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RESUMO
O objetivo do trabalho ¢ estudar a estabilidade da 5-metiluridina semihidratada (5SmU) a
altas temperaturas e da adenosina hidrocloridrica (AC) altas pressdes por espectroscopia
Raman, além de calcular os espectros teoricos e os indices de reatividade globais e
analisar a superficie de Hirshfeld. A 5SmU foi investigada na faixa de temperatura a partir
de 300 a 460 K por 7G4, DSC, difragcdo de raios X do p6 (DRXP) e espectroscopia
Raman. Adicionalmente, seus espectros vibracionais, as energias dos orbitais de fronteira
molecular e seus indices de reatividade globais foram calculados utilizando o método
DFT. Os espectros vibracionais calculados apresentaram uma boa similaridade com os
dados experimentais. Os indices de reatividade mostraram que a SmU parece ser uma
molécula estavel. Além disso, os resultados mostraram que esse material cristalino sofre
dois processos de desidratagdo consecutivos: em torno de 380 K e em 410420 K, com
uma alteragdo da estrutura de ortorrombica (P21212) para triclinica (P1) e, depois,
transitando para monoclinica (P2;). Para os cristais de AC, o espectro Raman foi
calculado em condigdes ambiente, além de ser realizado a andlise da superficie de
Hirshfeld; em seguida, estudado a estabilidade do cristal em altas pressdes por
espectroscopia Raman de 0,1 a 84 GPa. Os espectros calculados apresentam
consideraveis semelhancas com os dados experimentais. O comportamento da AC a altas
pressoes ¢ singular, pois os espectros Raman apresentaram alteragdes a partir de 0,4 GPa,
sofrendo alteracdes até 5,6 GPa. A partir da andlise das mudancas espectrais, foram
identificadas trés transi¢des de fase: a primeira na faixa de 0,4 a 0,7 GPa, a segunda entre
1,5 € 2,4 GPa e a terceira no intervalo de pressao de 3,5 a 5,2 GPa, sendo as duas primeiras
do tipo conformacionais e a terceira estrutural. A estrutura cristalina da AC parece ser
flexivel a cada elevacdo da pressdo, pois modos vibracionais atribuidos a todas as por¢des
da molécula sofrem alteracdes durante a elevacdo da pressdo. Essa flexibilidade pode
estar relacionada a diversidade de fungdes bioldgicas da adenosina e do ion cloro. Assim,
os nucleosideos sao biomoléculas importantes no corpo humano e entender o seu
comportamento a fatores externos como pressdo e temperatura ajudam a termos mais

informagdes desses materiais para correlacionar com suas fungdes bioldgicas.

Palavras-chave: 5-metiluridina semihidratada, adenosina hidrocloridrica, difracdo de

raios X, espectroscopia Raman, calculo via DFT, altas temperaturas, altas pressoes.



ABSTRACT
The objective of this work is to study the stability of 5-methyluridine hemihydrate (5SmU)
at high temperatures and of adenosine hydrochloride (AC) at high pressures by Raman
spectroscopy, in addition to calculating the theoretical spectra and global reactivity
indices and analyzing the Hirshfeld surface. SmU was investigated in the temperature
range from 300 to 460 K by 7GA, DSC, X-ray powder diffraction and Raman
spectroscopy. Additionally, vibrational spectra, frontier molecular orbital energies and
global reactivity indices were calculated using the DFT method. The calculated
vibrational spectra showed a good similarity with the experimental data. Reactivity
indices showed that SmU appears to be a stable molecule. Furthermore, the results showed
that this crystalline material undergoes two consecutive dehydration processes: around
380 K and at 410420 K, with a change in structure from orthorhombic (P2:212) to
triclinic (P1) and then transitioning for monoclinic (P21). For AC crystals, the Raman
spectrum was calculated under ambient conditions, in addition to the analysis of the
Hirshfeld surface; then studied the stability of the crystal at high pressures by Raman
spectroscopy from 0.1 to 8.4 GPa. Calculated spectra show considerable similarities with
the experimental data. The behavior of AC at high pressures is unique, as the Raman
spectra showed changes from 0.4 GPa, changing up to 5.6 GPa. From the analysis of the
spectral changes, three phase transitions were identified: the first in the range of 0.4 to
0.7 GPa, the second between 1.5 and 2.4 GPa and the third in the pressure range of 3, 5
to 5.2 GPa, the first two of the conformational type and the third structural. The crystalline
structure of AC appears to be flexible with each increase in pressure, as vibrational modes
assigned to all portions of the molecule undergo changes during the increase of the
pressure. This flexibility may be related to the diversity of biological functions of
adenosine and chlorine ion. Thus, nucleosides are important biomolecules in the human
body and understanding their behavior to external factors such as pressure and
temperature helps us to have more information about these materials to correlate with

their biological functions.

Keywords: 5-methyluridine hemihydrate, adenosine hydrochloride, X-ray diffraction,

Raman spectroscopy, calculation via DFT, high temperatures, high pressures.
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Introduc¢do geral

INTRODUCAO GERAL

A cristalografia ¢ a base de desenvolvimento de praticamente todos os novos materiais e
compreende os produtos de uso diario. Essa ciéncia, além de estudar a estrutura dos materiais,
também se utiliza dos conhecimentos ja estabelecidos para indicar modifica¢des estruturais e
lhe conferir novas propriedades ou fazé-la se comportar de forma diferente. O estudo das
estruturas cristalinas tem importante aplicacdo nas industrias agroalimentar, aerondautica,
automobilistica, estética, de informatica, eletroeletronica, mineracao e farmacéutica [1].

No estudo de materiais biologicos, hd o destaque das pesquisas realizadas por Dorothy
Hodgkin em seu trabalho sobre vitamina B12 e penicilina. O resultado sobre a estrutura do DNA
desenvolvido por Rosalind Franklin, James Watson, Francis Crick e Maurice Wilkins. A
determinagdo da estrutura do complexo molecular que compdem os ribossomos por
Ramakrishnan, Steitz ¢ Yonah [2].

Assim, a cristalografia e as ciéncias dos materiais estdo intrinsecamente ligadas ao
desenvolvimento cientifico, tendo a area que envolve biomoléculas como estudo dessa ciéncia.
Ha diversos trabalhos que caracterizam aminoacidos, aminoacidos complexados com acidos e
dopados com metais [3], além de estudos de acidos nucleicos, como os cristais de nucleotideos
e nucleosideos [4—10].

O nucleosideo ¢ uma molécula formada pelas bases nitrogenadas e uma pentose. Dentre
os nucleosideos, temos a adenosina e a desoxiadenosina, guanosina e a desoxiguanosina, a
citidina e a desoxicitidina, a timidina e a uridina [11]. Os nucleosideos uridina e adenosina com
modificagdes nas suas estruturas moleculares e cristalinas, como a adi¢do de um grupo metil
ou a adicao de um atomo de cloro, sd@o o objeto de estudo dessa tese.

A uridina ¢ o nucleosideo formado pela ligagdo entre a uracila e uma pentose (Figura 1a).
Também conhecida como ribotimidina. Os cristais de uridina pertencem ao grupo espacial P2,
sistema monoclinico, com Z = 4 [12]. A metilacdo da uridina gera a 5-metiluridina semi
hidratada (Figura 1b), com cristais pertencentes ao sistema ortorrombico e grupo espacial
P2:212 e Z =4 [13]. A 5-metiluridina ¢ utilizada como precursora da timidina, um composto
intermediario importante para a sintese da droga AZT (combate a AIDS) [14,15], além de ser
um composto intermediario para a sintese de oligonucleotideos anti-sentido que podem ser

utilizados como antivirais, anticancer, antibacteriano, anti-inflamatorio [16,17].

17



Introduc¢do geral

Figura 1. Estrutura quimica e dados cristalograficos dos nucleosideos: a) uridina; b) 5-metuluridina.
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Fonte: imagens produzidas pelo proprio autor (2020);
informagoes da uridina [12] e da SmU [13].

A ligagdo quimica entre a adenina e uma pentose resulta na formag¢do do nucleosideo
adenosina (Figura 2a). Este nucleosideo cristaliza no sistema monoclinico com grupo espacial
P21, em que a célula unitaria contém duas moléculas (Z=2) [18]. Em meio reacional com acido
cloridrico, sdo gerados cristais de adenosina hidrocloridrica (Figura 2b); a adi¢ao do acido
cloridrico na estrutura mantém o sistema cristalino, grupo espacial e quantidade de moléculas
por célula unitaria da adenosina [19].

A adenosina age como molécula de sinalizacdo extracelular, induzindo vasodilatacdo na
maioria dos leitos vasculares, regulando a atividade no sistema nervoso simpatico, tendo
propriedades antitromboticas e reduzindo a pressdo sanguinea e a freqliéncia cardiaca. Tais
propriedades sdo algumas das razdes pelas quais a adenosina e seus derivados tém efeitos
terapéuticos na maioria dos sistemas organicos [20,21].

Os estudos sobre a natureza quimica de nucleosideos, a capacidade de formar ligacdes de
hidrogénio e interagir com outras moléculas sdo cruciais para entender oS processos
bioquimicos e projetar novos medicamentos, além de fornecer informagdes relevantes sobre a

estrutura e propriedades do RNA e do DNA [22].
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Figura 2. Estrutura quimica e dados cristalograficos dos nucleosideos:
a) adenosina e b) adenosina hidrocloridrica.
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Fonte: imagens produzidas pelo proprio autor (2020);
informagdes da adenosina [23] e da adenosina hidrocloridrica [19].

Assim, os nucleosideos tém despertado o interesse dos pesquisadores referentes as suas
propriedades estruturais, térmicas e vibracionais. O estudo destas propriedades se torna bastante
relevante quando tais compostos sao submetidos a condi¢des de altas temperatura e/ou pressao,
onde a estabilidade dessas moléculas ¢ investigada, ¢ a0 mesmo tempo pode verificar a
formacao de possiveis polimorfos. Como essas moléculas possuem importancia bioldgica,
alteragdes moleculares podem também alterar as propriedades biologicas desses materiais.
Além disso, as conformagdes de moléculas biologicas obtidas por compressao, por exemplo,
podem dar ideia da versatilidade alcangada por elas no ambiente bioldgico.

Podemos destacar os estudos realizados na adenosina [7], desoxiadenosina [24], uridina
[8], timidina [25], citidina [5] e desoxicitidina [26]. Esses materiais nao sofreram alteragdes nas
suas estruturas a baixas temperaturas [6,7,10,24—26] e altas temperaturas [25]. No estudo a altas
pressdes usando a espectroscopia Raman, a adenosina [7], a citidina [5], a uridina [8] e a
timidina [25] sofreram transi¢des de fases. No entanto, ainda ndo foram relatadas pesquisas
avaliando a estabilidade em funcao da temperatura e da pressdao de nucleosideos metilados e
com cloro na estrutura cristalina.

A organizagdo deste trabalho de tese foi pensada numa maneira pratica e objetiva em
relacdo a pesquisa e a sua divulgagdo. Assim, temos a Introducao geral do trabalho, seguida do

capitulo 1 que discorre sobre o comportamento dos materiais cristalinos organicos quando
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submetidos a variagdes de pressdo e temperatura. Seguido do capitulo 2 que relata o
comportamento da 5-metiluridina a altas temperaturas e o capitulo 3 que apresenta o estudo da
adenosina hidrocloridrica a altas pressoes.

Para estudar as biomoléculas SmU e AC, utilizamos as técnicas de difracao de raios X do
p6 (DRXP), util para confirmar as informagdes sobre a estrutura cristalina do material, além de
acompanbhar o efeito da elevacdo da temperatura na rede cristalina. A analise termogravimétrica
(TGA) foi realizada para acompanhar as possiveis perdas de massa com a elevagdo da
temperatura e a calorimetria exploratorio diferencial (DSC, do inglés differential scanning
calorimetry) para verificar os eventos térmicos apresentados pelo material ao ser aquecido.

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, do inglés
Fourier-transform infrared) foi realizada para estudar os modos vibracionais das biomoléculas,
assim como a espectroscopia Raman. Para tanto, a espectroscopia Raman também foi realizada
com o intuito de acompanhar o comportamento dos materiais estudados a altas temperaturas e
altas pressdes. Além de caracterizagdes experimentais, foram realizados calculos ab initio
utilizando o método DFT para extrair € comparar informagdes, como os espectros vibracionais,
os orbitais de fronteira molecular e os indices de reatividade global.

A difragdo de raios X do p6 ¢ uma técnica analitica ndo destrutiva usada principalmente
para identificagdao de fase de um material cristalino e pode fornecer informagdes sobre as
dimensodes da célula unitaria. O material analisado ¢ moido, homogeneizado e analisado para
obter sua caracterizacgdo estrutural. A aplicacao dessa técnica ¢ ampla, como: caracterizagdo de
materiais cristalinos e amorfos, determinacao da estrutura de cristais e das dimensdes de célula
unitaria, determinacao quantitativa de mistura de fases, determinagdo do tamanho de cristalito
e microdeformacao, grau de cristalinidade e a identificacao de transi¢ao de fase e polimorfismo
[27-29].

No espalhamento Raman, a luz interage com a molécula e distorce (polariza) a nuvem de
elétrons ao redor dos nticleos para formar um estado de curta duragdao chamado “estado virtual™.
Este estado nao ¢ estavel e o foton € rapidamente reemitido com frequéncia diferente. Assim,
para resultar em efeito Raman, € necessario que haja uma mudanca na polarizabilidade (o) da
molécula, que ¢ a capacidade de distorcer a nuvem eletronica da molécula atingida pelos fotons
[30,31].

Na absorc¢ao ou emissao no infravermelho ha uma transi¢ao direta entre dois niveis de
energia vibracional, mais frequentemente entre o estado vibracional fundamental (v=0) e o
primeiro estado excitado (v=0). Essas transi¢des sdo processos simples de um foton — um féton

¢ absorvido ou emitido durante a transicdo. Nesse processo, o féton ao ser absorvido pela
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molécula precisa causar uma alteracdo no seu momento de dipolo durante a vibragdo molecular,
1 [32].

A analise termogravimétrica (7GA) é uma técnica experimental na qual a massa de uma
amostra ¢ medida em funcao da temperatura ou do tempo. A amostra ¢ normalmente aquecida
a uma taxa de aquecimento constante (chamada de medi¢dao dindmica) ou mantida a uma
temperatura constante (medi¢ao isotérmica). Além disso, a atmosfera utilizada no experimento
TGA desempenha um papel importante e pode ser reativa, oxidante ou inerte [33,34].

As mudancas de massa ocorrem quando a amostra perde material de varias maneiras
diferentes ou reage com a atmosfera circundante. Isso produz etapas na curva 7G4 ou picos na
curva DTG. Diferentes efeitos podem fazer com que uma amostra perca, ou até ganhe, massa
e, assim, produza etapas na curva TGA. Estes eventos térmicos podem estar relacionados a:
perda de agua de cristalizagdo, processos de dessolvatacdo e desidratacdo, oxidagdo da amostra
durante a andlise e decomposi¢dao térmica em atmosfera inerte com formagdo de produtos
gas0so0s (com compostos organicos, este processo ¢ conhecido como pirdlise ou carbonizagao).
[33-35].

A calorimetria exploratoria diferencial investiga varias transi¢des térmicas associadas a
um material quando ele € aquecido ou resfriado de maneira controlada. Essa técnica ¢ utilizada
para analisar a capacidade calorifica e calorimetria, mudancas de fase e reacdes quimicas. A
transi¢do térmica pode ser devido a uma transformagao fisica ou uma reagao quimica [34-37].

As transformacgdes fisicas que podem ser analisadas sdao: fusdo, mudancas de fase
cristalina (cristaliza¢do e conversdo de polimorfos), mudancas nos estados liquido e liquido
cristalino e em polimeros, diagramas de fase, capacidade de calor e transi¢cdes vitreas,
condutividade térmica, difusividade e emissividade. E rea¢des quimicas como desidratagdo,
dessolvatacdo, decomposicao, cura de polimeros, formacao de vidro e ataque oxidativo. Esses
eventos causam mudangas de entalpia e sdo detectadas como um evento de calor absorvido
(endotérmico) ou calor liberado (exotérmico) no DSC [34-37].

Por fim, utilizamos nos estudos tedricos uma poderosa ferramenta: o DFT. A teoria do
funcional da densidade (DFT, do inglés density functional theory) tem como objetivo prever
propriedades moleculares quantitativamente ou qualitativamente e explicar a natureza da
ligagdo e interagdo quimica. Essa teoria emerge como uma alternativa aos tradicionais métodos
ab initio (do grego “desde o principio™) e semiempiricos no estudo de propriedades de sistemas
moleculares. A grande vantagem desse método consiste no ganho de espago computacional e
espaco de memoria [38]. O marco inicial dessa teoria ¢ considerado, por muitos autores, as

publicacdes dos teoremas de Hohenberg e Kohn em 1964 (Inhomogeneous Electron Gas) [39]
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e pelas equacdes de Kohn-Sham em 1965 (Self-Consistent Equations Including Exchange and
Correlation Effects) [40].

O DFT ¢ uma das muitas maneiras de lidar com o problema quantico de muitos corpos.
E um quadro tedrico rigoroso para o qual existem aproximagdes eficientes e o tornam adequado
para calculos em grande escala. A aplicabilidade do funcional de densidade vai da biologia a
quimica molecular, da fisica nuclear aos materiais estelares e a astrofisica. O DFT é uma
maneira de resolver um problema de muitos corpos (many body problem), e quando se tem um
sistema de muitas particulas e interagdo entre elas, ha uma complexidade implicita no
entendimento desse sistema [38,41-48].

O capitulo 2 discorre sobre o efeito de altas temperaturas no processo de desidratagdo da
SmU semihidratada, processo de aquecimento esse estudado por 7GA/DSC, difragao
de raios X do p6 e espectroscopia Raman. Além disso, foi realizado um estudo tedrico
comparando os resultados calculados aos experimentais, como: da otimizacdo da geometria,
modos vibracionais no Infravermelho e Raman; além do calculo das energias dos orbitais de
fronteira molecular e os indices de reatividade.

No capitulo 3, foi apresentado o efeito de altas pressdes em cristais de adenosina
hidrocloridrica. Ademais, foi realizado o estudo tedérico da otimizacdo da estrutura e os
espectros vibracionais Raman, comparando os espectros calculados e experimentais para serem
utilizados no estudo do comportamento do material, além de analisar graficos da superficie de
Hirshfeld.

O trabalho de tese ¢ finalizado com uma conclusao geral e perspectivas do trabalho, as
referéncias de todo o trabalho, os apéndices apresentando os resultados extra da adenosina
hidrocloridrica e um referencial tedrico sobre os métodos e técnicas empregadas no
desenvolvimento do trabalho, além de trés anexos destacando as publicacdes realizadas até o
momento da defesa da tese.

Assim, como relatado anteriormente, este trabalho visa investigar a estabilidade de
cristais de S5-metiluridina semi hidratada a altas temperaturas e a adenosina hidrocloridrica
submetida a altas pressdes, além de realizar estudos tedricos para atribuicdes de modos

vibracionais, propriedades energéticas e analise da superficie de Hirshfeld.
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Capitulo 1 — O efeito da variacdo de temperatura e pressdo em cristais de nucleosideos

CAPITULO 1 - O EFEITO DA VARIACAO DE TEMPERATURA E PRESSAO
EM CRISTAIS DE NUCLEOSIDEOS

As estruturas cristalinas podem mudar em fung¢ao de parametros termodinamicos
como temperatura e pressao, ou devido uma substituicdo quimica. A variacdo de um
pardmetro termodinamico pode ser utilizada para promover tensdes na rede cristalina,
fazendo com que a estrutura se reorganize para que alcance novamente uma estabilidade
[49]. Nesta secdo, explanaremos sobre o efeito da pressdo e temperatura no
comportamento de cristais organicos, para d4 embasamento para discutir as possiveis
alteracdes que possam acontecer ao estudar cristais de nucleosideos.

As mudangas na estrutura cristalina podem acontecer devido a saida de partes do
composto molecular estudado, como em um processo de desidratagao [50,51],
denominado como um processo de transformacdo de fase, pois houve uma mudanga na
composi¢ao do material analisado; ou por alteragdes nas posicdes espaciais que 0s atomos
ocupam para alcangarem uma melhor organizagdo espacial, denominada transi¢do de fase
[29,52].

A importancia de entender a estabilidade de moléculas organicas sob a variacao de
temperatura e pressdo estd relacionado a aplicacdes biolodgicas [53]; geologicas,

farmacologica [54], e para entender as propriedades fisico-quimica dos materiais [55].

1.1 O EFEITO DE ALTAS TEMPERATURAS EM CRISTAIS DE ORGANICOS

A matéria tende a aumentar seu volume ou se expandir ao ser aquecida a pressao
constante. Os solidos tendem a sofrer deformagdes ao serem aquecidos, sendo possivel
expandir em algumas dire¢des e contrair em outras, sendo o fendmeno de expansdo
térmica a denominagdo que engloba todas as mudangas de dimensdes sob o efeito da
temperatura [56].

Para cristais ortorrombicos, espera-se que os trés eixos cristalinos tenham
coeficientes de expansdo linear independentes. Para os cristais monoclinicos, além da
variagdo ao longo dos eixos cristalinos, ha a variagdo também no angulo f. Nos cristais
triclinicos, ha alteragdes tanto nos trés angulos entre os eixos — a, f € 7, cOMO NoOs
proprios eixos cristalinos [56].

Geralmente, o efeito de altas temperaturas nos espectros Raman podem ser notadas

através de alteragdes como: (i) perda de intensidade, (ii) alargamento das bandas, (iii)
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deslocamento das bandas para menores numeros de onda, denominado red shift, devido
ao enfraquecimento e o aumento das distidncias entre as ligacdes e interacdes quimicas
[51,57,58].

Levando em consideragio a (1, que calcula o niimero de onda em cm™ de uma
vibragao que acontece entre dois atomos de massa m1 e mo, € sua respectiva constante de
forca k da ligacdo (modelo do movimento harmdnico simples), podemos entender que a
constante de forca k ¢ diretamente proporcional ao nimero de onda da vibragao, assim,
com o enfraquecimento da liga¢do e consequente diminui¢do no valor de &, o nimero de

onda tende a diminuir [59,60].

1 k
VT 200me |y 1
my +m,

A facilidade de se chegar a um bom sinal de espalhamento Raman em alta
temperatura ¢ um requisito essencial para muitas areas de estudo. A deteccdo de
modificagdes e reagdes estruturais no estado sélido, dinamicas moleculares, equilibrios
conformacionais e identificagdo de espécies e caracteristicas estruturais em materiais
fundidos estdo entre os muitos exemplos de estudos Raman em altas temperaturas [61].

Outra técnica importante para estudar as possiveis alteracdes de cristais a alta
temperatura ¢ a difragdo de raios X. No estudo de difratogramas, as caracteristicas
apresentadas ao aquecer os materiais cristalinos organicos ou semiorganicos sao: os picos
dos difratogramas tendem a se deslocar para menores angulos, pois tende a aumentar a
distancia interplanar, que € inversamente proporcional ao seno do angulo de difracao, de
acordo com a Lei de Bragg ((2) [29], geralmente, aumentando os pardmetros de rede da
célula unitaria; e, na maioria dos casos, a perda de intensidade dos picos de difracao

[50,62—64].

A

sen Hhkl = —-—
2dpp

2

Usando essa técnica, € possivel analisar fases cristalinas, expansdo térmica

(parametros de rede), estresse residual causado pelo aquecimento do material, grau de

25



Capitulo 1 — O efeito da variacdo de temperatura e pressdo em cristais de nucleosideos

cristalinidade do material, alteragdo no tamanho de cristalito, andlise de textura e
acompanhamento de reagdes quimicas [65,66].

As andlises de cristais organicos e inorganicos em altas temperaturas sao Uteis para
avaliar a estabilidade dos materiais cristalinos, assim como para analisar as modificagdes
estruturais e vibracionais, sendo possivel, em muitos casos, relatar as porgdes, ligagdes e
interagdes moleculares que mais sdo afetadas pela elevagdo da temperatura. Além disso,
¢ possivel estudar processos de desidratagdo, decomposicao, transformagdes de fase e

transicoes de fase.

1.1.1 O comportamento dos cristais de nucleosideos a altas temperaturas

Um estudo da estabilidade térmica da adenosina, da guanosina e compostos
analogos foi realizado desde a temperatura ambiente até 800 °C, utilizando as técnicas de
TGA, DSC e acompanhando o processo de degradagdo com /R e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC). Os autores identificaram que a principal rota de decomposi¢do
envolve a ruptura da ligacao glicosidica, e o residuo do primeiro estagio de decomposi¢ao
tem, principalmente, a purina se decompondo em pequenas moléculas, como o grupo
amino [67].

A adenosina apresentou um pico endotérmico em 235 °C, relacionado a fusao do
material; a curva DTG indica um evento de perda de massa em torno de 284 °C,
relacionado a decomposi¢do do material apds passar pelo processo de fusdo. Esse
processo de decomposicao ocorre apos o inicio da decomposicao da adenina (base purina
que compde a adenosina), que ocorre em 255 °C. Isso indica que o anel purina da
adenosina comega a se decompor durante o evento de perda de massa da adenosina em
torno de 284 °C. A andlise de IR feito com residuos de adenosina a 260 °C (3 % de perda
de peso) ¢ nitidamente diferente do espectro da adenina; enquanto a analise de /R do
residuo de adenosina a 275 °C mostram que a estrutura molecular foi destruida. Os
ensaios de HPLC dos residuos de adenosina a 285 °C (25 % de perda de peso) mostram
a presenca de adenina [67].

A guanosina hidratada sofre um evento endotérmico relacionado a saida da
molécula de agua, por volta de 81 °C (75 °C no DTG) , seguido por dois eventos
endotérmicos, com picos DTG em 251 e 461 °C. O pico endotérmico em torno de 251 °C
indica a fusdo do material, que ocorre com simultdnea perda de 18,5% em massa.

A guanina, base purina que forma a guanosina, possui seu pico endotérmico em 516 °C
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(pico DTG em 512 °C), sugerindo que os processos de perda de massa em 251 e 461 °C
da guanosina s3o processos de decomposi¢do sincrona, ou seja, outras porcdes da
molécula de guanosina sofrem decomposicdo. A andlise de /R de residuos de guanosina
obtidos a 275 °C, possui similaridade com o IR da guanina a temperatura ambiente,
apontando também que ha outros residuos além de guanina na decomposicao da
guanosina. A andlise de HPLC dos residuos a 275 °C de guanosina apresenta uma
presenca majoritaria de guanina. [67].

O processo de ganho e perda de agua no cristal de guanosina dihidratada foi
estudado por DRX, ressonancia magnética nuclear, termogravimetria (7GA) e
calorimetria exploratdria diferencial (DSC) [68—70]. A guanosina dihidratada cristaliza
em dgua como solvente no sistema monoclinico, grupo espacial P21, com duas moléculas
de guanosina e 4 moléculas de agua por célula unitatia [71]. No estudo de Sagawara et al.
(1994), foi observado que ao ser colocada em um ambiente com zero por cento de
umidade relativa (0% UR), o composto assumia a forma anidra. Se a umidade relativa do
meio contendo a guanosina anidra fosse elevada no intervalo de 10 — 20 % de umidade
relativa, a guanosina assumia a forma M, que contem 1,2 — 1,3 mols de agua por mol de
guanosina [68].

O estudo estrutural e térmico da guanosina dihidratada a altas temperaturas mostrou
que o composto perde as moléculas de d4gua em duas etapas durante o aquecimento: o
primeiro evento de perda de agua foi identificado no DSC em torno de 29 °C e na DRX
por volta de 45 °C. Houve essa diferenga de temperatura mesmo a taxa de aquecimento
da analise térmica sendo de 2 K/mim. O segundo evento térmico apresentado pelo DSC
foi em 54 °C, bem préximo do valor identificado para o mesmo evento na DRXP, que foi
de 55°C [70].

A timidina cristaliza-se no sistema ortorrdmbico, grupo espacial P212:21, e foi
estudada a altas temperaturas por espectroscopia Raman (300 até 380 K) e difracdo de
raios X (DRX) (313 até¢ 433 K). Em ambas as técnicas estudadas, ndo foi visualizada
evidéncias de uma possivel transicdo de fase. Na andlise de DRX a altas temperaturas da
timidina, os difratogramas mantém o mesmo padrdo do inicio ao fim da analise [25].

Em relagdo aos espectros Raman da timidina, com a elevagdo da temperatura, a
maioria das bandas dos espectros apresentaram perda de intensidade, aumento da largura
a meia altura e red shift, com excecao das bandas no intervalo espectral de 3000 a 3200

cm’!, onde as bandas sofrem blue shift. Acima de 380 K, a amostra comeca a degradar e
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impossibilita a continuagao da analise. Nesse trabalho, o pesquisador utilizou um laser de

argdnio (A = 514,5 nm) e poténcia de saida na faixa de 50 a 70 mW [25]

1.2 O EFEITO DE ALTAS PRESSOES E DE BAIXAS TEMPERATURAS EM
MATERIAIS ORGANICOS

O estudo de moléculas organicas pequenas (como aminodcidos e acidos nucleicos)
a altas pressoes tém sido realizado aplicando pressdao em solidos imersos em um liquido
hidrostatico para analisar possiveis alteragdes na conformacao intramolecular, rotagao de
moléculas, distor¢des nas interacdes intramoleculares, transi¢des de fase, transformagdes
quimicas e cristalizacao de liquidos [72].

Através da aplicacdo de altas pressdes a liquidos e solidos pode-se produzir
mudangas estruturais, mudangas na reacao e equilibrios conformacionais e modificagdes
no comportamento dinamico molecular [61].

O efeito da pressdo em materiais apresenta uma ampliacdo dos estudos das
propriedades de compostos, devido ser possivel explorar propriedades termodinamicas
na analise de estruturas cristalinas, como na construc¢ao de diagrama de fases, a ocorréncia
de polimorfismos, de transicdes de fases, relagdes de estrutura-propriedade e um
entendimento da matéria em escala atobmica/molecular, assim como o desencadeamento
de reacdes quimicas [73].

Os estudos a altas pressdes e baixas temperaturas sdo importantes para entender a
natureza das interacdes intra- e intermoleculares em sélidos, auxiliando no estudo de
polimorfos de cristais organicos moleculares, bem como no entendimento dos fendmenos
de transicdo de fase e eletronica molecular.

Em relagdo ao estudo de cristais a baixas temperaturas, existem vdarias razdes para
a reducdo da temperatura em investigacdes estruturais, principalmente como
procedimento rotineiro para reduzir as vibragdes térmicas atdmicas e obter dados
estruturais mais precisos, ou para investigar transi¢des de fase e fases de baixa
temperatura, ou para cristalizar e analisar substancias que sdo liquidas, gasosas ou
instaveis em condigdes normais [73].

A elevagao da pressdo, bem como a diminui¢do da temperatura tendem a causar o
encurtamento das ligacdes covalentes. Com o comprimento de ligacdo diminuindo,
aumenta a constante de forga efetiva das ligacdes, uma vez que a sobreposicao eletronica

dentro da ligacdo ¢ aumentada. A ligacao mais forte fornece uma forga restauradora maior
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para os atomos que participam da vibragdo, aumentando o niumero de onda do modo
((1) [74]. Além disso, a polarizabilidade diminui com a compressao e, consequentemente,
a intensidade das bandas Raman tendem a diminuir [75].

Em relagdo aos modos vibracionais associados as ligagdes de hidrogénio, os modos
internos a altas frequéncias, podem apresentar um efeito incomum em funcao da pressao
desde que a ligagdo de hidrogénio seja considerada forte: 2 medida que os atomos se
aproximam, a carga ¢ transferida da ligagdo molecular para a ligagdo de hidrogénio. Isso
enfraquece a ligacdo molecular e, como resultado, os numeros de onda dos modos de
estiramento que envolvem o hidrogénio diminuem. Descontinuidades ou mudangas na
inclinagdo também podem ser observadas em gréaficos de nimeros de onda do modo
vibracional em fung¢do da pressao [5].

Evidéncias das contribui¢des das ligagdes de hidrogénio podem ser observadas em
experimentos de espectroscopia vibracional dependente da temperatura. A frequéncia de
estiramento intramolecular dos &tomos de hidrogénio envolvidos na liga¢ao de hidrogénio
diminui @ medida que a temperatura diminui. Por causa dos efeitos anarmonicos, a rede
se contrai a medida que a temperatura diminui. As menores separagdes dos trés a&tomos
envolvidos na ligacao de hidrogénio significam que a propria ligagao de hidrogénio ¢
reforcada pela transferéncia de parte da funcdo de onda eletronica da ligagdo
intramolecular para a ligacdo de hidrogénio. Este enfraquecimento da ligagao
intramolecular diminui o nimero de onda do modo de estiramento do hidrogénio. Em
contraste, os modos externos, especialmente aqueles que envolvem diretamente as
ligagdes de hidrogénio, devem apresentar aumentos no nimero de onda a medida que a
temperatura diminui [26].

A aplicagdo de pressdo a um cristal molecular causa compressao significativa das
ligacdes intermoleculares fracas e compressao muito menor das ligagdes intramoleculares
fortes. A alta pressdo também pode induzir transi¢des de fase estruturais. Tais transigdes
de fase podem ser observadas diretamente por experimentos de difracao de raios X. Essas
transicdes também podem ser investigadas por espectroscopias Raman e no
infravermelho (/R), uma vez que as mudangas subjacentes na simetria podem alterar os
modos normais dos sistemas [74].

Nos estudos a altas pressoes por DRX dos aminoacidos a-glicina e y-glicina [76],
L-cisteina [77], L-serina [78] e DL-serina [79], a analise mostrou que o cristal se deforma
anisotropicamente, ou seja, em certas dire¢des a estrutura ¢ menos rigida. Por exemplo,

no estudo de cristais de aminoacidos que cristalizam como zwitterions, a direcdo que
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compreende as interagdes de moléculas zwitteridnicas em sequéncia sdo mais rigidas que
a dire¢dao das interacdes intermoleculares entre camadas. Além disso, as andlises dos
dados com a diminui¢do da temperatura ou elevagao da pressao apresentam a reducdo dos
parametros de rede, que pode ser explicada pela (2 [52,72,80,81].

A medida que a temperatura diminui (ou a medida que se aplica pressio), espera-
se que o comprimento das ligagdes intermoleculares fracas diminua mais do que o das
ligacdes intramoleculares fortes. Espera-se que essa maior diminui¢cdo no comprimento
das ligagdes intermoleculares aumente suas constantes de forga efetivas mais do que as
ligagdes intramoleculares. Uma vez que o nimero de onda vibracional ¢ proporcional a
raiz quadrada da constante de forca efetiva da ligagdo associada, a mudanga relativa na
constante de forga efetiva pode ser estimada a partir da mudanga relativa do niimero de
onda vibracional [6].

Os estudos indicam que o aumento da pressao e a redugdo da temperatura em uma
estrutura cristalina organica, geralmente, diminui os pardmetros de rede da célula unitaria,
fazendo com que os 4tomos alterem sua posi¢do espacial, para alcangar uma estrutura de
menor energia (estrutura mais estavel) e, assim, podem sofrer transi¢des de fases,
formando polimorfos (compostos com a mesma composi¢ao e diferente arranjo espacial).
A magnitude do efeito da pressdo ¢ maior comparado ao efeito da variagdo abaixo da
temperatura ambiente.

Para ilustrar essas tendéncias, vamos examinar trés modos da molécula de
adenosina (os numeros de onda listados aqui sdo para temperatura e pressdo ambiente):
um modo de rede de baixo nimero de onda em cerca de 39 cm™', um modo interno em
cerca de 765 cm’! e um modo de que envolve uma ligagdo de hidrogénio de niimero de
onda em cerca de 3325 cm™. Os nimeros de onda desses modos mudam em cerca de
+3%, +0,6% e -0,5%, respectivamente, entre 300 K a 1 atm e 20 K sob vacuo [6]. Em
contraste, os numeros de onda desses modos mudam em cerca de +60%, +3,9% e -4,3%,
respectivamente, de 0 at¢ 10 GPa a temperatura ambiente [7].

Os numeros de onda da maioria dos modos vibracionais aumentam a medida que a
temperatura diminui. Este efeito é devido a anarmonicidade na rede que, fazem com que
as distancias intermoleculares diminuam a medida que o cristal ¢ resfriado. De maior
interesse € a observagao de que os nimeros de onda de muitos dos modos de rede (abaixo
de cerca de 200 cm™) aumentam entre 5 e 10% entre a temperatura ambiente e 10 K. Isso
corresponde a um endurecimento das ligagdes intermoleculares associadas, incluindo

ligacdes de hidrogénio, em ~ 10 - 20%, se forem assumidas intera¢des harmonicas [10].
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1.2.1 O efeito de baixas temperaturas em cristais de nucleosideos

A estabilidade da adenosina, que cristaliza no sistema monoclinico e grupo espacial
P2, foi estudada variando a temperatura de 300 a 20 K por espectroscopia Raman,
mantendo sua estrutura inicial e ndo apresentando nenhuma transicdo de fase nesse
intervalo de temperatura estudado. As alteragcdes observadas ao reduzir a temperatura de
300 K até 20 K foram: (a) o estreitamento das bandas; esse estreitamento permitiu
observar modos a 20 K que ndo foram observados a 300 K; (b) aumento no nimero de
onda (blue shift), devido ao encurtamento das ligagdes; entretanto, as bandas acima de
2800 cm™! sofrem uma pequena diminui¢do no niimero de onda, resultado da transferéncia
de carga entre as ligagdes quimicas e as interacoes de hidrogénio, causando um
enfraquecimento da ligagdo X — H e um fortalecimento da interacdo X — H --- Y [6].

Este ¢ o primeiro estudo completo da regido de baixo nimero de onda do espectro
vibracional da adenosina. Como dito anteriormente, esta regido sonda as ligagdes
intermoleculares fracas do sistema. Essas interacdes sao particularmente importantes para
a estabilidade e estrutura do proprio RNA. Tais informagdes sdo essenciais para qualquer
estudo tedrico da conformagao do RNA [6].

Os cristais de deoxiadenosina monohidratada pertencem ao grupo monoclinico
(P21) e foram estudados no intervalo de temperatura de 300 a 10 K por espectroscopia
Raman e no /R. Na faixa de temperatura estudada, ndo houve evidéncias experimentais
de transicao de fase. No estudo, ndo houve alteragdes significativas na intensidade das
bandas, além de ser evidente o estreitamento das bandas com a reducdo da temperatura
[24].

Os cristais de citidina, pertencente ao sistema ortorrdmbico e grupo espacial
P212121, foi estudada na faixa de temperatura de 298 a 10 K por espectroscopia Raman e
no /R, e ndo apresentou nenhuma evidéncia que comprovasse uma transi¢ao de fase.
Como esperado, houve uma melhor defini¢do das bandas a 10 K, como uma deformagao
angular da ribose observado em 1247 cm™ a 298 K, aparece como duas bandas em 10 K.
Foi relatado também que, ao diminuir a temperatura, hd um aumento no nimero de onda
das bandas, provavelmente devido ao encurtamento das ligacdes intermoleculares, com o
aumento em torno de 10 — 20 % da maioria dos modos de rede [10].

Um estudo foi realizado a fim de se obter os modos vibracionais por espectroscopia

Raman e espectroscopia no infravermelho da desoxicititina. Foi analisado o
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comportamento dos modos vibracionais na faixa de temperatura de 300 até 10 K [26], da
uridina de 298 até 60 K [8]. Nenhuma evidéncia de transi¢do de fase ou conformagdo
molecular foi encontrada nesses nucleosideos, sendo que o comportamento das bandas
com a diminui¢ao da temperatura foi similar as evidéncias apresentadas pela citidina
estudada a baixas temperaturas.

A timidina cristaliza no sistema ortorrombico, grupo espacial P212:2;, e foi
estudada baixas temperaturas por espectroscopia Raman e difracdo de raios X, nos
intervalos de temperatura de 300 a 20 K e 303 a 83 K, respectivamente. Nao houve indicio
de transi¢ao de fase desse material [25].

Como mencionado na secdo 1.2, o efeito de baixas temperaturas em cristais
organicos provocam pequenas alteragdes na estrutura cristalina. Geralmente, causando
uma aproximacgao entre os atomos ¢ moléculas, encurtando as distancias intramolecular e
intermolecular, e uma maior definicdo das bandas nos espectros vibracionais a

temperaturas baixas.

1.2.2 O efeito de altas pressdes em cristais de nucleosideos

O comportamento da adenosina foi estudado no intervalo de pressdo entre 0 e
10 GPa por espectroscopia Raman e no infravermelho. Algumas modificagdes nos modos
vibracionais apontam para uma transi¢do de fase em torno de 2,5 GPa. Essas altera¢des
foram observadas nas descontinuidades na inclinagao das bandas em 54, 57, 69, 102 ¢
107 cm™ em funcgdo da pressdo, além da sobreposi¢io das bandas 173 ¢ 189 cm™ no
intervalo de pressao supracitado. Também foi observada descontinuidades nas bandas em
722, 1180 e 1373 cm™! (associada a ligacdo glicosidica, C—N) no intervalo de pressio
supracitado; a banda em 1303 cm’!, atribuida a vibragdo da adenina, soma-se a banda
identificada em 1272 cm™ na pressdo de 2,5 GPa; as bandas em 1012 e 1040 cm,
associadas a vibragdes do anel ribose, tornam-se uma tinica banda no intervalo de pressao
de 2,5 GPa [7].

Quimbayo et al. [82] estudaram o comportamento da desoxiadenosina
monohidratada submetida a altas pressdes por espectroscopia Raman (até 5,6 GPa). Este
cristal sofreu uma transicao de fase entre 0,6 ¢ 0,8 GPa, percepcao essa baseada na
descontinuidade das frequéncias de modos associados a ligagdes de hidrogénio entre a
desoxirribose e a molécula de agua, alteracdes indicadas pelas mudangas na deformacao

angular COH do grupo ribose, mudangas de intensidades das bandas, surgimento e
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desaparecimento de bandas nos modos de rede e a separacdo de bandas nos modos
internos (splitting).

Além disso, na faixa de pressdo de 2,3-2,8 GPa e em torno de 4,5 GPa, ha o
surgimento e desaparecimento de bandas nos modos externo e interno, que os autores
indicam como pequenas modificacdes continuas na conformacao molecular com a
elevagdo da pressdo. As bandas relacionadas aos modos externos sdo fracas, isso pode
justificar os pesquisadores ndo afirmarem transi¢cdes de fases nessas duas faixas de
pressao [82].

O cristal de desoxiadenosina monohidratada foi estudado também por
infravermelho médio (500 a 1800 cm™) de 0 até 10 GPa. Na faixa espectral estudada, é
possivel ter acesso a alteragdes relacionadas as ligagdes intramoleculares, ou seja, as
vibragdes da molécula de desoxiadenosina. Com as observagoes realizadas nessa faixa
espectral, foram relatadas evidéncias de duas transi¢des de fases: em 2,0 e em 4,5 GPa.
Na primeira transi¢do, os autores destacam as evidéncias: (i) aparecimento das bandas em
770 e 1240 cm™'; e (ii) desaparecimento das bandas em 790, 950, 1065 e 1380 cm™. Para
justificar a transicdo de fase em torno de 4,5 GPa, as observagdes realizadas sao:
(a) desaparecimento das bandas em 780 e 1360 cm™'; e (b) o surgimento de bandas em
690, 770 e 810 cm!. Os pesquisadores relatam que as alteragdes sdo relativas a
conformagdo da por¢ao ribose da estrutura cristalina [83].

Analisando os dois trabalhos que estudaram o cristal de desoxiadenosina
monohidratada a altas pressdes, ¢ mostrado pelo grupo de pesquisadores que analisaram
esse material por espetroscopia Raman as alteragdes que comprovam uma transicao de
fase em torno de 0,8 GPa, por ter evidéncias na regido espectral dos modos de rede e, que,
acima de 2,3 GPa, a molécula sofre pequenas modificacdes conformacionais com a
elevagdo da pressdo. Assim, o que o trabalho de Lee et al. [83]denomina como transi¢ao
de fase ¢ considerado como conformagdes moleculares por Quimbayo et al. [82],
principalmente relacionada a por¢ao da ribose, como apresentado por ambos os trabalhos.

Os cristais de citidina ao serem estudados variando de 0 até¢ 10 GPa, altera¢des nos
modos vibracionais relacionados a ribose evidenciaram uma transi¢do de fase proximo a
4,0 GPa. A maioria dos modos vibracionais sofrem um aumento quase linear com a
elevacdo da pressdo, sendo que varias bandas dos modos externos possuem um
comportamento coOncavo com curvatura para baixo. As alteragcdes notdrias que fazem os
pesquisadores afirmarem uma transi¢ao de fase em torno de 4,0 GPa sdo: (1) a mudanga

na inclina¢do das bandas no espectro Raman em 85, 112, 424, 1190, 2897 e 2964 cm™ no
33



Capitulo 1 — O efeito da variacdo de temperatura e pressdo em cristais de nucleosideos

grafico do/dP; (2) surgimento de bandas em 100, 200, 260, 700, 880, 1200 e 1220 cm’!
nos espectros Raman; (3) desaparecimento de bandas em 1200, 2950 e 3350 cm™! no
espectro IR. Os autores concluem que a por¢ao da molécula composta pela ribose ¢ a que
mais sofre modificagoes [5].

No estudo a altas pressoes da uridina, na faixa de 1,2 GPa, foi discutida uma
descontinuidade evidente no grafico dw/dP para a maioria das 11 bandas estudadas por
espectroscopia Raman, assim como: (i) a banda associado ao estiramento do grupo
C=0, que sofre um splitting nessa faixa de pressao; (ii) a descontinuidade da banda em
3114 cm™ associada ao estiramento N—H; e (iii) a descontinuidade de vibragdes
associadas aos estiramento C—H; essas evidéncias fazem o autor concluir que a transi¢@o
de fase pode estar associada as intera¢des de hidrogénio entre as duas moléculas de
uridina da célula unitaria [8].

O estudo da timidina a altas pressdes por espectroscopia Raman, no intervalo da
pressdo ambiente até 5,0 GPa, apresentou que os modos vibracionais tiveram mudangas
entre 0,5 e 1,0 GPa relacionadas a pequenas mudangas conformacionais associadas com
as ligagdes de hidrogénio e pequenas deformacdes na molécula de timidina. Em torno de
3,0 GPa, o material sofre uma transicdo de fase evidenciada por desaparecimento das
bandas em 276, 306, 446, 1097, 1123, 1403 cm’'; surgimento de bandas em 624 cm™,
splittings de modos em altos nimeros de onda, red shift de modos associados a ligacdes
de hidrogénio, mudancas nas intensidades das bandas dos modos internos e
descontinuidade no grafico de dw/dP [84].

Vale ressaltar que o trabalho sobre a timidina a altas pressdes apresenta alteragoes
nos espectros a partir de 0,5 GPa, como o surgimento da banda em 543 cm’!. Um splitting
ocorre com as bandas em 100 € 110 cm™ entre 0,5 ¢ 1,0 GPa. O desaparecimento das
bandas em 1000 e 1641 cm™ em 1,0 GPa. A banda em 59 cm™ aumenta a sua intensidade
até 1,0 GPa e, logo apds, comeca a perder intensidade até 2,5 GPa. As bandas em 50 e 66
cm’! apresentam inversdo de intensidade entre 1,0 e 1,5 GPa. As bandas em 75, 80 ¢ 86
cm’! tornam-se uma apenas em 1,0 GPa [84].

Ao analisar o comportamento dos nucleosideos a altas pressoes, fica evidente que
eles apresentam um comportamento flexivel até 3,0 GPa pois, antes dos autores
confirmarem a ocorréncia de transicao de fase, os nucleosideos sofrem diversas alteragdes
nas suas estruturas cristalinas. Isso pode estar relacionado ao fato dessas biomoléculas
possuirem diversas func¢des bioldgicas em quase todo o corpo humano, apresentando um

comportamento adaptavel ao meio em que esta inserido.
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CAPITULO 2 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS CALCULADAS USANDO O
METODO DFT E ALTERACOES NO CRISTAL DE 5-METILURIDINA SEMI
HIDRATADA EM ALTAS TEMPERATURAS

RESUMO

Monocristais de 5-metiluridina semi hidratada (5mU) foram sintetizados pelo método de
evaporacao lenta do solvente. As propriedades fisico-quimicas, como orbitais moleculares de
fronteira, indices de reatividade global e os espectros vibracionais foram estudados
computacionalmente através da teoria do funcional da densidade (DFT). Além disso,
propriedades estruturais, vibracionais e térmicas foram obtidas por difracdo de raios X do po
(DRXP), espectroscopia Raman, andlise termogravimétrica (TG) e calorimetria exploratdria
diferencial (DSC). A DRXP avaliou o comportamento estrutural do cristal de SmU na faixa de
temperatura de 300-460 K. Os resultados da DRXP a altas temperaturas sugeriram que o cristal
sofre dois processos de desidratagdo, sendo um primeiro ocorrendo da estrutura ortorrombica
(P21212) para triclinica (P1), em que a perda de agua ocorre em torno de 380 K. Uma segunda
desidratacdo desencadeia a mudanga da estrutura triclinica para monoclinica (P21) na faixa de
temperatura de 420-435 K. Além disso, apds esta temperatura, a SmU anidra sofre um processo
de fusdo proximo a 460 K, que se caracteriza notavelmente como um processo irreversivel. A
espectroscopia Raman foi realizada para identificar os modos vibracionais ligados & molécula
de dgua e as mudangas perceptiveis nessas bandas devido aos efeitos das altas temperaturas em
torno de 380 K e 410 K. De fato, mudancas nas bandas Raman, como inversao de intensidade
e desaparecimento de bandas foram observadas em modos associados as ligagdes de hidrogénio
formadas a partir das moléculas de agua e dos grupos uracila e ribose. Por fim, este estudo
forneceu detalhes sobre as mudangas estruturais e vibracionais causadas pela desidratacao de
cristais de SmU e a importancia das ligacdes de hidrogénio para o entendimento das interagdes

intermoleculares da SmU, um nucleosideo metilado com importantes fungdes biologicas.

Palavras-chave: Nucleosideo; 5-metiluridina; Altas temperaturas; Mudanga de fase;

espectroscopia Raman; DRXP.
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2.1 INTRODUCAO

Nucleosideos sao substancias de importancia bioldgica de baixo peso molecular formadas
por bases nitrogenadas, como purina ou pirimidina: citosina, adenina, guanina, timina ou
uracila, ligadas por uma ligagdo p-glicosidica a uma pentose: ribose, formando
ribonucleosideos ou desoxirribose, formando desoxirribonucleosideos. Esses sistemas podem
ser produzidos a partir da hidrélise quimica ou enzimatica de nucleotideos que ocorrem em
pequenas quantidades nas células e sdo importantes por suas funcdes biologicas como
moléculas sinalizadoras e precursores de nucleotideos, necessarios a sintese de DNA e RNA
[85-87].

O ribonucleosideo uridina e seus derivados sdo importantes em muitos pProcessos
bioquimicos, como metabolismo da glicose, crescimento celular, transcricdo genética,
transporte de ions sodio e potassio e tratamento de Alzheimer [88-96]. A uridina ¢ um
nucleosideo formado a partir das moléculas de uracila e pentose. Cristais de uridina podem ser
obtidos a temperatura ambiente com uma estrutura pertencente ao grupo do espago P21, sistema
monoclinico, com Z =4 [12]. A metilacao da uridina gera um de 5-metiluridina semi hidratada
(5mU), com cristais pertencentes ao sistema ortorrombico com grupo espacial P2;2:2
e Z=41[13]. A 5-metiluridina ¢ utilizada como precursor da timidina, um importante composto
intermediario para a sintese da droga AZT (combate a AIDS) [14,15]. Além disso,
a S-metiluridina também ¢ usada como um composto intermedidrio para sintetizar
oligonucleotideos anti sentindo que tém sido utilizados como antivirais, anticancerigenos,
antibacterianos e anti-inflamatérios [16,17]. Além disso, a metilacdo da base do DNA esta
relacionada ao silenciamento da expressao génica [97,98]. O conhecimento dos mecanismos de
obtencdo do polimorfismo por meio de experimentos que submetem esse material a
temperaturas e pressoes extremas pode ajudar a esclarecer as interagdes biologicas.

Um estudo sobre o comportamento da uridina cristalina em baixas temperaturas ¢ altas
pressoes foi realizado por Huang et al. [8], concluindo que o material ndo sofre nenhuma
alteracdo estrutural na faixa de 298 K a 60 K. No entanto, em altas pressdes, na faixa de
1,2 GPa, uma descontinuidade evidente no grafico do/dP foi discutida para a maioria de
11 bandas estudadas por espectroscopia Raman. As principais observagdes foram: (i) a banda
associada ao estiramento do grupo C=0, que se divide nesta faixa de pressao;
(i) descontinuidade da banda em 3114 cm’', associada ao estiramento N—H;
e (ii1) a descontinuidade das vibragdes associadas ao estiramento C—H. Essas evidéncias

levaram os autores a concluir que a transicdo de fase pode estar associada a interagdes de
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hidrogénio entre as duas moléculas de uridina da célula unitaria [8]. Antes, porém, ¢ necessario
conhecer melhor as propriedades de seus derivados, como a 5-metiluridina, como indices de
reatividade global, propriedades térmicas, estruturais e vibracionais.

Assim, propomos neste trabalho estudar os indices de reatividade global da 5SmU e
realizar um estudo tedrico para atribuir os modos de vibragdo no infravermelho (7/R) e Raman,
comparando-os com os espectros experimentais. Em seguida, o comportamento deste material
em altas temperaturas foi estudado por andlise termogravimétrica (7GA), calorimetria

exploratoria diferencial (DSC), difracao de raios X do p6 (DRXP) e por espectroscopia Raman.

2.2 METODOS

2.2.1 SINTESE DE MONOCRISTAIS DE 5mU

Monocristais de 5-metiluridina semi hidratada (SmU, CioH14N20s.0,5H>0) foram obtidos
pela técnica de evaporagcdo lenta do solvente utilizando 1 grama de 5-metiluridina
(Sigma-Aldrich, 97%) em 7 ml de dgua a 323 K sob agitacao a 200 rpm durante 3 horas e pH
3,4. Os monocristais foram obtidos apds 10 (dez) dias de repouso da solugdo a 308 K. Os
monocristais sdo mostrados na Figura 3, em forma de agulha e transparente, com dimensdes

meédias de 3,43 mm x 0,91 mm.

Figura 3. Monocristal de SmU.

Fonte: do proprio autor (2021).
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2.2.2 CARACTERIZACAO

A analise de DRXP de cristais de 5SmU na faixa de temperatura de 300 a 460 K foi
realizada em um difratdmetro PANalytical Empyrean equipado com uma camara de
temperatura Anton-Paar TTK450, operando com radiagio Cu — Ka (A = 1,54 A) a 40 kV
e 40 mA. Os difratogramas foram obtidos na faixa de 10 — 40° (20), passo de 0,02° e tempo de
contagem de 2s por passo. Os padroes de DRXP foram refinados usando o método de Rietveld
com o software EXPGUI-GSAS [99,100], usando os parametros estruturais relatados na
literatura [13].

A andlise termogravimétrica foi realizada com equipamento da Netzsch, modelo STA
449F3. A massa utilizada foi de 2,1 mg e a razdo de fluxo de 50 mL/min de nitrogénio foi usada
como gas de purga. A faixa de temperatura analisada foi de 300 a 700 K, com taxa de
aquecimento de 10 K/min.

As curvas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram obtidas utilizando o
equipamento de analise térmica da Shimadzu, modelo DSC-60. A razao de aquecimento foi de
5 K/min e nitrogénio foi usado como géas de purga, com vazdo de 50 mL/min. A faixa de
temperatura analisada foi de 300 a 625 K. A massa utilizada foi de 1,7 mg.

Os experimentos de FTIR a temperatura ambiente foram realizados em um equipamento
da Bruker, modelo Vertex 70v, com resolugio espectral de 4 cm™'. A preparacio da amostra foi
realizacdo com a formag¢do de uma pastilha com 99% de brometo de potdssio
(KBr, Sigma-Aldrich, 99%, grau FTIR) e 1% do material estudado (peso/peso).

Os espectros Raman a temperatura ambiente foram registrados na regiio de 30-3600 cm™!
usando um espectrometro de grade tripla da Horiba (Jobin-Yvon, T64000) equipado com um
sistema de detec¢do de dispositivo sensivel a carga (CCD) refrigerado a ar. Um laser de estado
solido operando a 633 nm foi usado como fonte de excitagdo com poténcia de 20 mW.
As medidas de espectroscopia Raman de alta temperatura foram realizadas em um forno
(Linkam, CCR1000), acoplado ao microscopio (Olympus, BX40), regulado por um controlador

de temperatura com precisdo de 1 K, na faixa de temperatura de 300 a 425 K

2.2.3 ESTUDOS COMPUTACIONAIS

A estrutura para a 5-metiluridina semi hidratada foi gerada a partir de dados de difracdo
de raios X da literatura [13]. Os cdalculos de quimica quantica foram realizados a partir dos

primeiros principios (ab initio) usando a teoria do funcional da densidade [39,40],
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implementado no programa Orca 4.2.0 [101]. A otimizacdo da geometria, as frequéncias
vibracionais e as propriedades eletronicas para este composto foram calculadas usando o
funcional hibrido B3LYP [102,103], incluindo a corre¢dao de dispersdo de Grimme para
melhorar os efeitos da dispersdo intramolecular. O conjunto de fungdo de base triplo-{ com
funcdes de polarizagdo def2-TZVP foram usados em todos os atomos [104]. Além disso, o
modelo continuo polarizével tipo condutor foi incluido para explicar o efeito de solvatagdo da
agua (e = 78,39) [105].

O programa VibAnalysis foi utilizado para auxiliar na atribuicdo de modos vibracionais
através da determinagdo automatica de relevancia do modo vibracional (VMARD). Este
programa usa regressdo linear bayesiana com uma abordagem de determinacdo de relevancia
automatica viavel para decompor o movimento atdmico como uma combinacdo de
deslocamentos ao longo de coordenadas atdmicas internas quimicamente significativas [106].
Um fator de escala de 0,96 foi usado para a regido espectral de 2800 - 3600 cm™! [107].

Os orbitais moleculares de fronteira (FMOs) foram analisados no mesmo nivel de teoria.
Os indices de reatividade global (GRI) como eletronegatividade (y), potencial quimico (p),
dureza quimica (1), suavidade quimica (S) e indice de eletrofilicidade (®) foram calculados
para SmU usando os valores do orbital molecular mais alto ocupado (HOMO) e o orbital
molecular mais baixo ndo ocupado (LUMO). Além disso, esses valores de energia estdao
relacionados com o potencial de ionizagdo (/P) e afinidade eletronica (EA), conforme mostrado

nas equagdes a seguir.
(1) IP = —FEyomo (2) EA = —Eymo

Doravante, Parr et al. formularam os célculos de outros indices de reatividade [108—110],
a saber:
- Eletronegatividade (y), que ¢ uma medida da resisténcia a perda de densidade eletronica (3),

(3) _ (Enomo *+ Erumo)
=" 2

- Potencial quimico () estd associado a viabilidade de um sistema para trocar densidade
eletronica com o ambiente no estado fundamental (4),

“4) _ (Enomo + ELumo)
H= 2
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- Dureza quimica (1) é uma resisténcia de uma molécula para trocar densidade eletronica com

o ambiente (5),

(5) _ (Erumo — Enomo)
= 2

- E suavidade (S) que indica o significado inverso conceitual de dureza, ou seja, a propensao de
se engajar em uma reacao (6);

(6) S=1/n

-Maynard et al. propuseram o indice de eletrofilicidade () para medir a capacidade de interagao

de um composto, ou seja, sua capacidade de aceitar elétrons (7) [111,112].

(7) w= u*/n
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 REFINAMENTO RIETVELD A TEMPERATURA AMBIENTE

A Figura 4(a) mostra o refinamento Rietveld a temperatura ambiente do policristais de
SmU com valores de precisdo de Rwp de 8,11%, R, de 5,50% e a qualidade de ajuste S de 1,7.
De acordo com os dados obtidos do refinamento de Rietveld, a SmU cristaliza no sistema
ortorrdbmbico, grupo espacial P2:2:12 (D3) e parametros de rede: a = 14,033(4) A,
b=17318(5) A, c =4,866(1) A e V=1182,78(2) A*, que estdo de acordo com os dados da
literatura [14].

A Figura 4(b) apresenta a distribuicao das quatro moléculas de SmU e duas moléculas de
agua por célula unitaria. Como se pode ver, cada molécula de agua forma ligagdes de hidrogénio
(linha azul pontilhada) com as quatro moléculas de SmU circundantes. Essa interagdo envolve
a porcao de agticar (doador) de duas moléculas de SmU e os 4tomos de nitrogénio do anel de
pirimidina (aceptor) das outras duas SmU.

A Figura 4(c) mostra a estrutura quimica de SmU formada pela ligacao entre um grupo
uracila metilado e um grupo ribose (actcar). A identificacdo dos atomos nesta figura foi usada

para a atribui¢do dos modos vibracionais mostrados na Tabela 3.
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Figura 4. (a) Refinamento Rietveld do cristal de SmU a 298 K. (b) célula unitaria da SmU.

(c) Estrutura quimica de 5SmU com destaque no grupo uracila metilado (uracila) e no grupo agticar (ribose).

(a)

Intensidade (u. a.)

Fonte: do proprio autor (2021).
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2.3.2 CALCULOS DE QUIMICA QUANTICA
2.3.2.1 Analise teodrica da estrutura otimizada de SmU

Os comprimentos de liga¢des intramoleculares relaxados, &ngulos e angulos diedros estao
listados na Tabela 1, juntamente com os valores experimentais relatados [13]. A Figura 5
apresenta uma comparagao visual entre a molécula de Smu otimizada para DFT e a obtida a
partir de dados de DRX. As ligagdes C—C calculadas concordam com os dados experimentais,
bem como o comprimento de ligagdo C=0. Na rede cristalina, sdo observadas ligacdes de
hidrogénio especificas entre o grupo carbonila e a 4gua estrutural (O---H>0), que influenciam o
comprimento desta ligacdo. Conforme mostrado na Tabela 1, os angulos de ligagdo otimizados
diferem ligeiramente dos experimentais. E possivel observar que os angulos de ligagdo
proximos as hidroxilas (—OH) apresentam uma diferenga mais significativa entre o calculado e
o experimental na por¢ao ribose, possivelmente devido a eletronegatividade do grupo hidroxila.
Os angulos diedros mostram uma boa relagao entre os valores experimentais e calculados, com
a maior diferenca em torno de 2,3% para o angulo diedro N16—C11—N1—C2. Portanto,
mesmo sem considerar as interagdes intermoleculares, nossos dados estdo em boas

concordancias com os dados experimentais para todos os pardmetros geométricos.

Figura 5. Comparagio visual entre a molécula de SmU otimizada pelo calculo DFT e a obtida a partir de dados
de DRX.
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Tabela 1. Os pardmetros geométricos de SmU: comprimentos de ligagio (A), ngulos de ligagio (°) e Angulos
diedros a partir de dados experimentais de difracao de raios X (DRX) [13] e dados computados
com DFT-B3LYP/def2-TZVP (Calc.).

Comprimento de ligacio (A) Angulo de ligacdo (°) Angulo diedro (°)

Ligacio DRX Calc. Ligacdes DRX Calc. Ligacoes DRX Calc.
C2-C3 1,53 1,53 C2-C3-C6 100,69 101,60 | C13-Cl12-NI-C2 176,97 179,36
C2-N1 1,48 1,48 C2-C3-09 106,40 107,84 | C15-C13-C12-N1 179,33 179,83
C2-04 1,41 1,41 C2-NI-Cl1 116,75 116,44 | N1-C2-04-C5 -120,90 -117,98
C3-C6 1,51 1,54 C2-N1-CI12 121,55 122,14 | N16-C11-N1-C2 175,71 179,82
C3-09 1,40 1,41 C2-04-C5 109,49 110,88 | N16-C14-C13-C15 -179,80 -179,86
Cc5-C7 1,50 1,51 C3-C2-NI1 113,45 112,46 | O4-C5-C7-08 -67,74 -68,13
C5-04 1,46 1,44 C3-C2-04 107,31 106,85 | O17-C11-NI1-C12 179,23 178,16
C6-C5 1,50 1,53 C3-C6-C5 102,54 101,39 | O17-Cl1-Nl16-Cl4 179,82 178,09
C6-010 1,41 1,42 C3-C6-010 110,73 113,28 | O18-Cl14-C13-Cl12 -178,58 -179,88
C7-08 1,41 1,43 C5-C6-010 113,60 109,74 | O18-Cl14-N16-Cl11 -179,83 -179,24
Cl11-NI 1,38 1,38 C5-C7-08 113,59 109,68
CI1-N16 1,38 1,37 C6-C3-09 112,58 110,45
Cl1=017 1,20 1,23 C6-C5-C7 117,02 11591
CI12-NI1 1,36 1,38 C6-C5-04 103,54 104,69
C13-Cl12 1,35 1,35 C7-C5-04 109,23 110,55

C13-Cl15 1,48 1,50 CI1 -NI1-CI12 121,60 121,41
Cl4-C13 1,44 1,46 CIl1 -N16-Cl14 127,16 127,38
Cl14-NI16 1,38 1,40 Cl12-C13-C15 122,63 123,26
Cl4=018 1,22 1,22 CI13-Cl12-NI1 124,17 123,35

O8—-H 0,94 0,96 C13-Cl14-Nl16 11530 114,06
09-H 0,93 0,97 C13-C14=018 125,51 125,60
031-H 1,03 0,99 Cl4-C13-C12 117,63 118,75

Cl4-Cl13-ClI5 119,73 117,98
N1-Cl1-NI16 114,10 115,05
N1-Cl11=017 123,07 121,83
N1-C2-04 108,99 109,51
N16-C11=017 122,81 123,13
N16-C14=018 119,17 120,34

Fonte: do proprio autor (2021).

2.3.2.2 Orbitais moleculares de fronteira e indices de reatividade globais

Os indices de reatividade tedricos definidos por conceitos de DFT sao uma ferramenta
poderosa para estudos de reatividade em quimica organica [110]. De acordo com a teoria FMO,
0 HOMO atua como um doador de elétrons e o LUMO atua como um aceptor de elétrons.
A Figura 6 mostra a representacao dos orbitais de fronteira para a SmU; nota-se que a densidade
de carga do HOMO esta localizada no grupo ribose e tem valor de E = — 6,05 eV.
A densidade de carga LUMO ¢ distribuida por toda a molécula de 5SmU, exceto para a molécula
de 4gua, com um valor de E =— 1,25 eV. A diferenca de energia entre LUMO ¢ HOMO (E,) foi

de 4,80 eV. A diferenca de energia entre esses orbitais de fronteira desempenha um papel
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significativo na estabilidade quimica do composto, uma vez que o baixo valor de E, esta
geralmente associado a uma alta reatividade quimica devido a proximidade dos orbitais
HOMO-LUMO para transferéncia de elétrons. Estudos do composto [9-2HEM]guanina, um
composto util no tratamento do virus do herpes, mostraram um valor de

= 3,64 eV [113]; enquanto que E; = 4,03 eV foi relatado para o composto DFPTET, um
novo agente antifungico proposto [114]. Esses band gaps sdo menores do que o calculado para
SmU, o que nos permite inferir que SmU possui razoavel estabilidade quimica e ¢ menos reativo

que os compostos relatados.

Figura 6. Representacdo da densidade eletronica de orbitais moleculares de fronteira da SmU.
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Fonte: do proprio autor (2021).

A Tabela 2 mostra os indices de reatividade calculados de SmU. Além disso, a fim de
comparar facilmente nossos dados com os compostos relatados, também foram adicionados os
indices de reatividade correspondentes da 9-[(2-hidroxietoxi) metil] guanina (9-2HEMG) [113],
do 1-(1-(2,4- difluorofenil)-2-(1H-1.2.4-triazol-1-il)etilideno) tio-semicarbazida (DFPTET)
[114] e do 2-amino-3-nitropiridinio 4-hidroxibenzenossulfonato (ANPH) [115]. De fato, o SmU
apresenta os menores valores para afinidade eletronica, eletronegatividade, potencial quimico.
A dureza quimica, que define a resisténcia a mudanga do potencial quimico de uma molécula

[109,116], mostra que SmU (n = 2,40 eV) tem maior estabilidade, exceto para a uridina. A SmU
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apresentou um valor de suavidade de 0,41 eV, indicando uma baixa reatividade da molécula,
pois esse indice esta diretamente relacionado a polarizabilidade de uma molécula [116], o que
mostra uma relacao correta entre dureza e suavidade quimica. O indice de eletrofilicidade
confirma o que foi previsto até entdo para SmU, pois o valor encontrado de 2,77 eV foi o mais
baixo entre os listados na Tabela 2, confirmando teoricamente que SmU ¢ uma molécula estavel

€ pouco reativa.

Tabela 2. Descrigdo comparativa entre a reatividade global de SmU calculada
pelo método B3LYP/def2-TZVP e outros compostos da literatura.

Propriedades 5mU Uridina 9-2HEMG DFPTET ANPH
moleculares (eV) (eV) (eV) [113] (eV) [114] (eV) [115]

Energia HOMO 6,05 —6,81 -5,83 —6,09 -8,94
Energia LUMO -1,2509 -1,30 2,18 -2,05 5,61
Energia do gap 4,8042 5,51 3,64 4,0394 3,33
Potencial de ionizacao 6,0551 6,81 5,83%* 6,0995 8,94%*
Afinidade eletronica 1,2509 1,3002 2,1886* 2,0561 5,61%
Eletronegatividade 3,653 4,0583 4,0098* 4,0778 7,28
Potencial quimico -3,653 —4,0583 —4,0098* —4,0778 -7,28
Dureza quimica 2,4021 2,7582 1,8211%* 2,0217 1,67
Suavidade 0,4163 0,3626 0,5491* 0,4946 0,60
Indice de eletrofilia 2,7777 2,9857 4,4143* 4,1124 15,87

* Calculado de acordo com as formulas apresentadas na Segéo 2.3.

Fonte: do proprio autor (2021).

2.3.2.3 Estudo vibracional por espectroscopia Raman e IR

A 5mU cristaliza no sistema ortorrdmbico, grupo espacial P212:2 (D3). O sistema tem 4
moléculas de SmU e 2 moléculas de dgua por célula unitaria. Portanto, na célula unitaria
existem 128 4tomos provenientes das moléculas de SmU e 6 atomos oriundos das moléculas de
agua. Em termos da distribui¢do das representagdes irredutiveis do grupo fator D>, os modos
normais sdo distribuidos como I'smu =96 A+ 96 B1 + 96 Bo + 96 B3 e I'sgia =3 A +3 B1 +
6 B2 + 6 B3, pois os a&tomos que compdem a molécula de 5-metiluridina estdo em sitios de
simetria C, enquanto os atomos que formam a molécula de agua estdo distribuidos em sitios
C> [117]. Assim, I'total =99 A + 99 B1 + 102 Bz + 102 B3, sendo acustico = B1 + B2 + B3 e I'optico
=99 A+98B;+101 B>+ 101 Bs. Além disso, B1, B> € B3 sdo IR ativos (303 modos), enquanto

A, B1, B2 e B3 s3o Raman ativos, ou seja, todos os 402 modos ativos.
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A Figura 7(a) apresenta os espectros experimentais e calculados da regido de 20 a 200
cm’!, faixa espectral conhecida como regiio de modos externos ou regiio dos modos de rede.
Geralmente, os espectros calculados nesta regido t€ém baixa representatividade em relacao aos
espectros experimentais, representando vibragdes acopladas e/ou simultaneas de toda a rede
cristalina. E importante notar que nosso célculo vibracional foi realizado usando um modelo de
fase gasosa, o que significa que as interagdes intermoleculares ndo foram consideradas.
Portanto, as atribui¢des de modo normal (com base no céalculo DFT) sao limitadas as vibragdes
internas da molécula. Enquanto isso, os modos de baixo niimero de onda (< 200 cm™') foram

atribuidos apenas como modos de rede.

Figura 7. Espectros Raman experimentais e tedricos de SmU na faixa espectral de: (a) 20 — 200 cm™;
(b)200—-900 cm’'; (¢) 900 — 1850 cm’"; (d) 2800 —3600cm™'. As barras verticais representam os modos calculados.
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Fonte: do proprio autor (2021).
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Na faixa espectral de 200-900 cm™, as vibragdes de flexdo e estiramento de CCO e CCC
estdo relacionadas ao grupo uracila e ao anel ribose de SmU, conforme mostrado na Figura 7(b).
Em particular, hid uma deformacdo angular entre a ribose e o grupo uracila em 226 cm™,
o[uracila-ribose]. Além disso, as bandas em 565, 589 e 733 cm™' foram associadas com
o[ribose], o[uracil] e t[ribose], respectivamente.

A Figura 7(c) mostra os espectros DFT e experimental na faixa espectral de 900 a 1750
cm’!. As bandas em 1039 e 1444 cm™! estdo relacionadas ao estiramento dos grupos ribose e
uracila, v[ribose] e v[uracila], respectivamente. Além disso, a vibragdo de twisting CH» foi
observada em 1266 cm™, rw[C7H2]. As vibragdes de estiramento C=C e C=0, v[C=C] e
v[C=0], sdo observadas em 1651 e 1664 cm™', respectivamente. Nossos valores calculados
estao de acordo com os experimentais. Além disso, esses valores sdo semelhantes aos relatados
em estudos de uridina e sais de uridina [118,119].

A faixa de espectro de 2850 a 3450 cm™' ¢ mostrada na Figura 7(d) com os espectros
experimentais e calculados. Nesta regido espectral, sdo esperadas vibragdes de estiramento dos
grupos CH, NH e OH. Uma vez que os grupos funcionais amina e hidroxila sao relatados na
literatura como receptores e doadores de protons para a formagao de ligagdes de hidrogénio
[120], essas vibracdes geralmente apresentam diferengas significativas nas posi¢des dos modos
de vibra¢ao quando se compara o espectro experimental ao calculado. No entanto, observou-se
uma semelhanca na forma das bandas, sendo necessario apenas aplicar o fator de escala de 0,96
para aproximar as posi¢des das bandas tedricas com as bandas experimentais [107].

A Figura 8 mostra o espectro IR experimental e calculado de SmU. A banda em
571 cm™ é atribuida a curvatura CCC, 6[C3C6C5]. Em 1039 cm™, foi identificado o estiramento
entre o carbono e o oxigénio da hidroxila, v[C708]. Uma banda importante, sensivel a
mudancas nas ligagdes de hidrogénio, pertence ao estiramento da carbonila, v[C=0],
identificada em 1662 cm!. O estiramento simétrico do grupo CHj foi identificado em 2947 cm
!, v[C15H;]. As bandas em 3372 e 3381 cm' foram identificadas como estiramento da
hidroxila, v[OH], interagindo com a 4agua através de ligagdes de hidrogénio. Como observado,
ha uma boa relagdo entre as formas e posi¢des das bandas. A Tabela 3 mostra os nimeros de
onda Raman e IR calculados e experimentais, bem como as atribui¢des dos modos de vibragao

para a SmU.
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Figura 8. Espectros no IR experimental (azul) e tedrico (vermelho) para a SmU.
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Tabela 3. Numero de onda calculado (wcaic), Raman (wraman) € infravermelho (wir) experimental com suas
respectivas atribui¢des de modos de vibragao para o composto SmU.

Wcare (em™) ®Raman (€M) @;g (em™) Atribui¢des
36 - Modos de rede
46 - Modos de rede
63 - Modos de rede
84 - Modos de rede
97 - Modos de rede
215 226 - S(uracila — ribose) (39%)
284 258 - 6(€3€6010) (17%) + 8(C6€309) (16%)
313 304 - 6(018C14C€13C15) (15%)
337 357 - 6 (ribose) (26%)
483 493 - v(uracila) (31%) + 6(C12C€13C14) (13%)
549 565 - §(ribose) (46%)
579 - 571 6(€3C6C5) (11%)
583 589 - S (uracila) (18%) + v(uracila) (31%)
639 643 - S (uracila) (24%) + v(uracila) (20%)
733 733 746 t(ribose) (21%)
756 761 - v(uracil) (37%)
812 792 833 S(uracila) (37%)
845 859 - v(04C5) (8%)
927 913 926 S(ribose) (21%)
1014 983 - v(C5C7) (9%) +v(C204) (7%)
1031 1014 - v(€12C13) (7%) +v(C204) (6%)
1042 - 1039 v(€C708) (22%)
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1058 1039 - v(ribose) (28%) + v(C708) (13%)
1070 1058 - 5(C5Hs) (16%)
1115 1086 - v(C5C7) (10%)
1125 1099 - v(C2N1C11N16) (15%)
1217 1212 - v(C2C3) (15%) + v(C6010) (12%) + v(C309) (10%)
1228 1228 - v(C13C15) (13%) + v(C11N16) (12%) + v(N1C12) (11%)
1236 1243 - v(ribose) (23%) + 6(C309H) (12%)
1257 1263 - tw(C7H,) (22%) + 8(04C5H) (10%)
1296 - 1355 v(N1C12) (18%) + v(C11N16) (11%)
1349 - 1385 t(04C7C5H) (18%)
1355 1340 - v, (C5C6010) (15%)
1376 1360 - S(HC12N1C2H) (20%)
1414 1387 - 5(C15H,) (62%)
1424 1406 - 5(C11C14N16H) (17%) +v(C11 = 017) (9%) + v(C14 = 018) (9%)
1454 1446 - v(uracil) (20%)
1460 - 1463 w(C7H,) (20%) + 8(C5C708H) (17%)
1481 1473 - v(uracil) (36%) + 8 (C15Hs) (16%)
1669 - 1662 v(C14 = 018) (29%) + v(C11 = 017) (24%)
1682 1651 - v(C12 = C13) (22%) + v(N1 = C12) (8%)
1700 1664 - v(C14 = 018) (30%) +v(C11 = 017) (29%)

2876* 2913 - V(C5H) (75%) + v4(C7H,) (22%)

2907+ 2933 2947 v,(C15H,) (98%)

2917* 2946 - v, (C7H,) (84%) + v(CSH) (12%)

2954* 2969 - v(C2H) (85%)

2989% 2980 - Vo (C15H,) (97%)

3097* 3086 - v(C12H) (87%)

3265* 3281 3372 v(09H) (80%) + v(031H) (9%)

3416* 3368 - v(N16H) (91%) +v(031H) (7%)

3440% - 3381 v(09H) (8%) + vs(031H,) (78%)

*Usando o falor de escala de 0,96.
Nomenclatura: v — estiramento; v, — estiramento simétrico; v, — estiramento antissimétrico;

6 — deformagdo angular; T — torsdo; y — deformag@o angular fora do plano; w —wagging; tw — twisting.

Fonte: do proprio autor (2022).
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2.3.4 ANALISE TERMICA

A Figura 9(a) mostra a andlise de 7G4 e sua primeira derivada da SmU. Na faixa de
temperatura entre 408 e 428 K ha uma perda de 3,2% em massa, o que representa uma perda
proporcional a 8,55 g/mol, relagdo diretamente proporcional com a massa molar da dgua, visto
que a composicdo da estrutura cristalina contém uma razdo molar de 1 molécula de
S-metiluridina para 0,5 moléculas de agua. O segundo evento de perda de peso ocorreu entre
535 e 607 K. Este evento de perda de peso esté relacionado a decomposi¢ao do material apos o
ponto de fusado.

A analise de DSC (Figura 9(b)) mostrou dois picos endotérmicos em 411 e 428 K
associados a desidratacdo da SmU semi hidratada, provavelmente cada evento associado a saida
de uma molécula de agua, seguido por um pico exotérmico em 430 K. Este pico foi devido a
cristalizagdo de uma forma anidra que resultou da desidratacao. Os eventos endotérmicos entre
457 e 461K foram relacionados a fusdo da fase anidra, fase 3. A analise de 7G ndo mostra perda
de massa na faixa de temperatura de fusdo identificada no DSC, como esperado. Apds a fusdo,
o material sofre um evento de decomposicdo entre 536 e 577 K, evento que ocorre dentro da
faixa de perda de massa acentuada, também identificada pela andlise 7G.

No estudo do aspartame semi hidratado, dois eventos endotérmicos relacionados a perda
de agua foram observados no DSC, seguidos de um evento exotérmico, como o que ocorreu a
SmU. Além disso, este estudo mostrou que quanto maior a taxa de aquecimento, maior a
mudanga do pico DSC para temperaturas mais altas [121,122].

As entalpias dos processos térmicos foram calculadas a partir das areas dos picos dos
eventos. A entalpia dos dois primeiros picos endotérmicos ¢ 16,3 e 32,5 klJ/mol,
respectivamente; assim, a energia envolvida no processo de desidratacao ¢ de 48,8 kJ/mol. Para
comparagao, a entalpia de desidratagcdo da L-asparagina monohidratada ¢ de 49,5 kJ/mol [123].
Esses valores estao proximos ao calor de vaporizacao da agua, em torno de 40 kJ/mol nessa
faixa de temperatura, de 400 a 430 K [124]. Essa diferenca de energia de 8,8 kJ/mol entre a
vaporizacdo da agua e a desidratagdo de 5SmU deve estar relacionada as interagdes

intermoleculares da 4gua na rede cristalina.
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TG (%)

Fluxo de calor (mW/mg)

Figura 9. Analise térmica de cristais de SmU.

(a) Andlise termogravimétrica e sua primeira derivada; (b) Analise DSC.
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2.3.5 ESTUDOS DRXP EM ALTAS TEMPERATURAS

A Figura 10(a) mostra a evolucao da temperatura dos difratogramas de raios-X da SmU
na faixa de 300 - 460 K. A andlise dos difratogramas mostra a fase ortorrombica de 300 K a
360 K. Na faixa de temperatura de 380 K a 420 K, o difratograma apresenta algumas
modificagdes. Eles estdo relacionados ao primeiro evento de perda de massa identificado no 7G
e dos primeiros picos endotérmicos mostrados no DSC. A diferenca de temperatura apresentada
entre 0 7G/DSC e o DRXP resulta do maior tempo de aquecimento das amostras na analise do
DRXP. Essa mudanga foi estudada no processo de desidratacio do cristal de
L-arginina monohidratada [50], aspartame semi hidratado [121,122] e no cristal de guanosina
dihidratado [70], mostrando que quanto maior o tempo de aquecimento, menor a temperatura

da saida de dgua, geralmente, os eventos térmicos DRXP ocorrem em temperaturas mais baixas

do que TG/DSC.

Figura 10. (2) DRXP da 5SmU na faixa de temperatura de 300 a 460 K; Ajuste Lebail do padrao DRXP de SmU
para: (b) Sistema triclinico a 410 K; (c) Sistema monoclinico a 455 K.
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Fonte: do proprio autor (2022).
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Em 380 K, aparece o pico a 14,06° (indicado pelo nimero 3), e sua intensidade aumenta
até 420 K, enquanto o pico do lado esquerdo perde intensidade (indicado pelo nimero 2); além
disso, um pico aparece em torno de 22,35° (indicado pelo numero 5). A 385 K, os picos a 22,09°
e 22,64° desaparecem (setas para baixo). A medida que a temperatura aumenta, os picos em
21,75° e em 22,35° (indicados pelos numeros 4 e 5, respectivamente) invertem suas
intensidades em 400 K. Mudangas na estrutura nesta faixa de temperatura devem ocorrer devido
a saida de uma das duas moléculas de agua presentes na célula unitaria, considerando que a
agua interage com quatro moléculas de SmU, sua saida ¢ gradual, causando uma mudanga de
fase.

Na temperatura de 410 K, a analise da estrutura cristalina foi realizada usando o programa
DASH com a rotina de indexagdo DICVOL9] para determinar os parametros do grupo espacial
e da célula unitaria [125]. Esta analise usando dados DRXP a 410 K sugere que esta fase ¢
triclinica, grupo espacial P1 (Cl) e parAmetros de rede: a = 14,611(3) A, b = 8,576(2) A,
c=11,922(2) A e V' =1276,21(2) A3, a. = 89,36(6) °, B = 104,58(4) ° e y = 117,22(8) °
(Figura 10b). Os parametros de rede foram determinados pelo método de Le Bail [126]
realizado no programa GSAS [100]. A fase 2 (triclinica) resulta da mudanca de fase que ocorre
devido a saida de agua da estrutura do sistema ortorrdmbico (fase 1). Pode-se observar picos
mais largos na fase 2 devido a uma pequena quantidade de forma amorfa resultante da
desidratacgao.

Na temperatura em torno de 435 K ocorre uma segunda mudanca de fase, devido a saida
da segunda molécula de 4gua da célula unitaria. O pico em 14,06° desaparece (indicado pelo
nimero 3), mostrando o aparecimento de uma terceira fase como resultado da cristalizagdo da
forma anidra, que comega em 435 K e se estabiliza em 455 K. A fase representada pelos dois
difratogramas vermelhos na Figura 10(a) corresponde a uma fase intermediaria. Ao realizar a
rotina de indexagdo do DICVOLO91 no programa DASH, ¢ possivel inferir que o material
pertence a estrutura monoclinica, grupo espacial P2; (C%), na faixa de temperatura de 435
a 455 K. Utilizando o método de Le Bail, os dados foram refinados a 455 K (Figura 10(c)) e
encontrou os parametros de rede: a = 14,712(8) A, b = 10,069(1) A, ¢ = 10,846(7) A,
V =1378,71(3) A3 e B = 120,91(3)°. A 460 K, a estrutura torna-se amorfa e mantém essa
caracteristica na analise realizada ao retornar a temperatura ambiente (difratograma de raios-X
marcado como 300 K*).

Analisando os dados da fase ortorrdmbica no refinamento Rietveld, ¢ possivel obter os
coeficientes de expansao linear e volumétrica utilizando a variacao dos parametros da célula,

apresentado na Figura 11. A fase ortorrombica de SmU sofre uma expansado anisotropica devido
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a expansdo das interacdes  intermoleculares. = Os  valores  obtidos  sdo:
aroo] = 7,223(6)x10° KU apie; = 21,1202)x10° K agor; = 47,741(3)x10° K!
e yuc = 75,167(3)x10° K!.,

Figura 11. Coeficientes de expansao térmica da fase ortorrombica da SmU.
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2.3.6 ESTUDOS RAMAN EM ALTAS TEMPERATURAS

A Figura 12(a) mostra a evolugdo dos espectros Raman de 300 a 460 K na faixa de
espectros de 30 a 150 cm™!, e a Figura 12(b) mostra o niimero de onda dos modos em fungdo da
temperatura na mesma faixa espectral. Esta regido espectral ¢ essencial para investigar
mudangas estruturais na célula unitaria do material, visto que esta regido vibracional apresenta
os modos de rede.

No processo de aquecimento de S5mU, as mudangas espectrais comegam em
370 K. Em 375 K, ha uma inversio de intensidade das bandas em 37 e 42 cm’, indicadas pelas
letras a e b, respectivamente. Essas bandas de vibracdo foram atribuidas a modos de rede, e essa
inversao de intensidade indica alteragdes na célula unitaria do cristal. Também ¢ possivel
observar uma diminui¢ao de intensidade e alargamento de todas as bandas para T > 385 K.

A banda fraca em 57 cm™ (a 300 K) aparece como um ombro da banda em 63 cm™.

Para T > 380 K ¢ visivel um dupleto.
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Além disso, a 370 K, nota-se na Figura 12(b) uma mudanca na inclina¢do dos centros das
bandas com as inclinagdes negativas das retas resultantes dos ajustes relativos a fase 1, como
pode ser mais bem analisado na Tabela 3 do o material complementar. Nesta faixa espectral, a
uma temperatura de 380 K, aparece uma banda em torno de 75 cm™ (letra ¢) assim como a
atenuacgdo da banda em 97 cm™! (letra d) também é observada.

Na temperatura de 410 K, a banda em 43 cm™ desaparece (indicada por uma seta para
cima). Essa mudanga provavelmente esta ligada a saida da segunda molécula de agua da
estrutura cristalina, conforme indicado pelas analises de DRXP, 7G e DSC.

As ligagdes de hidrogénio quebradas envolvendo as moléculas de 4gua desencadearam a
criacdo de novas interagdes entre as moléculas de SmU e a formagao de novas fases. A fonte de
excitacdo utilizada na andlise por espectroscopia Raman deve ter causado essa variacao de
temperatura nas faixas de transi¢cdo, quando comparada com a andlise DRXP em altas

temperaturas.

Figura 12. Evolucdo dos espectros Raman na faixa de 30 a 150 cm™! para cristal de 5SmU:
(a) espectros na faixa de 300 a 425 K. (b) nimero de onda versus temperatura.
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Fonte: do proprio autor (2022).
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Tabela 4. Nimero de onda experimentais Raman (w,,,) associados a coeficientes de temperatura
obtidos a partir do ajuste linear w = wq + aT para a SmU.

Wexp Fase 1 Fase 2
(ecm™)  @g (em™) a (em/K) wg (em™) a (emY/K)
37 38,3323 -0,0055(8) 31,3872 0,0078(5)
44 53,2882 -0,0304(9) 27,6170 0,0293(2)
58 67,7474 -0,0304(3) 67,7388 -0,0368(2)
64 74,3833 -0,0352(2) 56,7626 0,0105(2)
— — 87,6949 -0,0351(8)
84 93,4268 -0,0308(8) 87,1585 -0,0121(9)
95 106,4974 -0,0370(4)  119,0147  -0,0652(5)
99 109,2314 -0,0322(7) — —
198 — — 182,2717 0,0434(2)
228 248,7294 -0,0651(6) — —
258 260,5515 -0,0070(8) 254,3418 -6,794.1077
305 310,5314 -0,0167(5) 346,9672 -0,1232(4)
337 3412938 -0,0148(7)  357,1321  -0,0788(9)
360 362,5206 -0,0084(8) 386,3464 -0,0795(7)
377 — — 402,0841 -0,0637(8)
410 410,2177 -0,0025(4) 413,1549 -0,0079(9)
428 442,3933 -0,0463(6) 4342779 -0,0044(8)
448 460,6127 -0,0401(3) — —
493 493,1267 6,643.10* 500,5262 -0,0231(8)
565 565,5690 -0,0022(6) 554,6980 0,0317(3)
590  591,2274 -0,0043(8)  599,9680  -0,0241(4)
643 645,8243 -0,0080(9) 654,7579 -0,0341(2)
734 742,2050 -0,0261(5) 736,0567 -0,0127(7)
761 7772652 20,0499(4)  758,6267  -0,0104(2)
779 778,5567 0,0022(6) 779,3503 7,136.107
793 803,7964 -0,0345(4) 799,9541 -0,0294(2)
846 — — 868,7061 -0,0619(6)
859 865,9761 -0,0210(7) 883,6703 -0,0702(1)
894 — — 9249718  -0,0818(5)
911 902,0180 0,0327(8) 917,1672 -0,0095(6)
937  959,9024 20,0804(2) — —
984 984,8976 -0,0041(8) 1010,8910 -0,0840(2)
1014 10145722 -0,0014(7)  1007,6354  0,0178(5)
1038 1038,0211 0,0014(8) 1031,1167 0,0234(7)
1058 10594642 -0,0041(8)  1057,2027  -0,0035(3)

1086 1090,8689 -0,0172(9) — —
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1099  1103,5808 -0,0147(9)  1091,9681  -7,971.10°%
1138 1153,0723 -0,0500(4)  1133,6201  -5,756.10°
1174 11932152 -0,0619(4) — —
1185  1195,9767 -0,0350(6) 11482810  0,1048(3)
1214 1234,4922 0,0638(8) 12156451  -0,0229(4)
1229 1246,8560 -0,0569(8) 12562262 -0,0901(8)
1243 1263,1187 -0,0631(4) — —
1266 1284,1753 -0,0618(2) — —
1340 1335,5504 0,0144(1) 1359,0538  -0,0438(3)
1360 1364,5992 0,0132(5) 14403294  -0,2208(3)
1388 1397,0135 -0,0304(1) 13852359  8,081.10%
1420 — — 1419,5007 0
1448 14484081 -0,0022(1) — —
1474 1531,2678 -0,1817(9) — —
1654  1666,3528 -0,0400(1)  1731,6570  -0,2166(8)

Fonte: do proprio autor (2022).

A Figura 13 mostra a evolu¢do dos espectros Raman na faixa de temperatura de
300-425 K na faixa espectral de 150 a 950 cm™'. Na Figura 13(a), observa-se o aparecimento
das bandas 846 e 895 cm™! na temperatura de 370 K (letras e e f, respectivamente). Na
temperatura de 375 K, é possivel notar o aparecimento de bandas em torno de 199 e 378 cm’!
(letras g e i, respectivamente), e o desaparecimento das bandas em 229 cm™! [3(uracila-ribose)]
e 937 cm™! (letras h e k, respectivamente), sugerindo que a saida da molécula de 4dgua esta
causando mudangas na estrutura da célula unitaria. Portanto, observa-se a supressao da vibragao
molecular entre os grupos uracila e ribose da estrutura de SmU. A uma temperatura de 380 K,
a banda em 449 cm’! na temperatura anterior (letra j) desaparece. Essas mudangas de modo
interno ocorrem na mesma faixa de temperatura que as mudangas observadas nos modos de
rede, somando-se aos fatos sobre a ocorréncia de modificagdes estruturais desencadeadas pela

perda de dgua na faixa de temperatura entre 370 ¢ 380 K.
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Figura 13. Evolugdo dos espectros Raman na faixa de 150 a 950 cm™! para SmU: (a) espectros na faixa de
temperatura de 300 a 425 K. (b) nimero de onda vs. temperatura.
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Fonte: do proprio autor (2022).

A Figura 13(a) ainda mostra o desaparecimento da banda em 860 cm™' (letra 1) em 410K
e da banda em 734 cm’! (letra m) na temperatura de 420 K. Essas mudangas espectrais estio
associadas a saida da segunda molécula de dgua e o processo de recristalizagao da estrutura
ap6s a desidratacdo. A banda em 731 cm™ foi associada a deformagio angular da por¢do da
ribose que interage com a molécula de agua, com a desidratagdo, a estrutura possivelmente se
reorganiza sem essa interagao molecular.

Analisando a Figura 13(b) e a Tabela 4 nota-se trés modos de vibragdo com inclinagdes
positivas na fase I: 493 cm™! (v[(uracila]), 779 e 911 cm™ (J[ribose]). Esse comportamento pode
estar relacionado ao enfraquecimento das interagdes entre os grupos uracila e ribose com a
molécula de 4gua, aumentando a forca de interacdao entre os atomos dos grupos, interacao
intragrupo.

A Figura 14 mostra a regido espectral de 950 a 1750 cm™! na faixa de temperatura

estudada. As Figura 14(a) e (b) mostram o desaparecimento em 375K das bandas: 1086, 1243,
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1266, 1448 ¢ 1462 cm™ (respectivamente, letras n, o, p, q, 1). A banda em 1243 cm’

I esta

relacionada as vibragdes v[ribose] e J[C309H], o seu desaparecimento pode estar associado

com a saida da agua da estrutura.

Figura 14. (a) Espectro Raman de cristal de SmU em altas temperaturas para a regido espectral
de 950 a 1750 cm™! e (b) nimero de onda vs. temperatura para 950 - 1700 cm™'.
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A banda localizada em 1038 cm™!, atribuida as vibra¢des de estiramento do grupo ribose,

v[ribose] e v[C708], um estiramento que ocorre na ligacdo hidroxila com a molécula de agua,

tem seu nimero de onda elevado com o aquecimento. Esse efeito pode estar relacionado ao

enfraquecimento da interacdo com as moléculas de 4agua e, consequentemente, ao

fortalecimento da interagdo entre os a&tomos de carbono e oxigénio. A banda em torno de 1650

cm™! envolvendo estiramento C=0 é muito sensivel 2 mudanga de estrutura; portanto, essa

mudanca pode estar associada a saida da segunda molécula de 4gua da célula unitéria, tornando

o composto anidro. Sua largura aumenta para T > 390 K e muda a 425 K. De fato, a maioria

dos modos sofre um deslocamento para maiores nimero de onda nessa temperatura.
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Analisando as trés regides espectrais de 30 a 1750 cm™! ¢ possivel reforcar os resultados
da anélise térmica e DRXP em altas temperaturas, em que a fase 1 ocorre em temperaturas entre
300 e 380 K, enquanto a segunda fase cobre a faixa de temperatura de 385 — 420 K. Ambas as
modificagdes associadas a perda de dgua do cristal. Uma terceira fase comeca a aparecer a uma
temperatura de 425 K, conforme observado nas andlises de 7G, DSC e DRXP. Porém, nesta
temperatura, os espectros Raman perdem muita intensidade, dificultando a visualizagdo das
bandas, provavelmente devido ao aquecimento da amostra pelo forno e pelo laser. A perda da
segunda molécula de agua proporciona a quebra das ligacdes de hidrogénio e a formagdo de
novas ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de SmU. Como fases diferentes apresentam

propriedades diferentes, essa nova fase especifica reduziu o espalhamento Raman.

2.4 CONCLUSAO

Em resumo, este trabalho estudou os orbitais de fronteira molecular, indices de
reatividade global, atribui¢do teodrica de espectros vibracionais a temperatura ambiente e
estabilidade da 5-metiluridina semi hidratada em altas temperaturas por 7G, DSC, DRXP e
espectroscopia Raman. Resultados teoricos apontaram que a SmU possui baixos indices de
reatividade global, enquanto os espectros tedricos Raman e /R foram uteis para investigar as
vibragdes observadas em dados experimentais. As analises de 7G e DSC mostraram uma perda
de massa e um evento endotérmico iniciando em torno de 408 até 428 K, cujas analises Raman
e DRXP indicaram a saida de 4gua em temperaturas em torno de 380 K e 410 — 420 K. Isso ¢
visto como o desaparecimento de bandas nos modos internos e externos associados a interagao
com a molécula de 4dgua. O estudo da fase ortorrdombica mostrou que SmU sofre dilatagao
anisotropica dos eixos cristalinos. A partir de 380 K, SmU tem uma estrutura triclinica (P1).
Um segundo evento endotérmico iniciando em 426 K ¢ imediatamente seguido por um evento
exotérmico que termina em 432 K, indicando um evento de mudanga de fase com
recristalizacao da amostra. Esta analise ¢ confirmada pelo DRXP que mostrou a formagao de
uma fase monoclinica (P21), com a posterior fusdo do material na temperatura proxima a
460 K. Assim, este trabalho ajuda a entender as propriedades teoricas de reatividade, térmicas,
estruturais e vibracionais de 5SmU, um nucleosideo metilado com importantes funcdes

biologicas.
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Capitulo 3 — Caracterizacio estrutural e vibracional da adenosina
hidrocloridrica por DFT, analise da superficie de Hirshfeld e a

altas pressoes por espectroscopia Raman.
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CAPITULO 3 - CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E VIBRACIONAL DA
ADENOSINA HIDROCLORIDRICA POR DFT, SUPERFICIE HIRSHFELD E A
ALTAS PRESSOES POR ESPECTROSCOPIA RAMAN

RESUMO

O nucleosideo adenosina ¢ uma molécula de sinalizagdo encontrada em todo o corpo humano
que ¢ importante para a fisiologia. Neste estudo, usamos a teoria do funcional da densidade
(DFT), superficies de Hirshfeld e espectroscopia Raman para investigar as propriedades
estruturais e vibracionais da adenosina hidrocloridrica. Os dados geométricos calculados
mostraram muita similaridade com os dados experimentais, assim como os espectros Raman
mostraram boa concordancia entre os resultados tedricos e os observados. A andlise da
superficie de Hirshfeld mostra as interagdes de empacotamento de cristal e sua importancia,
bem como as quantidades relativas de cada interagdo na impressdo digital 2D. O
comportamento do cristal na faixa de 0,1 a 8,4 GPa foi estudado por espectroscopia Raman. A
analise dos espectros Raman em altas pressdes indica um comportamento bastante flexivel do
material cristalino, que comeca a mudar sua estrutura em 0,4 GPa e tem evidéncias de mudangas
constantes até 5,6 GPa conforme percebido pela observacao das bandas na regido dos modos
de rede. Da analise dos modos internos, concluimos que o material sofre trés transicoes de fase:
na faixa de 0,4 — 0,7 GPa, entre 1,5 ¢ 2,4 GPa, ¢ na faixa de 3,5 a 5,2 GPa (uma transicao de
fase estrutural). Essas mudancas envolvem tanto as porgdes de adenina quanto ribose da
molécula, bem como as interagdes intermoleculares efetuadas pelo atomo de cloro e entre as
moléculas de adenosina. Essa flexibilidade pode estar relacionada as variadas fungdes

bioldgicas que tanto a adenosina quanto o ion cloro exercem em sistemas bioquimicos.

Palavras-chave: nucleosideo, adenosina hidrocloridrica, DFT, analise de Hirshfeld, altas
pressoes, espectroscopia Raman, transi¢ao de fase.

3.1 INTRODUCAO

A adenosina ¢ um nucleosideo formado pela unido entre a base nitrogenada purina
adenina e ribose, cristalizando no sistema monoclinico, grupo espacial P2; e apresentando duas
moléculas por célula unitaria (Z = 2) [23]. A reacdo da adenosina com o 4cido cloridrico gera a

adenosina hidrocloridrica, mantendo o sistema cristalino € o grupo espacial, mas alterando os
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parametros de rede, aumentando a, b e f e diminuindo o parametro ¢ em rela¢do a adenosina
pura. Além disso, na adenosina o atomo N1 ¢ protonado e o ion cloro se posiciona entre as duas
moléculas de adenosina na célula unitéaria, Z=2 [19].

O nucleosideo adenosina ¢ uma molécula de sinalizagdo extracelular ubiqua com fungdes
essenciais na fisiologia humana. Esse nucleosideo tem papel essencial no controle energético,
atuando como “metabdlito retaliatério” quando a degradagdo intracelular do trifosfato de
adenosina (A7P) supera a producdo de ATP, além de ter fungdes hormonais, neurais, de
agregacao plaquetdria e de diferenciacdo linfocitaria. Essas propriedades sdo algumas das
razdes pelas quais a adenosina e seus derivados tém efeitos terapéuticos na maioria dos sistemas
organicos [127].

Devido a sua importancia bioldgica, os estudos identificaram que a adenosina tem 4
subtipos de receptores conhecidos: adenosina A1, Aza, A2 € As. Esses receptores sao membros
das guaninas heterotrimeras ligadas a proteina (proteina G, uma relevante mediadora das vias
metabolicas) acoplados a receptores (GPCR), membros da familia A [128-131] O GPCR ¢
ativado por meio da interagdo com o agonista no meio extracelular do receptor e propaga a
sinalizagdo para o meio intracelular de diversos processos fisiologicos como: neurotransmissao,
crescimento, metabolismo, diferenciagdo celular, secrecdo e defesa imunoldgica [132—-136]; por
1ss0, 0s GPCRs sdo alvos relevantes de formulagdes farmacéuticas terapéuticas produzidas no
mundo inteiro [137-147].

Além disso, a adenosina ¢ uma molécula neuro moduladora presente em todo o espago
extracelular do sistema nervoso central, tem a¢do neuro protetora durante a hipoxia e lesdo
cerebral. Ademais, a adenosina pode controlar a expressao e a progressao de uma gama de
condigdes neurologicas agudas e cronicas [148]. Adenosina também atua com a ativagao de
respostas anti-inflamatorias e imunossupressoras, visando promover a cicatrizacdo e a
homeostase tecidual [149].

A adic¢do do ion cloro na estrutura cristalina da adenosina pode potencializar as atuagdes
biologicas da adenosina pela presenca do ion cloreto na estrutura desse material. Em estudos
de simulacdo de dindmica molecular, foi relatado que os ions cloreto interagem com a primeira
camada de hidratacdo do DNA, sendo o grupo fosfato a maior regido de interagdo dos ions
cloretos [150]. O ion cloreto forma os denominados canais anidnicos, que podem atravessar
membranas biologicas apenas com a ajuda de proteinas que atravessam a membrana, que
permitem a difusdo passiva de Cl™ ao longo de seu gradiente eletroquimico, ou proteinas
transportadoras que acoplam o movimento de Cl™ ao de outros ions e pode assim estabelecer

gradientes eletroquimicos [151-153]. Os canais de cloreto exercem as funcdes bioldgicas de
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regulacdo do volume celular e seletividade a certos solutos organicos [154], transporte trans
epitelial de eletrolitos e fluidos [155,156], regulagdo do pH do meio celular como contra-ion
para Na* e K%, garantindo a neutralidade do sistema bioldgico [153]. Assim, a incorporac¢do
do anion cloreto a estrutura cristalina da adenosina pode facilitar a interagdo biologica desse
nucleosideo.

A estabilidade e o comportamento de alta pressdo de nucleosideos formados por bases
purinas foram estudados por espectroscopia Raman, como no caso da adenosina, que foi
relatada como passando por uma transi¢do de fase em 2,5 GPa [7] e desoxiadenosina
monohidratada, que sofre transi¢des de fase identificadas em 0,6-0,8, 2,0 ¢ 4,5 GPa [82,83].
Além disso, as bases nitrogenadas purinas adenina e guanina foram estudadas até 45 kbar, com
transicdes de fase sendo detectadas na faixa de 28-31 kbar (2,8-3,1 GPa) e 16—-19 kbar (1,6—
1,9 GPa), respectivamente [157].

Este trabalho tem como objetivo calcular o espectro Raman da adenosina hidrocloridrica
usando o método da teoria do funcional da densidade (DF'T), analisar as superficies de Hirshfeld
e investigar o efeito das altas pressdes na estabilidade dos cristais de adenosina hidrocloridrica
por meio de espectroscopia Raman. Além disso, busca compreender as propriedades e
flexibilidade desse material devido a sua ampla atividade bioldégica como nucleosideo

adenosina e ion cloro.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 CRESCIMENTO DE CRISTAIS

Os monocristais de adenosina hidrocloridrica — AC (C10H13N504.HCI) foram sintetizados
pelo método da evaporacado lenta do solvente. Para o preparo da solugdo foi utilizado adenosina
>99% (Sigma-Aldrich), &cido hidrocloridrico 37% (Sigma-Aldrich), alcool etilico >99,5%
(Sigma-Aldrich) e agua deionizada. 0,5 g de adenosina foi adicionada a 9,0 mL de solugao
agua:etanol (1:1), com posterior adi¢ao de 0,25 mL de acido cloridrico. A solugdo foi preparada
a 300 K e 100 rpm, com pH 2,4. Os monocristais foram obtidos apds 5 (cinco) dias de repouso

a 4°C e apresentam formatos irregulares, como apresentado na Figura 15.
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Figura 15. Monocristal de adenosina hidrocloridrica.
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Fonte: do proprio autor (2021).

3.2.2 ESTUDOS COMPUTACIONAIS

A estrutura para a adenosina hidrocloridrica foi obtida a partir de dados do CIF
(crystallographic information file, significa arquivo de informagdes cristalograficas) do
material [19]. Os calculos de quimica quantica foram realizados a partir dos primeiros
principios usando a teoria do funcional da densidade [39,40], implementado no programa Orca
4.2.0 [101]. A otimizag¢do da geometria, frequéncias vibracionais e propriedades eletronicas
para este composto foram calculadas usando o funcional hibrido B3LYP [102,103], incluindo
a corre¢do de dispersdo de Grimme para melhorar os efeitos da dispersao intramolecular [158].
O complexo conjunto de fungao de base triplo-{ com fun¢des de polarizacdo def2-TZVP foram
usados em todos os atomos [104]. Além disso, o modelo continuo polarizével tipo condutor foi
incluido para explicar o efeito de solvatag¢do da agua (e = 78,39) [105].

O programa VibAnalysis foi utilizado para auxiliar na atribuicdo de modos vibracionais
através da determinagdo automatica de relevancia do modo vibracional (VMARD). Este
software usa regressao linear bayesiana com uma abordagem de determinagdo de relevancia
automatica viavel para decompor o movimento atdmico como uma combinacdo de
deslocamentos ao longo de coordenadas atomicas internas quimicamente significativas [106].

Um fator de escala de 0,96 foi usado para a regido espectral de 2700 - 3400 cm™ [107].
3.2.3 ESTUDOS DA SUPERFICIE DE HIRSHFELD
A andlise das superficies de Hirshfeld foi realizada usando o software CrystalExplorer

[159]. As superficies de Hirshfeld foram gerados usando os dados de difragdao de raios X da

adenosina hidrocloridrica [19] para construir modelos baseados na distribui¢do eletronica
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calculada como a soma das densidades eletronicas atdmicas esféricas, usando o raio de Van der
Waals (vdW) e obteve como resultado uma superficie tnica [159-161]. O grafico de dnorm foi
criado usando uma escala de cores fixa de -0,53 (vermelho, distancias menores que a soma dos
raios vdW) passando pelo branco até 1,26 (azul, distancias maiores que a soma dos raios vdW).
As superficies de sd3o mapeadas em uma escala de cores fixa de 0,78 (vermelho, distdncias
curtas) através do verde até 2,57 A (azul, distAncias longas) [160]. Os graficos de impressio
digital 2D foram criados usando a escala de 0,4 a 2,6 A, mostrando as escalas de distancia d. e

d; exibidas nos eixos do grafico e incluindo contatos reciprocos.

3.2.2 CARACTERIZACOES

A difragao de raios X do p6 (DRXP) a temperatura e pressao ambiente foi realizada em
um difratometro da PANalytical Empyrean, operando com radiagdio Cu — Ka
(L=1,5418 A), 40 kV e 40 mA. A analise foi realizada na faixa de 5 — 40° (20), passo de 0,02°
e tempo de contagem de 2s por passo. O padrao de DRXP foi refinado usando o método
Rietveld com o programa EXPGUI-GSAS [99,100], comparando os dados experimentais aos
parametros apresentados na literatura [19].

As analises Raman foram realizadas no intervalo espectral de 30 a 3400 cm™ em um
espectrometro da Horiba Jobin Yvon, modelo T64000, equipado com um dispositivo sensivel
a carga (CCD) resfriado pelo efeito Peltier, com resolucdo espectral de 2cm™. O equipamento
possui um sistema micro-Raman com um microscopio Olympus BH40 com lente de distancia
focal f= 26,5 mm, ampliacao de 20x e abertura numérica de 0,25. A fonte de excitagdao foi um
laser de Ar: Kr (A = 514,5 nm) da Innova 70C Spectrum model, na geometria de
retroespalhamento.

Para o estudo a altas pressdes por espectroscopia Raman no intervalo de 0,1 a 8,4 GPa,
foi utilizada uma célula de pressao a extremos de diamantes (DAC, do inglés diamond anvil
cell), utilizando 6leo mineral (Nujol) como meio transmissor de pressdao, adicionando ao
sistema um pequeno monocristal de adenosina hidrocloridrica e outro de rubi (Al,03:Cr’"), que
possui uma propriedade luminescente regular que desloca 7,53cm™'/GPa [162—164], indicando
a pressao hidrostatica do meio. O 6leo mineral pode transferir pressdo para materiais cristalinos

dentro do DAC com linearidade até a faixa de 5 a 7 GPa [165,166].
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 DRXP EM TEMPERATURA E PRESSAO AMBIENTE

A Figura 16 apresenta o padrdo DRXP refinado pelo método Rietveld para cristais de AC.
Os dados obtidos indicam que a fase desejada foi obtida e os pardmetros de qualidade do
refinamento (R, = 13,04 e § = 2,8) apontam boa concordincia entre os difratogramas
experimental e calculado. Além disso, foi verificado que em condi¢des de temperatura e pressao
ambiente a amostra de AC cristaliza em um sistema monoclinico, grupo espacial P2; (C2),
contendo duas moléculas por célula unitaria (Z= 2) e os seguintes parametros de rede refinados:
a=16,655(8) A, b=16,751(3) A, c = 6,400(4) A, V' =647,14(3) A3, e p = 114,90(6) °. Esses
valores t€ém uma boa concordancia com os dados relatados na literatura [19]. A inser¢ao na
Figura 16 mostra a célula unitaria da AC contendo duas moléculas de adenosina e dois atomos

de cloro.

Figura 16. Refinamento de Rietveld do dado de DRXP de cristal de adenosina hidrocloridrica (AC),
com a célula unitaria inserida no grafico.
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Fonte: do proprio autor (2022).
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3.3.2 ESTUDOS EM QUIMICA COMPUTACIONAL

3.3.2.1 Analise da estrutura otimizada da AC

A Tabela 5 apresenta os dados geométricos relativos aos comprimentos de ligacdo,
angulos de ligacdo e diedros da adenosina hidrocloridrica obtidos a partir de calculos tedricos
e dados experimentais. Em geral, os desvios entre os comprimentos de ligagdo calculados e
experimentais sdo inferiores a 0,76%, exceto para a ligagdo C6—NI1 (1,5%). As variagdes dos
angulos de ligacdo calculados apresentam um ligeiro aumento. Em particular, os angulos do
anel de ribose otimizados desviam em torno de 2,0%, incluindo os C3°—C2’—Q02’ e
C4’—C3°—03’. Um comportamento semelhante foi observado para os diedros calculados no
anel ribose. Por exemplo, 0 N9—C1’—C2’—02’ relaxado apresenta desvio em torno de 4,3%,
enquanto o O1’—C1°—C2°’—02’ apresenta uma variacdo de 3,98%. Observe que vdrias
ligagdes de hidrogénio mantém a estrutura cristalina da AC. Em particular, a geometria do anel
ribose da adenosina ¢ afetada pela presenca da ligacdo de hidrogénio O3’—H --Cl. Em nossa
simulacdo de fase gasosa, essa interacao nao foi levada em consideracao, o que reflete na
geometria relaxada. Apesar da falta de interagdes intermoleculares, nossa estrutura calculada
ainda mostra uma boa concordancia com os dados experimentais, produzindo um desvio médio
absoluto de 1,02%. Isso nos permite usar a geometria da adenosina hidrocloridrica relaxada
para realizar seu cdalculo vibracional e atribui¢des de suas vibragdes de modo interno.
A Figura 17 mostra a comparacao entre a unidade assimétrica obtida dos dados a partir do CIF
e a geometria otimizada obtida pelo calculo DFT. Os atomos que formam a porg¢ao ribose sao

destacados com um apostrofo para diferencia-los dos atomos que compdem a adenina.

Tabela 5. ParAmetros geométricos de AC: comprimentos de ligagdo (A), angulos de ligacdo (°) e angulos diedros
(°) a partir de dados experimentais de difrag¢do de raios X [19] e dados computados com DF7-B3LYP /def2-TZVP.

Comprimento de ligacio (A) Angulo de ligacio (°) Angulo diedro (°)

Ligacio DRX Calc. Angulos DRX Calc, Angulos DRX Calc,
Cl'-Cc2 1,53 1,54 | C2-CI’-N9 113,00 113,50 | C22-C3’-C4 -C5’ -94,63 -93,56
ClI’-N9 1,46 1,46 | C2°-CI’-0I’ 105,65 106,52 | C2°-C3’-C4 -0I’ 27,87 28,04
Cr-or 1,42 1,41 Cl'-C2’-C3’ 100,93 101,61 | C3’-C2’-Cl’-H -88,27 -90,52
C2-NI 1,36 1,36 | CI'-C2°-02’ 114,58 113,72 | C4-C5-C6—-N6 176,47 179,99
C2-N3 1,31 1,30 | CI'-N9-C4 126,69 127,04 | C4-N3-C2-H 175,06 179,84
c2-C3 1,53 1,53 CI’-=N9-C8 127,51 127,04 | C4-OI’-CI’—H 103,72 106,58
C2’-02 1,41 1,41 Cl’-01"-C4 109,83 110,81 | C5-C4-N9-CI” 179,56 179,27
C3 -Cc4 1,53 1,53 C2-N1-C6 124,14 124,70 | C6-C5—-N7-C8 176,63 179,94
C3’-03 1,43 1,43 C2-N3-C4 111,58 113,08 | C6—-N1-C2-H 175,46 179,78
C4-C5 1,39 1,40 | C3°-C2°-02’ 115,52 113,08 | N3-C2-NI—-HS8 172,78 179,95
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C4-N3 1,36 1,35 2 -C3 -4 101,77 102,72 | N3-C4-C5-N7 179,48 179,63
C4-N9 1,36 1,36 Cc2’-C3"-03" 108,40 106,33 | N3-C4-N9-C8 -179,98 -179,67
C4 -C5° 1,51 1,52 C4 -C3"-03" 109,52 111,83 | N6-C6—-N1-C2 -178,47  -179,85
C4 -0r’ 1,45 1,45 C3-C4-C5 116,76 115,66 | N7-C5-C6—-NI1 -178,57  -179,63
C5-C6 1,40 1,41 C3-C4 -0r 105,69 105,61 | N7-C8-N9-CI’ -179,12 -179,17
C5-N7 1,38 1,38 C5-C4-N3 127,40 126,81 | N9-CI’-C2’-C3’ 153,71 150,39
C5°-05 1,43 1,43 C5-C4-N9 105,61 10526 | N9-CI’-C2’-02’ -81,48 -84,98
C6—-NI1 1,35 1,37 C4-C5-C6 118,14 117,67 | N9-CI’-0OI’-C# -140,82  -136,41
C6—-N6 1,32 1,32 C4-C5-N7 111,25 110,87 | N9-CI’-0OI’-C# -140,82  -136,41
C8-N7 1,31 1,31 C4-N9-C8 105,80 106,38 | N9-C4-C5-C6 176,73 179,93
C8-N9 1,38 1,38 Ccs-C4 -0r 109,89 109,78 | N9-C4-N3-C2 179,00 179,94
C4 -C5 =05 114,76 113,31 | OI’-CI’-C2°-02’ 161,62 155,19
C6-C5-N7 130,50 131,46 | 02°-C2°-C3’-C4 -162,59  -158,37
C5-C6—-NI 113,56 114,01 | O3’ -C3’-C4 -C5° 150,78 152,81
C5-C6—-N6 126,07 126,08 | O3°-C3’-C4’-H3 29,59 30,11
C5-N7-C8 103,75 104,38 | 03’ -C3’-C4 -01’ -86,72 -85,60
N1-C2-N3 125,08 124,70
N9-CI’-0r’ 107,20 108,90

Fonte: do proprio autor (2022).

Figura 17. Unidade assimétrica da AC: (a) obtida dos dados de DRX; (b) com a geometria otimizada pelo
método DFT B3LYP/def2-TZVP.

(@) @ (b) @«
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Dados de DRX Otimizado por DFT

Fonte: do proprio autor (2022).

3.3.2.2 Analise vibracional Raman

A adenosina hidrocloridrica pertence ao grupo espacial P2; (C5), com duas moléculas
por célula unitaria. O sistema cristalino apresenta 204 modos normais, considerando que hé 72
atomos na célula unitaria. A Tabela 3A da referéncia [117] nos fornece a informacao de que os

sitios de simetria C; sdo ocupados por 2 atomos. Em termos de representagdo irredutivel do
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grupo fator C,, segundo a Tabela 3B da mesma referéncia, os modos normais de vibragdo sao
distribuidos como [yt = 102 A + 102 B,. Isto posto, e baseado na Tabela 3E, os modos
acusticos s0 [eastico = A + 2B do total dos modos vibracionais, g, = 102 A + 102 B,
resultado em modos 6ticos que podem ser escritos como Ipiico = 101 A + 100 B. Os modos
A e B sdo as representagdes irredutiveis associadas com modos ativos tanto no Raman quanto
no infravermelho.

A Figura 18 mostra os espectros Raman experimentais e calculados para AC na faixa
espectral entre 40 e 4000 cm™! do cristal de AC. As bandas Raman observadas e suas atribui¢des
estdo resumidas na Tabela 6.

A Figura 18(a) mostra a regidio espectral de 190 a 800 cm™, com a inser¢io dos modos de
rede do espectro experimental da regifio de 40 a 200 cm™! no canto superior esquerdo do grafico.
E importante notar que o calculo vibracional foi realizado em um modelo de fase gasosa da
unidade assimétrica do cristal da AC; portanto, nossa atribuigdo vibracional DFT nao inclui
modos normais abaixo de 200 cm’!. De fato, esta regiio espectral é comumente relacionada
com movimentos coletivos de todos os d&tomos na c€lula unitéria, incluindo vibragdes ao longo
de interacdes intermoleculares fracas (como ligacdes de hidrogénio e interagdes de Van der
Waals). As oito bandas experimentais observadas nesta regido espectral foram designadas como
modos de rede e sua analise sera essencial para discutir possiveis transi¢des de fase no sistema
cristalino da AC.

Na regido espectral entre 200 ¢ 800 cm’

¢ possivel observar varias bandas. Essas
vibragdes se originam de movimento de tor¢des e deformagdes angulares da porc¢ao purina e
ribose da molécula de adenosina. As bandas Raman em 258, 338, 545, 648 e 749 cm™! foram
atribuidas como vibragdes de estiramento e deformacao angular do anel ribose. No estudo do
cristal de adenosina, tem uma vibragdo do grupo ribose em 350, 538, 641 e 722 cm™ [167].
Uma banda bem definida e intensa é observada em 623 e 727 cm™' e origina-se de vibragdes de
bending e estiramento da ligacgdo C—N da por¢ao de adenina. Em estudos que analisam a
estabilidade de compostos organicos durante a variagdo de temperatura e pressdo, essas bandas
podem ajudar a entender qual por¢ao da molécula ¢ mais suscetivel a mudangas estruturais
quando afetada por fatores termodinamicos.

A Figura 18(b) contém a faixa espectral de 800 a 1800 cm™' dos espectros experimentais
e calculados para o cristal de AC. Esta regido espectral apresenta mais modos de estiramento,
tanto de um par de atomos quanto de grupos moleculares. Além disso, tem algumas tor¢des no

plano e fora do plano, wagging e scissoring CHz. As bandas em 1632 e 1673 cm™ foram

atribuidas a vibragoes de estiramento dos atomos CC e CN.
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Figura 18. Espectro Raman experimental e calculado da AC na faixa espectral de:
(2) 190 a 800 cm™' com a regido experimental de 40 a 200 cm™! inserida no canto superior esquerdo
(b) 800 a 1800 cm’!, (c) 2700 a 4000 cm.
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Fonte: do proprio autor (2022).
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Tabela 6. Numero de onda calculado (®calc) € experimental (®raman) dos espectros Raman da adenosina
hidrocloridrica com suas respectivas atribuicdes de modos de vibragdo, com atribuigdo provisoria das bandas no
espectro dentro da célula de pressio (DAC).

(Raman ®cCale

Banda DAC Atribuicoes (VMARD, %)
(em™) (em™)
a 57 55 Modos de rede
83 78 Modos de rede
d 89 83 Modos de rede
e 98 94 Modos de rede
f 104 100 Modos de rede
109 Modos de rede
127 123 Modos de rede
h 151 141 Modos de rede
i 168 168 175 Modos de rede
234 230 226 S[C4’C5’O5’H] (11)
260 258 251 d[ribose] (14) + T[C5SN7C8N9I] (10)
269 275 t[adenina] (12)
311 310 303 S[C5C6N6] (12) + 6[C6C5NT] (11)
327 324 325 o[ribose] (22) + d6[adenina] (14)
1 341 338 345 T[C2°C1°’N9C8] (10) + t[ribose] (10)
439 442 S[C1°C2°02°] (10)
528 524 527 S[C5CO6N1] (19) + v[C6N6] (11) +
S[C2N3C4] (10) + v[C5N7] (10)
2 547 545 540 v[C2°02’] (13) + v[C3°C4’] (11) +
6[C3°C2°02°] (10)
572 558 574 t[adenina] (13)
3 627 623 627 S[C4C5NT] (16)
4 643 648 643 d[ribose] (12) + d[adenina] (10)
6 692 692 694 Y[CI’N9C4C8] (11) + y[C5CONING]
(9,0)
729 727 732 Breathing[adenina] (43) + Vv[C4N3]
(10)
7 752 749 757 Breathing[ribose] (33) +
S[C1’01°C4’] (10)
8 829 833 813 T[C4C5N7C8] (18) + y[C5CONING]
(18) + t[C5C4N9CS] (13)
847 846 844 V[CI’N9] (11)
865 861 867 T[N7C5C6N1] (19) + y[C2NI1C6H]

(18) + 1[C2NIC6C5] (14) +
Y[C5C6N1NG] (10)
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9 890 889 916 S8[N3C2N1] (15) + d[adenina] (14)
907 905 931 T[C2°C1’N9C4] (12) +
T[C2°CI’N9CS8] (12) + 1[CAN9C8H]
(11
10 982 980 985 v[C5°05°] (10) + 6[HC4’C3°H] (10)
1008 1006 1016 v[C6N1] (13) + p[N6H:] (10)
11 1036 1034 1030 T[C2N1C6N6] (20) + T[C4C5C6N6]
(18) + t[C2N3C4N9] (12) +
y[HC2NIN3] (12)
12 1052 1052 1042 v[C1°O1°] (15)
1064 1060 1050 v[C3°0’3] (13)
1090 1087 1094 v[C2°02°] (10) + v[C1°01°] (9)
1115 1111 1114 v[ribose] (27) + d[ribose] (11)
1130 1120 v[C2°02°] (17)
1154 1151 1210 8[C5’05°H] (17) + v[C5°05°] (11) +
o[C5’Hy] (10)
1202 1198 1240 S[C4N9C8H] (15) + v[C1°N9] (9)
1215 1215 1263 tw[C5’H,] (12) +
1252 1268 d[ribose] (12)
1291 1301 O6[C4’C3’H] (11)
1303 1323 V[C5N7] (9)
1321 1337 V[C5N7] (9)
1339 1366 6[HO2’C2’H] (10)
1359 1375 Vv[C2N3] (14) + v[C8N7] (10) +
S[N3C2H] (10)
1366 1382 S6[HC3°C4’H] (12)
a 1409 1407 1433 v[C5C6] (11) + v[C2N3] (11)
1419 1417 1444 o[C5’Hz] (12) + Vv[C8N7] (10) +
v[C4N9] (10)
o 1439 1435 1461 v[C6N6] (19) + 6[C6NI1H] (11)
€ 1458 1456 1491 sc[C5°Hz] (41)
] 1511 1508 1527 S[C4N9CS8] (12) + v[C8N7] (11) +
Vv[C4C5] (10) + S[N7C8H] (9)
1 1562 1561 1580 v[C4N3] (13) + v[C4C5] (10) +
Vv[C&NT] (9)
0 1635 1632 1630 Vv[C2N3] (14) + v[C6N1] (10)
1673 1694 Vv[C5C6] (17) + v[C6N6] (17) +
V[C2N3] (10)
2871 2884%* vs[C5 Hz] (85)
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2945 2934% Vv[NIH] (75)
2975 2964* v[C3’H] (77)
3020 2991* v[C2°H] (76) + v[C3 H] (10)
3093 3096* v[C2H] (88)
3111 3110* v[C8H] (81)
A 3186 3182 3284* vi[N6H.] (84)
3309 3496* vJ[N6H,] (97)
3335 3570% v[02°H] (95)
B 3391 3393 3643* v[03°H] (78) + v[O5°'H] (21)

Fonte: do proprio autor (2022).

*Usando o fator de escala de 0,96,
Nomenclatura: v — estiramento; vs — estiramento simétrico; v, — estiramento antissimétrico; 6 — deformacao angular
ou bending; tw — twisting; sc — tesoura; ® — wagging ou abano; T — torsdo; y —vibragao de tor¢do fora do plano.

Na faixa espectral entre 200 e 1800 cm™! foram observadas vibragdes entre os 4tomos que
formam a ligagdo glicosidica, C1'—N9. As bandas em 324, 338 ¢ 905 cm™! foram atribuidas a
tor¢des no plano envolvendo os atomos da ligagao glicosidica; enquanto as bandas identificadas
em 692 e 861 cm™! foram atribuidas a tor¢do fora do plano. Além das torgdes, o estiramento
C1'—N09 foi observado em 846 ¢ 1198 cm™’. No estudo da molécula de adenosina, uma banda

em 271 cm’ foi atribuida & tor¢do [167] e em 1180 cm’!

ao estiramento [7] da ligagdo
glicosidica.

A Figura 18(c) mostra a faixa espectral de 2800 a 3550 cm™! da adenosina hidrocloridrica.
Essa regido espectral pode indicar as influéncias das ligagdes de hidrogénio na rede cristalina,
pois essas interagdes influenciam as bandas de estiramento dos grupos CH, OH e NH, vibragdes
atribuidas a essa faixa espectral. O estiramento CH, v[C — H], foi atribuido as bandas em 2975,
3020, 3093 ¢ 3111 cm™. A banda em 2871 cm’! foi identificada como indicativa de vibragdes
simétricas de estiramento das ligacdes CHz. A banda em 2945 cm’! foi associada ao estiramento
da ligagio N—H, v[NH]. As bandas em 3182 e 3309 cm™' foram atribuidas ao estiramento

simétrico e antissimétrico do grupo amina primdria, vs{ N6H2] e va[ N6H2], respectivamente. O

estiramento do grupo hidroxila foi observado em 3335 e 3393 cm™!, v[O—H].
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3.3.3 ANALISE DE SUPERFICIES DE HIRSHFELD

As superficies de Hirshfeld sdo mostradas na Figura 19, ilustrando superficies que foram
mapeadas sobre dnorm (2) € de (b). A Figura 19(a) destaca as interacdes intermoleculares que
estabilizam a estrutura tridimensional do cristal de AC, com a unidade assimétrica dentro da
superficie de Hirshfeld e atomos e moléculas vizinhos para ilustrar interacdes intra e
intermoleculares. Como podemos observar, as interagdes envolvem a por¢ao adenosina e ribose
da molécula. Os atomos N1, N6, O3’ e OS5’ atuam como doadores de prétons para a formagao
de ligacdes de hidrogénio (HB, do inglés hydrogen bond) com atomos de cloro. O adtomo de
05’ também atua como um aceptor de prétons ao interagir com o 4&tomo de O2' de uma molécula

de AC vizinha.

Figura 19. (a) Superficie de Hirshfeld para a adenosina hidrocloridrica: (a) mapeada com dnorm. Interagdes inter
e intramoleculares da unidade assimétrica com moléculas vizinhas sdo destacadas com linhas tracejadas em
ciano. (b) mapeado com d. para as vistas frontal (esquerda) e posterior (direita).

Fonte: do proprio autor (2023).

Além disso, o ion cloro da unidade assimétrica interage com o N1 da propria unidade
e com os atomos C2', O5' e N6 de moléculas vizinhas. Também podemos notar as interagdes
do atomo de carbono C2 com nitrogénio e carbono de uma molécula vizinha de adenosina,
C2—H---N7 e C2—H---C8, respectivamente; essas interagdes entre duas porgdes de adenosina
de moléculas vizinhas sdo afetadas pela interacdo entre nitrogénio e atomos de carbono
(N7...C2).

As regides vermelhas escuras na superficie dnorm indicam contatos de ligagdo de

hidrogénio. Regides com coloragdo azul na superficie indicam contatos mais longos e mais
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fracos além das ligacdes de hidrogénio. A Figura 19(b) exibe a superficie d., a distancia de um
ponto na superficie até o nicleo mais proximo fora da superficie [160], enfatizando os locais
vermelhos (distancias curtas) e amarelos (distancias médias) na superficie, onde as interagdes
intermoleculares sdo realizadas pelos atomos de cloro, N6 e N7 (indicados por 1 e 2,
respectivamente), C2 (indicados por 3) e os atomos de oxigénio da ribose, O2', O3' ¢ O5'
(indicados por 4, 5 e 6, respectivamente), de &tomos que estdo dentro da superficie interagindo
com atomos que estao ao redor da superficie de.

Além disso, € possivel visualizar graficos de impressao digital 2D que podem ser
decompostos para quantificar as contribui¢des individuais de intera¢des intermoleculares, com
énfase na ligacao de hidrogénio (HB), geralmente exibida como picos na parte inferior esquerda
dos graficos de impressao digital [159,160,168].

Os graficos de impressao digital 2D das intera¢des intermoleculares sdo apresentados na
Figura 20, com a quantidade de contribui¢do individual de cada interacdo intermolecular da
estrutura cristalina. Uma caracteristica comum entre as trés interacdes realizadas pelas ligagdes
de hidrogénio ¢ o par de picos que aparecem na parte inferior esquerda do grafico [160]. Nesta
representacao, o primeiro atomo representa o interior da superficie e o segundo indica o exterior
da superficie, (dentro---fora). A interagcdo H---H foi a mais frequente (30,7%). Os contatos N---H
/ H--N representam 19,4% de todas as interagdes; por sua vez, os contatos O---H / H---O
representam 17,2 %; as interagdes Cl---H / H---Cl sdo de 14,6% e as interagdes C---H / H---C
sao de 9,1% das interagdes intermoleculares.

Outra forma de explorar as interagdes intermoleculares ¢ avaliar a interacdo de um dos
atomos dentro do HS com todos os outros atomos vizinhos da molécula (X-ALL) [169-171].
Assim, temos os contatos H-ALL, N-ALL, CI-ALL, O-ALL e C-ALL com 57,2%, 12,6%,
11,3%, 10,8% e 8,1%, respectivamente. Considerando a anélise da interacao de todos os atomos
dentro do HS com os atomos das moléculas vizinhas (ALL-X) [169—171], temos: interacdes
ALL-H, ALL-N, ALL-Cl, ALL-O e ALL-C com 64,6%, 10,4%, 8,2%, 10,2% e 6,6%,
respectivamente. Vimos que em ambas as situacdes as interagdes envolvendo atomos de H tém
uma contribui¢do mais significativa, evidenciando a importancia das ligagdes de H na rede
cristalina; resultados semelhantes foram relatados para derivados de sulfonato de
diaminopirimidina [169] e para cocristal de 2-amino-6-metilpiridina e acido succinico [171].
Nota-se também que a interagao ALL-O ¢ maior que ALL-CI, confirmando a maior quantidade

de atomos de O na vizinhanga interagindo com a unidade assimétrica.
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Figura 20. Gréficos de impressao digital 2D resolvidos para a molécula de AC e em H:---H, N---H/H:--N,
O--H/H---0, CI---H/H---Cl e C---H/H:--C contatos exibindo as porcentagens de contatos que contribuem para a
area total da superficie de Hirshfeld.
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Fonte: do proprio autor (2023).

Essas interacdes sdo fundamentais para o empacotamento cristalino. Além disso, essas
informagdes sobre as interagdes moleculares desempenham papel essencial na estabilidade

cristalina e na compreensao de possiveis modificagdes que a estrutura cristalina possa sofrer.

3.3.3 ANALISE DOS ESPECTROS RAMAN A ALTAS PRESSOES

A Figura 21 mostra o comportamento do cristal AC na primeira faixa espectral de 50 a
300 cm’!, variando em pressdo de 0,1 a 8,4 GPa. A Figura 22 mostra a evolucdo dos centros das
bandas na faixa de pressdo estudada para a primeira regido espectral. Essa regido espectral
envolve movimentos nos quais cada molécula da célula unitaria vibra como uma unidade junto
com as outras moléculas da célula unitaria. Esses modos sdo chamados de vibragdes de rede
externa e envolvem rotacdes proibidas em torno de seus centros de massa e translagdes
oscilatorias. Seus numeros de onda sdo baixos, pois as forcas restauradoras sdo devidas a
ligacdes intermoleculares fracas e uma massa relativamente grande estd envolvida porque as

moléculas inteiras estdo em movimento [5].
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O cristal de AC apresenta um comportamento bastante flexivel com o aumento da
pressdo, talvez devido as suas diversas funcdes bioldgicas, o material parece ter a propriedade
de se conformar para se adaptar as mudancas do meio em que esté inserido. Além disso, com o
aumento da pressao, as bandas perdem intensidade e, na maioria das vezes, sofrem um aumento
no nimero de onda (blue shift), conforme pode ser observado na Figura 22 e na Tabela 7.

Ao iniciar o processo de compressdo hidrostatica, a banda em 67 cm™ surge em 0,4 GPa
(sinalizada por *) enquanto a banda em 94 cm™! desaparece em 0,7 GPa, indicada por uma seta
para baixo. Em 0,4 GPa, hd uma descontinuidade das bandas em 57, 63, 89, 98, 104 ¢ 127 cm”
'(a, b, d, e, fe g), conforme mostrado na Figura 22. A banda indicada pela letra a é atribuida a
uma tor¢do envolvendo a ligagdo glicosidica (N9—C1°) [167], e a mudanca neste modo
vibracional pode indicar alteragdes na estrutura cristalina da AC. Além disso, a descontinuidade
dos modos indicados pelas letras b e f reforcam a sugestao do inicio de uma transi¢ao de fase,
pois sdo vibracdes atribuidas a tor¢des da por¢do adenina e da porgao ribose da molécula AC,
respectivamente.

Na andlise da molécula de adenosina em altas pressdes, uma descontinuidade nos modos
vibracionais foi relatada para bandas em 57 e 104 cm™ nas pressdes em torno de 2,5 GPa,
interpretada como um indicativo de uma transi¢do de fase [7]. Com o aumento da pressdo, mais
3 bandas aparecem em pressdes posteriores: 124 cm™ em 1,2 GPa (letra k), 104 ¢ 156 cm™ em
1,7 GPa (letras / e m, respectivamente).

Em 2,4 GPa, a banda b desaparece em 78 cm’ (indicada por uma seta para baixo).
A banda b foi associada a uma tor¢do da porcao ribose da molécula de AC, 7[HC5°C4°0O1°] +
7[0O5°C5°C4°H] ] [167], evidenciando uma possivel alteracdo estrutural nesta faixa de pressao.
Em 3,2 GPa, as bandas em 92 e 138 cm’!, letras ¢ e e, desaparecem. A banda c est4 associada a
uma vibracao de tor¢do da por¢ao de adenina da molécula AC, t[{C5C4N9CS] e [N7C8NIC4]
[167]. A medida que a pressdo aumenta para 3,7 GPa, uma banda aparece em 214 cm™ (letra n)

e em 4,0 GPa, outra banda aparece em 92 cm! (letra o).
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Capitulo 3 — AC a altas pressoes

Figura 21. Evolugdo dos espectros Raman na faixa de 50 a 300 cm! sob altas pressdes,
no intervalo da pressdo de 0,1 até 8,4 GPa para a AC.
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Fonte: do proprio autor (2022).

Figura 22. Grafico dw/dP da AC na faixa de pressdo de 0,1 a 8,4 GPa da faixa espectral de:
(a) 55a132,5cm; (b) 120 2250 cm™".
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Um fendmeno interessante a destacar ¢ o acentuado deslocamento para menores nimeros
de onda (red shift) que a banda indicada com o * sofre na faixa de pressdo de 3,5 a 4,3 GPa,
com inclinag¢io de -6,0 cm™'/GPa, como pode ser visto na Figura 22(b) e na Tabela 7. Esse
comportamento ¢ semelhante ao modo soft, relatado para sistemas cristalinos inorganicos [172].
Geralmente, o modo soft ocorre anterior a transi¢ao de fase.

A 4,5 GPa, as bandas k, g e m desaparecem (150, 162 e 169 cm™!, respectivamente). Em
5,2 GPa, as bandas em 72 e 197 cm™! desaparecem, letras a e &, respectivamente. Na proxima
pressdo (5,6 GPa) a banda em 209 cm! desaparece (letra i). Nao ha mudangas significativas a
partir de 5,6 até 8,4 GPa.

Esta primeira regido espectral (< 200 cm™') caracteriza as possiveis transi¢des de fase e
formacao de polimorfos em materiais organicos. Com o aumento da pressao, os cristais de AC
sofrem muitas modificagdes. De fato, a inclusdo de cloro na estrutura cristalina da AC parece
aumentar a flexibilidade de suas ligagdes intermoleculares ao longo da rede. Em um estudo
anterior de adenosina pura de 0 a 10 GPa, observou-se que os modos associados a ligacao
glicosidica e ao estiramento envolvendo o atomo de hidrogénio sofrem um enfraquecimento
em torno de 2,5 GPa, levando os autores a concluirem a existéncia de uma transi¢ao de fase em
torno dessa pressao [7]. Além disso, Martin et al. [7] relatam nos graficos de nimero de onda
vs. pressao que as bandas t€ém comportamento nao lineares em outras faixas de pressao.

Esse comportamento também foi observado no estudo da desoxiadenosina monohidratada
em altas pressoes [82]. Os autores sugerem que ocorra uma transi¢ao de fase nesse material
entre 0,6 ¢ 0,8 GPa, devido a descontinuidades de algumas bandas e mudangas espectrais e
relatam que essas variagdes continuam ocorrendo até a pressao final estudada de 5,6 GPa. No
estudo do infravermelho médio da desoxiadenosina até 10 GPa, foram observadas alteracdes
nas bandas associadas a porcao desoxirribose da molécula nas pressdes de 2,0 e 4,0 GPa,
evidenciando a ocorréncia de duas transi¢des de fase [83]. A partir desses dois trabalhos, pode-
se concluir que a desoxiadenosina sofre 3 transi¢des de fase, nas faixas de 0,6 — 0,8;a2,0 e a
4,0 GPa.

Assim, considerando nossa analise dos modos de rede da AC, concluimos que este
material cristalino sofre 3 alteragdes: a primeira na faixa de 0,4 — 0,7 GPa, a segunda transicao
na faixa de 1,5 — 2,4 GPa ¢ a terceira na faixa de 3,5 — 5,2 GPa. Além da primeira transicao de
fase a 0,4 GPa, as duas transi¢cdes de fase subsequentes ocorrem em faixas de pressao mais
altas, evidenciando que a estrutura cristalina sofre varias alteragdes com o aumento da pressao.
A Figura 21 apresenta os espectros de descompressdo (0,1*) do material na faixa de 50 a 300

cm’!, com evidéncias de que as transi¢des sio reversiveis.
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Capitulo 3 — AC a altas pressoes

A Figura 23 mostra a evolug@o do espectro Raman de 0,1 a 8,4 GPa na faixa espectral de
300 a 1250 cm™. Uma banda surge em 909 cm™ (indicada por !) a 2,0 GPa. A banda identificada
pelo niimero 8 em 829 cm™ (7[C4C5N7C8] + y[C5CONING] + 7[C5C4NICS]) sofre um
acentuado red shift até 2,0 GPa e desaparece no espectro seguinte, em 2,2 GPa. Este fato pode
ser mais bem percebido ao analisar a Figura 24 e a Tabela 6, que ilustram o nimero de onda
dos modos em fungdo da pressido na faixa espectral de 300 a 1250 cm™'. Como pode ser visto
na rede cristalina, algumas interacdes sao realizadas com esses atomos: (i) existe uma ligagao
de hidrogénio entre os dtomos de nitrogénio e cloro, NI—H---ClI; (ii) N6 interage com atomos
de Cle O2’; e (ii1) C8 interage com o grupo C2—H de uma molécula vizinha na rede cristalina,
C8---H—C2, e o carbono C8 esta ligado ao nitrogénio N9, que participa da ligagdo glicosidica
(ver Figura 19). O desaparecimento desta banda em 2,0 GPa pode indicar uma mudanca na
conformagao molecular do cristal AC.

A Figura 24 e a Tabela 6 mostram que as bandas em 784 cm’, 829 cm (8)
e 890 cm! (9) apresentam um davdP negativo na fase 1, indicando um enfraquecimento dessas

vibragdes com o aumento da pressao e indicando uma possivel alteragdo em torno de 0,4 GPa.

Figura 23. Espectros Raman da AC no intervalo de pressao

de 0,1 — 8,4 GPa na faixa espectral de 300 a 1250 cm™.
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Fonte: do proprio autor (2022).
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Capitulo 3 — AC a altas pressoes

Por volta de 2,0 GPa, a banda em 646 cm’, atribuida as vibracdes do acoplamento
adenina-ribose, J[ribose] + o[adenina] (banda 4 na Figura 24), sofre um red shift, uma anomalia
semelhante foi relatada na transi¢do de fase sofrida pela adenosina em altas pressdes
relacionadas a uma banda em torno de 641 cm™ [7]. A andlise da Tabela 6 juntamente com a
Figura 24, mostram trés bandas com valores do/dP negativos: 784 cm™, 829 cm™ (8) e 890 cm”
1(9), apresentando um comportamento associado a transi¢do de fase nesta faixa de pressdo. A
molécula de adenosina estudada em altas pressées apresentou anomalias no dw/dP das bandas
em 722 e 824 cm™! proximas a 2,5 GPa, o que levou os autores a apontarem uma transi¢io de
fase nessa faixa de pressdo [7]. Essas mudangas em torno de 2,0 GPa coincidem com as
mudancas ocorridas na primeira regido espectral e reforcam a suposicdo de uma transi¢do de
fase nesta faixa de pressao.

Em 3,5 GPa, uma banda desaparece em 890 cm™ (ntimero 9), atribuida ao bending do
anel de adenina, )[N3C2N1] + d[adenina]. Continuando a analise da Figura 23 e da Figura 24,
notamos o desaparecimento da banda 4 no espectro de 3,5 GPa; esta banda foi atribuida como
vibragdes na ribose acopladas com vibragdes na adenina. Além disso, no espectro de 3,5 GPa
h4 o aparecimento de uma banda fraca em 456 cm™ (letra p) e o desaparecimento da banda 5
em ~ 690 cm™!. Além disso, a banda marcada como 6 na Figura 24 sofre uma mudanca
acentuada para numeros de onda mais baixos na faixa de pressao entre 3,7 — 4,5 GPa, com um
valor de inclinagdo de -26,7 cm™!/GPa em Tabela 6, indicando um enfraquecimento desse modo
vibracional e que, em 4,8 GPa, ele desaparece.Com essas mudangas relatadas até agora,
percebemos que todas as por¢des da molécula de adenosina hidrocloridrica sofrem mudangas
em suas posicdes espaciais com o aumento da pressao.

Com a elevagao da pressao, na Figura 23 e na Figura 24, notamos o desaparecimento da
banda 1 (z7]C2'C1'N9C8] + t[ribose]), que além das tor¢des na ribose, inclui a tor¢ao envolvendo
a ligacdo glicosidica , na pressdo de 4,0 GPa em 365 cm™. Na pressdo de 4,3 GPa, a banda 2
desaparece em 560 cm™, (v[C2'02'] + v[C3'C4'] + J[C3'C2'02"]), e a banda 7 em 766 cm™
relacionado a ribose (respiracao[ribose] + o[C1'O1'C4']). Essas mudancas somadas as que
ocorrem na primeira regido espectral indicam uma mudanca na estrutura cristalina da molécula.

Aumentando a pressdo para 4,5 GPa, aparecem 3 bandas: em 621, 654 ¢ 829 cm™,
indicadas pelas letras q, r € s, respectivamente. Em 5,2 GPa, uma banda aparece em 573 cm™,
indicada pela letra t. Conforme relatado anteriormente, ocorrem alteragdes nas bandas
associadas as porcdes de adenina e ribose da molécula de AC. A "maleabilidade" desta
biomolécula pode estar relacionada com as varias fun¢des bioldgicas que a molécula de

adenosina e o ion cloro desempenham no sistema biolégico humano, sendo uma molécula que
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apresenta um comportamento adaptativo as alteracdes do ambiente e sugerindo a ocorréncia de
duas transi¢oes de fase: a segunda em torno de 1,5 a 2,4 GPa e a terceira na faixa de 3,5
a 5,2 GPa. A Figura 23 apresenta as analises de descompressao (0,1*) na regido espectral de
300 a 1250 cm™ de AC e mostra a reversibilidade das trés transicdes de fase.

A Figura 25 apresenta a evolug@o dos espectros de pressdao Raman de 0,1 a 8,4 GPa para
os cristais AC na terceira faixa espectral que compreende de 1390 a 1700 cm™, e a Figura 26(b)
mostra o grafico que segue o comportamento dos modos vibracionais com aumentando a
pressdo na faixa espectral de 1400 a 3400 cm™'. Em 0,4 GPa, notamos a primeira mudanga que
ocorre na banda em 1429 cm™'. Essa alteragdo coincide com as mudangas ocorridas na primeira

regido espectral que apresentou a primeira transi¢ao de fase desse cristal.

Figura 25. Analise Raman da AC na faixa de pressdo de 0,1 a 8,4 GPa na regido espectral de 1390 — 1700 cm™.
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Fonte: do proprio autor (2022).

A regidio espectral de 1390 a 1700 cm™! apresentou menos mudangas em comparag¢do com
as duas regides espectrais discutidas anteriormente. Apos a modificacao em 0,4 GPa, a banda
indicada pela letra grega o (6micron) sofre deslocamento para maiores nimero de onda (blue
shift) e perde intensidade com o aumento da pressdao e desaparece em 4,3 GPa. Nesta faixa

espectral também ha o aparecimento de uma banda em 1460 cm™ (p) em 4,5 GPa e outra banda
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Capitulo 3 — AC a altas pressoes

em 1430 cm™ em 5,2 GPa (m). Essas mudancas coincidem com as que ocorreram na primeira e
segunda regides espectrais, adicionando mais evidéncias de uma transi¢ao de fase em torno de
4,0 GPa. O espectro de descompressao identificado como 0,1* mostra que as alteragdes que a
AC sofre durante a compressao sao processos reversiveis.

A Figura 26(a) mostra os espectros Raman de compressio na faixa de 3100 - 3450 cm’!
para o intervalo de pressdo de 0,1 a 3,7 GPa. Com o auxilio da Figura 26(b) e da Tabela 7,
verificamos que as bandas em 3186 e 3391 cm™' (sinalizadas como A e B, respectivamente),
sofrem um desvio para menores numeros de onda em P > 0,3 GPa. Isso indica um
enfraquecimento da liga¢do quimica e, consequentemente, um fortalecimento das interagdes
intermoleculares que envolvem essas vibragdes moleculares de estiramento das ligacdes N—H

e O—H [5].

Figura 26. Espectros Raman do cristal de adenosina hidrocloridrica na faixa de 3100 a 3450 cm™! na faixa de

pressdo de 0,1 a 3,7 GPa: (a) compressao, (b) descompressio.
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A medida que a pressio era elevada, a banda A desapareceu em 2,0 GPa. A banda A foi
atribuida ao estiramento simétrico do grupo amina primaria, vJ(N6H>], que interage através de

ligagdes de hidrogénio com os dtomos Cl e O2°. A Figura 26(b) mostra a evolu¢do do niimero
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de onda das bandas pelo aumento de pressio na regido espectral de 1400 a 3400 cm™,
evidenciando as mudangas espectrais relatadas. As alteragdes nas vibragdes desse grupo
sugerem mudancas na organizagdo espacial do cristal, devido as interacdes que realizam,
sugerindo a ocorréncia de uma mudanca na distribuicao dos atomos a uma pressao de 2,0 GPa.

Na pressdo de 3,5 GPa, a banda B desaparece. A banda B ¢ atribuida ao estiramento
O—H, v[O3'H] e v[O5'H], que interage com o cloro e com o atomo de O2’, sugerindo uma
mudanca nesta faixa de pressdo. A analise dos espectros de descompressao da regido espectral
de 2700 a 3450 cm™ (0,1*) justifica a flexibilidade do material em exibir espectros de
descompressdo qualitativamente como os espectros de compressdo, evidenciando o carater
reversivel do cristal de AC.

As constantes alteragdes causadas no cristal de adenosina hidrocloridrica com o aumento
da pressdo indicam uma transi¢do de fase conformacional na faixa de 0,4 — 0,7 GPa, com
evidéncia na regido do modo de rede e na terceira regido espectral. Com a evolucao da pressao,
a molécula tende a sofrer mudangas sucessivas em sua conformacao molecular, como visto em
torno de 1,5 — 2,4 GPa, faixa de pressao que ocorre a segunda transi¢cdo de fase conformacional,
com alteragdes em 3 regides espectrais; € a terceira faixa de alteragdes, de 3,5 a 5,2 GPa, foi
evidenciada por alteragdes em todas as regides espectrais estudadas, por isso, possivelmente,
ha alteracdo no grupo espacial da molécula, caracterizando este transi¢do de fase como
estrutural. Com a continuagdo do experimento a altas pressoes, os espectros continuam sofrendo
modificacdes, algo que acontece durante quase todo o experimento, sugerindo que a molécula
se adapta a alteracdo do meio em que estd inserida, apresentando um comportamento de
camaledo. Isso pode estar ligado as suas diversas acdes nos sistemas bioldgicos, onde a
molécula se adapta ao ambiente para continuar exercendo suas atividades bioldgicas.

O estudo dos nucleosideos a altas pressdes foram realizados para a adenosina,
desoxiadenosina, citidina, uridina e timidina. Uma evidéncia comum entre elas ¢ o fato de
vibragdes atribuidas a grupos que tem influéncia nas ligacdes intermoleculares sofrerem
alteragdes nas faixas de transigdes apresentadas na Tabela 8, além do surgimento e
desaparecimento de modos vibracionais. As mesmas evidéncias foram constatadas ao estudar

a adenosina hidrocloridrica a altas pressdes por espectroscopia Raman.
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Tabela 8. Relagdo dos nucleosideos estudados a altas pressdes por espectroscopia Raman
¢ suas faixas de altera¢des na estrutura cristalina, em GPa.

Faixa de evidéncias de mudancas

Nucleosideos na estrutura cristalina (GPa) Referéncias
Adenosina 2,5 [7]
Desoxiadenosina 0,6-0,8/2,0/4,0 [82,83]
Adenosina hidrocloridrica 04-07/1,5-24/3,5-5,2 Este trabalho
Citidina 4,0 [5]
Uridina 1,2 [8]
Timidina 0,5-1,0/3,0 [84]

3.4 CONCLUSAO

O estudo DFT da biomolécula de adenosina hidrocloridrica apresentou resultados
geométricos calculados semelhantes aos experimentais. Com isso, foi realizado o célculo das
frequéncias vibracionais da AC. A analise de superficie de Hirshfeld mostrou as interacdes
intermoleculares, com énfase nas ligacdes de hidrogénio, além de indicar a contribuic¢ao de cada
interagdo para o empacotamento cristalino. A andlise do comportamento do AC por
espectroscopia Raman na faixa de pressdo de 0,1 a 8,4 GPa mostrou que este cristal sofre 3
transicdes de fase: (i) a 0,4 — 0,7 GPa, (ii) na faixa de 1,5 — 2,4 GPa e (iii) na faixade 3,52 5,2
GPa, com mudangas nos modos de rede nessas faixas de pressdo. A primeira transicdo de fase
conformacional ainda ¢ justificada na terceira regido espectral, devido a mudancas na porgao
de adenina da molécula de AC. A segunda transi¢ao de fase conformacional foi evidenciada
por mudancas em trés regides espectrais, com desaparecimento dos modos vibracionais ligados
a adenina, principalmente o estiramento simétrico N6H> que interage por ligagdes de hidrogénio
com os atomos de Cl e O2’. A terceira transi¢do de fase estrutural é evidenciada por mudancgas
em todas as regides espectrais e envolve toda a molécula de AC. Além disso, apds sofrer as
primeiras mudangas a uma pressao de 0,4 GPa, o material sofre mudangas continuas no espectro
vibracional, indicando alteragdes na conformagdo da estrutura cristalina. Na analise de
descompressao, os espectros de todas as regides apresentam semelhancas com os espectros de

compressao, mostrando que as modificagdes sdo reversiveis.
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CONCLUSAO GERAL

O método DFT usando o funcional B3LYP e a funcao de base def2-TZVP produzem
espectros vibracionais calculados que sao muito semelhantes aos espectros experimentais para
a SmU e para a AC, com base nos fatos observados.

No estudo da 5-metiluridina semi hidratada (5mU) a altas temperaturas, averiguamos que
o material sofre dois processos de desidratacao seguido de uma recristalizacdo para a forma
anidra nas temperaturas de 380, 410-420 e em torno de 430 K, respectivamente. As faixas de
temperaturas das transformacgdes foram similares entre as técnicas experimentais utilizadas
nesse estudo: 7GA, DSC, DRXP e espectroscopia Raman. No estudo de DRXP dos
difratogramas a altas temperaturas, foi verificado que o material sofre alteragdes do sistema
cristalino ortorrdmbico (P21212) para triclinico (P1), que compreende a fase que a estrutura
cristalina sofre desidratacdo; e, finalmente, para monoclinico (P21) na forma anidra. No
acompanhamento do aquecimento do material por espectroscopia Raman, foi notado
desaparecimento de bandas e inversdo de intensidade em modos vibracionais atribuidos as LH
formadas entre a molécula de SmU e a adgua.

Na investigacdo do comportamento da adenosina hidrocloridrica (AC) a altas pressdes
por espectroscopia Raman, foi verificado que a estrutura cristalina ¢ flexivel a elevacao da
pressdo, com o material “se adaptando™ a cada etapa do processo, ou seja, conformando sua
estrutura para se adaptar as novas condi¢cdes do meio ao qual a amostra estd inserida.
Os espectros do cristal de AC comecam a apresentar modificagdes a partir de 0,4 GPa, e
continua exibindo variagdes constantes até a pressao de 5,6 GPa, com evidéncias que o material
tenha 3 alteragdes na sua estrutura: no intervalo espectral de 0,4 — 0,7 GPa, entre 1,5 e 2,4 GPa
e na faixa de 3,5 a 5,2 GPa, sendo as duas primeiras transi¢des consideradas conformacionais
e a terceira e ultima foi considerada como transi¢do de fase estrutural, por conter alteragdes em
todas as regides espectrais estudadas. As constantes mudancas sdo evidenciadas por modos
associados a todas as por¢des da molécula de AC. Com esses fatos, argumentamos que esse

material tem um comportamento de “camaledo", devido as suas constantes modificagdes.

Perspectivas

Como perspectiva, pretendiamos estudar a  S-metiluridina  semihidratada
e a 5-metilciditina a altas pressdes por espectroscopia Raman, porém, devido a pandemia,

algumas analises foram atrasadas e ndo foi possivel apresentar os resultados desses materiais
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neste trabalho, porém, parte da andlise desses resultados estdo em andamento para posterior
publicagao.

O interesse em relacdo a S-metilcitidina foi devido a constatagdes que a metilagao da
citidina (que gera a 5-metilciditina) estd sendo estudada como uma molécula marcadora de
modifica¢des no DNA, sendo relacionada, nos ultimos anos, a longevidade e qualidade de vida.
Por isso, temos o interesse de estudar essa biomolécula de interesse epigenético.

Além disso, durante o desenvolvimento deste trabalho e dos estudos bibliograficos,
percebi a importancia da biomolécula de adenosina, sendo muito promissora sua combinacao
com outros materiais de interesse bioldgico com o objetivo de gerar novas drogas que tenham
aplicagdo na area da satde, principalmente no que tange o sistema nervoso € 0s processos

energéticos.
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APENDICE A — Resultados adicionais da adenosina hidrocloridrica

A Figura Al apresenta a analise de DSC da adenosina hidrocloridrica — AC. O material
ndo apresenta evidéncias de eventos térmicos antes da fusdo, iniciada em torno de 145 °C e

finalizada em torno de 187 °C.

Figura Al. Curva DSC da adenosina hidrocloridrica.
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Fonte: do proprio autor (2021).

Por ndo apresentar evidéncias de eventos térmicos até a ocorréncia da fusdo, ndo foram
realizados ensaios a altas temperaturas por difracdo de raios X no pd e por espectroscopia
Raman na adenosina hidrocloridrica.

No estudo das propriedades dos orbitais de fronteira molecular e dos indices de
reatividade global, exibidos na Figura A2 e na Tabela Al, identificamos a energia do orbital
molecular mais alto ocupado (HOMO) e do mais baixo ndo ocupado (LUMO), com a energia
de gap de 5,47 eV, com os orbitais de fronteira presentes em maior densidade da porc¢ao adenina
da molécula de AC, com uma diferenca evidente no atomo de cloro, totalmente ocupado por
densidade eletrénica no HOMO. O valor da Egap da molécula de AC foi mais elevado ao ser
comparada a 5mU, mostra que a AC provavelmente € menos reativa que a 5mU, como mostrado
pela dureza quimica. 1sso pode estar ligado ao seu elevado potencial de ionizacao, que dificulta
a remocdo de um elétron da molécula. Ao passo que a molécula de AC tem maior afinidade
eletronica que a 5mU, mostrando uma maior aceitabilidade de receber um elétron. Esse

fendmeno pode ser um indicio de que a AC se torna mais suscetivel a formar interagdes quando
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ela ndo perde elétrons nessa interagdo, tendo em vista que o seu indice de eletrofilicidade ser

maior comparada a 5muU.

Figura A2. Representacdo da densidade eletrdnica dos orbitais moleculares da AC.
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Fonte: do préprio autor (2023).

Tabela Al. Descrigdo dos indices de reatividade global para a adenosina hidrocloridrica (AC) calculada pelo
método B3LYP/def2-TZVP e a 5-metiluridina (5mU) e uridina apresentados no capitulo 2 desse trabalho de tese.

Propriedades Formula AC >my Uridina

(eV) (eV) (eV)
Energia do HOMO En -6,88 -6,05 -6,81
Energia do LUMO EL -1,41 -1,25 -1,30
Energia do Gap Eq=EL-En 5,47 4,80 5,51
Potencial de ionizagéao Pl=—Ex 6,88 6,06 6,81
Afinidade eletrénica AE=-E_ 1,41 1,25 1,30
Eletronegatividade x=—(En+E)/2 4,15 3,65 4,06
Potencial quimico u=(En+E)/2 -4,15 -3,65 4,06
Dureza quimica n=(EL-En)/2 2,73 2,40 2,76
Suavidade S=1/n 0,37 0,42 0,36
indice de eletrofilicidade o=y 3,14 2,78 2,99

Fonte: do proprio autor (2023).
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APENDICE B — Referencial teérico

Nessa etapa do trabalho, foi explanado sobre os temas que sdo fundamentais para o
desenvolvimento dessa tese, como: as técnicas de caracterizac6es utilizadas e o entendimento
sobre as moléculas de nucleosideos — func6es bioldgicas e estruturas cristalinas.

A maioria das técnicas utilizadas s@o espectroscopicas, pois sdo respostas da interacdo da
radiacdo eletromagnética com a matéria. S&o elas a difracao de raios X (DRX), a espectroscopia
Raman e a espectroscopia no Infravermelho (IR), as duas ultimas denominadas como
espectroscopia vibracional. De acordo com a energia ou comprimento da radiacdo, é possivel
estudar diversas caracteristicas de materiais, como apresentado na Figura A3 e Tabela A2.

Figura A3. Técnicas espectroscopicas e a relacdo das faixas da radiacdo eletromagnética.
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Fonte: [1].

Em 1800, a regido do Infravermelho foi a primeira faixa ndo visivel do espectro
eletromagnético descoberta e estudada pelo astronomo inglés Sir William Herschel (nascido
em Hannover, na Alemanha como Friedrich Wilhelm Herschel, se mudou para a Inglaterra apos
a ocupacéo francesa em 1757) [2].

Herschel investigou a distribuicao de calor no espectro solar visivel obtido pela colocagao
de um prisma de vidro na frente de uma fenda em uma cortina de janela. O calor associado a

diferentes posic¢des no espectro bem disperso exibido em uma superficie horizontal foi medido
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por termémetros de mercurio em vidro com ldmpadas enegrecidas e descobriu que a
temperatura maxima mostrada pelos termémetros ocorria logo além da extremidade vermelha
do espectro, ou seja, em uma posi¢do muito diferente daquela de luminosidade maxima, e que

0 aquecimento se estendia muito além disso [2].

Tabela A2. Informac®es sobre as radiacfes do espectro eletromagnético.

o o Comprimento de Ndmero de onda
Radiacdo Frequéncia (Hz)
onda (nm) (cm™)
Infravermelho
] 3,0.10' - 6,0.10%2 25.000 — 300.000 10 -200
distante (FIR)
Infravermelho
] 6,0.10%2-1,2.10% 2.500 — 25.000 200 —4.000
médio (MIR)
Infravermelho
] 1,2.10%* - 3,8.10* 700 —2.500 4.000 - 12.800
proximo (NIR)
Visivel 3,8.10% -7,9.10 400 - 700 12.800 — 26.300
Ultravioleta 7,9.10% - 3,0.10'¢ 10 - 400 26.300 — 108
Raios X 3,0.106 - 3,0.10%8 0,01-10 108 — 108

Fonte: [3,4].

Em 1895, o fisico alemdo Wilhelm Conrad Roentgen anunciou a descoberta de uma
radiacdo que tornava 0s objetos transparentes e que, por ndo saber como nomea-lo, foi
denominado como raios X [5,6].

Em 1928, com a descoberta do espalhamento ineléstico da luz por Raman e Krishnan,
houve um aumento no estudo de dados vibracionais de moléculas organicas. Uma razdo para o
rapido e continuo interesse no fendmeno do efeito Raman foi que os requisitos experimentais
foram atendidos muito mais facilmente na regido visivel do que na regido IR [2].

Os primeiros trabalhos no estudo da interacéo entre calor e mudancas quimicas e fisicas
foram em grande parte qualitativos, mas os experimentos de Lavoisier e Laplace por volta de
1780 permitiram a medicdo das quantidades de energia térmica associadas a mudangas de
estado e rea¢Oes quimicas. Embora seu aparelho exigisse grandes quantidades de amostra, fosse
lento de usar e de baixa precisdo, o trabalho de Lavoisier Ihe rendeu o apelido de “o av6 da
termoquimica” [7,8].
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Figura A4. O aparelho usado por Herschel para demonstrar a existéncia de radiacédo IR.

Fonte: [2].

A analise termogravimétrica (TGA) foi utilizada pela primeira vez em 1907, no estudo
da decomposicdo térmica de piritas pelo cientista Tuchot. Desse ponto em diante, a técnica
evoluiu com estudos mais técnicos e aprofundados, assim como pelo desenvolvimento
tecnoldgico [9]. O mesmo aconteceu com a calorimetria exploratdria diferencial (DSC, do
inglés differential scanning calorimetry), termo utilizado pela primeira vez no trabalho de
Watson e colaboradores para descrever a técnica instrumental desenvolvida em 1963 pela
Perkin Elmer Corporation [10].

Por fim, utilizamos nos estudos teéricos uma poderosa ferramenta: o0 DFT. A teoria do
funcional da densidade (DFT, do inglés density functional theory) tem como objetivo prever
propriedades moleculares quantitativamente ou qualitativamente e explicar a natureza da
ligacdo e interagdo quimica. Essa teoria emerge como uma alternativa aos tradicionais métodos
ab initio (do grego “desde o principio”) e semiempiricos no estudo de propriedades de sistemas
moleculares. A grande vantagem desse método consiste no ganho de espaco computacional e
espaco de memoria [11]. O marco inicial dessa teoria é considerado, por muitos autores, as
publicacdes dos teoremas de Hohenberg e Kohn em 1964 (Inhomogeneous Electron Gas) [12]
e pelas equacbes de Kohn-Sham em 1965 (Self-Consistent Equations Including Exchange and
Correlation Effects) [13].
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Al.1 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL

A espectroscopia vibracional, composta pela espectroscopia no infravermelha (IR) e
Raman, fornece informacdes sobre as vibragdes moleculares, devido a excitacdo da amostra por
uma fonte de radiacdo monocromatica, provocando alteracfes no estado de energia vibracional.
No entanto, a espectroscopia Raman e no IR diferem na forma como a energia do féton é
transferida para a molécula e a instrumentacdo utilizada. Assim, as informacdes extraidas
apresentam caracteristicas diferentes, como as intensidades das bandas vibracionais, sendo as
duas técnicas complementares. Essas diferencas ocorrem devido os diferentes mecanismos de
excitagéo e, portanto, das diferentes regras de selegéo [2,14,15]

A espectroscopia vibracional oferece analise rapida, de alto rendimento e ndo destrutiva
de uma ampla gama de amostras por meio de seus recursos exclusivos de "impressdo digital™,
sendo possivel a analise de amostras no estado sélido, liquido e gasoso, principalmente a
espectroscopia Raman, que néo sofre interferéncia de umidade como o IR [15-17].

Com o0 avanco da espectroscopia vibracional, as ciéncias bioldgicas e da salde tiveram
grandes avancos, podendo relacionar a possibilidade de monitorar de maneira ndo invasiva e in
vivo a cicatrizacdo de feridas [18]; a identificacdo de metabdlitos em biofluidos (urina, suor,
saliva, sangue, lagrimas, material fecal, liquido cefalorraquidiano, sémen, fluido vaginal,
amostras de tecido) [17,19]; e diagnostico de cancer [20].

Nas investigacGes criminais forenses, as técnicas vibracionais auxiliam na identificacéo
de explosivos, agentes quimicos, drogas ilicitas, fibras téxteis, fitas adesivas, pinturas, tintas e
pigmentos, falsificacdo de assinaturas, residuo de tiro de arma de fogo, cabelos e pelos [21,22].

Na paleontologia, hd uma riqueza de informacdes que podem ser obtidas a partir de
analises espectroscépicas vibracionais de fosseis, que vao desde a identificacdo taxonémica de
microfdsseis enigmaticos, mecanismos de preservacao de fosseis, vias de alteracdo diagenética
e térmica e historias de fosseis, até a composigdo quimica [23].

No estudo geoldgicos, a espectroscopia vibracional fornece uma poderosa variedade de
técnicas para identificar materiais geoldgicos e para sondar seu comportamento sob condigdes
extremas de pressdo e temperatura. A espectroscopia vibracional deve agora pertencer as

~ 00

“ferramentas padrao” da geologia moderna [24].

Na industria farmacéutica, tem importante utilidade na caracterizacdo desses materiais,
como a identificacdo e qualificacdo de matérias-primas, diferenciar formas solidas, como
formas amorfas, polimorfos, hidratos, solvatos e sais, estudando a transformagéo de fase em

temperatura e umidade controladas, analise de processo para cristalizagdo, mistura, granulacéo,
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revestimento e liofilizagdo, e aplicagdes em andlise de contaminacdo, estudos forenses e
deteccéo de falsificagdes [1].

Por fim, destaca-se 0 uso da espectroscopia vibracional na caracterizacdo de materiais
organicos cristalinos, com destaque para o estudo de polimorfos [25-28], transicdes de fase sob
alteracdes de temperatura e pressédo [29-31], e transformacao de fase [32].

Nas proximas secdes, serd explanado informacdes mais especificas sobre as

espectroscopias vibracionais Raman e infravermelho.

Al.1.1 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Em marco de 1928, os fisicos indianos Chandrasekhara Venkata Raman e
Kariamanikkam Srinivasa Krishnan publicaram a descoberta experimental do espalhamento
ineléstico da luz [33,34], uma descoberta que revolucionou a espectroscopia vibracional. Essa
area de estudo passou a ser denominada espectroscopia Raman. Essa descoberta rendeu a C. V.
Raman o prémio Nobel em Fisica de 1930 “pelo seu trabalho sobre a dispersdo da luz e pela
descoberta do efeito que leva seu nome” [35].

Esse fendmeno foi previsto teoricamente pelo fisico tedrico austriaco Adolf Gustav
Stephan Smekal cinco anos antes, em setembro de 1923 [36]. Coincidentemente, em maio de
1928, os fisicos russos Grigory Samuilovich Landsberg e Leonid Isaakovich Mandelstam
publicaram o mesmo efeito em cristais de quartzo [37,38].

No espalhamento Raman, a luz interage com a molécula e distorce (polariza) a nuvem de
elétrons ao redor dos nticleos para formar um estado de curta duragdo chamado “estado virtual”.
Este estado ndo é estavel e o foton é rapidamente reemitido com frequéncia diferente. Assim,
para resultar em efeito Raman, é necessario que haja uma mudanca na polarizabilidade (o) da
molécula, que é a capacidade de distorcer a nuvem eletrénica da molécula atingida pelos fotons
[39,40].

A Figura A5 simula o efeito de uma molécula apolar, como H; e benzeno, sob a influéncia
de um campo elétrico, representado por duas placas carregadas. As cargas negativas da
molécula (elétrons) sdo atraidas pela placa positiva, enquanto a placa negativa atrai as cargas

negativas da molécula (nucleos), formando um momento dipolo induzido [40].
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Figura A5. Momento dipolo induzido por um campo elétrico.

Fonte: [40].

Para descrever esse momento dipolo, os componentes dos vetores do campo elétrico sao
indicados por Ey, E, e E, com a molécula fixada no sistema de coordenadas cartesiano. O
momento dipolo induzido depende da flexibilidade dos elétrons e nucleos da molécula, ou seja,
a polarizabilidade (a). O campo elétrico da origem a um momento dipolo induzido (u') que

pode ser descrito pelos seus componentes [40-42]:

:uJ,c = QuxEx + axyEy + ay,E,
Uy = ayxEyx + ay E, + a,E, (A1)

Uz = aszx + azyEy + azzEz

O primeiro subscrito refere-se a direcdo de polarizacdo da molécula, e o segundo refere-se a
polarizagdo da luz incidente. Todos 0s a;; séo componentes de um tensor a, que projeta um
vetor, o vetor de campo elétrico E, para produzir outro vetor u’, 0 momento dipolo induzido.

A (Al pode ser reescrita em notacdo de matriz,

/,ly . Ey (AZ)

!
Uy [axx Ayy Oz E,
Uz

ou simplesmente como
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U =a.E (A3)

A flexibilidade dos elétrons e nicleos em uma molécula depende de sua distancia muatua.
Se a distancia for pequena, um campo externo terd uma influéncia menor sobre as particulas do
que se a distancia for grande. Portanto, a polarizabilidade de uma molécula pode ser modulada
por uma vibragdo. Consequentemente, o0 momento dipolar induzido e, portanto, também a
amplitude do campo emitido é modulada pela frequéncia da vibragéo [40].

As mudancas de energia que detectamos na espectroscopia vibracional sdo aquelas
necessarias para causar 0 movimento nuclear. Se apenas a distor¢do da nuvem de elétrons
estiver envolvida na dispersao, os fotons serdo espalhados com mudancas de frequéncia muito
pequenas, pois 0s elétrons sdo comparativamente leves. Este processo de espalhamento é
considerado como espalhamento elastico e é o processo dominante, chamado de espalhamento
Rayleigh (Figura A6) [39].

No entanto, se 0 movimento nuclear for induzido durante o processo de espalhamento, a
energia serd transferida do féton incidente para a molécula (espalhamento Stokes) ou da
molécula para o foton espalhado (espalhamento anti-Stokes) (Figura A6). Nestes casos 0
processo é inelastico e a energia do foton espalhado ¢ diferente da energia do foton incidente
por uma unidade vibracional. Este é o espalhamento Raman. E inerentemente um processo fraco
em que apenas 1 (um) em cada 108-108 fotons que se espalham é espalhamento Raman. Por si
S0, 1SS0 ndo torna o processo insensivel, pois com lasers e microscopios modernos, densidades
de poténcia muito altas podem ser fornecidas a amostras muito pequenas, mas outros processos,

como degradacdo de amostras e fluorescéncia, podem ocorrer prontamente [39-42].
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Figura A6. Diagrama apresentando a emissao ou absorcdo IR, espalhamento Rayleigh, Stokes e anti-Stokes.
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Fonte: [42].

A perda ou ganho de energia pela molécula, AE,,, é equivalente a energia da radiacdo
eletromagnética emitida, absorvida ou espalhada. Esta energia é diretamente proporcional a

frequéncia ou nimero de onda da radiagdo,

AE,, = hv = hcv (A4)

h é a constante de Planck, 6.62608x103* J.s; ¢ é a velocidade da luz, 2.99792458x10® m.s; e
v € a frequéncia e v € o numero de onda da radiacdo, (a frequéncia € representada pela letra
grega ni, v)

Portanto, a molécula € irradiada com energia inicial hv, e realiza um espalhamento da
luz de energia hv,,. Se ndo ocorre nenhuma alteracdo na energia entre o féton incidente e o
espalhado pela molécula, temos um espalhamento Rayleigh, hv, = hv),, entdo AE,,, = 0, pois
a energia rotacional e vibracional da molécula ndo sofre alteracoes, assim, esse espalhamento é
mais intenso dentre as radiacdes espalhadas observadas no efeito Raman (Figura A6) [4,40,43].

Se ao interagir com a molécula no estado fundamental v = 0 (letra grega ipsilon), a
molécula é excitada até o estado virtual e retorna para o nivel v = 1, o féton perde energia para
a molécula e, assim, ocorre um espalhamento de um féton com energia AE,,, = hvy — hvy,,

denominado espalhamento Stokes [4,40,41].
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Caso o foton interaja com a molécula no nivel energético excitado v = 1 e provoque sua
transicdo para o nivel de energia virtual e, em seguida, retornando para o nivel fundamental
(v = 0), o foton ganha energia da molécula e fica com energia AE,, = hvy + hv,,. Esse
espalhamento € chamado de anti-Stokes [4,40,41].

O estado virtual € formado quando o foton interage com a molécula e essa interacéo pode
ser considerada como a formacao de um “complexo” de curta duracdo entre a energia da luz e
os elétrons na molécula em que os nicleos ndo tém tempo para se mover apreciavelmente. 1sso
resulta em uma forma de alta energia da molécula com uma geometria eletrnica diferente, mas
sem nenhum grande movimento nuclear. Este “complexo” entre a luz e a molécula ndo ¢ estavel
e a luz é liberada imediatamente como radiacédo espalhada [44].

Na espectroscopia Raman, os espectros Stokes sao mais utilizados pois, a temperatura
ambiente, cerca de 99 % das moléculas encontram-se no estado vibracional de menor energia
(v = 0), de acordo com a de lei de distribuicdo de energia de Maxwell-Boltzman, por isso, a
probabilidade de ocorréncia do espalhamento Stokes € bem maior do que a do espalhamento
anti-Stokes [40-42,45].

De acordo com a teoria cléssica, o espalhamento Raman pode ser explicado ao analisar a
intensidade do campo elétrico E da onda eletromagnética (feixe do laser, v,) flutuando com o
tempo (t) como apresentado na (A5 [4,40,42,43]:

E = E, cos(2mv,t) (AS5)

E, corresponde a amplitude vibracional. Se uma molécula € irradiacdo com o feixe do laser, um

momento de dipolo elétrico (u) é induzido:

U= afF = aE, cos (2mv,t) (A6)

Se a molécula esta vibrando com uma frequéncia v,,, o deslocamento nuclear q é dado como:

q = qo cos (2mv,,t) (A7)

sabendo que g, = (r —14), a diferenca entre a separagdo nuclear em qualquer instante e a

distancia de equilibrio, ou seja, a amplitude vibracional. Para uma vibracao de baixa amplitude,

a € uma funcdo linear de g. Assim, podemos considerar que
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a= a0+(—) qo + -+ (A8)

Aqui, a, € a polarizabilidade na posi¢do de equilibrio e (0a/dq),€ a taxa de variacdo de a em
relacdo a variacdo de g, avaliada na posicao de equilibrio.
Combinando a (A6 com a (A7 e a (A8, geramos a (A9:

U= aE, cos (2mv,t)

da
U = aE,cos(2mvyt) + <%) qoEo cos(2mvyt)
0

oa
U = aE,cos(2mvyt) + ( q) qoEo cos(2mvyt) cos(2mv,,t)

d
U = aEycos(2mvyt) + = ( ) qoEo [cos{2m(vy + vy )t} + cos{2m(vy — v )t}]  (A9)

As trés funcbes cosseno com trés argumentos diferentes nesta equacao significam que o
dipolo induzido oscila com trés frequéncias distintas simultaneamente, portanto gera radiacao
em v, e em frequéncias deslocadas por +v,,. O primeiro termo refere-se ao espalhamento
Rayleigh observado em v,. O segundo termo indica o fendmeno do espalhamento anti-Stokes
(vo + vi) € 0 terceiro termo representa o espalhamento Stokes (v — v,,). Se (da/dq), for
zero, a vibracdo ndo é Raman ativa. Ou seja, para ser Raman-ativo, a taxa de mudanca de
polarizabilidade (a) com a vibracdo ndo deve ser zero [4,40,42,43].

Pode-se concluir que a teoria classica descreve com sucesso as relagdes de frequéncia do
espalhamento vibracional Raman. Mostra que o deslocamento Raman é independente da
frequéncia (comprimento de onda) da radiacdo incidente. Assim, se excitamos uma molécula
com a linha de laser verde ou azul de um laser, obteremos 0 mesmo padréo de nimero de onda
(mas ndo necessariamente as mesmas intensidades relativas), com deslocamentos Raman
caracteristicos da molécula de espalhamento [42].

A espectroscopia Raman tem a capacidade de manter a integridade dos materiais
analisados e ndo precisar de uma amostragem rigida para alcangar bons resultados, além de
possibilitar analises in situ. Por isso, foi e tem sido amplamente utilizada em processos de
sinteses de novos compostos, cristais e cocristais [46,47], compostos inorganicos e minerais
[46,48,49], na analise forense de drogas, explosivos, tintas e pigmentos na arte e arqueologia;

polimeros e emulsdes; tautomeria em corantes, analise in situ de materiais biolégicos, como
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tecido benigno e maligno, bactérias; na industria farmacéutica, identificando a formulagao
correta e polimorfos; processos de fermentacdo; e produtos gerados em processos cataliticos
[46].

Al.1.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (IR)

Na absorcdo ou emissdo no IR, ha uma transi¢do direta entre dois niveis de energia
vibracional, mais frequentemente entre o estado vibracional fundamental (v = Q) e o primeiro
estado excitado (v = 1), como apresentado na Figura A6. Essas transi¢des sao processos simples
de um féton — um féton é absorvido ou emitido durante a transi¢do. Nesse processo, o foton ao
ser absorvido pela molécula precisa causar uma alteracdo no seu momento de dipolo durante a
vibracdo molecular, u [50].

A absorcéo do féton depende da frequéncia normal da vibracdo molecular e a intensidade
da absorcédo do foton depende da efetividade com que o foton consegue transferir essa energia
para a molécula, e isso depende da mudanga no momento dipolo que ocorre como resultado da
vibracdo molecular. O momento de dipolo molecular € a relacdo entre a quantidade de carga

entre as extremidades do dipolo (o) e a distancia entre as cargas (d) ((A10).

u=26.d (A10)

Como a comprimento de onda da radiagdo infravermelha ¢ maior que o tamanho das
moléculas organicas de baixo peso molecular, que possuem massa molar abaixo de 900 D
(1 D = 1 unidade de massa atbmica) e um tamanho médio de 1nm, o campo elétrico do foton
pode ser considerado uniforme em todo o entorno da molécula, como apresentado na Figura
AT.
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Figura A7. Forcas geradas sobre um dipolo por um campo elétrico oscilante. Essas forcas tendem a diminuir e
aumentar o espaco entre os dipolos alternadamente.
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Fonte: [4].

O campo elétrico exerce forgas sobre as cargas moleculares, causando repulsdo quando
houver a coincidéncia de cargas e atracdo quando houver cargas opostas na interacdo entre o
campo elétrico e o dipolo molecular. Essa interacdo ira causar alteragdes na polaridade da
molécula devido as mudancas do comprimento da ligacdo e o centro de carga elétrico,
induzindo o momento dipolar da molécula a oscilar na frequéncia do foton [4].

Se a energia de um féton incidente corresponde ao intervalo de energia entre o estado
fundamental de uma molécula e um estado excitado, o féton pode ser absorvido e a molécula
promovida para o estado excitado de maior energia (Figura A6). E essa mudanca que é medida
na espectroscopia de absorcédo pela deteccdo da perda dessa energia de radiacéo da luz, como
ilustrado esquematicamente na Figura A8 [39,44].

No esquema apresentado na Figura A8, uma molécula de HCI no estado fundamental é
atingida por fotons de varias frequéncias vo,. A molécula absorve o féton de frequéncia vy, e
fica no estado vibracional excitado. Supondo que o féton absorvido (vy) tenha frequéncia igual
a 8,67x10% Hz, essa foi a frequéncia que permitiu a molécula alcancar seu estado vibracional
excitado. Assim, podemos concluir que, por mais que a molécula seja irradiada com fétons da
faixa da radiacdo infravermelha, ela absorvera apenas as frequéncias especificas que coincidam

com as frequéncias naturais da molécula [4].
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Figura A8. llustracdo esquematica da absorcdo no infravermelho. (a) Antes da interacdo: a molécula sera
atingida por varios fotons de frequéncia v,. (b) Apds a interacdo dos fétons com a molécula, um dos fétons é
absorvido pela molécula, v,,.

Antes da interacdo Depois da interacao
()
Vo Q! VM
Va ‘ — ) -
‘ N - S \_

(a) (b)

Fonte: adaptado de [4].

O exemplo de uma molécula com vibracdo ativa no infravermelho é apresentado na
Figura A9. O momento de dipolo de uma molécula heteronuclear muda a medida que a ligacéao
se expande e se contrai. Em compara¢do, um exemplo de uma molécula com vibracéo inativa

no infravermelho é uma molécula diatbmica homonuclear porque seu momento de dipolo
permanece zero [51].

Figura A9. Mudancas no momento dipolo de moléculas lineares. (a) estado de repouso, (b) durante uma
contracdo da ligacao, (c) durante um estiramento da ligacao, (d) estiramento simétrico do CO»,
(e) estiramento antissimétrico do COy, (f) deformagao angular do COs.

o—O 20 O @,
G S G D
@ (b) (c)

5 5 & & o & A
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- @ — < <

(d) (e) ()

Fonte: [51].
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Na Figura A9(d) apresenta o estiramento simétrico do CO2, uma molécula linear apolar
com ligacGes polares. No estiramento simétrico, a vibracdo ndo causa alteracdo no momento
dipolo molecular, pois durante o estiramento e compressdo das suas ligagdes duplas C = 0, as
cargas parciais negativas (6 ) continuam nos atomos de oxigénio das extremidades e a carga
parcial positiva (§*) continua situada no centro de simetria da molécula, no atomo de carbono;
assim, a vibracéo de estiramento simétrica do CO> n&o é ativa no infravermelho [40,51].

Durante a vibracdo de estiramento antissimétrica (Na Figura A9(e)), o carbono de
aproxima de uma das extremidades, deslocamento a carga parcial positiva do centro de simetria
molecular, enquanto o outro oxigénio se distancia um pouco mais do carbono, causando uma
maior diferenca na distancia entre eles. Na deformacdo angular, o atomo de carbono se move
na direcdo contraria dos atomos de carbono, alterando a configuracdo do momento dipolo da
molécula durante a vibracdo. Por isso, a vibracdo antissimétrica e da deformacdo angular do
CO, alteram 0 momento dipolo e séo ativas no espectro infravermelho [40,51].

Em suma, a absorcdo da radiacdo no infravermelho que gera uma vibracdo molecular
causa uma mudan¢a no momento dipolo molecular, produzindo o espectro de infravermelho do
composto estudado.

A espectroscopia no IR é uma ferramenta muito poderosa que nos ajuda na identificacdo
de compostos quimicos (tanto organicos quanto inorganicos) e grupos funcionais
predominantes em um determinado composto. Além disso, a coleta de informacdes estruturais
de um composto também é Util para avaliar a pureza de um composto. Portanto, é considerado

uma ferramenta muito importante do quimico organico e dos cientistas de materiais [52].

A1.1.3 VIBRACOES MOLECULARES

As moléculas organicas sdo compostas de varios atomos (N) que podem se mover ao
longo de cada um dos trés eixos das coordenadas do sistema cartesiano, denominado graus de
liberdade. Assim, uma molécula constituida de N &tomos tem 3N graus de liberdade. Dentre as
possibilidades, a molécula pode realizar o0 movimento de translacdo, que consiste em mover
simultaneamente todos os a&tomos em uma direcdo paralela ao eixo de coordenadas, possuindo
assim trés movimentos de translacao, representado pela letra T e o subscrito indicando a diregédo
do movimento, como apresentado na Figura A10(a). Esses movimentos ndo alteram o

comprimento e os angulos de ligagdo [14,40,41].
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Figura A10. Graus de liberdade dos movimentos de uma molécula de 4gua. Movimentos:
(a) translacionais; (b) rotacionais; e (c) vibracionais.

(b)

(©
Fonte: adaptado de [40].

A Figura A10(b) apresenta os movimentos rotacionais, que também ndo altera o
comprimento e angulo entre os a&tomos. Esse movimento compreende realizar a de rotagdo de
toda a molécula em torno dos trés eixos principais de rotacdo, que passam pelo centro de
gravidade da molécula, ou seja, 3 possiveis movimentos moleculares ou graus de liberdade
[14,40,41].

Os movimentos vibracionais, por sua vez, alteram as distancias e/ou os angulos entre 0s
atomos que compdem uma molécula e possuem, assim como 0s movimentos translacionais e
rotacionais, podem ocorrer nos 3 eixos do sistema cartesiano. Assim, para moléculas
poliatdbmicas ndo lineares, como a molécula de agua, 0s movimentos vibracionais possiveis sdo
3N, menos 3 movimentos translacional e menos e movimentos rotacionais, resultando em
3N — 6 movimentos vibracionais, como mostrado na Figura A10(c). Para moléculas
poliatdmicas lineares, como o CO2, 0s movimentos vibracionais sdo 3N — 5, pois possuem 3
movimentos translacionais e 2 movimentos rotacionais (a rotagdo em torno do eixo da ligacéo
ndo envolve o deslocamento de nenhum dos atomos) [14,40,41].

A molécula de adgua possui N = 3 — 3.3 — 6 = 3 movimentos vibracionais. Sao eles:
(@) estiramento simetrico (v), (b) estiramento antissimetrico (v,) e (c) deformacdo angular
simétrica no plano ou scissoring (movimento de tesoura), como apresentado na Figura All
[41,53].
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Figura Al11l. Modos normais de vibracdo da agua (H20).
(a) estiramento simétrico; (b) estiramento antissimétrico; (c) scissoring.
Molécula Movimentos vibracionais
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Para exemplificar os movimentos vibracionais de uma molécula poliatbmica linear,
vamos analisar uma molécula de CO.. Com N = 3, a molécula possui N =3 - 33 -5=4
movimentos vibracionais, apresentados na Figura A12. Uma vibracgdo de estiramento simétrico
(@), um estiramento antissimétrico (b) e duas deformacdes angulares simétricas no plano ou
scissoring (c e d). As vibragdes representadas em (c) e (d) estdo em 90° uma em relacdo a outra,
e representam o movimento de deformacdo em todos os planos possiveis em torno do eixo da

ligacdo. Além disso, possuem energias idénticas e sdo denominadas vibracdes degeneradas
[41,53].
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Figura A12. Modos normais de vibracdo da molécula de CO..
(a) estiramento simétrico; ((b) estiramento antissimétrico; (c) e (d) scissoring.
Molécula Movimentos vibracionais
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As primeiras definigdes mais conclusivas sobre as diferentes vibragdes moleculares foram
feitas por Reinhard Mecke (1895 — 1969) em seus trabalhos publicados na década de 1930.
Dentre eles, trés estudos publicados em 1932 se destacam. Foram eles: (i) Valéncia e vibragdes
de deformacdo de moléculas simples. | Teoria geral [54]; (ii) Valéncia e vibracdes de
deformacédo de moléculas simples. Il. Moléculas triatbmicas [55]; (iii) Vibragdes dinamicas e
de deformacdo de moléculas poliatdmicas. Ill. Derivados de metano, acetileno, etileno e
halogénio [56].

Nesses estudos, vibragcdes moleculares de moléculas “esticadas” ou lineares (como COz,
CSz2, N20 e HCN) e “anguladas” ou tetraédricas (como H20, H,S) foram estudadas. Além disso,
foram estudadas moléculas como H>CClz, H2CBr2, CoH2 e CoHa. Ao realizar essas anélises,
Mecke notou algumas vibragdes caracteristicas que receberam nomes descritivos especiais.
As vibragdes de estiramento de um grupo XY sdo chamadas de v(XY); e as vibragdes de
deformacéo angular de grupos XYz ou XY3 sdo referidas como d(XY?2) ou 6(XY3).

Outras vibragdes de deformacdo angular possuem denominacdo especificas, como
wagging — w(XY?2), rocking — p(XY?>) e twisting — 7(XY?). O twisting passou a ser representado
pelas letras tw e a letra grega tau minuscula (t) passou, nos ultimos anos, a ser utilizada para

simbolizar uma tor¢do de um segmento de 4 atomos ligados. As vibracGes de deformacéo de
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um &tomo fora de um plano definido por trés atomos vizinhos sdo chamadas de vibra¢des fora
do plano y. Um exemplo é a vibracdo y(C — H) dos &omos de hidrogénio em um anel de
benzeno. Se as deformacdes fora do plano de atomos pesados forem descritas (em vez de
atomos de H), I" pode representar y. Para resumir essas defini¢Ges, a Tabela A3 foi organizada.

Basicamente, existem dois tipos de vibragfes moleculares:

1. Estiramento (stretching): variacdo continua na distancia interatbmicas ao longo do
eixo da ligacdo entre dois atomos. Podem ser simétricas e antissimétricas, também
denominadas em fase e fora de fase. Essa vibragdo é representada pela letra grega
“nu” mindscula, v.

Na Figura All(a) e Figura Al2(a), € possivel visualizar o estiramento simétrico,
representado como vg, em uma molécula com arranjo espacial tetraédrico e linear,
respectivamente. Percebemos que as duas ligacdes sofrem encurtamento e alongamento ao
mesmo tempo. Na Figura Al11(b) e Figura A12(b), observamos que, enquanto uma ligacéo
encurta, a outra sofre um alongamento, sendo classificada como um estiramento antissimétrico,

Vg

2. Deformacdo angular (bending): variacdo no angulo entre duas ou mais ligagdes.

Podem ocorrer no plano (in-plane), fora do plano (out-of-plane), simétricas e
antissimétricas. Esse movimento vibracional € representado pela letra grega “delta”
minascula, §; porém, possui outros simbolos que especificam variacdes das vibragdes

de deformacéo angular, resumidas na Tabela A3.

A deformacdo angular simétrica no plano é chamada de scissoring (em portugués,
tesoura) devido a semelhanca do movimento vibracional ao movimento de corte da tesoura,
como mostrado na Figura Al1(c) e Figura A12(c,d). Nesse movimento vibracional, 0s 2 &tomos
ligados ao atomo central se movem diminuindo e aumentando o angulo da ligagdo
simultaneamente.

A deformacdo angular antissimétrica no plano, denominada rocking (em portugués
balan¢o), € o movimento de 2 atomos ligados a um atomo central de um lado para o outro, como
ilustrado na Figura A13, com os 2 atomos de hidrogénio ligados ao atomo de carbono, podendo

ser representado como r(CH;) ou p(CH,).
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Figura A13. Deformagéo angular antissimétrica no plano da porg¢do molecular —(CH,) —.
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A deformacdo angular simétrica fora do plano ou wagging (abano), movimento

vibracional parecido ao movimento de uma pessoa abanando alguém, consiste no movimento
simultaneo de 2 &tomos ligados a um atomo central para frente ou para tras do plano da ligacéo,
como apresentado na Figura Al4, apresentado o wagging da por¢do molecular do CH, w(CH,)
ouwag(CH,).

Figura Al4. Deformac&o angular simétrica fora do plano da por¢do molecular —(CH,) —.

’*.116 ‘ffo W[w’ﬁ

A deformacdo angular antissimétrica fora do plano, ou twisting (tor¢éo) consiste em um
movimento em que os 2 atomos ligados ao atomo central se movem em direcGes opostas fora

do plano da ligacéo dos trés atomos, como exibido na Figura A15 para o CH2, tw(CH,).

Figura A15. Deformacédo angular antissimétrica fora do plano do CHs.

petyette
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Tabela A3. Resumo das representacdes e descricdo dos movimentos vibracionais.

Movimento vibracional

Representacédo

Descricao

Estiramento

v

letra grega nu (ni)

Movimento de dois atomos ligados X-Y em direcbes

opostas ao longo da ligacéo.

Estiramento simétrico

Vs

nu com subscrito s

Movimento de 3 ou 4 atomos ligados, X—Y2 ou X-Y3, em
fase ao longo da ligacdo; geralmente X como &tomo

central.

Estiramento

antissimétrico

Va

nu com subscrito a

Movimento de 3 ou 4 atomos ligados, X-Y, ou X-Y3, fora
de fase ao longo da ligacéo; geralmente X como atomo

central.

Deformacéo angular

é
Letra grega delta

Movimento de 3 atomos ligados X-Y-Z alterando o
angulo ABC. Geralmente, usada quando ndo é possivel

especificar o tipo de deformagdo.

Deformacéo angular

Movimento simétrico no plano da deformacg&o angular da

antissimétrica no plano

(rocking)

Letra grega ro

simétrica no plano sC porcdo X-Y,, semelhante a0 movimento de corte da

(scissoring) tesoura.

Deformacéo angular Movimento antissimétrico no plano da deformacédo
roup

angular da porgdo X-Y,, semelhante ao movimento de

limpador de para-brisa.

Deformacéo angular

simétrica fora do plano
(wagging)

wag ou w

Letra grega 6mega

Movimento simétrico fora do plano da porgdo X-Yo,
semelhante ao movimento de abano, mexendo os dois

bracos para frente ou para tras do corpo, simultaneamente.

Deformacéo angular
antissimétrica fora do

plano (twisting)

twou t*

Letra grega tau

Movimento simétrico fora do plano da porgdo X-Yo,
semelhante ao movimento dos dois bracos, sendo um para

frente e 0 outro para tras, simultaneamente.

Deformacéo angular fora
do plano de 4 &tomos

(torcéo)

T*
Letra grega tau
ou
A
Letra grega delta

Para quatro atomos ligados, como X-Y-W-Z, a tor¢&o é
a mudanca de angulo entre dois planos X-Y-W e
Y-W-Z, por exemplo. Ou altera¢des alternadas.

Caso ndo tenha hidrogénios, a letra grega delta pode ser

usada para diferenciar a vibragéo.

Deformacéo angular fora
do plano de 4 &omos

(out-of-plane bending)

Y

Letra grega gama
ou
r

Letra gama maidscula

Para quatro atomos ligados, como X-Y-W-Z, esse
movimento de vibracdo causa a alteracdo do angulo do
segmento X-Y-W em relagdo a W-Z, isso é, as vibracoes
de deformagdo de um atomo fora de um plano definido
por trés atomos vizinhos.

Caso ndo tenha 4tomos de hidrogénio, a letra grega gama

maidscula pode ser utilizada para diferenciar a vibracéo.

*A letra grega tau mindscula (t) € utilizada para simbolizar uma tor¢do fora do plano de 3 ou 4 4tomos.

Fonte: [40,41,53-58]
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Na vibracdo molecular de deformacéo angular fora plano por 4 &tomos ou mais atomos
ligados em sequéncia, apresentado na Figura A16, os &tomos C1 e N9 movem-se em dire¢des
contrarias em relacdo ao plano da molécula de citosina, causando uma tor¢do na sequéncia de
atomos que vai de C1 aH13 ou H12, com essa vibracdo sendo denominada como 7(C1C8N9H),
por conter um atomo de H no grupo que sofre a torcédo fora do plano. Além dessa tor¢céo, temos
outra vibracdo com a auséncia do atomo de hidrogénio, representada como A(N3C4N6(C8);
nesta, vemos que os atomos N3 e N6 vibram em dire¢fes inversas para fora do plano da
molécula de citosina, respectivamente, 0 mesmo movimento acontecendo com os &tomos de C4

e C8, em menor escala.

Figura A16. Molécula de citosina: (a) estatica,
(b) com a vibragéo t(C1C8N9H); (c) com a vibragdo A(N3C4N6(C8).
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(a) Molécula de citosina (b) T(C1C8N9H) (c) A(N3C4AN6C8)

Outro tipo de deformacdo angular fora do plano envolve 4 dtomos que nédo estdo ligados
em sequéncia, € sim como se um deles fosse uma “ramificacdo” na sequéncia de 3 atomos
ligados. Nessa vibracdo, essa “ramifica¢ao” move-se em direcdo contréria plano de ligacdo dos
3 4tomos, esse plano pode se mover ou ndo. A Figura A17 exibe essas vibracdes na molécula
de citosina. Na Figura A17(b), percebe-se que o segmento €8 — H10 movem-se para tras do
plano do segmento C2 — C1 — (€8, formando a vibragdo fora do plano representada como
y(C2C1C8H10). Na Figura A17(c), a vibracdo I'(N3C4N605), o simbolo foi alterado pela
auséncia de atomos de hidrogénio na vibracdo, o segmento N3 — C4 — N6 move-se para frente
do plano, enquanto a ligacdo C4 — 05 move-se para tras do plano, causando uma torgéo fora

do plano.
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Figura Al7. Representacdo da molécula de citosina apresentado vibracdes fora do plano.
(a) molécula estética; (b) vibragdo y(C2C1C8H10); (c) vibragdo I'(N3C4N605).
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(a) Molécula de citosina (b) y(C2C1C8H10) (c) T(N3C4N605)

Para mensurar a energia envolvida nas vibragdes moleculares, uma aproximacdo é
realizada considerando os atomos como esferas macicas de massa ligadas por uma mola sem
peso. Considerando o modelo mais simples de um oscilador harménico simples, com 2 atomos

ligados por uma mola, representando uma vibragédo de estiramento (Figura A18).

Figura A18. Representacéo de dois &tomos ligados por uma mola de massa desprezivel.

@@

Considerando o deslocamento x dos atomos pela aplicacao de uma forca do longo do eixo
da mola, a forca restauradora F é proporcional ao deslocamento (lei de Hooke). O sinal negativo
mostra que a forca € direcionada para o lado oposto ao deslocamento.

F= —kx (AL1)

De acordo com a segunda lei de Newton, a forca é proporcional a massa e sua aceleracao.
Considerando a segunda derivada da distancia em relagdo ao tempo, temos:

d2
F= d_tjzc (A12)
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Inserindo a (A12 na (All, temos:

d?x

mF = —kx (A13)

A (A14 ¢ uma equacdo diferencial de segunda ordem que descreve o movimento do atomo

como uma oscilagdo harmdnica. A solucéo dessa equagéo é:
X = xg.cos(2mvt + @) (A14)

onde v ¢ a frequéncia vibracional e ¢ € o angulo de fase. A segunda derivada do deslocamento

x pelo tempo t é:

d?x
o —4m2v2x,. cos(2nvt + @) = — 4m?v3x (A15)

Inserindo a (A15 na (A13, temos:
m(—4n?v?) = —k - 4n*v’m =k (A16)
Organizando a (A16, isolando o valor da frequéncia, em Hz ou s,

s = K (A17)

Considerando que a frequéncia calculada na (A17 esta relacionada aos dois atomos

ligados por uma mola, trocamos a massa Unica m pela massa reduzida u, onde:

mym,
u=

=+ (h1)

Na espectroscopia vibracional é mais habitual utilizar as frequéncias das vibragdes em

comprimento de onda reciproco (1/1), denominado nimero de onda (¥). Entéo:
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= ouv=".c (A19)

e

Substituindo m e v na (A17, chegamos a equac¢do que calcula 0 nimero de onda de uma

frequéncia vibracional de estiramento. Assim:

1 |k 1 |k
ﬁ

V.c= V= (A20)

T 2w u 2mc |u
¢ é a constante da velocidade da luz (2,99792458 x 108 m/s ou 2,99792458 x 10%° cm/s),

k é a constante que mede a forca da ligacdo quimica ou a energia necessaria para romper uma
ligacdo quimica, em N/m;

u € a massa reduzida.

Como exemplo, podemos calcular a frequéncia de estiramento da carbonila, € = 0.
O atomo de carbono tem massa atdbmica 12 g/mol e o oxigénio 16 g/mol. A constante de forga

da ligacdo € 908 N/m ou kg.s2. Assim,

_omgm, ( 12x16 ) 1,66.107%" kg 114.10-26,
#_m1+m2_ 12+16) " lu T g
- 1 908 kg.s2 _ o,
V= 21.3,0.100%cms 1 _|1,14.1025kg camn

Nas analises experimentais, a vibracdo da carbonila é encontrada na regido de 1600 a
1800 cm, pois tem a contribuicdo das interacdes intermoleculares e o efeito das ligaces
intramoleculares. No exemplo supracitado, o calculo foi realizado considerando apenas a
constante de for¢a da ligagdo quimica, dando uma aproximacao do nimero de onda da vibracéo.

Um cristal molecular tem fortes ligagbes covalentes dentro das moléculas
(intramolecular) e fracas ligacGes entre as moléculas, as interagdes intermoleculares; podendo
também ocorrer interagdes intramoleculares. Essa hierarquia de forgas de ligacéo faz com que
0s numeros de onda dos modos vibracionais se agrupem em regides de alto e baixo numero de
onda [59].
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As vibragdes na primeira regido envolvem movimentos em que cada molécula da célula
unitaria vibra como uma unidade com as outras moléculas da célula unitaria. Tais modos séo
chamados de vibragdes externas ou modos de rede e envolvem tanto rotacfes impedidas em
torno de seus centros de massa quanto translacdes oscilatorias. Seus numeros de onda sédo
baixos, pois as forgas de restauragdo sdo devidas as fracas ligagBes intermoleculares e uma
massa relativamente grande estd envolvida, porque toda a molécula estd em movimento. Os
modos de baixo numero de onda envolvem principalmente o estiramento e a deformacéo
angular das ligacdes fracas entre as moléculas, ou seja, as interacfes intermoleculares [30,59].

Os modos internos, envolvendo movimentos de estiramento ou deformagdo angular
dentro de cada molécula (intramolecular), ttm ndmeros de onda mais altos, uma vez que a forga
restauradora é fornecida pelas ligacGes covalentes rigidas dentro das moléculas e massas
menores estdo envolvidas porque o movimento dominante envolve relativamente poucos
atomos. Os picos ou bandas de estiramento de ligacGes de hidrogénio, como C — H, N —H e
O — H, costumam ser mais fracos nos espectros Raman, pois suas mudancas de polarizabilidade
sdo pequenas, mas significativamente mais fortes nos espectros IR, pois suas mudancas de

dipolo s&o grandes [30].

Al1.2 DIFRACAO DE RAIOS X

A difracdo de raios X (DRX) é uma técnica analitica ndo destrutiva usada principalmente
para identificacdo de fase de um material cristalino e pode fornecer informacgdes sobre as
dimens@es da célula unitaria. O material analisado é finamente moido, homogeneizado e a
composicdo média do volume é determinada. A aplicacdo dessa técnica € ampla, como:
caracterizacdo de materiais cristalinos e amorfos, determinacdo da estrutura de cristais e das
dimensdes de célula unitaria, determinacdo quantitativa de mistura de fases, determinacéo do
tamanho de cristalito e microdeformacéo, grau de cristalinidade e a identificacdo de transicédo
de fase e polimorfismo [5,6,60].

Devido a ampla aplicacdo dessa técnica espectroscopica, sua aplicacao é necessaria nas
pesquisas em microeletronicos, semicondutores, filmes finos, fabricacdo de vidros, materiais
metalicos, armazenamento de energia e baterias, nanomateriais, polimeros, ciéncias forenses,
geologia, materiais automotivos, industria farmacéutica, pesquisas biomédicas e pesquisas de
materiais.

Com o avanco da instrumentacgéo, a técnica de difracdo de raios X tem tido largamente

utilizado em materiais de interesse biol6gico, como o0s complexos de proteinas e RNA,
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identificacdo e determinacdo da estrutura de virus, assim como proteinas e glicoproteinas
essenciais para a entrada viral no corpo humano e proteinas que permite que 0 virus se
reproduza, no caso da SARS-CoV-2, a protease 3CL MP™ [61,62]. Com essas informacdes, é
possivel os cientistas formularem possiveis inibidores que anulem a acao proteica que impede
a replicacdo do virus, assim como seu alastramento no corpo. Nesse estudo, eles determinaram
que o sitio ativo é composto pelos aminoécidos cisteina e histidina, Cys145 e His 41,

respectivamente, como pode ser visualizado na Figura A19 [62].

Figura A19. A estrutura tridimensional de 3CL Mpro de SARS-CoV-2. (a) Um mondmero do dimero é mostrado
como um desenho laranja, enquanto o outro mondmero é mostrado como uma superficie verde-azulada com a
cavidade do sitio catalitico destacada com moléculas de dgua mostradas como esferas vermelhas. (b) Uma vista
de perto da cavidade do sitio catalitico em que os residuos cataliticos (Cys145 e His41) sdo destacados em roxo
com os residuos que flanqueiam a cavidade destacados em verde com moléculas de 4gua mostradas como esferas
vermelhas. (c) Sitio catalitico da 3CL Mpro da SARS-CoV-2: As ligacdes de hidrogénio sdo mostradas como
linhas tracejadas azuis; a distancia entre Cys145 e His41 é mostrada como uma linha pontilhada preta, a linha

vermelha tracejada indica uma forte ligagdo C—H...O. Todas as distancias sdo dadas em angstroms.

(@) (b)

catalytic
site cavity

Fonte: adaptado de Kneller e colaboradores (2020) [62]

Al.2.1 TEORIA

Os raios X € radiacéo eletromagnética com comprimento de onda no intervalo de 10! a
10 m (0,1 2100 A), resultante da colis&o de elétrons produzidos em um catodo aquecido contra
elétrons de anodo metélico. Esta radiacdo tém os comprimentos de onda que s&o proporcionais
aos tamanhos atbmicos e as distancias interatbmicas mais curtas [5,6].

Os comprimentos de onda, mais comumente usados na cristalografia, variam entre 0,5 e
2,5 A, pois sdo da mesma ordem de magnitude que as menores distancias interatdmicas
observadas em materiais organicos e inorganicos. Além disso, esses comprimentos de onda

podem ser facilmente produzidos em quase todos os laboratorios de pesquisa [5].
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Os difratdbmetros de raios X possuem diversos constituintes que melhoram a qualidade do
padréo de difracdo de materiais policristalinos. Como mostrado na Figura A20, o difratbmetro
de raios X utilizado no Laboratério de difracdo de raios X (LDRX) do Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncia dos Materiais. O equipamento é constituindo de: 1) fonte de raios X, (2)
fenda divergente, (3) fendas de Soller, (4) porta amostra, (5) fenda receptora, (6)
monocromador, (7) detector. Além disso, conta com uma cadmera de temperatura TTK450 da
Anton-Paar, variando da temperatura ambiente até 450 °C. As janelas utilizadas na camera de
temperatura devem possuir baixa absorcdo, para permitir a entrada e a saida da radiacdo com a
amostra. Nessa camera de temperatura, as janelas sdo feitas de Mylar, que é um filme de
poliéster resistente ao calor, inventado pela DuPont em 1952

Figura A20. (a) Area de trabalho do difratdmetro de raios-X Empyrean, da Marvern Panalytical, do Laboratério
de difracdo de raios X do PPGCM/UFMA. (1) fonte de raios X, (2) fenda divergente, (3) fendas de Soller,
(4) porta amostra, (5) fenda receptora, (6) monocromador, (7) detector.

e

Fonte: [5].

A qualidade dos dados de difracdo em po € alcancada com a utilizagcdo de uma 6tica de
raios X de alta precisao e por um alinhamento completo de uma peca essencial no equipamento:
0 gonibmetro ou goniostato. Geralmente, utiliza-se a geometria Bragg-Brentano no modo de
varredura 6 — 20 e 6 — 0 (utilizada no LDRX), como apresentada na Figura A21(a).
Os gonidmetros do difratbmetro de po podem ser construidos de maneira que o detector e a
amostra giram em torno de um eixo gonidmetro comum de forma sincronizada (Figura A21(a)-
superior), ou a amostra é estacionaria, mas as rotacfes dos bracos da fonte de raios X e do
detector s&o sincronizadas (Figura A21(a)-inferior) [5,6,60,63]. Na Figura A21(b) e mostrada

139



Apéndice

0 esquema do gonidmetro com a geometria de foco horizontal Bragg-Brentano com o0s bracos
da fonte e do detector em rotagéo sincronizada em torno da linha horizontal da amostra.

Os raios X sdo produzidos em um dispositivo chamado de tubo de raios X (Figura A22),
onde os elétrons sdo acelerados do catodo para o0 anodo (ou alvo) devido a uma diferenca de
potencial na faixa de dezenas de milhares de volts, produzindo um espectro continuo e um
caracteristico [5,6,60,63,64].

Figura A21. (a) Sincronizagdo dos bracos do gonidmetro: superior - a fonte de raios X (F) fica estacionaria
enguanto a amostra e as rotagdes do detector (D) sdo sincronizadas para atender ao requisito 6 — 20; inferior - a
amostra esta estacionaria enquanto a fonte e os bragos do detector estdo sincronizados para realizar a condigdo 60
- 0.
(b) O esquema de um goniémetro de um difratdmetro de p6 com o eixo horizontal e rotagGes sincronizadas dos
bragos fonte e detector. R - é o raio do gonidmetro.
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Fonte: [5].

Quando os elétrons passam proximo ao nucleo, eles sofrem desaceleracdo e desvios, essa
diferenca de energia gera raios X que formam o espectro continuo, também denominada de
radiagdo branca, radiacdo de frenagem ou bremsstrahlung (Figura A23(a)). A radiacdo de
bremsstrahlung gera um espectro continuo devido ao fato que nem todo elétron desacelera de
maneira semelhante A intensidade dessa radiacdo aumenta com a voltagem aplicada. A energia

desse processo é descrita por [5,6,60,63,64]

V = vy =
¢ = Winax = Amin
hc 12,4103
Amin = W = T (A21)
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considerando A em angstrom (1 A = 10%° m) e V a voltagem aplicada no tubo de raios X.
Na Figura A23(a), Ay, € apresentado como Agy, de shortest possible wavelength (o

comprimento de onda mais curto possivel). Assim, vemos que a radiacdo do espectro continuo
ndo depende do material do anodo.

Figura A22. O esquema (esquerda) e a fotografia (direita) do tubo de raios X selado.
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Fonte: [5].

O espectro caracteristico, por outro lado, é composto por intensidades maximas agudas
em comprimentos de onda criticos e é sobreposto ao espectro continuo (Figura A23(a)). As trés
linhas caracteristicas sdo bastante intensas e resultam da transicéo de elétrons de nivel superior
no nucleo do atomo para niveis de energia inferiores vagos, dos quais um elétron foi ejetado
pelo impacto com um elétron acelerado no tubo de raios X [5,60].

Se um dos elétrons que colidem com o alvo (anodo) tem energia suficiente para ejetar o
elétron da camada K, um elétron de uma camada de energia mais alta caira imediatamente na
camada K para preencher o vazio, emitindo um f6ton de alta energia no processo. A energia do
foton é fixa e é conhecida como o comprimento de onda caracteristico da radiacdo K. A energia
da transicgéo eletrénica da camada L para a camada K é denominada K, ; e da camada M para a
camada K como Kz, como exibido na Figura A23(b) [5,60].

Os materiais anddicos tipicos usados nos tubos de raios X (Tabela A4) produzem
comprimentos de onda caracteristicos entre + 0,5 e £ 2,3 A. Além disso, pode ser utilizado um

filtro para remocado da radiacdo Kp, na auséncia de monocromador no difratometro de raios X.
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O éanodo de cobre € amplamente utilizando em difracdo de policristais e o de anodo de

molibdénio é mais aplicado para analise de monocristais [5].

Figura A23. (a) Espectro de raios X de um anodo de tungsténio em tensGes de aceleracdo na faixa de 80-140kV.
O gréfico de intensidade vs. comprimento de onda mostra o espectro de linha caracteristico, bem como o
espectro continuo; llustrages do processo: a bremsstrahlung, b emisséo caracteristica. (b) Esquema dos niveis
de energia atbmica. Processos de excitacdo e emissdo indicados por setas. A inser¢do no canto superior direito
mostra a estrutura fina do estado L.
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Fonte: (a) adaptado de [65]; (b) [6].

O feixe de raios X produzido sai do tubo pelas janelas que devem, por um lado, resistir a
diferenga de pressdo entre o interior do tubo e a atmosfera e, por outro, ser 0 mais transparentes
possivel aos raios X. As janelas de berilio sdo utilizadas por ter pouca interacédo e baixa absorcéo
dos raios X, como apresentado na Figura A24 [63].

As janelas eram inicialmente feitas de vidro, particularmente o “vidro Lindemann”, que
é composto de oxido de boro ou 0xido de litio. No entanto, este vidro ainda absorve grande
parte dos raios X e ¢ instdvel em uma atmosfera imida. Janelas de mica muito finas (= 10um)
foram posteriormente projetadas. Como essas tiras de mica sdo sensiveis ao bombardeio de

elétrons, elas sdo protegidas com folhas de berilio [63].
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Tabela A4. Comprimentos de onda caracteristicos de cinco materiais de anodo comuns e as bordas de absor¢édo
K de materiais de filtro  adequados.

] Comprimento de onda (A) Borda de

Material .

o K,* K, K, Kg Filtro g absor¢do K

anodico ! 2
(A)

Cr 2.29105 2.28975(3)  2.293652(2)  2.08491(3) v 2.26921(2)

Fe 1.93739 1.03608(1)  1.94002(1)  1.75664(3) Mn 1.896459(6)

Co 1.79030 1.78900(1)  1.79289(1)  1.62082(3) Fe 1.743617(5)

Cu 154187  15405929(5) 1.54441(2)  1.39225(1) Ni 1.488140(4)

Nb 0.653134(1)

Mo 071075  0.7093171(4) 0.71361(1)  0.63230(1) Zr 0.688959(3)

JT 2AKq, +AK,
*Q valor médio ponderado, calculado como A,,e4i, = (“%“2)

Fonte: [5].

Figura A24. Gréficos de absorcdo de diferentes materiais usados para fazer as janelas do tubo de raios X.
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Fonte: [63].

Depois de gerado, o feixe de raios X possui uma divergéncia angular que pode ser
reduzida pelo processo de colimagdo da radiacdo, que seleciona a radiacdo com vetores de
propagacdo o mais paralela possivel. Entre a fonte de raios X e a amostra, temos uma fenda
divergente e as fendas de Soller (Figura A20) [5,6].

As fendas de divergéncia reduzem a dispersdao angular do feixe de raios X incidente no
plano perpendicular ao eixo do gonidmetro. Ela fica a uma distancia L (em mm) da fonte de
raios X (S) e possui uma abertura D (em mm). Como S e L geralmente s&o fixos, o controle da
divergéncia do feixe é alcangado variando D. Em alguns equipamentos, uma segunda fenda
divergente é colocada, provocando uma reducdo do feixe a ser empregado na analise.
(Figura A25(a)) [5,6].
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Figura A25. (a) O esquema mostra a colimacédo do feixe de raios X incidente usando uma Unica fenda de
divergéncia (canto esquerdo superior) e a configuracdo com duas fendas divergentes (canto esquerdo inferior).

(b) O esquema mostra como o feixe de raios X é colimado usando a divergéncia e as fendas de Soller.
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Fonte: [5].

Na Figura A25(b) é exibido o uso das fendas de Soller, logo apds a reducédo da radiacéo
no plano perpendicular ao eixo do goniémetro, uma correcdo na direcdo paralela ao eixo do
gonidmetro é realizada pelas fendas de Soller. Essa etapa compreende num conjunto de placas
de metal finas, organizadas paralelas entre si e igualmente espacadas. Cada par das placas
vizinhas funciona como uma fenda de divergéncia regular. As fendas Soller, comumente
instaladas nos caminhos do feixe primario e difratado, reduzem substancialmente a divergéncia
axial do feixe de raios X e a assimetria dos picos de Bragg [5,6].

Com a colimacéo do feixe de raios X, os mesmos sdo direcionados para a amostra, para
ocorrer o fendnemo da difracdo de raios X. A difracdo de raios X consiste na interacdo da
radiacdo com os atomos que compoem os planos cristalinos e geram uma interagao construtiva.
O feixe de raios X incide na superficie de um cristal com angulo 6, sendo parte dele espalhada
pela camada da superficie e uma parte ndo espalhada que pode ser espalhada por uma segunda
camada de atomos. Sendo esse material de espalhamento uma estrutura com organizacao
periodica de longo alcance, ha um efeito cumulativo desses centros de espalhamentos, ou seja,
0S 4tomos.

Em 1914, a equipe de pai e filho, William Henry Bragg e William Laurence Bragg,
consideraram a radiagéo difratada como sendo refletida por conjuntos de planos paralelos de

atomos, incidindo nos planos com angulo 86 (angulo de Bragg). A difracdo de um conjunto de
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objetos igualmente espacgados so6 € possivel em angulos especificos. Os possiveis angulos 0, sao

estabelecidos a partir da lei de Bragg.

Figura A26. Difrac&o de raios X por um cristal.

0. 20 — Bragg angles

§ & . o K
9§ 2A = 2d,;; s1nf — path difference 2 ¢y
RIS o %2 G
N 2A = n — constructive interference o, C
S S, @
8 2
(hkl)
i
(hkl)
Fonte: [6].

A lei de Bragg relata que as diferencas de caminho introduzidas entre um par de ondas,
antes e depois de refletidas pelos planos vizinhos, A, sdo determinadas pela distancia interplanar
como A = dnki.senf. A diferenca total do caminho € 2A, e a interferéncia construtiva ¢ observada
quando 2A = nA, onde n € inteiro e A ¢ o comprimento de onda da onda incidente. Essa andlise

geométrica simples resulta na lei de Bragg:
niA = Zdhklsen Bhkl (A22)

onde 6y, € 0 angulo de incidéncia dos raios X aos planos; A ¢ o comprimento de onda dos raios

X; e dyy; é adisténcia interplanar.

A (A22 é essencial importancia e denominada equagdo de Bragg. Observe que 0s raios X

parecem ser refletidos pelo cristal somente se 0 angulo de incidéncia satisfazer a condigéo

nAi

sen Hhkl = -
2dhkl

(A23)

Para todos os demais angulos, ocorre interferéncia destrutiva.
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Apos a radiacdo ser difratada pela amostra, ela passa pela fenda receptora. A abertura da
fenda receptora é tdo importante quanto a do lado do feixe incidente. A fenda receptora deve
ser selecionada o menor possivel para melhorar a resolucdo do instrumento. Embora o tamanho
da fenda receptora ndo afete as medi¢es em angulos especificos de Bragg (assim como uma
fenda de divergéncia indevidamente selecionada), inevitavelmente qualquer redugdo na
abertura de fenda resulta em uma reducédo proporcional da intensidade registrada pelo detector
em todos os angulos de Bragg.

O feixe difratado, depois de colimado na fenda receptora, passa pelo monocromador, que
remove os comprimentos de onda indesejaveis do espetro de raios X. O monocromador pode
ser posicionado antes ou depois da amostra, sendo empregado na radiacdo incidente ou
difratada, respectivamente. Os monocromadores de feixe difratado apresentam uma saida de
intensidade relativamente alta (ou seja, apresentam perdas de baixa intensidade), mas nédo
separam o dupleto K, e K,,. A remogdo do componente Kp. e da radiagdo branca é excelente.
Este ultimo € especialmente importante quando a amostra é fortemente fluorescente. Os
monocromadores de feixe difratado, de longe, sdo mais comumente usados do que oS
monocromadores de feixe primario [5,6,60]. O utilizado no LDRX-PPGCM € 0 monocromador
de monocristal de grafite pirolitica.

Por fim, a amostra passa por outro conjunto de fendas de Soller e é direcionado ao
detector. O detector utilizado é um detector de linha ou faixa que tem capacidade de realizar
uma analise mais rapida que um detector pontual tradicional, sem comprometer a qualidade dos
dados. O detector de linha faz uma anélise de cerca de 2-3° 26 simultaneamente, ou seja,
conforme o angulo de Bragg mude, o detector registra a intensidade do feixe difratado em uma
pequena faixa de angulos de Bragg, e ndo apenas em uma posic¢do angular [5,6,60].

Um experimento tipico dura menos de uma hora, mas fornece padrdes de boa qualidade.
Um experimento de 5 a 10 minutos geralmente € suficiente para a identificacdo da fase, e um
experimento de uma hora é adequado para determinagdo precisa das células unitérias e anélise
guantitativa e, em muitos casos, € bom o suficiente para resolver a estrutura cristalina e o
refinamento de Rietveld. Embora a velocidade desse detector seja comparavel aos detectores

de area, a resolucdo € proxima a dos detectores de ponto [5,6,60].

Al1.3 ANALISES TERMICAS
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A anélise térmica é uma importante ferramenta analitica usada para estudar as
propriedades dos materiais @ medida que a temperatura é alterada. A calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) e a analise termogravimétrica (TGA) séo duas das técnicas de analise térmica
mais utilizadas na caracterizacdo de materiais cristalinos e amorfos. Os resultados graficos
obtidos s&o chamados de ‘curva de anlise térmica’, ou pelo nome especifico do método [66,67].

As técnicas de DSC e TGA geralmente sdo combinadas para entender melhor o
comportamento térmico de um material farmacéutico. As aplicagdes do DSC/TGA para o
estudo das ciéncias dos materiais incluem [66]:

e caracterizar polimorfos, solvatos, hidratos, sais e cocristais;
e monitorar a desidratacdo e dessolvatacdo de cristais;
e medir a pureza quimica de compostos organicos; e

e investigar reacdes de estado solido.

Finalmente, € importante reconhecer que um exame combinado dos perfis de DSC e TGA
para qualquer amostra é fundamental para entender a natureza da transicao térmica no nivel
molecular. Também nesses estudos é util o uso de técnicas complementares, como

espectroscopia Raman e difragdo de raios X do p6 com variacao de temperatura [66].

A1.3.1 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

A anélise termogravimétrica (TGA) é uma técnica experimental na qual a massa de uma
amostra ¢ medida em funcdo da temperatura ou do tempo. A amostra é normalmente aquecida
a uma taxa de aquecimento constante (chamada de medicdo dindmica) ou mantida a uma
temperatura constante (medicao isotérmica). Além disso, a atmosfera utilizada no experimento
TGA desempenha um papel importante e pode ser reativa, oxidante ou inerte [66,68].

As mudancas de massa ocorrem quando a amostra perde material de varias maneiras
diferentes ou reage com a atmosfera circundante. 1sso produz etapas na curva TGA ou picos na
curva DTG. Diferentes efeitos podem fazer com que uma amostra perca, ou até ganhe, massa
e, assim, produza etapas na curva TGA. Estes incluem o seguinte [66—68]:

e Perda de agua de cristalizacao.
e Decomposicao térmica em atmosfera inerte com formacéo de produtos gasosos. Com
compostos organicos, este processo é conhecido como pirolise ou carbonizagéo.

e Processos de dessolvacéo e desidratacao.
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e Oxidacao da amostra durante a anélise.

Além da curva TGA, a primeira derivada (curva DTG, taxa de variacdo da massa) pode
auxiliar na interpretacdo dos resultados [68,69]. Na Figura A27(a) apresentamos um grafico
tipico de um termograma com a primeira derivada auxiliando na identificacdo do intervalo de

temperatura onde ocorre as perdas de massa.

Figura A27. (a) Curvas tipicas TGA (linhas sélidas) e DTG (linhas tracejadas). (b) Curvas TGA e DTG para
hidroxido de magnésio, 7,04 mg, aquecido em cadinho de Pt a 10 K/min, com nitrogénio.

TG
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DTG [~~~ Ve T ST |
IR AN I loss = 309%
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) ]
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Fonte: [69].

Na Figura A27(b) foi mostrado que uma amostra de hidroxido de magnésio é estavel até
cerca de 200°C, e entdo perde cerca de 27% de sua massa rapidamente em 450°C; uma perda
muito mais lenta ocorre entdo até 800 °C com uma perda de massa total de 30,9%. A equacéo

quimica da reacédo é [69]:

e a agua liberada pode ser detectada por técnicas quimicas, fisicas ou espectroscépicas.

A estequiometria da reacdo acima sugere que a perda calculada deve ser

Massa molar da H,0 100 18 g/mol _ 30.879% = 30.9%
Massa molar do Mg(OH), '583g/mol o = 30,9%

% massa = 100.

ou seja, a porcentagem de massa perdida esta diretamente ligada a reacdo quimica de
desidratacdo do hidroxido de magnésio. A natureza endotérmica da reacdo de desidratacdo €

uma razao para o uso de hidréxido de magnésio como retardante de fogo [69].
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Al1.3.2 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) investiga varias transicdes térmicas
associadas a um material quando ele é aquecido ou resfriado de maneira controlada. Essa
técnica € utilizada para analisar a capacidade calorifica e calorimetria, mudancas de fase e
reacOes quimicas. A transicdo térmica pode ser devido a uma transformacéo fisica ou uma
reacao quimica [7,66,67,70].

As transformacfes fisicas que podem ser analisadas sdo: fusdo, mudancas de fase
cristalina (cristalizagdo e conversdo de polimorfos), mudancas nos estados liquido e liquido
cristalino e em polimeros, diagramas de fase, capacidade de calor e transicdes vitreas,
condutividade térmica e difusividade e emissividade. E reacGes quimicas como desidratacéo,
dessolvatacdo, decomposi¢do, cura de polimeros, formacdo de vidro e ataque oxidativo. Esses
eventos causam mudancas de entalpia e sdo detectadas como um evento de calor absorvido
(endotérmico) ou de calor liberado (exotérmico) no DSC [7,66,67,70].

Os eventos térmicos associados a fusdo, desidratacdo, cristalizacdo e transi¢des solido-
solido estdo diretamente relacionados a estrutura cristalina de um material e, portanto, fornecem
informacdes fundamentais relacionadas a sua estrutura cristalina [66,70].

Para um evento endotérmico, o calor é absorvido pela amostra e o fluxo de calor para a
amostra € maior do que para a referéncia. Por outro lado, o fluxo de calor para a amostra é
menor do que para a referéncia se a amostra estiver passando por uma transicao exotérmica.
Quando a amostra experimenta uma mudanca na capacidade de calor, o fluxo de calor para a
amostra em relacdo a referéncia também muda [7,66].

A fusdo de um material € uma transicdo de primeira ordem que ocorre a uma temperatura
de fusdo distinta, que é detectada como um evento endotérmico em DSC. A mudanca de entalpia
associada a fusdo é definida como o calor de fusdo. O ponto de fusdo e o calor de fusdo sdo
caracteristicos de uma forma solida especifica [66,70].

Na Figura A28(a) é apresentado a diferenca entre usar a temperatura inicial do processo
endotérmico (To), a temperatura inicial extrapolada (Te) e o valor do pico (Tm). O mais indicado
¢ usar a temperatura inicial To (onset) como valor do ponto de fusdo em comparagdo com 0 uso
da temperatura de pico. Em teoria, a amostra permanecera constante na temperatura de fuséo
enguanto o sélido e o liquido estiverem em equilibrio. Consequentemente, espera-se que 0 pico
endotérmico seja afiado e estreito. Na realidade, hd um gradiente térmico na amostra, de modo

que leva tempo para o calor fluir para toda a amostra. O pico de fusdo geralmente é exibido
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como um pico assimétrico. A temperatura inicial é tomada como o ponto de interceptacdo do

inicio do processo e da linha de base [66,70,71].

Figura A28. (a) Varredura de calorimetria de varredura diferencial de uma substancia mostrando a temperatura
de inicio de fusdo, To, a temperatura de fusdo de inicio extrapolada, T, entalpia de fusdo (AHo) e a temperatura
do pico de fusdo, Tm. As transi¢des endotérmicas estdo para baixo.

(b)Varredura DSC de um farmaco sofrendo alteragdes fisicas: fusdo da Forma I, recristalizagdo na Forma Il,
fusdo da Forma Il, com taxa de aquecimento de 10 K/min.
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Fonte: [71].

A cristalizacdo € uma transicdo fisica de um estado molecular desordenado para um
estado ordenado. Ele pode ser detectado como um exotérmico em um termograma DSC, como
apresentado na Figura A28(b). Apos a fusdo da forma cristalina, por exemplo, uma forma de
fusdo de temperatura mais alta pode cristalizar quando aquecida. A cristalizagdo do material
fundido é um processo de duas etapas, nucleacéo e crescimento do cristal. A nucleacdo ¢ a etapa
limitante da taxa e acionada cineticamente, de modo que a presenca do pico de cristalizacdo
exotérmica pode ser significativamente impactada pela taxa de aquecimento e pela qualidade
da amostra. As vezes, 0 pico exotérmico é mesclado com o pico de fusdo, o que dificulta a
interpretacdo [66,70,71].

A desidratacéo e dessolvatacao sdo reacdes endotérmicas porque é necessaria energia para
que a agua seja liberada da rede cristalina e exista na fase de vapor. Consequentemente, a
desidratacéo e dessolvatacdo sdo exibidas como processos endotérmicos no termograma DSC
[66,70]. A Figura A29(a) mostra o termograma DSC e TGA do monohidrato de baclofeno, com
um evento endotérmico em 67 °C, relativo ao processo de desidratagdo e a posterior fusdo da
fase anidraem 212 °C [72]. A Figura A29(b) apresenta as transformacdes térmicas que ocorrem
no bromato de L-histidina monohidratado. O pico endotérmico em 119 °C indica uma

transformacédo de fase resultado de um processo de desidratacdo, com a recristalizacdo da
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estrutura por volta de 133 °C (pico exotérmico) e a subsequente fusdo da fase anidra indicada
pelo pico endotérmico em 233 °C [32].

Figura A29. Estudo do processo de desidratacdo acompanhado por TGA e DSC:
(a) monohidrato de baclofeno; (b) bromato de L-histidina monohidratado.
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Fonte: (a) [72]; (b) [32].

A analise de DSC também € essencial para o estudo de pseudopolimorfos (solvatos e
hidratos). A dessolvatacdo e a desidratagdo em temperatura elevada em uma medicdo DSC
aparecem como um evento endotérmico, geralmente exibido como um pico amplo. A aquisi¢cdo
de dados de TGA do mesmo sistema é importante para confirmar a perda de peso na mesma
faixa de temperatura para estabelecer que o evento térmico é devido a dessolvatacdo ou
desidratacdo. A posicdo e a energia deste pico endotérmico estdo relacionadas com a
estabilidade do solvato, enquanto a quantidade de perda de peso pode indicar a estequiometria
do solvato ou hidrato [66,70].

As vezes, os eventos de degradacdo térmica se sobrepdem a fusdo, tornando a
interpretacdo desses varios eventos termicos mais desafiadoras. Para um composto
termicamente instavel, a degradagédo termica também pode ocorrer antes da fusdo. Como a
degradacdo térmica é um fendmeno cinético, aumentar a taxa de aquecimento no DSC, de forma

a reduzir a exposicao, pode reduzir a intensidade da degradacao ou mitigar sua ocorréncia [66].
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Al.4 ESTUDO TEORICO DE MOLECULAS ORGANICAS

O DFT (do inglés density functional theory, significa a teoria do funcional da densidade)
é uma das muitas maneiras de lidar com o problema quantico de muitos corpos. E um quadro
tedrico rigoroso para o qual existem aproximacoes eficientes e o tornam adequado para calculos
em grande escala. A aplicabilidade do funcional de densidade vai da biologia & quimica
molecular, da fisica nuclear aos materiais estelares e a astrofisica. O DFT é uma maneira de
resolver um problema de muitos corpos (many body problem), e quando se tem um sistema de
muitas particulas e interacdo entre elas, hd uma complexidade implicita no entendimento desse
sistema [11,73-80]. As referéncias [11,73-80] serdo a base do texto desse tdpico.

Como exemplo, podemos citar a interacdo quimica entre hidrogénio e oxigénio, dois
gases inflaméaveis que, ao reagir, podem formar a molécula de 4gua, uma substancia essencial
para a existéncia de vida na Terra. Ao contrério, podemos pensar na reacdo de atomos de
carbono e oxigénio, substancias que podem ser consideradas inofensivas, porém, podem formar
0 mondxido de carbono, um gas toxico. Esses exemplos sdo usados para apresentar a
importancia do estudo das interacdes nos materiais.

No estudo quéntico das interacdes das particulas de muitos corpos, essas particulas sao
descritas como um hamiltoniano (H) de vérias particulas formadas por elétrons e ntcleos. Nas
equacdes apresentadas a seguir, os elétrons serdo apresentados por letras escritas e subscritas
minusculas, enquanto os ndcleos por letras maitsculas. Vamos iniciar pela energia cinética dos

elétrons, V. Cada elétron tem sua prépria energia cinética:

hZ
H=- ZV? (A24)
2m, i t
d dor laplaciano V2= 22 + 22 4 9
Senao O operaaor laplaciano Vi = @ + ayiz + @

onde h é igual a h/2m, chamada de constante reduzida de Planck ou constante de Dirac,
m, é a massa do elétron.

V; é o simbolo que representa a energia cinética dos elétrons.

Os elétrons orbitam em torno do potencial de Coulomb formado pelos ndcleos. Assim,
adicionaremos a (A24 a interacdo elétron-nucleo. Com isso, escrevemos o hamiltoniano da

equacéo de Schrodinger independente do tempo:
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Z z Z,e
Zme |T‘1 - RI (A25)

Z; — Numero atdbmico, r; — Raio do elétron, R, — Raio do nucleo.

Além da interac&o elétron-nlcleo, devemos considerar a interacéo elétron-elétron,

= _Zmez Zl ZIeRI ; z |r1 (A26)

Com esse novo termo, passa a se considerar mais de um elétron no sistema. Assim, chegamos
a equacdo conhecida como a aproximacao de Born-Oppenheimer, enunciada em 1927 [81].

Por conseguinte, precisamos considerar a energia cinética dos nucleos,

ORI NI K
 2m, |ty — Ry| 2 |r1—r| 1 2M,; ! (A27)

e a interacao do nacleo-ndcleo,

Z 2 Ze? z Z Z,Z]e
= Vi
Zme ITl RI 2 |r1 — rl - ZMI |RI — R]|

I#]

(A28)

Chegando a (A28, que considera todas as particulas do atomo, comeca a ser realizada
algumas aproximagOes para tentar reduzir o problema a ser resolvido. Primeiramente,
considerando que a massa dos ndcleos € muito maior que a massa dos elétrons, podemos

negligenciar sua energia cinética.

_ Z z Z,e? Z Z Z,Z]e
T 2m, n—R 2 |r1 IR, —R)| (A29)

1#]

E a interacdo de Coulomb adiciona apenas uma constante se considerarmos a posi¢do dos

nacleos como parametros. Portanto, permanecemos com o hamiltoniano que contém a energia
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cinética dos elétrons, a interacdo de Coulomb dos elétrons com um nucleo e a interagdo de

Coulomb entre os elétrons.

Z iy 2 Z + constant
= _ constante
Zme | RI 2 |T1 — | (A30)

Podemos também adicionar algum outro potencial vindo de fora agindo no sistema.

Vamos chamar de potencial externo a soma de todos o0s potenciais, inclusive os provenientes

= Zmezvz ZZ|r1—r]|+Zvext(r) (A31)

1#]

dos nucleos.

Se escrevermos todos 0s argumentos do nosso problema, veremos que o hamiltoniano de
muitos corpos e as funcbes de onda para cada estado lambda (1) dependem de 3 vezes N

coordenadas espaciais dos elétrons. E ha o sigma de spin dos elétrons (o).

H(rl,rz, ...,rN).ll}A(xl,xZ, ...,xN) = El.lpl(xl, xZ, ...,xN)

x; = (r;,07)

(A32)

Podemos estimar que, mesmo para um pequeno numero de elétrons, a dimensdo desse
problema esta crescendo exponencialmente. A complicacdo vem do fato de que ndo podemos
separar as coordenadas. Temos N problemas com um Gnico elétron. Se também esquecermos o
principio de Pauli, isso significa que a funcdo de onda de muitos corpos é simplesmente um

produto de N funcGes de onda de particulas arbitrarias.

Ya(xg, X2, s Xy) = Y, (1) P, (x2) oo Y (xn); A ={nq, ..., 05} (A33)

A (A33 parece ser possivel de resolucdo. Mas, isso significa que todos os elétrons se
movem independentemente no potencial externo. Portanto, se eu tiver um potencial externo e
0 estado de um elétron, o primeiro elétron vai para o estado mais baixo. Mas 0 mesmo acontece
como 2 ° e o0 3 ° e nuncateremos algo como qualquer outro dos efeitos coletivos de interacdo

interessantes. Claro, em geral levamos em consideracdo o principio de Pauli, onde a fungéo de
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onda de muitos corpos € um determinante de Slater e os elétrons com spin igual ndo ocupam o

mesmo estado.

Y1(ri,00) P1(ry,07) Pa(rs, 03)
1 _ |$2(ry,00) Ya(ry,0o0) Pa(rs,oz) .. (A34)
(NDH/2 Y3 (7"1’ 01) Y3 (7”'2» a;) Y3 (7"3, 03)

E, claro, também podemos otimizar as fungdes de onda de uma Unica particula. Mesmo
assim, os elétrons seriam independentes e os fendmenos mais interessantes e importantes, como
o efeito da interacdo entre as particulas, teriam desaparecido. Assim, ndo temos que concluir

que, em geral, ndo podemos tornar a funcao de onda de muitos corpos um problema simples.
Al.4.1 OBSERVAVEIS

Nessa secdo, foi usada as obras [74,76,78,79,82,83] para fundamentar os textos aqui
redigidos. Uma vez que precisamos calcular uma funcdo de onda de vérias particulas (xy),

passamos a ter um problema complexo, pois,

Y (x1, X5, ey Xy)

Sendo necessario ter uma solucdo para cada fungdo de onda de cada particula, como o elétron,
por exemplo.

Assim, foi utilizado o conceito de observaveis, que tem como objetivo descrever e
entender o que estamos analisando e observando. Na mecénica quantica, esses sdo valores

esperados.
0 =(0)

Como o objetivo é calcular a funcdo de onda para muitos corpos, podemos dizer que 0
valor do observavel é um funcional da funcéo de onda de muitos corpos.

0 = 0[¥]

Um funcional é como uma prescri¢do: a uma funcao ele associa um nimero.
Y —0
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Vimos, anteriormente, na (A31, que o resultado para um dado observavel, pode depender
da forma do operador de energia cinética, da interacdo elétron-elétron e do potencial externo.
Consideramos que o operador de energia cinética e a interagdo de Coulomb sdo dados. Assim,
0 potencial externo contém informag(")es suficientes para determinar o valor de um observavel.

B DNt
Zme z 2 |T‘1 + Vext (T'l

i%j

H=

Com isso, podemos considerar o valor esperado O como um funcional do potencial externo em
vez de um funcional da fungéo de onda de muitos corpos.

0 =0[¥] > 0 = (Vexr)

Expressando a equacdo como um hamiltoniano, se a expressao da energia cinética e a interacao
sdo dadas, o resultado depende explicitamente apenas do potencial externo. Entdo temos
O[vexe] como funcional do potencial externo.

A resolucdo de uma equacdo para muitos corpos € complexa, e geralmente, ndo tem uma
resolucdo exata. Mas, € importante e necessario encontrar uma equacao correta para iniciar o
processo para tentar realizar aproximac@es. Assim, a estratégia é sair de um funcional simples
de uma funcdo complexa (O = O[W¥]) e ter um funcional complexo de uma fungdo simples
(0[veyxe]), partindo desse processo para realizar aproximagdes dos funcionais complexos,

0 =0[¥] > 0 = (Vexe) ~ 0[Q]?7?

Como exemplo de observavel simples, podemos calcular a posicao de equilibrio de um
composto diatdmico (X — Y), um problema que deve ser revolvido com o observavel focando
na minimizacao de energia que fornece, por meio da analise da energia total do sistema no
estado fundamental, em funcdo da distancia r, para alcancar a distancia de equilibrio ro. A
minimizacdo de energia pode fornecer também a geometria da molécula. Conhecendo as
posicdes dos atomos e a organizacdo espacial deles, é possivel calcular as vibragcdes moleculares
das moléculas, por exemplo.

Descrevendo um observavel como um operador local de um corpo (e ndo muitos, para
simplificar), vamos integrar os elétrons em apenas uma coordenada, alcan¢cando uma expressao
que contém o operador de um corpo e a densidade de um corpo N.

0, = j j dxy ..dxyP*(xq ... xy) Z 0,(x;) Y(xq1 ... xy) (A35)

i
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0, = f dx; 01(x1) Nf dxy .. dxy P (xq o xy)P(xq .o xy) (A36)

0, = f dx; 01(x1) Nf dxy .. dxy P (xq o xy)WP(xq .o xy) (A37)

Assim, precisamos apenas da densidade para calcular o valor esperado de um operador

local de um corpo.

0, = f dx; 0;(x1) n(xy) (A38)

Para a interacdo entre dois corpos (dois elétrons), é possivel calcular a interagdo como o
potencial da energia de Coulomb, sendo a integral construida com o observavel da densidade
de dois corpos, uma maneira mais simples quando comparada a funcéo de onda de dois corpos,

2
e
I/ee = f e j dxl ...delp*(xl ...XN) z mq’,(xl ...XN) (A3g)
ij>i i =T
2

1
Voo = [ iz, 5 ——

N(N—-1) f dxs .. dxyW* (xg .. xn) P (xq o xy) (A40)
2[r; =1

2

1
Vee = J dx,dx; - n® (x1,x,) (A41)

2|r; =1

Calculando a energia cinética das duas particulas, temos:

V2
ECin = —f f dx1 ...del}’*(xl ...xN) Z 714’()61 ...xN) (A42)
ij>i
vi . :
Ecin = —jdxl TN f...dez e Xy P (g )P (X e Xy) (A43)
x1-%1

Assim, introduzimos dois argumentos de espaco diferentes, x e X’, e 0s tornamos iguais
apenas no final do calculo, ap6s a derivada ser obtida. Desta forma, podemos novamente separar
o operador de uma grande integral, que nada mais é do que a matriz de densidade de um corpo.

vi?
Ecinetica = — f dx; lTIP(xp x{)l , (A44)

X17X1
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Por conseguinte, precisamos encontrar a expressdo para nossos diferentes observaveis em

termos dessa quantidade eleita Q.

Q - 0;[Q]

N&o devemos esquecer que, € claro, também temos que calcular a propria quantidade Q de
alguma forma, mas pelo menos esse problema deve ser resolvido apenas para um Q. Assim, em
vez de expressar Q como um observavel de muitas funcdes de onda de muitos corpos ou do
potencial externo, na teoria do funcional da densidade ele é expresso como um funcional da

densidade.
0, = j dxy 01(xq) n(xy)

0 = O[¥] = O[Vexe] = O[n]
Al.4.2 FUNCIONAL

Um funcional é uma fungéo que recebem fungdes como argumentos. No estudo de DFT,
em funcéo das func¢des de densidades eletrbnicas [73,74,77,80]. Essas referéncias foram usadas
para a construcao dessa secao.

Como exemplo, vamos construir dois conjuntos no dominio dos nimeros reais, COmo X1,
X2, ..., XN, fazendo um elo com outro conjunto de funcBes de nimeros reais, representadas como

f(x1), f(x2), ... f(xn), como apresentado na Figura A30.

Figura A30. Representacdo de uma funcéo real.

JSx)

Fonte: do préprio autor (2021).
Definicdo: f: R - R
Podemos construir um mapeamento entre funcdes em vez de nimeros. Considerando que

sejam funcdes reais, é possivel associar cada uma dessas fun¢fes a um numero real. Nesse
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modelo, a denominacgdo passa a ser de funcional, pois conecta uma fungdo a um namero, ou

uma funcdo a outra funcdo. A representacdo de um funcional € exibida na Figura A31.

Figura A31. Representacdo de um funcional.

F[)

Fonte: do proprio autor (2021).

Defini¢do de um funcional: F: C*(R) = R.

Como exemplo, vamos citar uma fungdo genérica de x, f (x). Supondo que queremos
avaliar a integral da funcdo entre a e b, ou seja, a area sob a curva, com destaque em cinza (e

gue € um namero), mostrada na Figura A32. Assim, temos o funcional da funcéo x, isto €, F[f].

Figura A32. Exemplo de um funcional.

S &)

a b

Fonte: do préprio autor (2021).
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Entdo, temos que

b
FIf] =f dx f(x) = A

Vemos que o funcional de f é a area sob a curva do gréfico.
No estudo de DFT, vamos focar em funcionais especificos para a densidade eletronica.

Podemos citar a contribuicdo da energia dada por um potencial externo, definido por Thomas,

Eoreln] = f drn(r)Voe (r) (Ad5)

Nesse caso, temos a integral do potencial vezes a densidade da particula r, ou seja, um funcional
local.

A energia de Hartree ou o termo eletrostatico classico é um funcional ndo local, pois
depende das posicOes de duas particulas. O termo Hartree é utilizado para a interacdo elétron-
elétron e captura o essencial da eletrostatica classica.

n()n(r’)

(A46)
lr — 7|

1
Ey[n] = Ef drdr’

Assim, os funcionais sdo opera¢fes matematicas muito utilizadas no estudo de DFT.

Al1.4.3 O TEOREMA DE HOHENBERG-KOHN

O teorema de Hohenberg-Kohn (HK) infere que todo observavel no estado fundamental
é um funcional da densidade eletronica. O teorema de HK publicado em 1964 pelo fisico tedrico
Pierre Claude Hohenberg e pelo teorico em Fisica e Quimica Walter Kohn relata que “A
densidade do estado fundamental n(r) de um sistema ligado de elétrons interagindo em algum
potencial externo v(r) determina esse potencial exclusivamente” [12].

Para essa secdo, utilizaremos as referéncias [11,73,74,76-79,82,84]. Vamos analisar o
teorema para um estado fundamental ndo degenerado. Sabemos como avaliar observaveis por

meio de valores esperados:

0 = (¥°|0|¥°) = o[¥]
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Relembrando a aproximacao de Born-Oppenheimer, sabemos que a energia do sistema é
a soma dos termos relativos a energia cinética, interacéo elétron-elétron dada pelo potencial de

Coulomb e o potencial externo dos nucleos que atua em cada elétron [81]:

H=T+ Vo + Voyt (A47)
ZZVZ Zl . |+Zvext(rl
<j " T]

O termo cinético e da interacdo elétron-elétron sdo fatos universais, assim, o sistema ndo
depende desses termos. Ou seja, 0 termo cinético serd calculado como um laplaciano e os
elétrons vao interagir em pares por um termo que € inversamente proporcional a sua distancia.
Assim, o sistema terd como termo diferenciador o potencial externo. Desse modo, se temos 0
potencial externo, temos o hamiltoniano,

Vexe () > H

E se temos 0 hamiltoniano somos em principio capazes de diagonaliza-lo e obter autovetores,

funcdo de onda e autovalores das energias do sistema.
H-WYE

Entdo, podemos avaliar qualquer outro observavel através do valor esperado de um operador

obtido com a func¢éo de onda.

¥ -0 = (¥|0|¥)

Por exemplo, podemos utilizar a densidade eletronica, que é o valor esperado do operador

densidade.

n(r) =(Y|2;6(r —r) [¥) (A48)
Assim, se o valor esperado de um operador depende da funcéo de onda, aqui consideramos a
funcdo de onda do estado fundamental, que por sua vez depende do hamiltoniano e, portanto,

do potencial externo.

161



Apéndice

Assim, vamos analisar dois potenciais externo diferentes. Para serem diferentes, precisam

diferir por mais do que uma simples constante:

Ve(;,} (r) # Ve(xzt) (r) + constante (A49)
Como vimos anteriormente, 0 potencial externo esta relacionado ao hamiltoniano, que esta
relacionado a funcdo de onda e energia do estado fundamental. Assim, podemos analisar dois

sistemas,

Hy =T+ Voo + V) = Hilp) = Ey[1h) (A50)

ext

Hy =T + Voo + V.3 = Hyl9p) = E; ) (A51)

Se focarmos nas duas equacdes acima e, em seguida, fizermos a diferenca entre elas, que resulta
no potencial externo, chegamos a conclusdo que os potenciais vao diferir apenas por uma
constante, uma contradicdo e um absurdo (ficou conhecido no artigo como (reductio ad

absurdum), ja que a suposicdo inicial era que os dois potenciais eram diferentes.

V3 = v |w) = By - E)Iw) (A52)
Veﬁfﬁ (r)— V;(xzt) (r) = constante (A53)
v ) = vO(r) + constante (A54)

Assim, a relacdo entre o potencial externo e a funcdo de onda funciona como uma fungéo

bijetora, ou seja, com uma correspondéncia de um para um, como exibido na Figura A33.
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Figura A33. Representacdo de uma funcéo bijetora.
Vext v

Fonte: do proprio autor (2021).

Agora, precisamos verificar a relagdo entre o potencial externo e a densidade eletrénica.
Vamos supor que dois potenciais externo ou duas funcdes de onda diferentes levam a mesma
densidade eletrénica. Assim, temos o potencial externo e a funcao de onda diferentes entre si.

Hy =T+ Vee + Vi)~ Hilp) = Erl) (AS5)

Hy =T+ Voo + V2 = Hylih) = Eo ) (A56)

Temos que a energia 1,

E; = (W1|H. W) (A57)

Levando em consideracdo o teorema variacional, ao adicionar a funcédo de onda 2 (¥,), se obtém
um valor maior que a energia total para o sistema. Para resolver esse problema, somamos e

subtraimos o hamiltoniano 2 (H,), de forma a reduzir a estimativa de energia total em duas

partes,

E; = (W1|H1 W) < (W, |H,|¥,) = (V,|Hy — Hy + Hy|W,). (A58)

A diferenca entre os hamiltonianos é apenas a diferenca entre 0s potenciais externos. Vamos

nos concentrar na segunda parte aqui. O potencial externo é um operador de um corpo.

L _py@ |l112> (A59)

ext ext

E; = (W1 |H{ W) < (W, |H,|¥,) = E, + <lp2

163



Apéndice

Conhecendo a equacgéo do potencial externo, podemos incluir a densidade no processo.

Primeiro, vamos analisar a densidade 2, proveniente da funcdo de onda 2.

By = (BIHLI9) < (Bl 19) = B, + [ dr i) = v@] @) o)

Temos a energia total do sistema 1. Entdo, o resultado é que a energia total do sistema 1, o
sistema descrito pelo potencial externo 1, € menor que a soma da energia total do sistema 2,
mais o funcional simples da densidade relativa a diferenca de energia potencial externa,

E, < Ey + f dr [vi = v na(r) (A61)

Com isso, encontramos uma desigualdade que diz que uma energia é menor que a soma
de duas outras energias. Mas agora vamos fazer exatamente o mesmo raciocinio, mas
comecando pelo sistema descrito pelo potencial 2. Escrevemos a energia total 2 e fazemos o
mesmo procedimento em que basicamente trocamos o indice 1 pelo 2. Chegamos a concluséo
como antes, que E2 € menor que a soma de E: mais um funcional de energia da diferenca do

potencial externo.
(2) (€]
By = (W, 9) < (W) = By + [ dr [0 - 7Ry e

E,<E + f dr [v? — e(}cz] n,(r) (A63)

ext

Ou seja, os dois potenciais externos diferentes em duas fungdes de onda diferentes podem dar

a mesma densidade eletronica, que chamamos de n.

E, < Ey + f dr [v32) - v | n() (A64)
E, < Ey + f dr [vS) = v n() (A65)

Se somarmos as duas desigualdades, obtemos que um numero, a soma das energias totais, é

estritamente menor que ele mesmo, o que é claramente absurdo (reductio ad absurdum).
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E,+E,<E,+E; (A66)

Assim, a suposicao inicial que 2 potenciais externos levam a mesma densidade eletronica
estd incorreto, mostrando que a relacdo entre o potencial externo e a densidade eletrénica
funciona como uma funcdo bijetora, como apresentado na Figura A33. Com isso, chegamos a
conclusédo de que todo observével €, em principio, um unico funcional da densidade eletronica,

0 = (¥[0|¥) = 0[]

ou seja, existe uma correspondéncia Unica entre a densidade do estado fundamental e o
potencial externo.

Com isso, vemos que a propriedade mais importante de um estado fundamental eletronico
é a sua energia. Pela funcdo de onda, a energia pode ser calculada por uma aproximacédo da

equacdo de Schrodinger ou pelo principio minimo de Rayleigh-Ritz,
Eming = (P[H|?P) = (¥, |H[¥o) = Eq (AB7)

onde ¥, € uma funcdo de teste normalizada para o numero dado de elétrons N.

A formulagdo do principio minimo em termos de densidade de teste ny(r), em vez de
funcBes de onda de teste ¥,, foi apresentada pela primeira vez em Hohenberg e Kohn em
1964[12]. Ela define que, se buscarmos entre todas as funcdes de onda possiveis, aquela que
nos daria 0 menor nimero, a energia total do estado fundamental, é a funcéo de onda do estado
fundamental. E como para o teorema de Hohenberg-Kohn, h4d uma correspondéncia um-para-
um entre funcdo de onda e densidade, é a densidade do estado fundamental que corresponde a
funcdo de onda do estado fundamental. Essa minimizacéo, entdo, pode ser feita diretamente na

prépria densidade.

min,E[n] = E, (AB8)

Podemos pesquisar entre todas as densidades: aquela que minimiza o funcional da energia é a
densidade do estado fundamental e corresponde a energia total do estado fundamental. Isso é
muitas vezes chamado de segunda parte do teorema de Hohenberg-Kohn.

O processo de minimizagcdo mostra claramente uma maneira pratica, um procedimento
variacional, para encontrar um observavel como um funcional de densidade. De fato, em vez

de usar o teorema variacional no universo de todas as funcdes de onda possiveis que saem no
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espaco tridimensional e para as quais a superficie de energia pode ser enormemente complicada,
gracas ao teorema de Hohenberg-Kohn podemos restringir nossa busca ao sistema das
densidades que possuem uma probabilidade menor.

Como exemplo, podemos supor a densidade 1 e chamé-la de n;, teremos uma certa
energia total E1 de n1. Para outra densidade nz, teremos outra energia, assim como para ns, N4 €
para tantas densidades necessarias para descobrir a forma da superficie de energia, como
apresentado na Figura A34. Podemos avaliar a energia total minima, que constitui a energia

total do estado fundamental em correspondéncia com a densidade do estado fundamental no.

Figura A34. (a) As possiveis densidade eletronica de um corpo. (b) As relagdes entre a densidade eletrdnica e sua
respectiva energia, com a identificacdo da energia do estado fundamental, Eo.

n E[n]

r n

() (b)
Fonte: do proprio autor (2021).

Formalmente, a energia total pode ser escrita em termos do valor esperado com a funcao

de onda de muitos corpos completa.

E[n] = (P|T + Voo + Vort [¥) (A69)

Nele temos um funcional explicito da densidade em relacdo ao potencial externo, pois é um

operador de corpo unico.

E[n] = (YT + Voo + Vore |¥) + f ar V. (r) n(r) (A70)

E temos partes relacionadas aos operadores cinético (T[n]) e da interacéo elétron-elétron

(Ece[n]), e esses dois sdo desconhecidos.
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Bln) = Tl + Beoln] + [ dr Ve ) nr) (A1)

Eles também sdo, como vocé pode ver, independentes do potencial externo. Chamamos esse

termo de funcional de Hohenberg-Kohn ou funcional universal (Fyx[n]),
Fyg[n] = T[n] + Ece[n] (A72)

E[n] = Fug[n] + f A1 Ve (F) n(T) (AT3)

Como ndo depende do potencial externo, € o mesmo para todos os sistemas. N&o
conhecemos este funcional. Claro, se pudéssemos avaliar a energia total para um determinado
conjunto de potenciais externos, poderiamos inverter esta equagdo e encontrar o funcional

universal F.

Efn] = Fugln] + f A1 Ve (F) n(T) A7)

Fuxln] = E[n] - f dr Ve (r) n(r) (AT5)

Isso implica o conhecimento das energias totais para todas as densidades possiveis n(r). Sendo
este 0 caso, teremos um conhecimento completo do funcional universal que podera entdo ser
aplicado a todos o0s sistemas.

Fica evidente que, encontrar o funcional universal para todas as densidades possiveis
implica que muitos potenciais externos devem ser analisados e resolvidas para explorar todas
as densidades possiveis, o que ndo € uma solucdo viavel. Lembrando que o resultado do teorema
HK, o funcional da densidade, se existir € Unico. Nas décadas de 70 e 80 foram realizados varios
estudos sobre a existéncia do funcional, as condicdes e as restricdes para tal existéncia.

Uma solucgéo para esse problema foi proposta por Levy em1982 [85] e Lieb em1983 [86],
chamada de método de busca restrita, e levou a um esclarecimento e generalizagdo do teorema
de HK como, por exemplo, removendo a restricdo original do estado fundamental ndo

degenerado.
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Al.4.4 AS EQUAQOES DE KOHN-SHAM
Para discutir as equagdes de Kohn-Sham (KS), vamos nos fundamentar nas referéncias
[11,13,76-79,87].Vimos que hd uma relacdo entre o potencial externo e o hamiltoniano,
Vext(r) <> H

H|¥) = Elyp)

Assim, podemos iniciar do funcional genérico da energia exata da densidade,
E[n] =T[n] + f drn(r)Ve,: (r) + Eqe[n] (A76)
Também conhecemos o funcional universal ou o funcional de HK,

E[n] = Fug[n] + f Arn(r)Vex ()

Inicialmente, foi realizada algumas manipulacfes: adicionamos e subtraimos a mesma
quantidade que é o funcional da energia cinética de um sistema de particulas de densidades

independentes ou que ndo interagem (T, [n]),
E[n] = Fyg[n] + f drn(r)Vex: (1) + Ts[n] — Ts[n] (ATT)
Por conseguinte, fazemos o mesmo procedimento com a energia de Hartree,

Efn] = Fygln] + f (Ve (r) + Tyln] — T[]

MR L[ g O o

1
+ = | drdr'
2f rar |r — 7’| 2 |r — 7|

Este funcional de energia se mantém com uma resolugdo complexa. Assim, vamos montar uma
equacdo com a contribuicdo da energia cinética, do potencial externo e da energia de Hartree,

além de adicionar o funcional universal,
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n(r)n(r’)

1] + Fyxln] (A79)

1
E[n] = Tg[n] + f drn(r)V,,.(r) +§ f drdr’

Os termos remanescentes da (A78 sdo as contribui¢es negativas da energia cinética e da

energia de Hartree. Reorganizando, temos

n(r)n(r’)

+ Fugln
|r_r,| HK[ ]

1
E[n] = Ts[n] + f Arn(r)Vey: (1) +§ f drdr’

n(rn(r)

lr— 7|

. (A80)
— Tg[n] — > f drdr’

Com esta reordenacdo, podemos perceber a energia total como uma soma da energia total
dada dentro da aproximacéo de Hartree (E¥ [n]) e um termo que foi definido como a energia de

troca e correlacdo (E,.[n]),
E[n] = E¥[n] + Eyc[n] (A81)
onde

n(r)n(r’)

(A82)
lr —7'|

Ef[n] = Ty[n] + f Arn(r)Vey (1) +% fdrdr’

Exc[n] = TIn] = Ts[n] + Ec[n] — Ece[n] (A83)

Além de ser uma reordenacéo, ficamos com uma quantidade menor que pode ser expressa
como diferenca de energia. Primeiramente, a diferenca entre o termo cinético real menos o terno
cinético das particulas que ndo interagem,

T[n] — Ts[n]
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Esse valor deve ser menor que o valor do funcional real da energia cinética. Além disso, a
diferenga entre a interacdo exata elétron-elétron e seus equivalentes na aproximacao de Hartree;
sendo este valor menor que o valor da interacéo elétron-elétron real.

Eeln] — E;[n]

Assim, conseguimos reescrever o funcional da energia total de uma maneira que, ao inves
de ter que aproximar dois funcionais complicados, como a energia cinética total (T[n]) e a
energia de interacdo elétron-elétron (E,.[n]), podemos focar em um termo, a energia de troca

e correlacao,

n(r)n(r’)

= + Eyc[n] (A84)

1
E[n] = Tg[n] + f drn(r)Ve,:(r) + > j drdr’
Agora, vamos considerar um sistema de particulas independentes,
1
=37+ VI @) i) = () (ns5)

Um sistema de particulas independentes é normalmente fatorado em N equacdes para as N
particulas independentes. Cada sistema tem um termo cinético e um termo de energia potencial,
denominado de potencial efetivo (V7 (1)), que age sobre todos os elétrons da mesma forma,
exatamente como o potencial externo. Aqui ndo temos nenhuma interacao elétron-elétron, pois
os elétrons devem ser independentes.

Assim, podemos escrever a densidade eletronica como a soma dos N estados ocupados

pelos N elétrons,

n(@) = ) il (Ase)

Pelo teorema de Hohenberg-Kohn, sabemos que existe uma correspondéncia Unica entre a
densidade e o potencial externo do sistema. S agora o potencial externo coincide com o efetivo,
pois ndo ha potencial de interacao.

n(r) & Vel (r)
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Também conhecemos em principio a energia total porque é um funcional da densidade Unico.
E.(n) = T,(n) + f drn(r) V7 (r) (A87)

Dado um sistema real com elétrons interagindo que tem densidade n, podemos supor a
existéncia de um sistema eletronico ndo interativo que tem a mesma densidade de um sistema
que interage. E essa foi a ideia de Kohn-Sham. Eles assumiram que para cada sistema real de
elétrons que interagem, ha um sistema auxiliar de elétrons que néo interagem, mas que possuem
a mesma densidade.

Para alcancar uma solucdo matematica, foram feitas algumas restrigdes. A primeira foi

em relacédo as condicbes de normalidade das funcfes de onda de uma particula,

f dryp; (My;(r) =1 (A88)

Para normalizar as funcbes de onda que descrevem os elétrons que nao interagem, foi utilizado

0 método dos multiplicadores de Lagrange,

S{E[n] — A; [ dr i (M (r) — 1

50 =0 (A89)

Agora, podemos adicionar a equagdo encontrada para a energia total do sistema,

{Ts[n] + [ drn(r)Vee (r) +5 fdr dr’%+ Exc[n] — A; [ dry; ()Y (r)}

Y}
(A90)

Como Ty[n] = Xy9; () (=3 ?) ¥:(r), entdo:

IACIGAAIIG)
oY;

( 1 vz) () (A91)
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8[2; [ dr i (M (r)]
6y

= A (1) (A92)

E que o potencial de troca e correlacéo ¢é definido como

_ Eyc[n]
~on(r)

(A93)

Vieln]

Reunindo todos os termos com as derivadas funcionais solucionadas, produz a equacao
de Kohn-Sham (KS),

y2 n()
[(— —) V) + [[ar T il i) = () o

2 |r — 7’|
Al1.4.5 APROXIMACOES
Com a formulacéo das equacgdes de Kohn-Sham, foi introduzido o funcional de troca e
correlacdo eletrdnica. Para uma melhor fundamentacéo, o texto dessa secdo sera baseado nas

referéncias [73,75-79,88]. Para ter um melhor entendimento sobre esse termo, vamos analisar
o funcional da energia total de HK:

Epx[n] = Fln] + f dr Ve (1) (1) (A5)

O funcional universal pode ser reescrito como um funcional no formalismo de Kohn-
Sham:

F[n] = Ts[n] + E¥[n] + E,.[n] (A96)

A Unica parte desconhecida é o funcional da energia de troca e correlacdo, e verifica-se que a

energia de troca e correlagcdo é muito menor que a soma das energias ndo interativas,
Ts[n] + Ef[n] > E,.[n] (A97)
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Como a energia de troca e correlagdo € pequena, podemos aproximé-la. Porém, a
contribuicdo da energia de troca e correlagdo é muito importante para a ligacdo molecular, por
isso, as aproximacOes devem ser feitas com muita expertise.

Para encontrar essa resposta, ha abordagens empiricas e ndo empiricas. Nas abordagens
empiricas, alguns parametros séo ajustados a conjuntos de dados experimentais, como feita por
Becke [89,90]. Uma aproximagdo ndo empirica é um funcional que € construido a partir de
restricOes exatas ou de algum tipo de derivacdo. Ndo contém nenhum paradmetro de ajuste.

Os funcionais empiricos podem ser muito precisos, se olharmos para propriedades que
sdo muito semelhantes as dos conjuntos de dados ajustados. Por outro lado, funcionais nao
empiricos tendem a ser mais universalmente aplicaveis porque sdo construidos a partir de
propriedades e restricGes que sao universais.

Em 2001, Perdew fez uma comparacao entre as qualidades dos funcionais usando o termo
“Escada de Jaco” [91]. Trata-se de uma passagem biblica onde Jacd sonha com uma escada que
0 leva ao céu. O ponto de partida, a Terra, é considerado como as equacles de Hartree
(considerado por alguns autores como o inferno). O céu seria o funcional de troca e correlacéo
exato que, até entdo, ndo foi alcancado. Entre a Terra e 0 céu, estdo as aproximacgoes possiveis.

Quanto mais alto o degrau da escada, melhor € considerada a aproximagéao (Figura A35).

Figura A35. A escada de Jacob fornece uma orientacdo para melhorar as aproximagdes funcionais de densidade
por degraus ascendentes de aproximacoes.
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Fonte: adaptado de [75].
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Na parte inferior, ha a aproximacéo de Hartree, onde ndo temos nenhuma consideragdo
em relacdo a energia de troca e correlagdo. O primeiro degrau é a aproximacdo de densidade
local (LDA, do inglés local density approximation). Os funcionais do segundo degrau séo
chamados de aproximac6es de gradiente generalizado (GGA, do inglés generalized gradient
approximation). No terceiro degrau, encontramos os meta-GGA. No quarto degrau encontramos
os funcionais hibridos, como o B3LYP. E, finalmente, o quinto degrau da escada de Jacob
contém os funcionais de mais alto nivel, que sédo os chamados as aproximacdes de fase aleatoria
(RPA, do inglés random phase approximation) [92].

A medida que subimos a escada, os funcionais se tornam cada vez mais complicados, 0
custo computacional aumenta, mas o desempenho geral melhora e os resultados se tornam mais
precisos.

Nesse trabalho de tese, usamos o funcional B3LYP, que consiste em possuir um funcional
de troca e correlagdo parcialmente local e de troca exata ndo local [89,90]. Inicialmente,
considere que hd um "buraco” na densidade eletronica onde cada elétron ocupa para evitar a
interacdo com outros elétrons. Em seguida, escrevemos a energia de troca e correlacdo como
uma integral dupla,

1 [ arap 20 )

_rl

onde 7n,.(r,r") é a densidade dos buracos de troca e correlagdo média constante de
acoplamento. O subscrito X representa a troca e o ¢ a correlagéo.

1

(1) = J ni. (r,r'") dA (A99)
0

Analisando a (A99 como uma integral unidimensional, a aproximagdo mais simples seria

assumir uma interpolagdo linear. Assim

1 1

Tye = > niz0+ = > niz1 (A100)

fisicamente, a constante de acoplamento lambda pode ser vista como uma medida da forca da

correlagdo. Em lambda igual a 0, ndo temos correlacdo e tudo o que temos é a troca exata.
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A =0, tem apenas troca

0, r’) = ny(r, 1) (A101)

Entdo, n2>0 é a densidade do buraco de troca.
Neste ponto, precisamos definir o que queremos dizer com troca exata em DFT. A
exata

energia de troca exata (E5. ) € dada pela expressao de troca de Fock, que é uma integral

dupla sobre os orbitais e a interacdo coulombiana.

E;xata[n] — _% Z Z f dr fdr’ i (r)l/)i |(: )_lpill(r)lp] (r) (A102)
o=T ij

densidade. Assim, a energia de troca exata é um funcional de densidade implicito (E$****[n]).
A dependéncia da energia de troca exata no orbital é explicita e ndo local. Consequentemente,
iSSO agora sugere uma primeira suposi¢cdo para um funcional hibrido, onde se mistura metade
da troca exata com metade da energia de troca e correlacdo total no nivel LDA como uma

aproximagé&o para a contribuicdo em lambda igual a 1.

_ 1 1
E;ucbrldo — EEJecxato + EEJLC?A (A103)

Porém, a ideia simples ndo funciona tdo bem na prética e ndo da resultados muito bons.
Assim, Becke e outros pesquisadores varias ideias para otimizar os parametros de mistura, por
exemplo, construindo melhores esquemas de interpolacdo da integracdo da constante de
acoplamento, ou empiricamente, ajustando dois conjuntos de dados moleculares. Assim, foi
formulado o funcional B3LYP, que contém trés parametros: a, b e ¢; misturando troca e
correlagdo LDA, e correlagéo exata. Os valores para a, b e ¢ foram obtidos ajustando-se a um

conjunto de dados moleculares.

EBMYP — (1 — @)EXPA + aEZ*° + pEB®® + cEEYP 4+ (1 — ¢)ELPA (A104)
a=0,20;b=0,72;¢c = 0,81
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O desempenho dos funcionais hibridos, vemos que eles geralmente sdo muito bons para
calculo de energia, especialmente para as moléculas e fornecem boas geometrias e constantes

de rede.

Al.4.6 O PROCEDIMENTO DO CAMPO AUTO CONSISTENTE E AS EQUACOES DE
KOHN-SHAM

No estudo de moléculas organicas, as equacdes de Kohn-Sham (KS) devem ser resolvidas
utilizando a procedimento do campo auto consistente (SCF, do inglés self-consistent field).
Lembrando a equacéo de KS [76,87],

2 !
l(_ V_> + Vext (1) + f dr’' n(r’) + Ve (In], ) [ (1) = g; (1) (A94)

2 |lr — 7’|

No procedimento SCF, a determinacdo da resolucdo das equacdes de KS € a criacdo de
conjuntos de autovalores e autofuncdes. Assim, temos que diagonalizar um hamiltoniano. a
diagonalizagdo € um problema cdbico em termos de dimensionamento do algoritmo. Se ndo
estivermos interessados em todos os autovalores, técnicas iterativas podem ser usadas ou
algoritmos de gradientes conjugados [76-79,87,93]. Essas referéncias sdo a base das exposicdes
feitas a sequir.

Além disso, devemos conhecer o hamiltoniano. No caso da equacdo de KS, o
hamiltoniano, em particular a parte potencial, contém o potencial externo (termo conhecido:
por exemplo, a posicdo dos nucleos), o potencial de Hartree que pode ser escrito em termos da
densidade eletronica e potencial de troca e correlacdo, desconhecido, e devemos aproximar.

Como exemplo, suponha que seja usado como aproximacdo do potencial externo o
funcional hibrido B3LYP. Além disso, vale relembrar que a densidade eletrénica de particulas

independentes é:

n@) = ) [pil? (A105)

A partir desse ponto, a densidade é necessaria como informacao inicial (input) para 0s

potenciais e assim para o hamiltoniano. Para resolver isso, seguiremos um esquema iterativo da
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abordagem de campo auto consistente. Essa abordagem foi inicialmente utilizada por Hartree,
para a resolugédo das equagdes de Hartree, mas foi criada por Robert Lindsey.
Nessa abordagem, temos uma estimativa inicial para a funcdo de onda ou de maneira

similar para a densidade, o que € definido como a densidade inicial (n;,). Com esse valor de

densidade inicial, sdo calculados os primeiros potenciais, como apresentado na Figura A36.

Figura A36. Procedimento do campo auto consistente, SCF.
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Fonte: do proprio autor (2021).

Nesse ponto do processo, o ciclo de iteracdo nao foi iniciado, por isso é definido como iteragdo
igual a zero (iter = 0).

Vamos resolver o problema de autovalor. Temos como saida os autovalores, autofuncdes,
e através das autofungdes uma nova densidade, a densidade de saida (n,,;). Nesta etapa do
processo, é realizada uma comparacdo entre a densidade recém-obtida com a anterior, a
densidade de entrada. Muito provavelmente sera diferente.

Porém, se a densidade ndo mudou, ou seja, se a densidade residual for menor que um

certo valor chamado de tolerancia, obtém-se a convergéncia dos autovalores, das energias, das
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autofuncdes e, claro, da densidade eletronica, finalizando o processo. Isso raramente acontece
durante o primeiro ciclo, por isso, o residuo ndo sendo pequeno, 0 processo volta a interagir
novamente.

O que foi gerado como densidade de saida, passa a ser a densidade de entrada e o ciclo
comeca novamente. Construindo mais uma vez os potenciais, fazendo a diagonalizacgéo,
obtendo novas funcBes de onda e densidade, e comeca a iterar esse procedimento até a

convergéncia. Esta é a ideia principal do procedimento do campo auto consistente.

A16 RIBONUCLEOSIDEOS: FUNCOES BIOLOGICAS E ESTRUTURAS
CRISTALINAS

Os nucleosideos sdo substancias de importancia biologica de baixo peso molecular que
sdo formadas por bases nitrogenadas ligada por meio de uma ligagdo B-glicosidica a uma
pentose. A base nitrogenada pode ser derivada da pirimidina ou da purina. A pentose pode ser
uma ribose ou uma desoxirribose, resultando em um ribonucleosideo ou um
desoxirribonucleosideo [94]. A Tabela A5 apresenta todas as estruturas quimicas dos
compostos citados. Os nucleosideos podem ser produzidos pela hidrélise quimica ou enzimatica
de nucleotideos e ocorrem em pequenas quantidades nas células [94,95]. Além disso, sdo
essenciais para a sintese do DNA e RNA [96] e possuem a importante funcdo bioldgica de
sinalizacdo celular [97].

Os estudos sobre a natureza quimica de nucleosideos, a capacidade de formar ligacdes de
hidrogénio e interagir com outras moléculas sdo cruciais para entender 0s processos
bioquimicos e projetar novos medicamentos, além de fornecer informag6es relevantes sobre a
estrutura e propriedades do RNA e do DNA [98]

Devido a importancia bioldgica dos nucleosideos, estudos tém sido realizados em leite
materno para averiguar o total de nucleodideos potencialmente disponiveis (TPAN, do inglés
total potentially available nucleosides). As pesquisas relatam a presenca de uridina, citidina,
guanosina e adenosina no leite materno em quantidades pequenas, sendo indicado a
suplementacdo dessas substancias na dieta [99].

Uma pesquisa sobre a quantidade de nucleosideos na alimentacdo de bebés relata que
bebés alimentados com uma formula suplementada com nucleotideos mostraram uma resposta
imune muito proxima aqueles amamentados, sugerindo que essas moléculas normalmente
encontradas no leite humano desempenham um papel importante no sistema imunoldgico do

recém-nascidos [100].
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Nos estudos para possivel suplementacdo, foi estudado a quantidade de TPAN em colostro
e leite bovino ao longo do primeiro més pos-parto. No inicio do colostro, os TPAN identificados
foram a uridina e os derivados de uridina; a citidina e os nucleotideos derivados de citidina
foram dominantes porteriormente a lactacdo [95].

Como o objeto desse estudo sdo derivados de ribonucleosideos, vamos apresentar as
informagdes sobre as fungbes bioldgicas das moléculas de adenosina, guanosina, uridina e
citidina, com a énfase sobre a estrutura cristalina dos compostos estudados nesse trabalho de
tese — 5-metilcitidina, 5-metiluridina e adenosina hidrocloridrica.

A adenosina é uma molécula sinalizadora extracelular onipresente com fungGes essenciais
na fisiologia humana. Desde fornecer a molécula essencial para a transferéncia de energia
basica por meio de suas interacdes de adenosina trifosfato (ATP) e adenosina difosfato até seu
papel na sinalizacdo celular, a adenosina € um componente fundamental da biologia humana
[101].

A adenosina tem efeitos de longo alcance como uma molécula sinalizadora extracelular,
induzindo vasodilatacdo na maioria dos leitos vasculares, regulando a atividade no sistema
nervoso simpatico, tendo propriedades antitromboticas e reduzindo a pressdo arterial e a
frequéncia cardiaca. Essas propriedades sdo algumas das razdes pelas quais a adenosina e seus
derivados tém efeitos terapéuticos na maioria dos sistemas organicos [102].

Além disso, a adenosina é uma molécula neuromoduladora presente em todo o espago
extracelular do sistema nervoso central, tem acdo neuroprotetora durante a hipoxia e lesao
cerebral. Ademais, a adenosina pode controlar a expressao e a progressao de uma gama de
condicBes neurolégicas agudas e cronicas [103]. Adenosina também atua com a ativacdo de
respostas anti-inflamatérias e imunossupressoras, visando promover a cicatrizacdo e a

homeostase tecidual [104].
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Tabela A5. Férmulas estruturais das bases nitrogenadas e das pentoses que produzem os nucleosideos, com a
apresentacdo da estrutura guimica dos nucleosideos resultantes.
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Estudos recentes mostraram que a uridina dietética pode aumentar os fosfatideos
cerebrais, as proteinas sinapticas, o crescimento de neurites e a formacdo de espinhas
dendriticas; este estudo ainda conclui que a administracdo de uridina, colina, acido
docosahexaenoico (DHA) por varias semanas pode melhorar as funcées cognitivas e a liberagdo
de neurotransmissores em animais experimentais. Em adicdo a isso, verificaram-se que a
administracdo destas 3 subtancias em pacientes com a doenca de Alzheimer leve associadas a
vitamina B melhorou significativamente a memaoria em um ensaio clinico com cerca de 220
pacientes [105].

Ainda na exploragdo de transtornos e doengas mentais, a uridina foi administrada com
doses orais de 500 mg, duas vezes ao dia durante 6 semanas em pacientes de 14 a 17 anos com
sintomas de depressdo com desordem bipolar, sendo relatada pelos pacientes uma diminuicao
dos sintomas depressivos e que a medicacao foi bem tolerada. Porém, a uridina ndo deve entrar
na prética clinica antes de ensaios clinicos randomizados controlados por placebo, para
confirmar sua eficacia [106].

A citidina e uridina além de serem incorporadas aos acidos nucleicos, podem servir como
precursosres do trifosfato de citidina, biomolécula necessaria na biossintese da fosfatidolcolina
e da fosfatiletanolamina; também sdo precursores do difosfato de uridina (UDP) e do trifosfato
de uridina, que ativam os receptores P2Y do cérebro e que promovem a sintese de glicogénio
cerebral via UDP-glicose. Em humanos, a uridina é predominante, pois a citidina é convertida
em uridina pela enzima citidina desaminase [107].

A guanosina € relatada com propriedades neuroprotetoras, que envolvem processos de
ativaado de vérias vias de sinalizacdo intracelular e uma estreita interacdo com o sistema
adenosinérgico, com a consequente estimulagdo dos processos neuroprotetores e regenativos
no sistema nervoso central [108]. Em estudos in vitro e in vivo, a guanosina foi atribuida a
funcdo de efetor trofico in vivo, uma vez que sua concentracao extracelular permanece alta por
até sete dias ap6s uma lesdo cerebral [27], para tratamento de depressdo persistente combinado
com cetamina, tendo resultados iniciais bastante relevantes [109] e para evitar a disfuncéo
mitocondrial provocada por ions bivalente de calcio [110]. Assim, esse nucleosideo tem sido
objeto de estudo e apresentado resultados satisfatorios para ser usado para o tratamento de
varias neurupatologias.

A modificacdo da estrutura quimica dos nucleosideos tem sido estudada devido ao fato
de que pequenas mudancas na estrutura provocam significantes alteragcbes nas funcoes

bioldgicas, pois 0s nucleosideos modificados sdo reconhecidos pelas enzimas ou virus como
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nucleosideos naturais e levam ao término ou desaceleracdo de replicagdo e outros processos
bioldgicos de acordo com o objetivo proposto [111-113].

Assim, a alteracdo na estrutura quimica de nucleosideos, como a metilacéo da citidina e
uridina e a inclusdo de cloro na composicdo dos cristais de adenosina, causam alteracdes
estruturais e energéticas que podem ser importantes como comparativos na estrutura do DNA
em geral, afetando as interagdes DNA — proteina e a regulacdo génica em niveis fisioldgicos.
Essas alteracdes sdo estudadas por uma area denominada epigenética, que foi proposto por
Waddington como “o processo de desenvolvimento do fendtipo a partir do gendtipo™, ou seja,
qualquer modificacdo com possibilidades de ser reversivel e transmissivel sua transmissao por
um gene sem alteragdo na estrutura global do DNA [114].

A epigenética estuda alteracfes nas estruturas quimicas dos nucleosideos e nucleotideos
gue compdem o DNA e 0 RNA que ndo comprometem a sequéncia destas estruturas quimicas,
mas que causa alteracdes hereditarias na atividade ou funcéo génica [115]. Essas alteracoes
estdo envolvidas na regulagdo génica e na diferenciagéo celular [115,116].

Essas modificacbes podem ser realizadas adicionando ou substituindo &tomos na estrutura
dos nucleosideos, tanto na base nitrogenada (purina e pirimidina) como na por¢do pentose
(ribose e desoxirribose) ou por modificacOes espaciais.

Como exemplo de modificacdes espaciais, foi relatada a mudanca na conformagéo
espacial nas hidroxilas dos carbonos 2’ da porcao da pentose da citosina arabinose, analoga da
desoxicitidina, gerando compostos que foram estudados para tratamento de leucemia [117],
enquanto a metilagdo na posi¢do 3’ da adenosina servem como potencial agente anticancer
[118].

Outras modificac¢des propostas resultaram substituicdo na posi¢éo 5 do anel pirimidina de
anions de elevada eletronegatividade, como fldor e bromo, sendo utilizados contra infec¢bes
oculares por herpes (5-trifluorotimidina) e a substdncia 5-bromo-vinil-desoxiuridina foi
indicada para tratamento do virus da varicela [119-121].

A substituicdo de grupos organicos alquilas também foi bastante estudada na modificacéo
de nucleosideos na posicdo 5 do anel pirimidina, como a metilagdo. Essas alteracdes foram
propostas para aumentar o carater lipofilico do composto, para facilitar a entrada nele nos
organismos e para aumentar o encaixe em um sitio enzimatico hidrofobico. Porém, o aumento
do carater lipofilico diminui a atividade dos nucleosideos metilados, possivelmente, por que
tinha facilidade em se agregar ao tecido adiposo [122,123].

A presenca de nucleotideos e nucleosideos implica em inUmeras atividades bioquimicas

e fisioldgicas importantes, como mencionado anteriormente, com destaque para o equilibrio do

182



Apéndice B

sistema nervoso central e para 0 melhoramento de atuacao do sistema imunoldgico. Além disso,
foi constatado que modificagdes estruturais nesses compostos, com uma tendéncia de aumentar
sua polaridade e o aumento do carater lipofilico, como a incluséo de anios e de grupos metilas
na estrutura quimica dos nucleosideos, sdo utilizadas para ampliar suas possibilidades de

atuacdo biologica.

Al1.6.1 5-METILURIDINA, 5mU

A metilacdo da uridina gera a 5-metiluridina semi hidratada, com cristais pertencentes ao
sistema ortorrdmbico e grupo espacial P2:2:2, com quatro moléculas por célula unitéria e
parametros de rede: a = 14,026 (3) A, b=17,302 (1) A, ¢ =4,861 (1) A e V = 1179,65 A% [124].
A 5-metiluridina é o resultado da metilacdo da uridina na posicdo 5 do anel pirimidina
(Figura A37).

A Figura A37(a) apresenta a célula unitaria da 5mU, com as interacfes de hidrogénio que
ocorrem dentro de uma mesma célula unitaria indicadas por linhas pontilhadas ciano e as
interacdes de atomos entre células unitarias estdo destacas em linhas pontilhadas vermelhas.
Doravante, a figura mostra a distribuicdo das quatro moléculas de 5mU e duas moléculas de
agua por célula unitéria. Vale ressaltar que cada molécula de agua forma ligacdes de hidrogénio
(linhas pontilhadas azuis e vermelhas) com as quatro moléculas de 5mU circundantes. Essa
interacdo envolve a porcao de acucar de duas moléculas de 5mU e os atomos de nitrogénio do
anel de pirimidina das outras duas moléculas de 5mU.

As ligacdes de hidrogénio estabilizam a estrutura e possuem angulos de ligacdo bem
préximos da linearidade, com o comprimento da interacdo de hidrogénio N2—-H---O7 sendo a

maior dentre as listadas na Tabela A6, devido ao maior raio do 4&tomo de nitrogénio.
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Figura A37. (a) Célula unitaria da 5mU. (b) Unidade assimétrica da 5mU
b

(@) (b)
Fonte: do proprio autor (2021).

Tabela A6. Comprimentos e angulos de ligacdo das interacdes de hidrogénio da 5muU [124].

Interacao Comprimento da ligacdo (A)  Angulo da ligagéo (°)

N2—H---O7 3,019 154,06
O7-H---06 2,907 170,00
04-H---05 2,736 161,83
06-H---0?2 2,741 170,81
03-H---04 2,800 174,11

Ademais, a molécula de agua visualizada no centro da célula unitaria age como doadora
de prétons na formacéo de ligacdo de hidrogénio com o O6, presente na ribose; e atua como
receptora de prétons para gerar ligacdes de hidrogénio com N2 presente no anel pirimidina.

A 5-metiluridina é utilizada como precursora da timidina, um composto intermediario
importante para a sintese da droga AZT (combate a AIDS) [125,126], além de ser um composto
intermediario para a sintese de oligo nucleotideos anti-sentido, que podem ser utilizados como

antivirais, anticancer, antibacteriano, anti-inflamatorio [127,128]
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A1.6.2 ADENOSINA HIDROCLORIDRICA

A adenosina hidrocloridrica (AC) possui formula molecular (C10H13Ns04.HCI) e resulta
da reacdo entre a adenosina e o acido cloridrico. Como produto dessa reacdo, a adenosina fica
protonada [129]. A AC apresenta 0 mesmo sistema cristalino e grupo espacial da adesonina
[130], alterando os pardmetros de rede da célula unitéaria (Figura A38).

Figura A38. Estrutura quimica: (a) adenosina hidrocloridrica, (b) adenosina.

cr H N
-
7N\ N Nnm,
N NH,
— O
HO/\Y_Z/N\%N Ho/\g_Z’ \F
(@) (b)

Fonte: do proprio autor (2021).

A adenosina hidrocloridrica cristaliza no sistema monoclinico e grupo espacial P21, com
duas moléculas por célula unitaria e parametros de rede: a = 6,647 (3)A,
b=16,739 (5 A, ¢ =6,397 (2) A, p = 114,54 (4)° e V = 645,59 A® e massa molar de 303,71
g/mol [129]. A Figura A39(a) mostra a célula unitaria com duas moléculas de CA estabilizadas
espacialmente por interacfes de van der Waals; sua unidade assimétrica é formada por uma
molécula de AC, Figura A39(b), que pode ser reproduzida tridimensionalmente com uma
operacdo de simetria do tipo parafuso, 21.
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Figura A39. (a) Célula unitaria da AC. (b) Unidade assimétrica da AC.

Fonte: do proprio autor (2021).

a

A Figura A39(a) destaca as ligacOes de hidrogénio (LH) que estabilizam a estrutura

tridimensional do AC. As linhas pontilhadas ciano indicam as LH que ocorrem dentro da célula

unitaria e as linhas pontilhadas vermelhas destacam as interacdes que ocorrem entre moléculas

de células unitérias adjacentes. Observa-se que 0s &tomos N1, N3, 02, O3 e O4 agem como

doadores de prétons para a formacéo de ligacdes de hidrogénio com os atomos Cl1, O2 e O4.

Assim, os atomos de O2 e O4 agem como doadores e aceptores de LH, enquanto o atomo de

CI1 age apenas como aceptor de LH. A Tabela A7 apresenta o comprimento e os angulos de

ligagOes das interagdes de hidrogénio que ocorrem na rede cristalina do AC.

Tabela A7. Interagdes de hidrogénio do AC, com seus respectivos

comprimentos e angulos de ligagéo [129].

Interacgéo

Comprimento da ligagéo (A)

Angulo da ligago (°)

N1-H:-
N3-H---
N3-H:+-
02-H:+
03-H:+-
04-H-+-

-Cl1

02
Cl1
04
Cl1
Cl1

3,070 (3)
2,990 (4)
3,247 (3)
2,835 (3)
3,153 (3)
3,105 (3)

171
143
151
155
163
167
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Ao analisar a Tabela A7, fica evidente que as interacdes que envolvem o 4tomo de cloro
possuem maiores comprimentos de ligacdo, pois apresentam comprimentos maiores que 3 A.
Isso pode ser justificado pelo fato de o atomo de cloro possuir maior raio de van der Waals
(1,75 A), comparado ao nitrogénio (1,55 A) e ao oxigénio (1,52 A) [131].

A adenosina hidrocloridrica pode potencializar as atuagdes bioldgicas da adenosina pela
presenca do ion cloreto na estrutura desse material. Em estudos de simulacdo de dindmica
molecular, foi relatado que os ions cloreto interagem com a primeira camada de hidratacdo do
DNA, sendo o grupo fosfato a maior regido de interacdo dos ions cloretos [132].

O ion cloreto formam os denominados canais anidnicos, que podem atravessar
membranas biolGgicas apenas com a ajuda de proteinas que atravessam a membrana, que
permitem a difusdo passiva de Cl~ ao longo de seu gradiente eletroquimico, ou proteinas
transportadoras que acoplam o movimento de CI~ ao de outros ions e pode assim estabelecer
gradientes eletroquimicos [133-135]. Os canais de cloreto exercem as funcdes bioldgicas
regulacdo do volume celular e seletividade a certos solutos organicos [136], transporte trans
epitelial de eletrélitos e fluidos [137,138], regulacdo do pH do meio celular como contra ion
para Nat e K™, garantindo a neutralidade do sistema biolégico [135]. Assim, a incorporagao
do anion cloreto a estrutura cristalina da adenosina pode representar um facilitador quanto a

interacdo bioldgica desse nucleosideo.
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1. Physicochemical properties calculated using DFT method and changes of
5-methyluridine hemihydrate crystals at high temperatures.
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e Properties and vibratonal spectra
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sults in comparison with experimental -
dama. 2
¢35 mU crystal suffers a change from £
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the exit of water from the crystalline =
structure,
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: 5-methyluridine hemihydrate (5 mU) single crystals were synthesized by the slow solvent evaporation method.
Nucleoside The physicochemical properties, such as frontier molecular orbitals, global reactivity indices and vibrational
S-methyluridine were computationally studied through density functional theory (DFT). In addition, structural, vibrational, and

;';i‘ ":‘:Pemmres thermal properties were obtained by powder X-ray diffraction (PXRD), Raman spectroscopy, thermogravimetric
e change

R spectroscapy (TG) analysis and differential scanning calorimetry (DSC). PXRD evaluated the structural behavior of 5 mU
PXED crystal in the temperature range of 300-460 K. The high-temperature PXRD results suggested thart the crystal
undergoes two dehydration processes, being a first occurring from the orthorhombic structure (P2;2,2) to
triclinic (P1), in which the water losses occurred around 380 K. A second dehydration wiggers the change from
the triclinic structure to monoclinic (P2;) within the 420-435 K temperature range. Furthermore, after this
temperature, the anhydrous 5 mU suffers a melting process near 460 K, which is remarkably characterized as an
irreversible process. Raman spectroscopy was carried out to identify the vibrarional modes linked to the warter
molecule and the noticeable changes in these bands due to high-temperature effects around 380 K and 410 K.
Indeed, changes on Raman bands, such as intensity inversion, the disappearance of bands associated with the
hydrogen bonds formed from the water molecules and uracil group, and the ribose group were observed. Finally,
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2. Elucidating L-tyrosine crystal phase transitions by Raman spectroscopy and ab initio
calculations.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords:
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We report here the analysis of the vibrational properties of the L-tyrosine crystal by means of Raman spectros-
copy, as well as DFT calculations. The structural stability of the sample was also investigated under high pres-
sure. Single erystals were obtained by the slow solvent evaporation technique. X-ray diffraction experiments

High preszur - " . . . - .
151 pressure were performed at ambient pressure and confirmed the crystalline structure. Simulations of tyrosine dimers
I.-t}’IOE.Lﬂ.C
. allowed us to know some lattice modes. Raman spectra were acquired under ambient conditiens and confirmed
DFT calculations

by ab initio calculations. The classification of the Raman modes is presented and as will be shown, the theoretical
results agree with the experimental data. In addition, high pressure Raman spectra were measured from ambient
pressure up to 5.9 GPa. The pressure-dependent studies showed that this sample undergoes two phase transitions,
at approximately 2 GPa and 3.6 GPa. The transition at 2 GPa is characterized by change of bands in the low-
wavenumber region of the spectrum and splitting of a mode associated with torsion of NCCC and rocking of
NHs. In the phase transition at 3.6 GPa, changes in the lattice modes and variation of da/dP for modes berween
300 and 450 cm ™! are observed. The observed transitions were reversible when the system brought back to
ambient pressure. This study is the first on the crystal of the amino acid L-tyrosine subjected to high pressures,
allowing the observation and understanding of the structural and vibrational behavior under these conditions,
possibly expanding the possibilities of using this material.

1. Introduction bonds distances [4].

Amino acids are fundamental organic molecules. Proteins, for

Raman spectroscopy is a relatively simple technique with wide
application possibility in organic or inorganic systems [1]. Through this
technique it is possible to wverify the influence of the variation of pa-
rameters such as temperature and pressure on the material under
analysis and through its vibrational properties to know the character-
istics of each compound [2]. The variation of these thermodynamic
parameters in the system tends to promote changes in the identified
vibrational modes, whether these changes are abrupt or subtle [3]. In
these structures, hydrogen bonds (H-bonds) play an important role in
their stability and this technique can detect minute changes in hydrogen

example, are macromolecules formed from the grouping of specific
amino acids. In the constitution of proteins, amino acids are linked
through a peptide bond characterized by the interaction of the amino
group of one amino acid with the carboxyl group of the other [5]. Each
amino acid is composed of an amino group (NH2) and a carboxylic group
(COOH), bonded to a carbon atom (Cu) that is also bonded to a hydrogen
atom (H) and a side chain (R) that will differentiate each amino acid and
determine its characteristics [6,7]. While the neutral form of an amino
acid is R-H-C (NHz) (COOH), in the solid-state amino acids can take the
zwitterionic form, represented by R-H-C (WH3) (COO™). Thus, N-H 0O
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ANEXO B - Patente depositada

1. Sais de Tutton luminescentes do tipo K2Ni(H20)e(SO4)2 dopados com ions lantanideos

Sm, Dy e Tb para uso em sistemas opticos emissores de luz visivel.
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Titulo da InvengSio ou Modelo de SAIS DE TUTTON LUMINESCENTES DO TIPO K2Ni(H20)8(S04)2
Utilidade (54): DOPADOS COM IOMS LANTANIDEOS (Sm, Dy E Th) PARA USO
EM SISTEMAS OFTICOS EMISSORES DE LUZ VISIVEL
Resuma: A presente invengdo trata-se de trés cristais da familia sais de Tutton
do tipo
K2Mi(H20)6(S04)2 dopados com Sm, Th e Dy, obtides pelo métoda
de

evaporagio lenta e que possuem luminescéncia no espectro visivel,
nas

regides laranja, vermelha & branco, respectivamente. Os materiais

transmitincia na regido . v dptica, faces
definidas e

i térmica. As foram si por meio
do

preparo
de solugdes aquosas com massas equivalentes de sulfato de
potassio (K2304)
e sulfato de niquel (NIS04.7H20) em 100 mL de dgua deionizada,

sendo

homogeneizada por um agitador magnético (35 °C) a 360 RPM. Para
El

dopagem, os compostos na forma de éudde (Sm203 e Th203) foram
convertidos

para sulfatos, utilizando ddido sulfiirico (H2504 - 2 M).

Posteriormente, foram
adicionados uma quantidade (em relagiio & massa de MS04.7H20)

de 1% de

Sm2(S04}3. 1% de Th2(S04)3 & 1% de cloreto de disprésio (DyCI3)
&s sol

IQNl(HZO‘ﬁ[SO-!E Em seguida, as trés novas solugies foram
agitadas por mais

5 horas (360 RPM, 75 °C). Apés isto, as 3 solugdes precursoras dos
sais de

Tutton dopades foram levadas a uma estufa (35 °C) para evaporagio
lenta do

solvente e crescimento das fases sélidas. Estes produtos. além de
inéditas,

apresentam propriedades dpticas e estnuturais eficientes, sendo
bons.

candidatos para usc em sistemas dplicos emissores de luz visivel,
na aquisics

de filtros de luz UV para 30 de misseis, fasforos e dispositives
optoeletrinicos. Vale ressaltar que este material apresenta baixo
cusio de

produgio, faclidade na sintese e eficiéncia nas propriedades dpticas
e

esiruturais, tornando-o competitivo com outros produtos j& existentes
o
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