com sinais indo de sign(A2)p = -0,010 a -0,008. Tais
vales sdo gerados pela interagdo do Ow com dois hidrogénios alquilicos e com o nitrogénio
quaternario. Também ocorre a contribuicdo de interacOes atrativas do tipo H~H.

Na regido repulsiva, observa-se os vales gerados pelos anéis de cinco (sign(A2)p = 0,040)
e seis membros (sign(A2)p = 0,025), previamente descritos no caso do conférmero A. As
interacdes repulsivas restantes também sdo geradas pela repulséo causada entre os pseudo-anéis
formados neste conférmeros. Portanto, os calculos de QTAIM e NCI foram relevantes na
identificacdo de interagdes intramoleculares e na interpretacdo da busca conformacional da

tiamina monohidratada.
3.4.2.3. CONCLUSAO

A espectroscopia IRMPD foi utilizada para o estudo conformacional e de
microssolvatacdo da tiamina. No &mbito conformacional, a tiamina possui uma estrutura rigida
qgue impede que haja uma variedade conformacional muito grande. Isso faz com que as
conformacBes de menor energia possuam espectros indistinguiveis, impossibilitando a
diferenciacdo conformacional na fase gasosa. Devido as baixas diferencas de energia, é
provavel que mais de uma conformacéo esteja presente na fase gasosa.

O estudo de microssolvatacdo da tiamina mostrou que ao menos duas conformacoes de
menor energia contribuem para a formacao do espectro observavel. O mais interessante nestas
analises € que a espécie de menor energia contém a agua interagindo com a hidroxila, distante
da carga formal intrinseca a tiamina. Embora outros conférmeros, como o conférmero C,
apresentem energias muito proximas aos conférmeros A e B, aparentemente ndo ha presenca
detectavel destas populagdes.

Os célculos de QTAIM demostraram que a interagdo do oxigénio da agua com o proton
da hidroxila é de fato a interagdo mais forte entre todas as conformagdes, com energia
compativel a de ligagdes de hidrogénio moderadas. O conférmero B, por sua vez, apresentou
mais interagOes intermoleculares, sendo a soma das energias destas interagfes maior que a das
interacbes do conférmero A. Lancando mdo da equacdo de Afonin, foi possivel obter as
energias de ligagéo entre dgua e tiamina com boa concordancia com os valores experimentais,

obtidos pela equacdo de logansen com os valores obtidos por IRMPD. Os calculos de NCI
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corroboraram os obtidos por QTAIM e permitiram a identificagdo de interacOes

complementares, tal como uma ligagéo do tipo C-H &, observada nos dois conférmeros.
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3.5. EsSTuDO DE REACOES DE FOTOCONVERSAO EM SOLUCAO

Os resultados desta se¢do foram obtidos durante periodo sanduiche (agosto/2018 -
outubro/2019), realizado no Institut Lumiéere Matiere da Université Claude Bernard Lyon 1,

sob orientacdo do Dr. Philippe Dugourd com bolsa PDSE concedida pela CAPES.
3.5.1. CONTEXTUALIZACAO

Os photoswitches moleculares, ou fotointerruptores, em traducdo livre, sdo moléculas
que apresentam isomerizacao reversivel ativada por luz. O processo de isomerizagdo resulta em
mudancas nas propriedades quimicas do composto, 0 que torna essa classe de moléculas uma
interessante ferramenta fotoquimica.’®1%® O uso de luz como o agente ativante da reacgio
apresenta diversas vantagens, visto que ela é facil de produzir e seu uso reduz a geracao de
residuos, o que faz com que a luz seja considerada amigavel ao meio ambiente, além se ser
ortogonal & outros estimulos e possuir alta resolugdo temporal e espacial.*%1% A [uz também
possui vantagens no uso terapéutico por ser ndo-invasiva, ndo requerer contato fisico e ndo
interferir em parametros fisiol6gicos.!%?% Alguns dos photoswitches conhecidos sdo os
espiropiranos, os azobenzenos, os diariletenos, as fulgimidas, os dihidropirenos, os indigos e as
acilhidrazonas.?*

Os Adutos Doadores-Aceptores de Stenhouse (do inglés Donor-Acceptor Stenhouse
Adducts — DASA) sdo uma classe de moléculas que sofrem fotoisomerizacdo quando recebem
luz na regido do visivel. O processo é reversivel quando o aduto em solucdo é submetido a

aguecimento (Figura 35).20%24

| 0.0
Oy O OxN.__NH \A
N OH jL \ OH hd ! oH )
~_N NG NF O ~_N NG NF N MeO NG NF
e
DASA1 O 12 Geracao (0] 22 Geragéo 0o

Figura 34. Exemplos de DASA ja sintetizados, classificados como 12 e 22 geracdo.?®> DASAL (DASA de primeira
geracdo a esquerda) foi a espécie estudada nesse projeto.

Essas moléculas foram recentemente sintetizadas por Helmy et al?® através de uma
reacdo compativel com meio aquoso e que utiliza reagentes relativamente baratos, como acido
barbitarico, furanos e aminas secundarias. Devido a variedade de derivados de furanos e aminas
secundarias que podem ser empregados nesta sintese, uma igual variedade de moléculas do tipo
DASA tém sido reportadas. No entanto, todos estes adutos tém em comum uma cadeia central

contendo trés ligagdes duplas conjugadas, flanqueadas por uma porcéo doadora - normalmente
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uma amina terciaria - e uma porcéo aceptora — normalmente um anel de seis membros contendo

carbonilas (Figura 34).
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Figura 35. Mecanismo de photoswitching do DASAL. A primeira estrutura contém os potenciais sitios de
protonagdo em negrito.

O mecanismo de photoswitching proposto para 0 DASA se inicia com a fotoabsorc¢ao
na regido do visivel, o que faz com que a molécula sofra isomeriza¢do E/Z na dupla ligacdo
entre carbonos 7 e 8 (Figura 35A). A reacdo segue com uma rotacao no eixo da ligacdo simples
entre os carbonos 6 e 7 (Figura 35B) seguido por uma eletrociclizacdo 4n (Figura 35B),
resultando em uma molécula mais compacta, que nao apresenta absorcdo na luz visivel e que
possui maior hidrofilicidade, provavelmente devido a formacdo de zwitterion.?® A reacdo
reversa pode ser obtida por aquecimento dos produtos ciclicos.?%* Esta propriedade, aliada a
grande variabilidade sintética dos DASAs permitem com que estas espécies sejam aplicadas
em drug-delivery,?7-212 ciéncia de materiais?®®?13-21% ¢ na criagdo de sensores,?!’21% entre
outros.

Diversos grupos de pesquisa tém se dedicado a estudar o mecanismo de interconversao
dos DASASs,19:198202220-224 jnclyindo o grupo liderado pelo vencedor do Prémio Nobel de
Quimica de 2016, Bernard L. Feringa, que se dedica a estudar maquinas moleculares. Alguns
de seus trabalhos avaliam a influéncia do solvente no processo de photoswitching. Em um
primeiro estudo, uma das moléculas do tipo DASA (nomeada aqui como DASAL) foi
solubilizada em diferentes solventes. Verificou-se que em tolueno, a excitacdo da molécula
ocorre em 545 nm, gerando um estado excitado transiente com um redshift de aproximadamente

50 nm.2%* Eles também observaram que a reago é totalmente reversivel em solventes apolares,




115 Estudo de reacdes de fotoconversdo em solugéo

enquanto nem a reacgdo direta ou inversa ocorre em solventes polares apréticos. Em solventes
polares proéticos, a reacdo direta € mais lenta, porém a reacdo inversa ndo acontece,
provavelmente devido & estabilizagdo da forma zwitteriénica.?®® O mesmo grupo também
mostrou que o grupamento hidroxila no carbono 9 (Figura 35) desempenha um importante papel
no processo de isomerizacgdo.??® Outros estudos experimentais e teoricos tém sido realizados
para caracterizar os estados excitados desta reacdo, sugerindo que a etapa de absor¢do do féton
é seguindo por duas etapas de ativagio térmica para, entdo, gerar o produto ciclico.?6:227

Bull et al.?8 fizeram uso de um espectrometro de mobilidade idnica por tubo de arraste
sequencial (DTIMS/DTIMS/MS) para separar, em fase gasosa, diferentes isomeros de um tipo
de DASA contendo uma etiqueta de carga negativa ligada a amina terciaria. Houve sucesso na
separagdo de isdbmeros lineares e ciclicos usando N2 como gas de arraste. Foram feitos testes
dopando-se o gas de arraste com isopropanol ou alterando-se o gas de N2 para CO», a fim de
modificar-se as interacOes entre analito e gas de arraste. Com isso, foi posssivel observar uma
melhora na separacdo de intermediérios; no entanto os picos de intermediarios lineares ndo se
distiguiram além da formacdo de um ombro a partir do pico referente aos isdmeros lineares.
Além disso, eles demonstraram que, em fase gasosa, ocorre intercoversao entre 0s isdmeros
ciclicos e lineares induzida por luz ou aquecimento. No entanto, o DTIMS foi capaz de separar
apenas isdbmeros lineares de ciclicos, ndo havendo ainda uma técnica de separacdo capaz de
separar diferentes espécies participantes da reacao.

Sendo assim, o estudo reportado nesta tese avalia a evolucdo da reacdo de
photoswitching do DASA1 protonado, utilizando FAIMS/MS e DTIMS/MS, e anélises inéditas
via UVPD e IRMPD. Também é proposto um método rapido e simples de diferenciacdo dos
isdmeros lineares e ciclicos do DASAL a partir da razdo de dois fragmentos diagnosticos desta

molécula.
3.5.2.ESTUDO DE FRAGMENTACAO E DIFERENCIACAO DO DASA1 POR MS?

Lerch et al.?®® demonstraram que a forma linear do DASA1 é estavel em ACN e sofre
ciclizacdo espontanea e irreversivel quando solubilizada em MeOH. Por esta razéo e pelo fato
de que o sinal de MS era instavel e pouco intenso quando ACN era usado, uma solucao estoque
de DASAL1 foi preparada em ACN e, a partir desta solugdo, as amostras em MeOH foram
preparadas imediatamente antes das analises. E importante ressaltar que a partir do momento
em que a solucgdo é transferida para 0 MeOH, a reacdo tem inicio, o que aumenta o nimero de

espécies em solucdo, sendo estas espécies intermediarios, produtos e subprodutos. A reagéo
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prossegue e pode ser acompanhada por uma mudanga na cor da reagéo, partindo de um forte
rosa - com pico de absorcdo em 515 nm, resultante da presenca de isdmeros lineares em solucéo
- para uma solucdo transparente, sem absor¢do no visivel, contendo majoritariamente isdmeros
ciclicos.

E sabido que isdmeros distintos podem ser diferenciados por seus padrdes de
fragmentacdo ou pela presenca de ions fragmentos especificos, denominados fragmentos
diagnosticos. Tais fragmentos podem possuir a mesma razdo m/z, mas por serem gerados por
vias diferentes podem ser diferenciados por outras etapas de fragmentacdo, permitindo
identificar indiretamente os isdmeros iniciais.??®?%° Por esta raz&o, foram analisados os padrdes
de fragmentacdo de amostras de DASAL assim que o0 MeOH foi adicionado — inicio da reagédo
(solucdo colorida) — e em estagio avancado de reacdo (solucdo transparente), considerando-se
a fragmentacdo por CID e por PID em 450 nm (Figura 36).

Observando a Figura 36, pode-se perceber que a dissociacéo por CID do DASAL gerou
dois fragmentos principais, de m/z 238 (perda de uma acetona - 58 Da) e m/z 194 (perda de
didxido de carbono - 44 Da) (Figura 37), sendo o fragmento m/z 194 gerado pelo fragmento m/z
238.

Como o fragmento m/z 238 é encontrado ainda que a energia de colisdo seja nula, supbe-
Sse que sua presenca, mesmo que em parte, seja gerada ainda na fonte de ionizagdo. Ambos 0s
isbmeros lineares e ciclicos do DASAL aparentam possuir os mesmos fragmentos, dos quais
238 e 194 sdo os mais intensos. No entanto, observou-se que as amostras coloridas
(majoritariamente DASAL linear) produziam uma maior proporgdo dos fragmentos m/z 238,
enquanto amostras transparentes (majoritariamente DASAL1 ciclico), favoreciam o surgimento
do fragmento m/z 194. Pode-se claramente observar esta tendéncia quando analisada a taxa de
ramificacdo (do inglés branching ratio) dos fragmentos, em um gréafico da razdo das

intensidades dos fragmentos em funcgdo da amplitude do CID (Figura 38).
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Figura 36. Espectros MS? das soluges transparente e colorida de DASAL. Fragmentagdes por CID e PID.
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Como mostra a Figura 38, arazdo 194/238 gerado pela fragmentacéo do DASAL1 ciclico,
portanto proveniente de uma amostra transparente (circulos de cor vinho), apresenta um
crescimento acentuado em funcdo do aumento da energia de colisdo, atingindo um pico em
NCE 15. Apds este valor, observa-se uma maior fragmentacdo do fragmento 194, o que diminui
a razéo, seguido pela consumacao quase total do fragmento 238, o que explica o crescimento
da razéo apd6s NCE 20.
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Figura 38. Razao entre intensidade dos fragmentos m/z 194 e m/z 238 versus CID energy.

Ja no composto linear, o crescimento na razdo 194/238 é discreto e a razdo se mantém
sempre proxima a zero. A estrutura proposta para os fragmentos pode nos fornecer informacoes
para explicar tal tendéncia. A forma linear do fragmento 238 apresenta uma estrutura de
ressonancia ampla, capaz de estabilizar a carga positiva. A mesma caracteristica ndo é
encontrada no fragmento 238 ciclico. Esta caracteristica explicaria a diferenca de intensidade
entre os dois isdmeros e a razdo 238/194 pode ser usada para diferenciar as espécies lineares e

ciclicas.
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3.5.3. ANALISE ENERGETICA DOS ISOMEROS DO DASA1l PROTONADO

DURANTE O PROCESSO DE PHOTOSWITCHING

O mecanismo de Photoswitching do DASA1, considerando-se todos os sitios de
protonacéo, esta apresentado na Figura 39. O mecanismo foi esquematizado baseando-se nas
informagdes disponiveis na literatura e nas estruturas de menor energia calculadas no nivel de
teoria ®B97D/6-31+G(d,p). Esse nivel de teoria foi selecionado por ja ter sido utilizado no
trabalho de Bull et al.?®® e apresentar bom desempenho para moléculas que realizam
transferéncia de carga, como é o caso dos DASAs. Os calculos foram realizados considerando
o0 nitrogénio (NH) e os oxigénios carboxilicos 1 e 2 (O1H e O2H) como potenciais sitios de

protonacao, como apresentado na Figura 35.
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Figura 39. Esquema do mecanismo de isomeriza¢do do DASAL protonado, seja em fase gasosa ou em solugéo. A
partir dos isdbmeros (ou conférmeros) a até d, as espécies sdo exibidas com um sitio de protonacgao genérico, visto
gue a protonacao ndo altera significativamente a conformacdo destas espécies. A protonagdo € diferenciada nos
isdbmeros e e f. Estruturas em azul (g-j) sdo subprodutos que ndo participam do caminho principal de reacdo. Em
paréntesis se encontram as energias livres relativas de cada espécie, enquanto em colchetes se encontram tais
energias em solugédo (ambos em kJ/mol).

Como apresentado na Figura 39, 0 mecanismo se inicia seja a partir das espécies EantiZ
(isbmero a) ou EsynZ (isdbmero b), visto que estas espécies sdo conférmeros, possuem energias
proximas e a isomerizacdo de qualquer destas espécies pode dar continuidade a reacdo. A
absorcdo de um foton resulta na isomerizacdo E/Z da dupla ligacéo entre os carbonos 7 e 8,
gerando as espécies EantiE (isbmero c), seguido pela espécie EsynE (isbmero d). A
isomerizacdo pode ocorrer entre os carbonos 5 e 6, gerando quatro isOmeros nao reativos
(isdmeros g-j).2%* E importante salientar que a conformagéo do diedro formado entre as duas
primeiras duplas ligacbes é gauche e ndo puramente anti ou syn, mas para facilitar o

entendimento, a notacdo syn foi utilizada quando o angulo do diedro varia entre 0 a 90° e entre
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270 a 360°, ao passo que a notacdo anti foi utilizada quando o angulo do diedro varia entre 90
a 270°.

A partir do isdmero d, sdo formados os isémeros ciclicos que podem ter diversas
conformacdes e interacdes intramoleculares, a depender do sitio de protonacdo. Quando
protonado no nitrogénio, a ciclizagdo resulta primeiramente em uma estrutura onde os dois
ciclos se dispde de forma quase planar entre si (NHe). Ao final, os ciclos adquirem uma
disposicao ortogonal e uma ligacédo de hidrogénio é formada entre o oxigénio caboxilico 2 (O2)
e 0 amonio, gerando o isdmero NHf. Este ultimo isbmero é o que apresenta o valor minimo de
energia global, portanto todas as rotas de reagdo sdo direcionadas a ele independentemente da
protonacao inicial.

O primeiro isdmero ciclico gerado a partir da protonacdo no oxigénio carboxilico 2
(O2H) é o isbmero O2He, que possui os dois ciclos em ortogonal, com uma ligacdo de
hidrogénio formada entre o oxigénio carboxilico 1 (O1) e o oxigénio carboxilico formado a
partir do que era a hidroxila nos isémeros lineares. Na proxima etapa, os ciclos adquirem uma
disposicao planar, uma em relacdo a outra, e uma nova ligacdo de hidrogénio é formada entre
02 e o grupamento amina, gerando a espécie O2Hf. O proton é, entdo, transferido para a amina
e a primeira ligacdo de hidrogénio é rompida, fazendo com que os ciclos se disponham
ortogonalmente, gerando o isdmero NHf.

Com relacdo a protonagdo no O1, ndo é observada a transferéncia de proton da hidroxila
para 0 O1, que nos casos anteriores ocorre entre 0s isdmeros d e e, visto que o Ol ja esta
protonado. Isso faz com que a espécie O1He tenha a maior energia entre os isbmeros em fase
gasosa (109 kJ/mol — Figura 40). Quando a protonagdo acontece no O2 ou N, o isdmero de
menor energia é o d (O2Hd: 76 kJ/mol; NHd: 95 kJ/mol). A formacdo do isémero O1Hf
acontece apds a rotacdo da ligacao entre os ciclos e uma dupla transferéncia de prétons, gerando
uma espécie com estrutura muito proxima ao O2Hf. Os ciclos adquirem disposicao
perpendicular e a ligacao de hidrogénio C=01--H-O é rompida, gerando NHf.

Pode-se observar na fase gasosa, considerando-se 0s isdmeros a e b, que os protdmeros
O1H e O2H possuem energia similar, sendo a energia de O1Hb (45 kJ/mol) a maior entre estas
espeécies, enquanto a de O2Hb (31 kJ/mol) € um pouco menor que O1Ha e O2Ha (ambos 37
kJ/mol). Todavia, quando tais isdbmeros estdo protonados no nitrogénio, gerando as espécies
NHa (71 kJ/mol) e NHb (62 kJ/mol), os protbmeros gerados adquirem energias até duas vezes
mais altas que seus analogos protonados nas carboxilas. Logo, infere-se que a protonac¢éo no

nitrogénio nas formas lineares de DASAL ndo € favoravel em fase gasosa. Contudo, as formas
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ciclicas do DASAL protonado no nitrogénio - NHe (42 kJ/mol) e NHf (0 kJ/mol) - possuem
menor energia em comparacao aos mesmos isdmeros protonados nas carboxilas - O1He:109
kJ/mol; O2He:70 kJ/mol; O1Hf: 21 kJ/mol; O2Hf:14 kJ/mol. Além disso, alguns dos
subprodutos possuem energias na mesma faixa das energias dos isomeros que fazem parte do
caminho de reacéo, por exemplo O2Hg (38 kJ/mol), O2Hh (43 kJ/mol) e NHh (39 kJ/mol).
A fim de avaliar-se o perfil energético da reacdo em solucdo, a geometria dos isbmeros
citados foi otimizada em solucdo no nivel de teoria SMD-(methanol)-oB97D/6-31+G(d,p).
Verificou-se que as energias calculadas estavam na mesma faixa, de 0 a 110 kJ/mol com relagéo
ao NHf. Em solugdo, o isomero NHa, a forma totalmente estirada do DASAL protonado no N,
possui energia relativa de 50 kJ/mol, pouco superior aos protdmeros O1Ha (44 kJ/mol) e O2Ha
(47 kJ/mol). Essa pequena diferenca indica que, se ndo houver significantes niveis de
transferéncia de préton na interface liquido-gas no processo de ionizacdo por eletrospray,

poderiamos detectar as trés formas protoméricas presentes em solucao.
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Figura 40. Diagrama de energia do progresso da reagdo do DASAL em a) fase gasosa e b) solugdo (MeOH),
considerando os diferentes sitios de protonacdo. A energia livre relativa é calculada comparando os isdmeros em
um mesmo meio. Todos os calculos foram feitos no nivel de teoria ®B97D/6-31+G(d,p). O isdmero NHf foi
incluido em todos os diagramas por ser a espécie de menor energia.

Em resumo, os célculos aqui apresentados sugerem que uma série de diferentes
protbmeros e isdbmeros coexistam em fase gasosa e que ndo é sitio de protonacao preferencial

em solucéo e sim uma mistura de protdmeros.
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3.5.4.ESPECTROSCOPIA IRMPD DoSs ISOMEROS DO DASA1 PROTONADO

Considerando o que foi discutido acerca da modelagem da reacdo do DASAL, é de se
esperar que os espectros IRMPD seriam o resultado da superposicéo de bandas provenientes de
diferentes isdbmeros. De fato, pode-se notar na Figura 41 que os espectros de IRMPD do DASAL
apresentam um grande numero de picos, que podem coincidir aleatoriamente com bandas de
diferentes isdmeros e levar a suposi¢des erréneas. Além disso, nenhum dos espectros calculados

foi completamente concordante com o espectro experimental.
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Figura 41. Comparacdo entre espectros IRMPD experimental (sempre na parte inferior de todos os esquemas) e
frequéncias calculadas de intermediarios DASAT1, no nivel de teoria ®B97D/6-31+G(d,p) e usando um fator de
escala (SF) 0,952. O esquema a esquerda refere-se as espécies O1H, o esquema do meio refere-se as espécies O2H
e 0 esquema a direita refere-se as espécies NH. As linhas vermelhas seguem o0s picos experimentais mais
relevantes. As intensidades ndo sdo normalizadas.

As frequéncias calculadas para os isdmeros lineares de NH (a-d) ndo possuem bandas
na faixa de 1480-1560 cm, contrastando com o espectro experimental que contém uma banda
intensa em 1548 cm™* e uma banda fraca a 1500 cm™. Além disso, esses isdmeros apresentam
uma banda intensa em 1297-1303 cm™, que ndo estad presente no espectro experimental,
proveniente do estiramento das ligacdes C-O (éster) contidas no anel de seis membros. A
excecdo é o NHc, que apresenta uma banda em 1316 cm™, apenas 9 cm™ a menos que banda
experimental em 1325 cm™. No entanto, devido a alta energia dessa espécie, ela dificilmente
seria isolada durante o experimento. Além disso, 0 NHc possui uma banda fraca calculada em

1643 cm, ndo observada no espectro.
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Todas as bandas do conférmero NHf aparentam ser contempladas nas bandas
experimentais com boa correspondéncia. No entanto, o espectro do NHf por si ndo explica o
espectro experimental. As bandas calculadas em 1636 cm™ e 1660 cm™, referentes ao
estiramento das ligagdes C=C e C=0 do anel de seis membros, séo as mais discrepantes do
espectro, mas a variagio é de no maximo 26 cm™ em comparagdo com as bandas experimentais
1618 cm™ e 1686 cm™. Como o NHf é o isdmero de menor energia e porque a reagio gera
isdbmeros ciclicos muito rapidamente, como sera observado nas analises de DTIMS alguns
topicos mais a frente, podemos sugerir que o IRMPD experimental contenha as bandas desse
ion.

Visto que a discussdo acima nos leva a sugerir que o espectro experimental do IRMPD
é formado por diferentes espécies, ele foi comparado ao espectro gerado a partir da média dos
espectros de varios ions (Figura 42). O espectro gerado a partir da média dos isdbmeros NH,
considerando todos os isdmeros (Figura 42e) ou apenas 0s isdbmeros de menor energia (Figura
42f), ndo possuem picos relevantes, como o de ~1560 cm™ e ~1250 cm™. E perceptivel que
esses espectros ndo correspondem ao experimental.

Os sistemas O1H e O2H tém espectros muito semelhantes. Ao considerar todos 0s
espectros destes 2 sistemas, podemos observar a discrepancia entre 0s espectros tedrico e
experimental. Entretanto, ao considerar-se as somas dos espectros O1Hf + NHf (Figura 42b)
ou O2Hf + NHf (Figura 42d), observamos uma alta similaridade entre os espectros tedrico e
experimental. Isso indica que, pelo menos no final da reacdo, todos os trés sitios basicos sdo

protonados.
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Figura 42. Espectro IRMPD (fundo cinza) comparado com a média dos espectros de cada sistema (linhas pretas)
em relacdo ao local da protonagdo. O espectro do isdmero NHf foi adicionado a todas as médias. Os diagramas a
esquerda referem-se as médias de todos os espectros de um determinado local de protonagéo, enquanto a direita a
média foi calculada usando apenas os dois isdmeros com menor energia.

3.5.5. ESPECTROSCOPIA UVPD DoSs ISOMEROS DO DASA1 PROTONADO

A Figura 43a mostra a variacdo do espectro UVPD do [DASA1+H]" em funcdo do

tempo, considerando-se o tempo 0 h como 0 momento em que a amostra é diluida em MeOH.

Na Figura 43b esta a comparacdo entre o espectro UVPD a 0 h, o espectro de absor¢do em




125 Estudo de reacdes de fotoconversdo em solugéo

solucdo e as excitagOes verticais calculadas (So—S1) de todos os isdbmeros do caminho de
reacao.

A competicdo que o [DASA1+H] sofre entre fotodissociacao e fotoisomerizacéo resulta
em baixas eficiéncias de fotodissociacdo, mesmo quando altas poténcias sdo utilizadas, gerando

varios fragmentos com baixa intensidade, como pode ser observado na Figura 43.
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Figura 43. a) Evolugdo do espectro UV (300-400 nm) do DASA1 em relagdo ao tempo de amostra, sendo tempo
0 adissolugdo da amostra em MeOH a partir da solugao estoque em ACN. A linha é usada como guia e foi atenuada
usando um Smoothing (FFT com 2 pontos) no software Origin. b) excitacBes verticais (So—S1) dos isdbmeros
contidos no caminho de reacdo (R1-B2PLYP(D3BJ)/aug-cc-pVDZ). As barras verdes sdo excitacdes verticais dos
isdbmeros NH, barras azuis dos isdmeros O2H e barras ciano dos isdmeros O1H. A curva vinho é o espectro do
DASA1 em fase gasosa e a curva roxa o espectro do DASA1 em MeOH.

No espectro UVPD do [DASA1+H]*, pode-se observar uma banda com pico em 450 nm
(Figura 43a), deslocado para 0 azul com relacéo a banda do DASAL em solugéo. Isso é esperado

porque 0 DASAL esta protonado e desprovido de efeitos de solvatacdo na fase gasosa. A banda

experimental é larga, o que pode ser causado pela fotoconversdo em fase gasosa e pela presenca
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de uma mistura complexa em solucdo. Uma banda experimental em 240 nm também ¢é
observada e, assim como no caso anterior, estd deslocada para o azul em relacdo a banda em
solucéo, que possui pico em 280 nm.

No entanto, a regido entre 300-400 nm do espectro UVPD do DASAL protonado
apresenta uma banda intensa, que ndo é observavel em solucdo. Além disso, a intensidade desta
banda muda consideravelmente com o avanco da reagdo, como mostra a Figura 43a.

Cabe ressaltar que para a obtencdo das excitacGes verticais de cada uma das espécies
que participam da reacéo, foi feito uma avaliacdo dos métodos a serem utilizados para esse tipo
de célculo, comparando-se as excita¢es calculadas com aquelas obtidas experimentalmente
(Figura 44). Os calculos foram feitos para o isdmero O2Hb, visto que este € 0 isbmero de menor
energia entre os isdmeros lineares em fase gasosa e pode ser comparado ao espectro UVPD a

0Oh, guando majoritariamente ocorre a presenca de isdbmeros lineares.
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Figura 44. Benchmarking das excitacdes verticais (So—S1) do O2Hb calculados usando diferentes niveis de teoria,
comparados ao espectro de absorcdo em fase gasosa.
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Os célculos de NBO e CASSCF(12,12)/auc-ccpVDZ mostram que a excitagdo se trata
de uma transicdo z—z* (a visualizacdo grafica dos orbitais e a matriz simbolica de densidade
de um elétron - que atesta a qualidade do calculo de CASSCF - podem ser encontradas no
apéndice). Neste nivel de teoria, a excitacdo vertical calculada é de 300 nm, distante de qualquer
uma das bandas experimentais. No entanto, quando a corre¢do por MP2 (CAS-MP2) € aplicada,
a excitacdo vertical calculada é 494 nm, indicando que a banda experimental proximo a 450 nm
é referente a absorcdo do DASAL protonado na carboxila.

Embora a excitacdo vertical calculada por CAS-MP2 descreva bem a transicéo
eletronica realizada pelo DASA1, o tempo demandado por este método é muito grande, o que
inviabiliza seu uso para todos os isdmeros da reacdo. Por isso, outros métodos foram avaliados
para aliar boa descri¢do do primeiro estado excitado e custo computacional acessivel.

O célculo de excitacdo vertical por CIS, que apresenta uma transicdo em 308 nm,
subestima o valor experimental esperado. A absorcdo calculada por EOM-CCSD (397) e TD-
®B97D/6-311++G** (403 nm) estdo entre as bandas experimentais a 450 e 350 nm, o que faz
destes métodos inconclusivos na determinacdo dos ismeros do DASAL. Além disso, EOM-
CCSD é computacionalmente dispendioso, tal como CAS-MP2, e TD-DFT é conhecido por
fornecer uma ma descricao de estados excitados que apresentem transferéncia de carga.

A melhor concordancia ente absorcdo teodrica e experimental foi obtida utilizando
CIS(D)/cc-pVDZ (416 nm) e TD-DH-DFT (RI-B2PLYP(D3BJ)/aug-cc-pVDZ) (425 nm), que
forneceram resultados ligeiramente deslocados para o azul, com relagdo a banda experimental
de 450 nm. Além de fornecer os melhores resultados, Goerigk e Grimme?? mostraram que TD-
DH-DFT pode ser um bom funcional para descrever excitagcbes verticais com um custo
computacional significantemente baixo quando comparado com os outros métodos testados.
Por isso, a excitacdo vertical para os outros isdmeros foi calculada utilizando este funcional
duplo-hibrido(Figura 43a e Tabela 17).
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Tabela 17. Energias relativas em fase gasosa (kJ/mol) e excitagdes verticais (So—S1) (E.V.), em nanémetros, de todos o0s
isdmeros do caminho de reagdo, considerando-se as protonacdes nos sitios O1H, O2H e NH no nivel de teoria RI-
B2PLYP(D3BJ)/aug-cc-pVVDZ. Se¢do de choque cruzado (CCS) em Az,

O1H O2H NH

Espécie | Isbmero Ak EV. CCS AE EV. CCS AE EV. CCS
(kd/mol) (nm)  (A?) (kJ/mol) (nm) (A (kI/mol) (nm) (A2

a EantiZz 37 407 122 37 442 121 71 337 122
b EsynZ 45 401 120 31 425 120 62 332 120
c EantiE 53 442 121 64 481 122 95 353 120
d EsynE 59 441 112 76 476 119 101 351 116
e Cyclic 109 328 103 70 330 100 42 335 106
f Cyclic 21 650 105 14 359 103 0 332 107
g ZantiZ 66 408 118 38 353 117 70 338 122
h ZsynZ 83 430 107 43 446 114 39 343 117
[ ZantiE 82 429 119 106 516 115 80 347 119
i ZsynE 86 468 110 75 492 107 89 330 109

Os calculos mostram que as formas lineares do DASAL protonado nas carboxilas (O1H
e O2H, isdbmeros a até d) tém absor¢do entre 407 a 481 nm (Tabela 17), em boa concordancia
com a banda experimental em 450 nm. Também é possivel observar que todos os isdmeros
lineares protonados no nitrogénio apresentam absorcdo entre 330 e 350 nm, o que explica a
forte banda experimental em 350 nm e atesta a presenca destes protdmeros. O deslocamento
para 0 azul das espécies protonada no nitrogénio em relagdo as espécies protonada nas
carboxilas pode ser explicada pelo fato de que a protonacdo no nitrogénio acontece no par de
elétrons livres, impedindo que 0 mesmo tome parte na ressonancia da molécula, diminuindo a
extensdo da estrutura de conjugacéo.

Verifica-se que os calculos para os isdmeros ciclicos (e e f) apresentam transi¢cdo So—S:
entre 328 e 360 nm independentemente do sitio de protonacdo, porém com uma intensidade
muita baixa. A excecdo é o isomero O1Hf que absorve em 650 nm. A banda experimental em
420 nm, aparente quando a anélise atinge mais que 24 h da adi¢do ao metanol, é possivelmente
causada pela absorcdo de um ou mais subprodutos néo reativos.

O espectro UVPD corrobora a proposta de que a ionizacdo do DASAL gera espécies

protonadas em todos os sitios basicos: O1H, O2H e NH.
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3.5.6. ACOMPANHAMENTO DA EVOLUCAO DA REACAO POR ESPECTROMETRIA

DE MOBILIDADE IONICA

A separacdo dos isdmeros do DASAL protonados foi realizada por FAIMS/MS, como
mostrado na Figura 45. A reacdo foi acompanhada de 0 a 48 h e a0 menos cinco picos foram
observados, além de picos minoritarios.

Todos os picos foram separados em voltagens de compensacgdo (CVs) positivas, 0 que
indica que os ions separados séo dos tipos A ou B (ver topico 2.3) e, portanto, menos provaveis
de serem separados na forma de agregados ou dimeros.*®

Como discutido anteriormente, a separacao por FAIMS pode ser aprimorada com 0 uso
de modificadores aplicados ao gas carreador, como solventes (MeOH, ACN), gases como Hz e
He, ou até mesmo a substituicdo total do gas carreador de N2 para He. Neste estudo, ndo foram
utilizados modificadores. Entretanto, pode-se argumentar que o MeOH utilizado como solvente
da solucdo atue como modificador, devido a proximidade da agulha do ESI a entrada do
equipamento FAIMS. Embora esta influéncia ndo tenha sido investigada, foi obtida uma boa
reprodutibilidade na posicdo dos picos mesmo que a posi¢do da agulha tenha mudado entre
analises. Como diferentes distancias e angulos entre a agulha do ESI e a entrada do FAIMS
poderia afetar a quantidade de metanol que entra no aparelho do FAIMS, considerou-se que o
solvente da amostra nédo interferiu nas analises ao ponto que alguma mudanca fosse observada.

Além disso, a técnica de FAIMS é conhecida por causar aquecimento dos ions, devido
aos altos campos elétricos utilizados no processo de separacéo.’® Este aquecimento poderia ser
responsavel pelo aumento na populacdo de diferentes estados. A relevancia disto é que a
geracdo de espécies durante o a separacdo por FAIMS poderia levar a conclusGes erréneas, ja
que o observado experimentalmente ndo refletiria o instante da reacdo presente na solucéo.
Todavia, as proporcdes entre as intensidades dos picos mudavam de acordo com 0 avango no
tempo de reacédo, o que evidencia que os espectros FAIMS refletem o conteudo na solucéo.

Como observado na Figura 45, o pico B (CV 6,94 V) é o mais intenso em tempo 0 h,
diminuindo de intensidade conforme o tempo de reagdo avanca. Por outro lado, as intensidades
dos picos C (CV 8,53 V), D (CV 9,81 V) e E (CV 12,48 V) aumentam conforme a reagédo
avanca no tempo. Um primeiro pico, pico A (CV 5,38 V), sé é detectavel quando as voltagens
dos funis de ions sdo diminuidas. Apds 24 h, o pico C € o0 mais intenso em voltagens de funis
baixas, no passo que o pico D é o mais intenso em altas voltagens de funil. Um sexto pico

comeca a ser observado em ~CV 14 V em 48 h.
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Figura 45. Variacdo da proporcdo dos picos em espectros FAIMS do DASAL em uma solucdo contendo diferentes
tempos de preparacdo: 0 h; 2 h; 4 h; 24 h; 48 h. As andlises foram feitas utilizando altas voltagens de funil, exceto
pela curva tracejada a 24h, obtida com baixas voltagens de funil. A intensidade da curva tracejada foi aumentada
2,5 vezes para melhor visualizagéo.

Cabe ressaltar que uma das caracteristicas negativas da técnica de FAIMS é a queda na
intensidade dos ions causada pela perda de ions por dispersdo. Por esta razdo, pode-se optar por
trocar-se os funis padrdo do espectrémetro de massas por um funil de estagio duplo, a fim de
aumentar-se a transferéncia de ions, que é o caso do equipamento utilizado neste estudo. No
caso do DASAIL, o uso do FAIMS aliado ao funil de ions de estagio duplo diminuiu a
intensidade dos ions em quatro ordens de magnitude nas condi¢fes padrdo, que sdo as baixas
voltagens de funil. As voltagens foram, entdo, otimizadas ao ponto que se obtivesse um ganho
de uma a duas vezes na intensidade utilizando-se voltagens de funil de ions mais altas.

Para avaliar a natureza das espécies correspondentes a cada pico observado, 0s ions

foram isolados fixando-se as CVs de cada pico (Figura 46).
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Figura 46. Espectro FAIMS do DASAL apds 24h: a linha continua é referente ao espectro obtido com altas
voltagens de funil e a linha tracejada é referente ao espectro obtido com baixas voltagens de funil. Os pontos sdo
referentes ao rendimento de fotofragmentacéo obtido pela incidéncia de um laser a 450 nm (24 mW) a voltagens
de compensacao (CV) fixas. As caixas contém o valor da razdo das intensidades dos fragmentos m/z 194/238, ap6s
dissociagéo por CID (energia de NCE 15, janela de isolamento i6nico 3). A fotofragmentacdo do pico A, marcado
com asterisco, foi obtida reduzindo as voltagens dos funis.

As espécies isoladas foram submetidas a dissociacao via CID e PID (450 nm). Pode-se
observar na Figura 46 que a eficiéncia de fotofragmentacdo do pico C é aproximadamente a
metade da eficiéncia dos demais picos. Além disso, a razdo dos fragmentos m/z 194/238 foi
uma ordem de magnitude menor no pico C em relagdo aos demais picos. Esses resultados sao
indicios de que este pico é formado por isdmeros ciclicos do DASAL.

O DASAL1 protonado também foi analisado por DTIMS/MS (Figura 47). Tais analises
acusam a presenca de dois picos majoritarios com secdes de choque (CCSs) de 107 A2 (pico A)
e 119 A2 (pico B). Célculo conduzidos pelo software Mobcal (Tabela 17) atestam que o pico A
é formado pela juncdo das formas ciclicas do [DASA1+H]" e o pico B por suas formas lineares.

O resultado €é similar ao publicado por Bull et al.??® para outro tipo de DASA, onde duas

populacbes também foram identificadas.
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Figura 47. Espectro DTIMS do DASAT1 utilizado solugdes com tempo de a) 0 h e b) 24h. Os CCSs (Q2) dos dois
picos principais concordam com os calculados para o DASAL1 linear e ciclico [Valores tedrico em colchetes].

Como esperado, no tempo 0 h a amostra contém majoritariamente isdmeros lineares,
embora a banda de isémeros ciclicos ja possa ser observada. Esta observacdo vai ao encontro
do trabalho de Zulfikri et al.,*® que mostra que em poucos segundos a presenca de diferentes
isbmeros, lineares ou ciclicas, ja € observavel.

Apbs 24 h, pode-se observar um crescimento na intensidade do pico gerado pelos
isbmeros ciclicos, se tornando no pico mais intenso do espectro DTIMS/MS. Contudo, nota-se
a presenca de um terceiro pico, pico C, menos intenso e com CCS 136 A2, que néo corresponde
a nenhuma conformacdo calculada para o [DASA1+H]*. No entanto, as analises de MS do
DASAL protonado apresentam picos com alta intensidade com razdo m/z que correspondem a
agregados do DASAL, principalmente com sddio (m/z 318) Figura 48. Por exemplo, os picos B
e C, quando isolados, apresentam maior intensidade de [DASA1+Na]" que [DASA1+H]".
Ressalta-se que a abundancia de [M+Na]™ é diferente entre picos e que os isdmeros lineares do
DASAL aparentemente interagem mais fortemente com o sddio que os isémeros ciclicos. No
entanto, uma troca de Na* por H* ndo é provavel devido as baixas presses encontradas no

equipamento de DTIMS.
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Figura 48. Separacdo das populagdes de DASA via FAIMS (& esquerda) e DTIMS (a direita). A proporcéo
entre intensidades do [M+H]* e [M+Na]* varia em funcdo da espécie.

Ainda que o pico C possa ser gerado pela dissociacdo do ion [DASA1+Na]™, a hipétese
mais provavel é que este pico tenha sido formado pela dissociacdo de dimeros do DASA1
durante a separacdo no tubo de arraste. Um potencial dimero de DASA1, formado pela adicao
de duas moléculas via reacdo de Diels-Alder, teria um CCS de 180 A2. A dissociaco durante a
passagem pelo tubo de arraste poderia gerar um pico de menor CCS, como € o caso do pico C.

No trabalho de Bull et al.,?®® foi demonstrado que o DASA estudado apresentava
interconversdo em fase gasosa de todas os isdmeros isolados quando 0s mesmos eram ativados
por colisdo. Isso indicaria que as reacGes reversas e diretas poderiam ser ativadas por
aquecimento, em fase gasosa. O mesmo comportamento foi avaliado nesse trabalho, como
apresentando na Figura 49.

No caso do DASAL, experimentos similares (Figura 49) mostraram que a ativagéo por
colisdo do pico B gera o pico A. Com o aumento na energia de colisdo, o pico B, no tempo
19,5 ms decresce, enquanto o pico A, no tempo 17,5 ms, aumenta. Isto é esperado, uma vez que
0s isémeros ciclicos, componentes do pico A sdo espécies com menor energia relativa. A
energia de ativacao, portanto, eleva a energia dos ions lineares ao ponto que eles superem a
barreira energéticas e sejam levados a ciclizagdo. Todavia, a ativagdo do pico A ndo gera o pico
B, como observado no caso do DASA estudado por Bieske. E interessante notar que o pico C,
em 22 ms, quando ativado, gera o pico A e uma pequena quantidade de pico B, mesmo quando
baixas energias de ativacao sdo utilizadas. Logo, esta observacdo nos da indicios que este pico

é, de fato, referente a algum aduto ou agregado formado a partir do DASAL.
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Figura 49. Efeito da varia¢do da voltagem de ativacao dos picos A, B e C nos espectros de DTIMS.

3.5.7.CONCLUSAO

Foi proposto um mecanismo de fragmentacdo para 0 DASAL e observado que seus
isbmeros ciclicos e lineares podem ser diferenciados pela taxa de ramificacdo entre os
fragmentos de m/z 194 e m/z 238.

Apresentamos uma separagdo bem resolvida de isdmeros DASAL protonados na fase
gasosa. A separacdo foi realizada por FAIMS e o contetdo do pico foi estudado por colisdo e
fotodissociacao. Foi possivel distinguir uma forma ciclica entre 4 formas lineares devido a sua
menor absor¢do a 450 nm, a sua maior proporcao entre os fragmentos m/z 194/238 e a evolucao
da intensidade de pico ao longo do tempo.

O sitio de protonacdo do DASAL foi investigado por calculos computacionais e
espectroscopia UVPD e os resultados sugerem que 0 DASAL ndo possui sitio de protonagdo
preferencial na fase gasosa, sendo o espectro UV da fase gasosa a mistura de diferentes

protémeros.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A espectrometria de massas, uma técnica poderosa para identificacdo de substancias
devido sua alta abrangéncia e sensibilidade, possui como limitacdo a deteccdo de espécies
unicamente baseando-se em sua razdo massa-carga, 0 que nao permite com que esta técnica
fornega informagdes diretas acerca da estrutura conformacional e a configuracdo dos ions
analisados. A limitacédo é especialmente importante para a diferenciacdo de isbmeros, em que a
espectrometria de massas pode se valer de diferencas no padrdo de fragmentacdo, sendo que
tais diferencas sdo frequentemente inexistentes. O acoplamento de fontes de radiagdo com a
espectrometria de massas é uma estratégia elegante para a determinacéo estrutural de ions que
tem sido desenvolvida nos ultimos anos. Mais recentemente, as técnicas de mobilidade idnica
surgem como métodos rapidos de separacédo de ions, sendo muitas vezes ortogonais entre si e a
outros métodos de separacdo. Pode-se dizer que a espectroscopia de acdo e mobilidade ibnica
— e até mesmo o acoplamento destas duas — sdo o0 estado da arte na caracterizacao estrutural de
ions em fase gasosa.

Nesta tese, foram apresentadas aplicacfes das técnicas supracitadas a caracterizagdo
estrutural de biomoléculas ou compostos com potencial aplicagédo bioldgica, aqui denominados
compostos bioativos. Para tal, foi feita a validacdo do aparato instrumental utilizado em nosso
grupo no Brasil, visto que o equipamento era novo e nao haviam publica¢des demonstrando sua
eficacia. Foi demonstrado que o equipamento reproduzia os resultados encontrados na
literatura, a saber os espectros da biotina e do triptofano, de forma eficiente, possuindo, em
alguns casos, melhor sensibilidade em certas regides do espectro infravermelho.

Discutiu-se, também, acerca dos métodos de calculo de espectros vibracionais mais
comuns na literatura. Verificou-se que os pesquisadores ainda utilizam em larga escala o
método B3LYP, visto que se trata de um método ja estabelecido que é conhecido por fornecer
resultados razoaveis em de forma relativamente rapida. No entanto, observa-se uma reducéo
em sua utilizacdo, motivada pelo acesso a maior poder de processamento, 0 que possibilita o
uso de métodos mais sofisticados em tempos mais curtos, além do desenvolvimento de novos
métodos mais precisos e que corrijam efeitos negligenciados pelo B3LYP, como as interagdes
de longo alcance. Verificou-se que o uso de métodos de calculo de vibragGes anarmdnicas ainda
ndo e pratico por demandar uma grande quantidade de tempo. No caso das moléculas estudadas
nesta tese, definiu-se que M06-2X/6-31+G(d,p) seria 0 método que forneceria o melhor custo

beneficio entre tempo de célculo e qualidade do espectro.
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Além disso, a partir de dados experimentais do espectro do triptofano protonado em
meio gasoso, e dados da literatura sobre o espectro das fenilalquilaminas protonada, de 1 a 4
carbonos alquilicos, foi possivel averiguar a natureza de interacGes N*-H-x nessas moléculas
modelo. Essas interagdes foram sugeridas na literatura, no entanto eram sempre comparadas a
interagBes do tipo cation-n, envolvendo metais alcalinos e alcalinos terrosos como centro
contendo densidade de carga positiva. Foi feito uso de calculos de NBO, QTAIM e NCI. No
caso do triptofano, a interacdo estudada possui energia semelhante a ja conhecida ligacédo
N*-H~O=C. No caso das fenilaquilaminas, a energia desta ligacdo aumenta com o aumento do
namero de carbonos na cadeia lateral, o que pode ser explicado pela maior liberdade de tor¢cdo
da cadeia, permitindo um distanciamento do nitrogénio e uma aproximacdo do préton em
relacdo ao sistema 7. Uma interagao fraca H~H foi identificada no triptofano, no PPA e no PBA,
se tratando de uma interacéo de van der Waals fraca.

A estrutura conformacional da biocitina protonada em meio gasoso foi investigada,
sendo possivelmente formada por duas populagdes de conformeros. Interessantemente, tais
conférmeros ndo sdo os de menor energia calculada. Diferentemente da biotina, a biocitina é
protonada na amina do aminoacido terminal, e ndo no oxigénio carbonilico do grupamento
ureido.

A tiamina também foi analisada por IRMPD, porém, por possuir uma estrutura rigida,
formada por dois ciclos e uma cadeia alquilica pequena, ndo foi possivel diferenciar os
conférmeros desta espécie. A formacdo do aduto de tiamina com &gua foi atingida utilizando-
se uma fonte de nanospray. Através da analise de IRMPD pode-se inferir que ha presenca de
duas populacfes na fase gasosa, uma em que a agua se localiza proximamente ao grupo
hidroxila e uma préximo a regido que contém a carga positiva. Os resultados acerca da estrutura
da biotina, biocitina e tiamina podem ser o ponto de partida para estudos mais aprofundados
acerca das reacdes em que estas moléculas participam.

A reacdo de fotoisomerizacdo de uma molécula do tipo DASA foi monitorada por CID,
UVPD, IRMPD, DTIMS/MS e FAIMS/MS. A partir da anélise do padréo de fragmentacdo da
solucdo contendo maior proporcdo de formas lineares (solucdo colorida) ou ciclicas (solucéo
transparente) de DASA, foi possivel sugerir uma técnica de diferenciagédo das duas formas desta
molécula pela simples razéo entre seus fragmentos diagnostico.

Assim como publicado na literatura para outro tipo de DASA, foi possivel utilizar o

DTIMS/MS para separar as formas lineares das ciclicas do DASAL. Diferentemente de ouros
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DASAs avaliados, a reacdo direta de ciclizacdo foi atingida por aquecimento dos ions em fase
gasosa, enquanto a reacdo inversao ndo foi observada.

A técnica de FAIMS/MS se mostrou capaz de separar, com boa resolucao, pelo menos
cinco isébmeros do DASAL. Através da analise da razdo dos fragmentos diagndsticos e da
eficiéncia de fotofragmentacéo, foi possivel distinguir um isémero ciclico linear entre quatro
isdbmeros lineares.

As técnicas de IRMPD e UVPD foram empregadas para avaliar o sitio de protonacao
preferencial do DASALl. Ambas as técnicas sugerem que ndo ha sitio de protonagdo
preferencial, mas sim, uma mistura dos trés protbmeros possiveis, evidenciando a
complexidade deste sistema.

Os estudos ajudardo os demais pesquisadores do grupo nos projetos subsequentes e
podem auxiliar no entendimento de mecanismos de reagdes relevantes do ponto de vista
bioldgico, visto que as vitaminas e o triptofano participam de processos bioquimicos e 0s
DASAs tém a possibilidade de ser empregados em drug delivery. Através de diferentes
sistemas, foram respondidas questdes como sitios de protonacdo, efeitos de microssolvatacéo,
determinacdo conformacional, caracterizacdo de interacdes intramoleculares e mecanismos de

reacdo, demonstrando a eficiéncia, relevancia e abrangéncia das técnicas utilizadas.
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7. APENDICE

Tabela 18. Métodos, conjunto de bases e fatores de escalas utilizados para célculos de frequéncia nos 50
artigos mais citados durante os 10 Gltimos anos (2007-2017). (FT-DTCF é um acrénimo para Fourier
Transform of Dipole Time Correlation Function; PLEF é um acrénimo para Projection of Local Electric
Field)

Pesquisa:
IRMPD " ) . Fator de A
spectroscopy Metodo Conjunto de bases escala Referéncia
Refinar:
"Article"
1 B3LYP 6-31+G(d,p) 0.975 10.1021/ja711343q
2 6-311+G(d,p) .
B3LYP HW*/6-311+G(d.p) 0.9804 10.1021/jp710885a
3 B3LYP hay-wadt ECP 0.98 10.1021/jp074935e
4 B3LYP 6-31++G(d,p) 0.98 10.1021/ja807615v
5 6-311+G(d,p) .
B3LYP HW*/6-311+G(d.p) 0.9084 10.1021/jp711237g
6 B3LYP 6-31+G(d,p) 0.975 10.1002/cphc.200700700
7 B3LYP 6-31++G(d,p) 0.975 10.1021/jp071902q
8 B3LYP 6-31G(d) 0.914 10.1039/B618094A
9 B3LYP 6-311++G(d,p) 0.978 10.1021/ja8067929
10 1. 6-31+G(d) _
B3LYP 2. 6-311++G(2d,2p) - 10.1021/ja073868z
11 B3LYP 6-311+G(d,p) 0.995 10.1021/ja0734492
12 B3LYP 6-311+G(d,p) 0.98 10.1016/j.jasms.2008.10.012
13 10.1088/0004-
B3LYP 6-31G(d,p) 0.965 637X/706/1/L.66
14 B3LYP 6-31+G(d,p) 0.98 10.1021/ja0662321
15 MP2 0.986 - .
B3LYP 6-311++G(d,p) 0.943 10.1021/ja200849g
16 6- .
B3LYP 31+G(d,p)/CRENBL 0.975 10.1021/ja808177z
17 0.9167 -
B3LYP TZVP 0.9832 10.1039/B803492C
18 B3LYP 6-311+G(d,p) 0.985 10.1021/ja068715a
19 B3LYP 6-31+G(d,p) 0.98 10.1021/ja101556g
20 B3LYP 6-31+G(d,p) 0.975 10.1021/ja901870d
21 B3LYP 6-31G(d) 0.97 10.1021/jp800069n
22 B3LYP 6-31G(d) 0.96 10.1016/j.ijms.2007.10.004
23 B3LYP 6-311+G(d,p) 0.975 10.1021/jp9008064
24 PLEF - - 10.1021/ja108341t
25 B3LYP 6-31+G(d,p)/SDD 0.98 10.1021/jp905060n
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26 B3LYP 6-311++G(d,p) 0985  10.1002/cphc.200800543
27| FT-DTCF - - 10.1021/ct900057s
28 B3LYP 6-31+G(d,p) 0.96 10.1021/jp0736903
29 6-311++G(d,p) :
MPW1PW91 SDD (51, B3 0.965 10.1021/jp903064w
30 B3LYP 6-311++G(d,p) 0.9793 10.1021/ja077321w
31 6-31+G(d,p)/ . .
B3LYP 6-311++0(0p) 0.98 10.1021/ja109045;
32 6-31+G(d,p) .
B3LYP  CRENBL 0.975 10.1021/jp909366a
33 B3LYP 6-311+G(d,p) 0.99 10.1021/jp811468q
34 6- .
B3LYP 31++G(d,p)/CRENBL 0.975 10.1021/jp803121w
35 B3LYP 6-31+G(d,p) 0.955 10.1021/ja304929h
36 B3LYP 6-31+G(d,p) 0.958 10.1021/jp809993k
37 BaLyp 6-31+G(d) Py 10.1039/b700805h
38| uUpaLyp 6-311++G(d,p) 0695565' 10.1039/c003576a
39 B3LYP 6-31+G(d,p) /sdd 0.975 10.1021/jp8087176
40 B3LYP cc-pVDZ 0.98 10.1039/c0cp02133d
41 B3LYP aug-cc-pVTZ / RSC - 10.1016/j.jasms.2010.01.021
42| 1.B3LYP 1. 6-311+G(d,P) 1.0.98 .
2.B3LYP 2.6-31+G(d,p)/sdd  2.0.975 10.1021/ja200219q
43
B3LYP 6-311++G(2d,2p)/sdd  0.98  10.1016/j.ijms.2010.04.010

44 ]
1.B3LYP  1.6-311+G(d,p)/HW 1.0.9804 10.1039/b919039b

2. B3LYP 2. def2-TZVP 2.0.975
45 B3LYP 6-31+G(d,p) 0.955 10.1021/jp805514b
41 B3Lyp 6-31+G(d) 0(5995766_ 10.1039/b716666d
47 | 1.B3LYP 1. 6-31+G(d) 1.0.975

2.B3LYP 2. 6-311+G(d,p) 2.0.952 10.1039/c1cp20987f
48

L TR

2. LDA ' - 10.1039/b715337f

3 PWO1 or DNP +DSPP

' 3. TZVP + RSC

49| UB3LYP 6-311++G(d,p) 0.976 10.1002/anie. 200804101
50 | 1. RI-B3LYP-D 1. SVP 1.0.96

10.1016/j.jasms.2010.01.029

2. RI-MP2 2.SVP 2.0.943
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Tabela 19. Métodos, conjunto de bases e fatores de escalas utilizados para célculos de frequéncia nos 50
artigos recentes (2017).

Pesquisa:
"IRMPD
spectroscopy"’ Meétodo Conjunto de bases Ffstg;.ge Referéncia
Refinar:
"Article"
1 i i i 10.1038/s41598-017-
16831-2
2 <1350 cm-1
(no scale)
1350-2000
B3LYP 6-311+G(d,p) cm-1 (0.985) 10.1039/C7CP05521H
> 3300 cm-1
(0.958)
3 MO06-2x 6-311++G(dp) 0.983 10.1021/acs.1(§)clett.7b0214
4 ) i i 10.1007/s12127-017-0225-
8
S B3LYP cc-PVTZ 0.96 10.1002/jms.3975
6 TZVP + Sttutgard ECP 10.1021/acs.inorgchem.7b
B3LYP L) 0.985 01720
7 GGA-PBE def2-TZVP - 10.1002/chem.201704361
8 0.978
i (fingerprint) ~ 10.1007/s13361-017-1753-
B3LYP 6-311+G(d,p) 0.954 (X-H 5
stretch)
9 B3LYP 6-31G(d) 0.96 10.1007/3133??1-017-1771-
10 BS1 = Cobined Basis
Set
[6-311++(2df,2pd) + )
B3LYP 6-311++(3df) + 10.1039/c7cp05203k
LANL2TZ-f]
+ VPT2
11
B3LAY P aug-cc-pvVTZ - 10.1021/acs.jpca.7b07990
(anarménico)
12 - - - 10.1039/c7cp04068g
13 - - - 10.1021/acs.jpch.7b05796
14 B3LYP-D2 TZVP - 10.1039/c7cp04577h
151 CAM-BSLYP  6-311++(2df, 2pd) 0.947 10-1016/-jras 2017.05.00
16 0.970 (900 -
1700 cm-1) .
B3LYP-D3 6-311++G(d,p) 0.955 (3000- 10.1021/acs.jpca.7b06159
4000 cm-1)
17 B3LYP 6-311+G(d,p) 0.98 10.1021/acs.jpca.7b05825
18 B3LYP 6-31G(d,p) 0.958 10.1002/cphc.201700732
19 B3LYP 6-31+G(d,p) 0.98 10.1039/C7CP04617K
20 | B3LYP-D3-BJ cc-pVTZ 0.97 10.1039/c7cp03843g
21 10.1021/acs.analchem.7b0

1461
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22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32
33

34

35

36
37

38

39

40

B3LYP

1. B3LYP
2. B3LYP

B3LYP

B3LYP

B3LYP
B3LYP
B3LYP

B3LYP
B3LYP

B3LYP
B3LYP

1. B3LYP
2. wB97X-D
3. CAM-B3LYP
4. M06-2X
5.LC-BLYP

B3LYP
(anarménico)

wB97X-D
B3LYP

1. B3LYP
2. B3LYP

B3LYP

1. B3LYP
2. B3LYP

B3LYP

6-311G(d,p)
Metals - Los Alamos
(ECP) +LACV3p**

1. 6-31++G(d,p)
2.cc-pVTZ

6-311+G(d,p)

6-311+G(d,p)

cc-pVTZ

6-311++G(d,p)
6-31+G(d,p)
aug-cc-pvVTZ

6-311++G(d,p) +
LANL2DZ (Ru)

6-31+G(d,p)

6-311++G(d,p)
1. def2-SVP and
6-31G(d,p)
1,2,3,4,5.
6-31+G(d,p)
+
LANL2DZ (Ru)

6-311++G(d,p)

6-31G(d,p)
6-311++G(d,p)

1. 6-311+G(d,p)
2. def2-TZVP + EMSL
(ECP) (Cd)

aug-cc-pvTZ

1. 6-311+G(d,p)
2. 6-31+G(d)

6-311+G(d,p)

0.974
(fingerprint)
0.957 (X-H)

1.0.975
2.0.997
0.981
(fingerprint)
0.955 (X-H
stretch)
no scale
(<1350 cm-1)
0.98 (>1350
cm-1)
0.958 (X-H)

0.96
0.976
0.96

0.97

0.961

0.965 and
0.970

0.97

several

0.9789 and
0.9815

0.98

1.0.975
2.0.975

0.98 (<2000)
0.95 (C-H/N-
H/O-H)
0.948 (H-H)
1.0.98
2.0.97

0.98
(fingerprint)
0.954 (X-H

stretch)

10.1021/acs.inorgchem.7b
00570

10.1039/c7cp02638h

10.1039/c7cp02377d

10.1007/s13361-017-1653-
8

10.1016/j.ijms.2016.09.02
10.1016/].ijn?s.2016.09.01
10.1016/j.ijrr?s.2016.09.00
10.1016/j.ijnzs.2016.08.01

10.1016/j.ijms.2017.05.00
2

10.1007/s13361-017-1659-
2

10.1021/acs.jpca.7b01858

10.1002/chem.201700340

10.1039/c7cp01997a

10.1039/c7cp01085k
10.1002/cphc.201700281

10.1039/c7cp01786¢

10.1039/c6cp08553a

10.1016/j.jms.2017.02.014

10.1021/acs.jpch.7b02906
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41

42

43
44
45

46

47

48

49

50

B3LYP
CAM-B3LYP
B3LYP
B3LYP

1. B3LYP
2. B3LYP
(anarménico)

B3LYP

aug-cc-pVTZ + PP (Pt)

6-311++G(2df,2pd)
6-311+G(d,p)

6-31+G(d,p)

1 and 2. aug-cc-pVTZ

6-311++(2d,p)

0.957

0.947
0.985

0.958

0.96

10.1007/s13361-016-1551-
5

10.1039/c7ra01182b

10.1021/acs.jpca.6h11642

10.1021/acs.jpch.6b12638
10.1007/s13361-016-1575-
X
10.1007/s00894-017-3248-
5
10.3847/1538-
4357/836/1/28
10.1021/acs.jpclett.7b0012
7

10.1002/anie.201609437

10.1039/c6cp08349h
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Tabela 20. Comparacéo dos calculos realizados com e sem uso da correcéo de dispersdo empirica proposta por Grimme, aplicado ao triptofano. O uso desta correcao
piorou a descricao dos estiramentos N-H, indicado por um aumento na variacao. Os calculos feitos com M06-2X quase nado sao afetados.

B3LYP/6-31+G** B3LYP -D3/6-31+G**
Oscilador N oNH.o  ONH3 o oNH o, Oscilador oN-H-  NH-0 ONH3  oN-H cO-
n (assim.)  (indol) n (assim.)  (indol) H
Experimental 3059 3121 3335 3500 3553 Experimental 3059 3121 3335 3500 3553
Teorico 3208 3326 3503 3665 3724 Teorico 3211 3349 3505 3665 3726
Variacao 149 205 168 165 171 Variagao 152 228 170 165 173
B3LYP/6-311++G** B3LYP-D3/6-311++G**
Experimental 3059 3121 3335 3500 3553 Experimental 3059 3121 3335 3500 3553
Teorico 3203 3318 3492 3651 3725 Teorico 3205 3341 3493 3651 3727
Variagdo 144 196 157 151 172 Variacéo 146 220 158 151 174
B3LYP/6-311++G(3df,2pd) B3LYP-D3/6-311++G(3df,2pd)
Experimental 3059 3121 3335 3500 3553 Experimental 3059 3121 3335 3500 3553
Teorico 3209 3307 3493 3653 3726 Teorico 3209 3329 3495 3654 3728
Variacao 150 186 158 153 173 Variagao 150 208 160 154 175
B3LYP/augccpvdz B3LYP-D3/augccpvdz
Experimental 3059 3121 3335 3500 3553 Experimental 3059 3121 3335 3500 3553
Teorico 3188 3294 3491 3643 3707 Teorico 3189 3316 3493 3644 3709
Variacao 129 172 156 143 154 Variagao 130 195 158 144 156
M06-2X/6-31+G** M06-2X-D3/6-31+G**
Experimental 3059 3121 3335 3500 3553 Experimental 3059 3121 3335 3500 3553
Teorico 3280 3384 3518 3681 3779 Tebrico 3280 3384 3518 3681 3779

Variagao 221 262 183 181 226 Variacéo 221 262 183 181 226
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M06-2X/6-311++G**

M06-2X-D3/6-311++G**

Experimental 3059 3121 3335 3500 3553 Experimental 3059 3121 3335 3500 3553
Teorico 3272 3372 3509 3675 3789 Tedrico 3271 3372 3509 3675 3789
Variagéo 213 250 174 175 236 Variacao 213 250 174 175 236
MO06-2X/6-311++G(3df,2pd) M06-2X-D3/6-311++G(3df,2pd)
Experimental 3059 3121 3335 3500 3553 Experimental 3059 3121 3335 3500 3553
Tedrico 3266 3357 3496 3670 3792 Teobrico 3267 3357 3495 3670 3792
Variagéo 207 235 161 170 239 Variagao 208 236 160 170 239
M06-2X/augccpvdz M06-2X-D3/augccpvdz

Experimental 3059 3121 3335 3500 3553 Experimental 3059 3121 3335 3500 3553
Tedrico 3270 3366 3496 3660 3766 Teobrico 3270 3366 3495 3660 3766
Variagéo 211 244 161 160 213 Variagao 211 245 160 160 213
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Tabela 21. Comparacao dos calculos realizados com e sem uso da correcdo de dispersdo empirica proposta por Grimme, aplicado a biotina. O uso desta correcao
melhorou a descricédo da ligacdo de hidrogénio, no entanto piorou a descricédo dos estiramentos N-H, indicado por um aumento na variacdo. Os céalculos feitos com

MO06-2X quase ndo sao afetados.

B3LYP/6-31+G**

B3LYP -D3/6-31+G**

Oscilador 60-H--0 ((;I;ImH) (af:);r?,) 6 O-H Oscilador 60-H--0 (lemH) (azls\,l);g,) ¢ O-H
Experimental 3183 3406 3480 3567 Experimental 3183 3406 3480 3567
Tedrico 3356 3587 3654 3741 Teorico 3291 3606 3656 3741
Variagéo 173 181 174 174 Variagao 108 200 176 174
B3LYP/6-311++G** B3LYP-D3/6-311++G**
Experimental 3183 3406 3480 3567 Experimental 3183 3406 3480 3567
Tedrico 3387 3568 3640 3743 Tedrico 3340 3586 3642 3742
Variacao 204 162 160 176 Variagao 157 180 162 175
B3LYP/6-311++G(3df,2pd) B3LYP-D3/6-311++G(3df,2pd)
Experimental 3183 3406 3480 3567 Experimental 3183 3406 3480 3567
Tedrico 3352 3576 3641 3745 Teorico 3292 3595 3644 3745
Variacao 169 170 161 178 Variagao 109 189 164 178
B3LYP/augccpvdz B3LYP-D3/augccpvdz
Experimental 3183 3406 3480 3567 Experimental 3183 3406 3480 3567
Tedrico 3351 3560 3635 3728 Teorico 3287 3581 3637 3727
Variagdo 168 154 155 161 Variacao 104 175 157 160
MO06-2X/6-31+G** M06-2X-D3/6-31+G**
Experimental 3183 3406 3480 3567 Experimental 3183 3406 3480 3567
Tedrico 3415 3592 3664 3803 Tebrico 3415 3592 3664 3803
Variacéo 232 186 184 236 Variagao 232 186 184 236
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M06-2X/6-311++G**

M06-2X-D3/6-311++G**

Experimental 3183 3406 3480 3567 Experimental 3183 3406 3480 3567
Teorico 3442 3582 3659 3809 Teorico 3442 3582 3659 3808
Variagéo 259 176 179 242 Variagéo 259 176 179 241
M06-2X/6-311++G(3df,2pd) M06-2X-D3/6-311++G(3df,2pd)
Experimental 3183 3406 3480 3567 Experimental 3183 3406 3480 3567
Teorico 3372 3584 3658 3812 Teorico 3372 3584 3658 3812
Variagéo 189 178 178 245 Variagéo 189 178 178 245
MO06-2X/augccpvdz MO06-2X-D3/augccpvdz
Experimental 3183 3406 3480 3567 Experimental 3183 3406 3480 3567
Teorico 3403 3577 3648 3787 Teorico 3403 3577 3648 3787
Variacao 220 171 168 220 Variagao 220 171 168 220
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Tabela 22. Fatores de escala para biotina e triptofano obtidos pela minimizacao do RMSD/ajuste por uma banda.

lon Método/CB 6-31+G(d,p) 6-311++G(d,p) 6-311++G(3df, 2pd) aug-cc-pVDZ aug-cc-pVTZ

B3LYP 0.951/0.954 0.951/0.953 0.953/0.952 0.956/0.959 0.956/0.958
& CAM-B3LYP 0.944/0.943 0.945/0.943 0.946/0.943 0.948/0.947 0.949/0.948
E MO06-2X 0.942/0.938  0.941/0.937 0.945/0.936 0.942/0.941 0.949/0.942

MP2 0.938/0.945 0.942/0.943 0.956/0.959

B3LYP 0.951/0.954 0.953/0.954 0.953/0.953 0.957/0.958 0.955/0.959
E CAM-B3LYP 0.942/0.945  0.945/0.945 0.945/0.944 0.948/0.949 0.947/0.950
,‘3 MO06-2X 0.939/0.940 0.941/0.938 0.943/0.937 0.944/0.944 0.946/0.945
- MP2 0.935/0.947 0.943/0.945 0.958/0.966
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Figura 50. Orbitais naturais de ligacao calculados para 0 O2Hb (HF/6-31+G**). O espaco ativo é composto
majoritariamente por w e w*.
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Figura51. Comparacéo entre os espectros experimentais do DASAL em fase gasosa e em solucdo. O espectro
em fase gasosa esta em ciano. Os espectros em solu¢do sdo: espectro do DASAL ciclico (solucéo transparente)
em metanol (curva azul), espectro do DASAL linear (amostra colorida) em 4gua (curva vinho); espectro do
DASAL1 linear em metanol (curva verde).
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10

11

12

Tabela 23. Final one electron symbolic density matrix gerada pelo calculo de CASSCF do conformero O2Hb. A ocupacéo orbitalar, apresentada nos elementos da diagonal, ¢ indicio do
carater multireferencial deste ion.

1
1.9285E+00
2.4672E-08
2.3312E-07
1.0031E-07
3.4078E-07
-7.6614E-07
1.0382E-06
2.0749E-06
2.3179E-07
-1.1351E-07
-3.2509E-07

-8.0892E-06

2

1.9812E+00
3.0387E-08
-8.9463E-08
-7.1265E-08
-3.5385E-04
-2.9623E-07
-3.4536E-09
-2.9770E-07
2.2360E-07
1.1019E-07

1.2284E-07

1.9595E+00

1.0903E-06

-2.9845E-07

-4.5500E-08

3.5821E-06

-1.0764E-07

-1.8156E-06

2.2531E-07

1.2169E-07

-2.5305E-06

1.8933E+00

1.9821E+00

-3.6021E-06

-1.0867E-06 -1.3413E-06 -4.8051E-07

-4.2943E-07 -7.9915E-07

-7.1799E-07 -2.3213E-07 -2.9973E-08

-1.3121E-05 -3.2181E-07

12

1.8698E-02

1.1882E-01
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