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Theoretical Photophysics (DFT) of Fluorescent Benzothiadiazole Probes

Abstract: 2,1,3-Benzothiadiazola (BTD) derivatives have been successfully applied in
different scientific and technological areas. The possibility of combining the BTD core with
several other organic molecules renders this nucleus the status of outstanding
fluorophore. Computational methods such as Density Functional Theory (DFT) allowed for
a rational design of new fluorescent compounds, as well as a better understanding of their
electronic processes. The current revision describes a step-by-step methodology based on
DFT calculations aiming at a theoretical prediction of the photophysical properties of an
important oleic acid derivative tagged with a fluorescent BTD probe.
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Resumo

Derivados do nucleo 2,1,3-benzotiadiazola (BTD) vém sendo aplicados com sucesso em
diferentes areas tecnoldgicas e cientificas. A possibilidade de inimeras combinagGes entre
o nucleo BTD e diversas moléculas organicas faz com que este nucleo seja um excepcional
fluoréforo. Métodos computacionais como a Teoria do Funcional da Densidade (DFT)
auxiliam no design racional de novos compostos fluorescentes, bem como uma melhor
compreensdo de seus processos eletronicos. Este artigo mostra o procedimento passo-a-
passo baseados em calculos com o método DFT visando a predicdo fotofisicas tedricas de
um derivado fluorescente de acido oleico com um marcador BTD.

Palavras-chave: 2,1,3-Benzotiadiazola; Gaussian; DFT; Propriedades fotofisicas;
Fluorescéncia.
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1. Introdugao

A interagdo da luz com a matéria sempre
foi objeto de fascinio da humanidade.
Fendmenos relacionados a luz, desde a
antiguidade, sempre foram observados.
Como exemplo, a reflexdo da luz solar na
adgua fazia com que na pré-histéria, se
montasse acampamentos préximos de rios e
lagos, pois o brilho era um indicativo de que
aquela adgua era “potavel”. A percepgao deste
brilho, causado pela reflexao da luz, gerou no
subconsciente dos humanos um fascinio por
objetos brilhantes, como o observado em
joias ou pedras preciosas.

Hoje em dia sabe-se que o espectro de
radiacdo eletromagnética é muito maior que
a janela da luz visivel (= 400-800 nm),

passando por frequéncias de radia¢Oes
menos energéticas que estas (e.g. ondas de
radio) até radiagdes com frequéncias muito
maiores (e.g. raios-X e os raios-y). A interagdo
destas radiagbes com a matéria origina
inimeros efeitos, desde a simples variagdo
de um momento de spin nuclear (ondas de
radio) até mesmo a alteragBes das
configuragdes de nucleos (raios-y).

Um efeito bastante conhecido é a emissdo
de luz por certos materiais. As emissdes
visiveis eram classificadas em dois tipos: (i) a
de incandescéncia, na qual um objeto
aquecido emite uma radiagao de acordo com
o perfil de radiagdo de corpo negro e (ii)
luminescéncia, na qual o objeto ndo necessita
ser aquecido para emitir luz, dependendo
apenas das caracteristicas eletrénicas (estado
fundamental e excitado) deste." A diferenca
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entre estes dois tipos de emissdes e a
denomina¢cdo de luminescéncia foi criada
somente em 1888 por Eilhardt Wiedemann,
porém, sabe-se que estes fend6menos ja sdo
observados a mais de 3000 anos (registros
chineses de 1500 a.C. mostram que esta
civilizagdo ja havia estudado a luz oriunda dos
vaga-lumes).?

A luminescéncia pode ser classificada
segundo o tipo de fonte de excitacdo que a
causa e também em relacdo ao tempo de
luminescéncia apds a energia oriunda desta
fonte ser cessada. Segundo a fonte de
excitacdo, a luminescéncia se classifica como:
fotoluminescentes, catodo luminescéncia,
eletroluminescéncia, quimioluminescéncia,
bioluminescéncia e termoluminescéncia.’
Quanto ao tempo de duracdo da
luminescéncia dos compostos, pode-se
classificar em dois tipos: (i) fluorescentes,
guando a emissdo permanece na ordem de
nanossegundos (ns) e (ii) fosforescentes,

X
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guando o tempo de duracgdo da emissdo ja é
maior, estando normalmente na casa dos
microssegundos até milissegundos (ms até
ms).?

A aplicacdo e o estudo de compostos
fotoluminescentes em diferentes areas
cientificas e tecnoldgicas vém sendo bastante
exploradas. Na fotoluminescéncia uma
substancia é excitada por meio de uma fonte
luminosa (fétons), demandando assim, uma
fonte de radiacdo incidente ao composto
luminescente.” Para que a substancia
organica seja fotoluminescente, observam-se
uma série de caracteristicas usuais,
destacando-se: (i) rigidez estrutural, (ii)
planaridade, e (iii) ligagdes m-conjugadas, as
guais normalmente sdo formadas por grupos
funcionais aromaticos e/ou anéis
condensados. Pode-se observar na Figura 1
alguns exemplos de compostos
fotoluminescentes que possuem estas
caracteristicas.

. NH

Indol

Figura 1. Estruturas de moléculas fluorescentes com caracteristicas favoraveis a luminescéncia

Dentre os inUmeros grupos de compostos
organicos com estas caracteristicas, um
heterociclico que vem recentemente sendo
aplicado com bastante sucesso e se

mostrando bastante versatil em diversas
areas de aplicacdo de luz é o nucleo 2,1,3-
benzotiadiazola (BTD). Este nucleo pode ser
visualizado na Figura 2.°
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Nucleo 2,1,3-benzotiadiazola

Figura 2. Estrutura e numeracgao padrao do nucleo heterociclico 2,1,3-benzotiadiazola

Este nucleo, bem como seus derivados
possuem uma série de caracteristicas
favoraveis a luminescéncia. Planaridade e
rigidez estrutural, conjugacdes m-estendidas,
além de grupos funcionais aromadticos
funcionalizaveis,” tornam este heterociclico
atraente para aplicacdes envolvendo
tecnologia de luz. Outra importante
caracteristica desta estrutura é seu cardter
fortemente aceptor de elétrons, que ¢é
consequéncia da forte polarizacdo exercida
no anel 2,1,3-tiadiazola. Isso faz com que a
energia do orbital LUMO (lowest unoccupied
molecular  orbital, do inglés; orbital
desocupado de mais baixa energia, em
portugués) dos derivados deste nucleo seja
estabilizada, gerando uma menor diferenca
para o seu orbital HOMO (highest occupied
molecular orbital, do inglés; orbital ocupado
de maior energia, em portugués). A diferenca
HOMO-LUMO ¢é chamada de band gap e o
controle deste parametro é fundamental na
ciéncia de materiais emissivos.®

Uma importante aplicagdo dos derivados
de BTDs é a sua utiliza¢do na fabricagdo dos
chamados OLEDs (organic light-emitting
diodes, do inglés; diodos organicos emissores
de luz, em portugués),> os quais s3o
estruturas com semicondutores organicos
que emitem luz. Justamente porque
estruturas derivadas de BTDs possuem
comumente uma alta afinidade eletrénica e
um alto potencial de redugado, tais materiais
sdo atrativos para esta tecnologia.'
Derivados de BTDs também vem sendo
recentemente aplicados com sucesso na
marcagao seletiva de organelas celulares e

apresentando resultados promissores.®**

Devido a possibilidade de formacdao de
inumeros derivados de BTDs, jd que esta
estrutura em  principio pode sofrer
substituicdes em qualquer uma das posicGes
do anel aromatico (Figura 2), a previsdo das
propriedades eletrGnicas e geométricas
destes materiais torna-se extremamente
interessante, ja que para cada diferente
substituicdo/inser¢do de um novo grupo a
este heterociclico, todas suas propriedades
de luminescéncia podem ser alteradas. A
variacdo de propriedades como o potencial
de reducdo e as propriedades o6ticas destes
materiais, a previsdo das propriedades

eletronicas e geométricas, torna-se,
portanto, extremamente interessante. A
Quimica Computacional torna-se, desta

maneira, uma ferramenta fundamental e
necessaria para a previsao de propriedades e
sintese racional de novos derivados BTDs."> A
aplicacado correta de métodos
computacionais permite a previsdao do
comportamento eletrénico dos derivados de
BTDs antes que seja realizada a sintese destas
substancias, além de também trazer uma
maior clareza aos processos de estabilizacao
do estado excitado, como no caso de
transferéncia interna de carga (ICT, internal
or intramolecular charge transfer, do inglés) e
a transferéncia proténica intramolecular no
estado excitado (ESIPT, excited-state
intramolecular proton transfer, do inglés)
sendo estes processos ainda bastante
debatidos.®>*

Dada a importancia e aplicagdao do nucleo
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BTD na quimica dos compostos fluorescentes,
este artigo tem como objetivo propor um
tutorial como experimento avangado para
alunos de graduagdo, mostrando como
realizar um estudo fotofisico tedrico de
compostos fluorescentes de BTDs, utilizando-

Vo

se o Gaussian como programa de base. Para
este tutorial utilizou-se um composto
denominado BTD-AO (Figura 3), o qual foi
recentemente publicado como um marcador
celular fluorescente seletivo para gotas
lipidicas."

Figura 3. Estrutura do composto denominado BTD-AO, N-(4-(2,1,3-benzotiadiazola))-oleiamida

2. Quimica Computacional

A quimica quantica é uma aplicagao da
mecanica quantica aos problemas da
quimica. Tendo esse fato em mente é
necessario entender que um problema
quimico pode tanto representar uma
aproximagdo de um préton a um fragmento
molecular ou o comportamento de um
farmaco no sitio ativo de uma enzima.
Portanto é incoerente supor que um unico
método de calculo tedrico poderia suprir
todos os problemas da quimica, sendo mais
l6gico afirmar que dentre os diversos
métodos de cdlculos de quimica tedrica, cada
um tem sua especificidade e seu faixa de
aplicabilidade.”

Mesmo com crescente numero de
métodos tedricos para predicio de
propriedades moleculares, ndo é presungao
dizer que a quimica quantica teve seu
nascimento e seu desenvolvimento gragas a
equacgdo de Schrodinger (ES), representada
por:

Hlw)=E|w), (01)

em que |W) representa a funcdo de onda no

espaco de Hilbert, E representa a energia do
sistema e H representa o operador
hamiltoniano.

A aparente simplicidade da Eq. (01)
desaparece a partir do momento em que
procura-se aplica-la a um sistema molecular.
Na verdade, H é uma funcdo das
coordenadas  espaciais  eletrbnicas e
nucleares e a sua representacio em (01)
corresponde a uma abreviagdo de diversos
termos. Na verdade, a Eq.(01) é uma equagao
diferencial de segunda ordem envolvendo as
coordenadas de muitas particulas, cuja
solucdo é quase sempre invidvel. A rigor,
quando estamos tratando sistemas
eletrénicos com mais de um elétron, o termo
de interacdo elétron-elétron torna a ES
extremamente trabalhosa, sendo que suas
solucGes analiticas exatas sdo impraticaveis.
Além disso, ndo podemos deixar de lado o
problema do acoplamento eletrénico e o
movimento nuclear. Devido a complexidade
das equacgbes geradas nestas solugdes,
tornam-se necessarias inimeras
aproximagdes para a resolugdo das mesmas.

A obtengdo da funcdo de onda global do
sistema molecular é muito dificil e se faz
necessario separar o movimento nuclear do
movimento eletronico. Sendo assim, a Unica
forma de resolver a ES para sistemas
atdbmicos ou moleculares com muitos
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elétrons é através de aproximacdes. A
primeira aproximacao a ser considerada aqui
é a separag¢ao dos movimentos dos elétrons e
nucleos, chamada separagdio de Born-
Oppenheimer. Uma das principais
aproximacbes em Quimica Quantica é a
aproximacdo de Hartree-Fock (HF). A
formulacdo inicial do método HF foi
introduzida por D. Hartree em 1921 para
atomos,™ aproximando a fung¢do de onda
total por uma soma de produtos de funcdes
de ondas espaciais de um Unico elétron. V.
Fock” introduziu o requerimento de
assimetria para a funcdo de onda de muitos
elétrons, usando  combinacado linear
antissimétrica de produtos de spin-orbitais,
escrita como determinante de Slater. Embora
sem solucdo analitica, as equacdes de HF
pode sem resolvidas numericamente. A partir
do conceito de funcdes de base, introduzido
por C. C. J. Roothaan em 1951, foi
apresentada uma formulacdo matricial para
as equagdes de HF. Essa formulacdo
possibilitou o uso de técnicas de 4algebra
matricial para resolver as chamadas
equacOes de Hartree-Fock-Roothaan (HFR).
Esse método tem sido muito utilizado para a
obtencdo de solugdes aproximadas da ES,
que servem como ponto de partida para
calculos mais sofisticados da estrutura
eletronica.

Uma metodologia de Quimica Quantica
computacional que tem tido bastante
sucesso é a Teoria do Funcional da Densidade

A% ¢i(p() = |37 + ver )| 9:(p (@) = &0 (p(™),
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(DFT, density functional theory, do inglés). A
DFT, formulada por Hohenberg, Kohn e
Sham®™ é uma metodologia alternativa ao
método de HF de obter energia eletrbnica de
um sistema atomico ou molecular. Ela se
baseia em descrever os elétrons interagentes
do sistema, sujeito a um potencial externo,
por meio da densidade eletronica. Desta
forma, verificamos uma grande vantagem da
DFT diante do método HF: com apenas uma
Unica fungao analitica da densidade
eletrénica ¢(p(r)) é possivel descrever os N
elétrons do sistema, enquanto que no
método HF é necessario uma funcdo de onda
para cada um dos N elétrons do sistema.

A DFT é fundamenta em dois principios:

1 — O primeiro estabelece que a energia
eletrébnica de um sistema é funcdo da
densidade eletrdnica. Logo, E = E(p(r)).

2 — O segundo estabelece que a energia
obtida através da densidade eletronica
obedece ao principio variacional. Logo
E(p(r)) = E(po(r)), onde p(r) é uma
densidade eletrénica calculada ou obtida
numericamente e py(r) é a densidade
eletronica exata.'™

A equacdo de Kohn-Shan (KS) pode ser
dada por:

(02)

sendo HXS é o Hamiltoniano de KS, v(r) um potencial externo, &; os autovalores do operador
de Kohn-Shan e vef(r) um potencial externo efetivo que é dado por:

Ver(r) = v(r) + f%dr + Uye(p(M).

(03)

Através da DFT a energia total do sistema no seu estado fundamental pode ser escrita

como:
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1 A
E(p(r) = T(p(r) + fp(r)v(r)dr +5ff%drdr',

onde T(p(r)) a energia cinética dos elétrons.

Vo

(04)

Na aproximacdo de Kohn-Shan, T(p(r)) é separada em duas componentes. Uma delas esta

associada ao sistema ndo interagente Ts(p(r)) e a outra inclui as interagGes eletronicas e a
correcao de energia cinética que estd implicita em Exc(p(r)). Assim a Eq.(04) se torna:

E(p(m) = Ts(p() + fp(r)v(r)dr +%ff%drdr’ + Exc(p().  (05)

Isolando v(r) na Eq.(03) e substituindo na Eq. (05) inserindo o somatdrio dos autovalores &;
do hamiltoniano de Kohn-Shan, obtemos que a energia total do estado fundamental na

aproximacao de Kohn-Shan é dada por

E(p(r) =

5 [[ AR arar + 5. (p) - [ oI rrar

(06)

sendo v,.(r) o potencial de correlagdo-troca. Este ndo possui expressdo analitica definida mas
sua definicdo formal vem da seguinte derivada funcional

JE r
oo (r) = e (@)
dp(r)
Existem diversos funcionais para os

calculos via DFT e eles se diferenciam quanto
as formas de aproximarem o valor de v, ().
Neste trabalho foram utilizados os funcionais
B2PLYP,”® B3LYP,” CAM-B3LYP,” MO06-2X,*
PBEIPBE” e wB97XD.** E importante
destacar que n3dao ha um funcional de
correlagdo-troca que seja ideal para se
calcular todas as propriedades moleculares,
fazendo-se necessdrio realizar diferentes
estudos para se escolher o melhor funcional
para o sistema molecular e propriedade de
interesse. No entanto, ha alguns artigos de
revisbes que relacionam os funcionais
segundo a sua capacidade de predicdo de
propriedades moleculares.” Para simular as
propriedades fotofisicas utilizando a DFT é
necessario utilizar a sua vertente dependente
do tempo (TD-DFT).%®

(07)

2.1. As Fungoes de Base

A expansdo de um orbital atédmico ou
molecular em um conjunto de fun¢des de
base permitiu tratar as equac¢des de HF
através de algebra matricial. Desde a
formulagdo das equag¢des de HFR, a procura
de conjuntos de fungGes de base que
descrevam precisamente as propriedades
eletronicas para um dado sistema atomico ou
molecular tem sido intensa. Assim como os
métodos HFR, em DFT pode-se expandir os
spin-orbitais de Kohn-Sham através da
utilizacdo de funcgbes de base. Ha inumeras
funcdes de base incluindo as fungées do tipo
Slater e Gaussianas. Existem inUmeras
funcdes de bases, construidas para iniUmeros
casos especiﬂcos,27 sendo o desafio de
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qualquer calculo computacional encontrar
uma fungdo de base minima, porém
eficiente, para o problema estudado.

Nas primeiras aplicacdes do método HFR,
as fungdes hidrogendides foram as primeiras
opcoes de escolha de fungdes de base para
se usar em calculos de propriedades
eletronicas, uma vez que eram obtidas como
solucdo exata da ES ndo relativistica para
atomos de um elétron. Apesar destas fungées

representarem bem 0s sistemas
hidrogendides, para sistemas de varios
elétrons, a aproximacdo dos orbitais

moleculares por fungbes do tipo
hidrogendide nao é bem descrita devido a
simetria dos orbitais ocupados. Em 1930,
Slater®® prop6s uma forma para funcdes de
base, que foram mais bem sucedidas que as
funcbes hidrogendides para o cdlculo de
integrais de energia. Embora fornecam uma
melhor representacdo para os orbitais
atémicos, as STOs (Slater-type orbitals, do
inglés) tornam o calculo das integrais de dois-
elétrons numericamente dificil. Quando o
sistema em estudo englobar muitos atomos,
aparecem no calculo integrais que podem
envolver produtos de duas, trés e quatro
funcdes de base, centradas em nucleos
diferentes. O problema deste tipo de funcdo
de base é que ela se torna impraticavel
computacionalmente com moléculas com
trés ou mais atomos devido ao grande
numero de integrais a serem resolvidas. Para
resolver este problema foram criadas as
fungdes de bases que utilizam fungdes
gaussianas centradas nos nucleos atémicos.
Criada por S. F. Boys em 1950,?® as chamadas
“Gaussian  type orbitals” (GTO) sdo
atualmente as mais utilizadas para as
resolucbes dos calculos computacionais. A
maior vantagem das funcbes de base GTO é
que o produto de duas gaussianas centradas
em dois diferentes nucleos atomicos gera
uma nova gaussiana, centrada entre os dois
nucleos atdmicos e, desta maneira, o nimero
de integrais para a resolucdo do célculo de
um sistema molecular torna-se mais simples
e vidvel computacionalmente.

Uma base minima, também conhecida
como single-zeta, consiste em utilizar uma

Mota, A. A. R. et al.

Unica funcdo de base para representar um
orbital atémico. Por exemplo, tanto para o
atomo de hidrogénio ou de hélio, existiria
apenas uma funcdo descrevendo o orbital
destes (1s). No caso de atomos como sddio,
existiriam nove fungbes de base para este
atomo sendo: (a) trés fungbes representando
os orbitais 1s, 2s e 3s e seis fungdes, (b) trés
para os orbitais 2p e mais (c) trés para os
orbitais 3p deste dtomo. O termo “minima”
ndo é totalmente preciso uma vez que
usualmente consideram-se trés fungoes (1s,
2s e 2p) para construir um conjunto de base
minima para Li e Be, embora o orbital 2p nao
esteja ocupado nesses dtomos. Estas funcdes
de base minimas para atomos também
podem ser aplicadas para moléculas,
entretanto, a utilizacdo destas ndo costumam
gerar bons resultados de calculos.*

Os resultados de iniUmeras propriedades
fisicas e quimicas obtidos com um conjunto
de bases minimas ndo eram satisfatorios,
sendo necessarias bases maiores. Para se
alcancar melhores resultados, bases mais
elaboradas, com um nuimero muito maior de
funcdes, sdo comumente aplicadas a
sistemas moleculares. Assim, o primeiro
passo no melhoramento de uma base minima
consiste em usar duas funcdes de base em
vez de uma para representar um orbital
atdbmico. Essa nova descricdo é chamada de
base double-zeta (DZV). Por exemplo, para o
atomo de carbono a base DZV possui 6 STOs
sendo cada orbital 1s, 2s e 2p descrito por
duas fungdes.

As bases “split-valence”(SV), que trata
com um numero de fungdes diferentes os
orbitais atdbmicos internos dos externos, e as
“fungdes polarizadas”, as quais levam em
consideragdes as distor¢des causadas por
atomos adjacentes quando uma ligacdo
guimica é formada, sdo outros exemplos. As
funcdes SV sdo colocadas pela féormula geral
m-npG, no qual os elétrons de carogo sdo
representados por uma funcdo gerada a
partir da combinacgao linear de m gaussianas
e cada orbital de valéncia do atomo é
representado por duas fungdes, uma gerada
pela combinagdo de n gaussianas e outra
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peca combinacdo de p gaussianas. Um
exemplo é a funcdo de base 6-31G. Pode-se
adicionar a estas bases uma funcdo de
polarizacdao do tipo “d”, representada pela
forma m-npG* na qual passa-se a considerar
os orbitais d no sistema. Pode-se também
considerar uma fungcdo de polarizagdo para
os orbitais p para os atomos leves
(hidrogénio e hélio), sendo esta representada
pela féormula m-npG**. Como exemplos
pode-se citar as funcdes 6-31G* e 6-31G**
ou seus sinbnimos 6-31G(d) e 6-31G(d,p). As
funcbes de polarizacdo adicionam certa
“flexibilidade” ao sistema permitindo aos
orbitais moleculares uma maior assimetria
em relacdo ao nucleo e levando em
consideracdo, desta maneira, uma distor¢ao

de uma ligacdo através de um terceiro
atomo.
Algumas bases mais refinadas, de

qualidade triple-zeta, utilizam, ao invés de
duas func¢Ges para cada orbital de valéncia,
trés fungbes - m-npqG - geradas a partir da
combinacdo linear de n, p e g gaussianas
respectivamente. Estas fungBes, bem como
as do tipo m-npG, podem ser aumentadas
para as chamadas fungdes difusas
representadas pelo sinal + para atomos que
ndo o hidrogénio, ou ++ para aplicar estas
também a hidrogénios. Estas funcdes
possuem expoentes bastante pequenos que
decaem muito lentamente com a distancia
dos nucleos. Exemplos destas fungdes sdo 6-
311+G e 6-31++G. As fungdes difusas sdo
necessdrias quando o sistema molecular
possui anions ou interagdes mais fracas em
sua composigao.

3. Uma Metodologia Teorica
Passo-a-Passo

Existem sistemas moleculares cujas
conformagOes e propriedades sdo de dificil
determinacdo  experimental. Assim, é
necessario encontrar, além da energia
minima e a fun¢do de estado associada, a
conformacgdo e as propriedades moleculares,
como parte do calculo tedrico. Dessa forma,

Vo

0 primeiro passo para cdlculos em Quimica
Tedrica é otimizar a geometria da molécula.
O que chamamos em Quimica Tedrica como
otimizacdao de geometria nada mais é do que
determinar estados estacionarios no qual a
derivada da energia com respeito a todos os
deslocamentos dos nucleos é igual a zero.
Uma estrutura de minimo (ndo
necessariamente global) corresponde a um
ponto estaciondrio em que qualquer
deslocamento das posi¢des nucleares implica
em um aumento de energia. E um passo
fundamental o cdlculo das frequéncias
vibracionais com o intuito de se verificar se o
estado estaciondrio encontrado corresponde
a um minimo ou um Estado de Transicdo na
superficie de energia potencial. Os valores
das frequéncias estdo relacionados aos
autovalores da matriz Hessiana. Caso os
autovalores sejam todos positivos, as
frequéncias sdo reais e o ponto estacionario é
um minimo. No entanto, caso um dos
autovalores seja  negativo (frequéncia
imagindria), o ponto estaciondrio é uma
estrutura de transigdo.

Quando o sistema molecular é
relativamente grande, o primeiro passo para
calculos em Quimica Tedrica é pré-otimizar a
geometria da molécula com um nivel de
calculo mais basico. Logo apds, refina-se a
estrutura para um nivel de maior
complexidade. Esta pré-otimizagdo pode ser
realizada em métodos de Mecanica
Molecular ou semi-empiricos.
Primeiramente, faz-se uma pré-otimizagao
em um método semi-empirico (PM6), seguida
de uma otimizagdo em um método DFT
(CAM-B3LYP), usando um conjunto de
fungGes de base 6-311G(d,p).

Para fins praticos, serdo descritos apenas
0os passos metodoldgicos realizados no
trabalho anteriormente mencionado do
composto BTD-AO." Primeiramente, otimiza-
se as estruturas moleculares nos estados
fundamental (Sy) e primeiro excitado (S)
utilizando o funcional de correlagdo-troca
CAM-B3LYP combinado com o conjunto de
funcdes de base 6-311G(d,p). Em geral, o
nivel de calculo CAM-B3LYP/6-311G(d,p)
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apresenta um bom compromisso entre
acurdcia e custo computacional.

Para a simulacdo das propriedades
fotofisicas, apds obtermos as geometrias
otimizadas dos estados Sy e S;, € necessario
testar diferentes funcionais de correlagdo e
troca, em calculos do tipo single point
(seometria fixa), com o objetivo de melhor
representar o comprimento de onda maximo
de absor¢do (Apyg,) comparado aos
resultados experimentais. Com esse intuito,
utilizamos os funcionais de correlagdo-troca
listados na Tabela 1. E importante entender
do que se trata cada tipo de funcional bem
como as suas diferencas, tais como a
modificagdo do Becke por dois outros
parametros a e B, ou como o funcional
PBE1PBE tem um peso de correcao de 25%
de troca eletronica e 75% de correlagdo.*
Para os calculos das propriedades fotofisicas,
combinado com os funcionais descritos na
Tabela 1, utilizamos um conjunto de funcado

Tabela 1. Tabela com os Funcionais de Correlacdo e troca utilizados no trabalho

Mota, A. A. R. et al.

de base do tipo Pople mais extenso: 6-
311+G(2d,p). Vale destacar que,
naturalmente, outros funcionais de
correlagdo e troca poderao ser testados com
o objetivo de se alcancar uma melhor
descricdo da propriedade de interesse.

O primeiro passo estd na “montagem” da
arquitetura da molécula, o que serd descrita
através do software GaussView® 5,*' como
mostrado na Figura 4.

Cliqgue no menu suspenso “File” e em
seguida em “New” - “Create Molecule
Group”. Isso fard com que uma nova janela
seja aberta. Nesta nova janela (Figura 5)
clique com o botdo auxiliar do mouse (botdo
direito) e em seguida passe o ponteiro sobre
a aba “Builder” clicando em “Element
Fragments”. Uma aba com uma tabela
periddica serd aberta com as respectivas
valéncias dos elementos para a escolha,
tornando o trabalho de “montagem” da
molécula bastante intuitivo.

31-32

Funcionais Descri¢ao
B2PLYP Funcional Hibrido de Correlacdo e Troca da DFT com correc¢do de perturbacao
de 22 ordem (Beck, three parameter Lee-Young-Parr modificado por Stefan
Grimme).
B3LYP (Becke, three-parameter, Lee-Yang-Parr) E um funcional hibrido de correlag3o,
incluindo 3 parametros de Becke para a “troca” e termos locais e ndo-locais
de Lee, Yang e Parr para a “correlacdo”.
CAM-B3LYP Funcional Hibrido de Correlagdo e Troca com correcao de longo alcance (Beck,
three parameter Lee-Young-Parr modificado por Handy e colaboradores).
M062X Funcional Hibrido de Correlagao e Troca da DFT com dupla fungao de troca
(Hybrid Functional of Truhlar and Zhao).
PBE1PBE (PBEO) Uma complementacgdo do funcional de Perdew, Burke e Ernzerhof, que
complementava apenas a “troca”, sendo expandido por Adamo para um
funcional hibrido, contemplando um peso de 25% para a “troca” e 75% da
“correlagdo”.
wB97XD Um funcional hibrido de Head-Gordon, o qual inclui um modelo empirico de

dispersao no algoritmo.
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Figura 4. Tela de apresentac3o do Software GaussView® 5

[&e Gaussview 5.0 EIEEIEE
File Edit View Calculate Results Windows Help
I©>R§35MEIH e e R

D@-X| 9 ¢|=d ‘_.aﬂsf'#\o
HetMwvi-New © ¢ EIIEEIEE)

0 atoms, 0 electrons, neutral, singlet Build Select Placement

Figura 5. Janela para “montagem” da molécula de interesse

Com a estrutura molecular construida molécula através de um método semi-
(Figura 6), realiza-se uma pré-otimizacdo da  empirico, nesse caso em PM6.

] l=[a] =

1) GL:M1:V1 - BTD_AO.gjf (C/BTD_AO.gjf)

66 atoms, 226 electrons, neutral, singlet Inquire Select Atom 1

Figura 6. Molécula “desenhada” pronta para a submissdo dos célculos
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Para a submissdo dos cdlculos deve-se
editar as “keywords” (comandos gerados a
partir de palavras chaves) necessarias. Sao
estes comandos que irdo fazer com que o
programa Gaussian® 09, responsavel pelo

Mota, A. A. R. et al.

mecanismo de calculo molecular, gere os
resultados. Para isso, na janela apresentada
na Figura 6, clique com o botao auxiliar e, em
seguida “Calculate” ->"“Gaussian Calculation
Setup”, conforme visto na Figura 7.

ﬂ GL:M1:V1 - Gaussian Calculation Setup

T Title Card Requircd
Keywords:  # opt pmE geom—connectivity
Charge/Mut.: 01

Additional Kepwords:

Scheme: | (Unnamed Scheme)

kbType | Method | Tlle | kD | Generl | Guess | NBO | PC [[Solvaton [ Add .|

Optimization ||
|Optimize to a Minimum  [+]  [C] Use RFOstep
Calculate Force Constants |Never  [+]

7 Use tight convergence crteria

=] [

| submit

| [Quick Lawnch | | Cancel || Edi

H Retain H Defauts H Help |

Figura 7. Janela de edicdo de parametros de calculos do GaussView® 5

Na aba “Job Type” ha diversas opcdes
para  calculos. Escolhe-se a  opc¢ao
“Optimization”, que procura o estado de
menor energia para a estrutura, sendo
informado “Optimize to a Minimum”. Na aba
“Method” selecione “Ground State”, que
indica o estado Sy “Semi-empirical”’, que
indica um método do tipo semi-empirico;
“Defaut  Spin”, ou  “Restricted”, ou
“Unrestricted”, ou “Restricted-Open”, para o
método de tratamento dos spins eletronicos;
“PM6”, indicando o tipo de célculo semi-
empirico; “Charge”= 0, quando a molécula
ndo for carregada. Por ultimo, “Singlet”,
quanto a multiplicidade de spin. E importante
notar que estes parametros devem ser
ajustados de acordo com a molécula
trabalhada.

Se o calculo for realizado na mesma
maquina em que o GaussView esta sendo
executado, apds a edicdo dos parametros,
basta clicar em “Submit” e o programa
Gaussian serd executado realizando os
calculos necessdrios para se obter os
resultados escolhidos através dos parametros
descritos anteriormente. Se o célculo ndo for
realizado na mesma maquina ou se,
executado via modo “stand alone” em um
sistema operacional Linux, torna-se
necessario mudar alguns detalhes no arquivo
de input. Nesse caso, é necessario salvar o
arquivo com extensdo “.gjf” ou “.com” e
edita-lo com um gerenciador de texto (Figura
8). Quando realizado desta maneira torna-se
necessario editar as quatro primeiras linhas
do arquivo.®
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Figura 8. Modo texto do arquivo de input

vem o caminho do

submissao.

Nesta

Na primeira linha
arquivo checkpoint, de forma que é
necessario incluir a keyword “%chk=",
seguida do local em que o arquivo checkpoint
serd gravado. A segunda linha indica a
quantidade de memoéria do computador que
sera designada para o calculo da keyword
“%mem=X" sendo X o tamanho da memoria
RAM que serd alocada para o cdlculo. Na
terceira linha é explicitado o nimero de cores
que o processador utilizard para o calculo.
Isto é indicado através da keyword
“%nprocshared= Y”’, onde Y é o numero
desejado de cores (no exemplo acima
escolheu-se oito cores do processador). A
quarta linha do input, desde que os
parametros de calculos anteriormente
citados na aba “Gaussian Calculation Setup”
sejam ajustados corretamente, nao precisa
ser modificada, pois o método de célculo, sua
funcdo de base e os parametros pedidos para
serem calculados ja estdo corretamente
organizados nesta. A submissdo dos calculos
em sistemas Linux, por padrao, pode ser
realizada via terminal, com o comando “Sg09
‘arquivo de entrada’ ‘arquivo de saida’”.
Porém, em sistemas tipo cluster de
computadores, o gerenciador do sistema
pode criar um chamado “script shell” para
otimizar o gerenciamento de memodria e
processadores, o que modifica o comando de

situacao,
responsavel deve orientar o processo.

Apds o término do calculo da pré-
otimizacdo é criado na pasta onde se
escolheu salvar os arquivos dos calculos, um
novo arquivo com o mesmo nome do input,
porém com uma extensdo diferente, sendo
ele “.log” ou “.out”. Este pode ser aberto
através de um editor de texto no qual pode-
se visualizar os cdlculos executados
computacionalmente. Calculos executados
perfeitamente pelo computador contem em
sua pendltima linha a frase “Normal
termination of Gaussian 09”.

Uma vez confirmado o término da pré-
otimizagdo, este arquivo de saida deve ser
aberto no programa GaussView novamente.
Agora a geometria em que a molécula se
encontra ja é a otimizada pelo método semi-
empirico, podendo entdo passar para a
proxima fase de cdlculos, ou seja, um
tratamento mais refinado da geometria
molecular. Para isso acessa-se o “Gaussian
Calculation Setup” novamente e executa-se
as seguintes modificacGes: Na aba “Job Type”
0s parametros podem ser mantidos como
anteriormente.  Entretanto, caso haja
interesse em se calcular os estados
vibracionais da molécula, pode-se mudar
nesta aba o tipo de cdlculo para “Opt+Freq”,
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portanto colocando “No” na linha “Compute
Raman”. Na aba “Method” a opg¢ao “Ground
State” deve ser mantida, pois ainda estamos
calculando a geometria molecular no seu
estado So. O método de cdlculo deve agora
ser alterado para “DFT” e o tratamento de
spin mantido em “Defaut Spin”. O funcional
escolhido para o ajuste da geometria
molecular foi o “CAM-B3LYP" e o conjunto de
funcdes de base para o célculo foi o GTO - “6-
311G(d,p)” selecionado na linha “Basis Set”
pela sequéncia “6-311G”/ “/“d”/“p" .
Submete-se novamente o cdlculo para a
execucdo dos mesmos e aguarda-se o
término do mesmo. Apds o término, como no
calculo anterior, um arquivo do tipo “.log” ou
“.out” é gerado.

«

Como para os estudos fotofisicos da

Mota, A. A. R. et al.

molécula teste (BTD-AO) utiliza-se também a
geometria molecular, bem como seu
comportamento  eletrénico no estado
excitado (S;), faz-se necessario o célculo da
geometria da molécula nesta condicdo. Para
este calculo, utiliza-se a geometria ja
calculada pelo método DFT, ou seja, CAM-
B3LYP/6-311G(d,p). O calculo anterior foi
realizado com a molécula em seu “Ground
state”. A mudanca que deve ser realizada
agora é justamente na aba “Method” do
“Gaussian Calculation Setup”, onde o padrao
“Ground State” é substituido por “TD-SCF”. A
mudanca deste comando coloca o célculo da
molécula para o estado S;. Ao mudar este
pardmetro abre-se outras opg¢bes de
parametros de cdlculo como “States”, “Solve
for more states” e “State of Interest”.

2] GL:MLV1 - Gaussian Calculation Setup ]
Tite:

Keywords:  # opt td cam-b3lyp/6-311g(d.p) geom-comnectivity

Charge/Mut: 01

[JobType | Method | Tile | LikD | Generl | Guess | NBO [[FEC | Solvation | Add.imp. |

[E] Mutiayer ONIOM Model

Method DFT. [=] [ Defaut Spin [=] [camBayr  [¢]

Basis Set: | 63116 [o] [Flt[d [5].[p [=]) Fiting Set [=]

Charge: [0 Spi: [Snget <]

States: | Defaut =l

[] Solve for More States, N= |6 | Stete of Inferest, Root = [

Addiional Keywords Update
Scheme: | (Unnamed Scheme) =] @
[ subme. | [Quoklaunch|[ Cancd |[ Edt. |[ Retan ][ Defats |[ Hep |

Figura 9. Janela de edicdo de parametros de célculos do GaussView® 5 para otimizagdo
molecular do estado excitado (S;) por DFT

Com as geometrias do  estado
fundamental (Sy) e excitado (S;) otimizados
em CAM-B3LYP/6-311G(d,p), pode-se agora
realizar os cdlculos necessarios para as
predicdes fotofisicas da molécula BTD-AO,
tais como calculos de espectro UV-Vis,
calculos de orbitais e diferenga de densidade
eletrbnica entre estados.

Comegaremos com os cdlculos do tipo
single point, em que o0s parametros
eletronicos da estrutura sdo computados sem
a modificagdo de sua geometria. Para
obtermos os dados de espectro de absor¢do
(UV-Vis tedrico) e emissdo (fluorescéncia

tedrica) da molécula deve-se realizar os
seguintes procedimentos:

= Para o espectro de absorcdo, os
procedimentos devem ser realizados com a
estrutura otimizada em seu estado
fundamental S,.

= Se o espectro desejado for o de
emissdo, os mesmos devem ser realizados
com a geometria otimizada em S,.

Ao abrir o arquivo de saida (“./log” ou
“.out”), otimizado em CAM-B3LYP/6-
311G(d,p) (S¢) ou TD-CAM-B3LYP/6-311G(d,p)
(S1) no programa GaussView, abre-se a janela
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“Gaussian Calculation Setup” e muda-se na
aba “Job Type” o parametro que sera
calculado. Diferente dos calculos realizados
anteriormente, o que estd sendo procurado é
a energia relacionada aquela molécula e,
desta maneira, deve se colocar nesta aba a
op¢do “Energy”. Outro fator que ird ser
alterado para o calculo da energia molécula
em ambos os estados (Sp e S;) € o método
computacional, bem como sua funcdo de
base.

Para a escolha do método apropriado
deve-se inicialmente realizar uma varredura
de calculo, utilizando-se para este fim,
diferentes funcionais e funcdes de base. Para
fins didaticos serd apresentado apenas o
tratamento de um destes funcionais. Porém,
seguindo a mesma sequéncia descrita, pode-
se realizar os cdlculos com os seguintes
funcionais de correlacdo: wB97XD, PBE1PBE,
M062X, CAM-B3LYP, B3LYP e B2PLYP. Para
todos estes se utilizou a mesma funcdo de
base 6-311+g(2d,p). Os resultado serdo
discutidos mais adiante com todos os valores
calculados, sendo escolhido o método em
que os resultados tedricos mais corroboram
com os experimentais.

O funcional cujos resultados satisfizeram a
condicdo descrita anteriormente foi o
PBE1PBE combinado com o conjunto de
funcdo de base 6-311+G(2d,p). Nem sempre
este nivel de calculo ird se mostrar o mais
adequado, no entanto, neste trabalho, este
foi escolhido por apresentar melhores

Vo

resultados para o sistema molecular
estudado quando comparado aos resultados
experimentais. Uma observagdo importante a
ser feita é que alguns métodos suportados no
Gaussian nao estdao presentes no GaussView,
como o proprio método PBE1PBE. Quando
isto ocorre deve-se colocar a primeira caixa
de selecdo (da aba “Method”) com a opcdo
“Custom” e digitar manualmente o funcional
gue se deseja trabalhar na janela seguinte
(Figura 10). Para métodos DFT basta apenas
escrever o funcional na caixa.

Para um espectro de absorcdo tedrico, é
necessario cdlculos do tipo single point, que
apenas descreve o cardter energético da
molécula de input, mantendo a geometria
obtida no nivel de cdlculo CAM-B3LYP/6-
311G fixa. Na pratica, calculos de espectros
de UV-Vis ou de emissao, diferem apenas na
geometria de entrada (otimizada em S, ou
S,). Para que o trabalho ndo fique repetitivo,
serd mostrado apenas como se executam os
calculos para o estudo de absorcdo da
molécula BTD-AO (Figura 10).

Com o cdlculo single point da estrutura do
BTD-AO no estado excitado finalizado e,
consequentemente, com o arquivo de saida
para este calculo gerado, pode-se utilizar um
simples editor de texto (Figura 11) para
verificar as contribuicGes energéticas dos
orbitais moleculares, bem como as energias
de excitagbes e as devidas forgas de
osciladores presentes no sistema.

93] GL:ML:V1 - Gaussian Calculation Setup

Tile Title Card Required
Keywords:
Charge/Mut.: 01

7] Solve for More States, N= [

Additional Keywords:

Scheme: | (Lnnamed Scheme)

# td PBE1PBE/E-311+g(2d p) geom—connectivity

[JobType | Method | Tile | Lik0 | Generdl | Guess | nBO [FEC i Solvation | Add.Inp. |

=]

Method: | Custom [=] PeetPEE  [+]
Basis Set 6-311G = &z =] [e
Charge: |0 Spin: [ Singlet  [+]

States: | Default [=]

7] State of Interest, Root = [1

[ Mulilayer ONIOM Model

[ submt

| [Guick Launoh | | Canosl | | Edt

H Retain H Defaults H Help |

Figura 10. Janela de edicdo de métodos do GaussView® 5 para um calculo absor¢do usando
TD-DFT
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Excitation energies and oscillater strengths:

Excited state symmetry could not be determined.

Excited State 1:
113 -> 114

Singlet-2?Sym
@a.7e177

3.2680 eV 380.32 nm f=0.0894 <5%*2>=0.800

This state for optimization and/or secend-crder correction.
Copying the excited state density for this state as the 1-particle RhoCI density.

Excited state symmetry could not be determined.

Excited State 2:
112 -> 114

Singlet-?5ym
@.7el1s8e

4.1824 eV 296.44 nm T=0.0088 <S**2>=0.000

Excited state symmetry could not be determined.

Excited State  3:
118 -> 114
118 -> 115

Singlet-25ym
2.68027
@.13561

4.3365 eV 285.91 nm f=0.0088 <5%¥F2>=0.000

Excited state symmetry could not be determined.

Excited State 4:
111 -» 114
113 -> 117

Singlet-25ym
@.64788
@.25931

4.5792 eV 270.75 nm f=0.1846 <5%%2>=0.000

Excited state symmetry could not be determined.

Excited State 5:
1e5 -» 114

Singlet-25ym
2.69342

4.8483 eV 256.15 nm f=0.0888 <5**2>=0.000

Figura 11. Modo texto do calculo single point em estado excitado visualizando-se as energias
de excitacbes

Por se tratar de um espectro tedrico,
apenas as forcas dos osciladores e os
comprimentos de onda de excitacdo sdo
computados e, deste modo, ao contrario de
um espectro experimental, em que sdo
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observadas bandas de absorc¢do (excitacdo), o
espectro tedrico mostra apenas o que seriam
as intensidades maximas destas bandas
(Figura 12).

210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305

Wavelength, nm

Figura 12. Comprimentos de onda de excitagdo com as suas respectivas forcas de osciladores
calculadas para a estrutura otimizada do BTD-AO

E possivel simular, a partir das forcas dos
osciladores geradas teoricamente, um
espectro de absorgdao. Para isso existem
algumas técnicas matematicas que
conseguem simular o espectro no continuo,
como por exemplo, o método utilizado pelo
programa GaussView (Figura 13). Para a
criagdo do espectro este programa utiliza
uma série de convolugdes de fungdes
gaussianas, centradas em cada transicao

eletronica. Outra opgao seria a criagdo de um
programa ou script onde a convolugdo pode
ser feitas através de outras fungles
matematicas. A funcdo do programa/script
seria realizar o ajuste espectral a partir das
forcas de osciladores através de outras
fungdes, podendo estas ser variadas de
acordo com o método de ajuste.*
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Figura 13. Espectro eletrénico com uma série de convolugdes de gaussianas, conforme
visualizado no GaussView

Apds o término dos calculos, pode-se
extrair os resultados de interesse, calculando-
se as propriedades necessarias para o estudo
fotofisico completo da molécula. E
interessante também a investigacdo da
molécula quando esta se encontra solvatada,
ou seja, sobre efeito de um solvente. A
solvatacdo de moléculas pode ser realizada
através de cdlculos computacionais em um
tratamento implicito, através de métodos
que utilizam modelos de polarizagdo
continua (Polarizable Continuum Model -
PCM).35 Nestes métodos, ao invés do
solvente ser tratado como um conjunto de
moléculas, este é considerado como um
“continuo polarizavel”. Isto viabiliza os
calculos computacionais ja que o tratamento
de sistemas contendo um ndmero muito
grande de atomos torna-se invidvel através
de métodos ab initio. O solvente escolhido
para a solvatagdo do derivado BTD-AO
estudado foi a dgua. Esta escolha se justifica
pelo fato de que o composto BTD-AO foi
utilizado para marcagdo de organelas
celulares, ou seja, em um meio aquoso. Mais
a frente serdo apresentados as marcagles
seletivas com o intuito do instrutor (ou do
docente) tornar o experimento mais atrativo
aos discentes.

Para a realizacdo dos cdlculos da molécula
BTD-AO “solvatada” deve-se seguir os
procedimentos que seguem. Serad utilizado
um método continuo implicito de solvatacado

chamado “Integral Equation Formalism
Variant Polarization Continuum Model”
(IEFPCM). Inicialmente, constroi-se

novamente a estrutura do BTD-AO sem
nenhuma otimizacdo prévia de geometria
obtida pelos cdlculos ja descritos pode-se
também partir da estrutura otimizada em
fase gasosa. Todos os passos de otimizacdo e
calculo das energias (single point) realizados
para a molécula sem solvatagdo devem ser
repetidos, porém alterando-se esta Ultima
opcgao. Para esta mudanca deve-se proceder
conforme segue. Na aba “Solvatation”, na
op¢ao “Model”, seleciona-se o tipo de
modelo de solvatagdo empregado. Como ja
citado, utilizou-se o “IEFPCM” para a
molécula BTD-AO. A escolha do solvente no
qual os calculos serdo realizados é feita na
linha “Solvent”. Como deseja-se observar o
comportamento da molécula BTD-AO em
meio aquoso, a opgao “Water” é entdo
escolhida (Figura 14). Esta mudanga deve
estar presente em todos os calculos,
incluindo os calculos energéticos da molécula
no estado fundamental e excitado.
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1) GZMLV1 - Gaussian Calculation Setup

Title Title Card Required
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Figura 14. “Gaussian Calculation Setup” com edicdo dos parametros de solvatacdo no software
GaussView

A visualizacdo dos espectros, bem como
as energias relacionadas a molécula sdo
visualizadas da mesma maneira que os
apresentados anteriormente, porém estes
valores agora se referem ao sistema
“solvatado”. Até o presente momento, foram
evitadas algumas descricGes sobre os
resultados obtidos para os orbitais
moleculares, bem como as imagens
relacionadas a estes orbitais e a densidade
eletronica da molécula. Diversos softwares
visualizam as energias e 0os mapas eletronicos
dos orbitais moleculares das estruturas
calculadas. No GaussView, tais resultados
podem ser observados através dos comandos
que seguem. Com o arquivo “.Jog” do calculo
single point acesse a aba “Edit” e abra a
Janela “MOs” (Figura 15). Nesta janela, pode-
se observar o numero dos orbitais
moleculares e o valor energético que cada
orbital apresenta. Estes orbitais podem ser
observados da mesma maneira descrita para
a molécula BTD-AO tanto no estado

fundamental quanto no excitado, seja em
fase gasosa ou solvatada. Todos os calculos
executados no Gaussian apresentam seus
valores em unidades atOmicas, assim a
unidade das energias moleculares
encontradas pelos calculos possui como
unidade o Hartree, que pode ser facilmente
convertido a eV multiplicando-se o valor
calculado pelo programa por 27,211 eV ou
2625,5 para unidade em kJ mol™.%

A observacdo das densidades eletrénicas
moleculares é realizada de modo diferente
dos comandos executados até agora. Faz-se,
portanto, necessario trabalhar com os
arquivos checkpoint (de extensdo “.chk”),
gerados juntamente com os arquivos de saida

“log” ou “.out”. Ha alguns pequenos
programas dentro do diretério do Gaussian
09 (Figura 16) dentre os quais o
“formchk.exe”, “cubegen.exe” e

“cubman.exe”. No caso, os trés aplicativos
integrados ao programa que serdo usados
para visualizar as densidades eletrdnicas.
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Figura 15. Janela do GaussView com os orbitais moleculares calculados. Os orbitais HOMO e
LUMO estdao mostrados destacados
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Figura 16. Diretdrio do programa Gaussian em um sistema operacional Windows

Por definicdo, em sistemas Unix (Linux) e
MS-DOS (Windows), todo e qualquer script,
quando executado, procura arquivos de
entrada no mesmo diretério em que ele se
encontra. Estando os arquivos de entrada em
outro diretério faz-se necessario informar o
caminho ao executar o script.>’ Afim de se
evitar este contratempo, é aconselhavel que
0 usudrio copie os trés aplicativos
(“formchk.exe”, “cubegen.exe” e
“cubman.exe”) para o diretério em que estdo

os arquivos de saida dos cdlculos de energia
da molécula. O arquivo checkpoint é um
arquivo do tipo hexadecimal. Portanto,
precisa-se de um arquivo de texto formatado,
ou um arquivo checkpoint formatado
(“.fchk”) para se compreender o resultado.
Para isso pode-se utilizar o aplicativo
“formchk” (Figura 17). Executando-se o
“formchk” (o icone deste executavel deve
estar mesma pasta do arquivo de saida
“.chk”) se informa o nome do arquivo
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checkpoint. Depois desta etapa é criado um
arquivo com o mesmo nome e extensdo
“ fchk” no diretério em que se estd utilizando
para o trabalho.*® E importante a criacdo

Mota, A. A. R. et al.

deste arquivo pois é através dele que se
extrai todos os arquivos de superficie (mapa
eletronico orbitalar) do Gaussian (arquivos de
extensdo “.cube”).

oint file BTD

tted file BTD

Figura 17. Modo terminal de execucdo do “formchk”

Para a realizagdo desta extragdo utiliza-se
o aplicativo “cubegen”, também retirado do
diretério do Gaussian, como ja descrito. O
“cubegen” é um script de execucdo que
funciona tanto para o prompt de comando

(Windows), conforme Figura 18, quanto para
o terminal (Linux), existindo apenas algumas
diferencas de comandos na execucdo deste
nos diferentes sistemas.

(o] Selecionar Administrador: Prompt de Comando

s\>cubegen

Property [Densityl? density=scf

Fornmatted Checkpoint £i TD_A0_S@.fchk
ile [ 17 BID_A ube

.c
Approximate points ielz @

per s
Header in cube file [H1? h

B

Figura 18. Modo prompt de comando do “cubegen”

Para o sistema Linux é necessario executar
os comandos seguintes. “S cubegen memory
kind fchkfile cubefile npts format” em que
“memory” corresponde a memdria que sera
alocada para a tarefa. Se informar o valor 0, o
default da mdaquina serd utilizado. “kind” ao
tipo de extragdo, que pode ser ‘MO=’" (para se
extrair a densidade de um orbital, e.g.
‘MO=homo’ ou ‘MO=55’, para se extrair a
densidade do orbital HOMO ou do orbital
55). “Density=" (para extrair a densidade
eletronica sobre a molécula, e.g.
“Density=scf’ para a densidade eletronica da
molécula em estado fundamental e
“Density=ci” para a molécula em estado
excitado. A keyword “fchkflie” corresponde
ao arquivo checkpoint formatado de entrada,
“cubefile” ao arquivo de superficie de saida,
“npts” a resolucdo de pontos que terad sua
superficie (coloca-se 0 para default que é de
80° pontos) e, por Ultimo, o “format’ que

aceita “h” e “n”, indicando se é desejado ou
ndo um cabegalho no arquivo “.cube”. No
prompt de comando do Windows ha todas
essas opcbes, porém, ao invés de ser
colocada no comando de execugdo elas sao
perguntadas via opg¢bes de entrada (Figura
18).>' Logo, sdo criados no mesmo diretério
os arquivos com extensdo “.cube”, que sdo
utilizados no programa Gaussian. Para que as
densidades de ambos os estados (So e Si)
possam ser extraidas do arquivo “fchkflie” é
necessario incluir a “keyword”
“density=current” na linha de comando do
arquivo do calculo “single point”.

Para a manipulacdo dos arquivos de
superficie no Gaussian, utiliza-se o aplicativo
“cubman” (Figura 19). O “cubman”, ao
contrario do “cubgen” funciona exatamente
da mesma maneira em sistemas Unix e MS-
DOS. Este executavel realiza operacbes em
arquivos de superficies “.cube”. A superficie
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da diferenca de densidade eletronica é
calculada a partir da subtracdo das
densidades eletrénicas da molécula em seus

Vo

estados fundamental e seu estado excitado.
Para isso também utiliza-se o executavel
“cubman”.

7 yes
_scf.cube.

cf .cube.

Input file titles:

96.0863262296 SumfAN=
2.4P83700PAA KYZ=
BBE7846 RYZ=

-3
16.9:

63262296 SumBN=

6.
.4083700000 CBMin=

SumOP=
COMax=

0.0AAARNARAA SumON= a
7 .PPAARAAAAA COMin= a

-56.2239466
91.1217520000
34.8978053580

-61.2597122934
90.63271900080
29.3730867066

-56.2239466420
= 91.1217520800
34.8978053580

-61.2597122934
908.6327190000
29.3730867066

A.ARANARARAA
91.1217520000
91.1217520000

= Administrador: Prompt de Comando

ies, SUbtract, SCale, SQuarel? su

.01d1?  yves
otimizacao da chalcona A_phelpbe em $B na fase gasosa density=scf
Electron density from Total SCF Density
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Electron density from Total SCF Density

08BA117462 Sumf =
1.4

96 .A06 3144835
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—3.5777480000

411 42 ARAA
8.5453820080

462 SumB= 96 .A063144835
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08A Sum0= B.A000ARAA0A
i)
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-2.6356758800
-2.6356758800

Figura 19. Modo prompt de comando do “cubeman”

A primeira mensagem é uma pergunta ao
tipo de acdo (“action”) que se deseja
executar. Como serd realizado uma operacao
de subtracdo entre as superficies a sigla “SU”
(para subtracdo ou “Subtract”) deve ser
colocada como resposta. O préximo passo é
indicar o nome dos inputs que serdo
subtraidos onde sempre deve-se responder
com “y” (sim) as perguntas sobre formatagao.
E, por ultimo, deve ser indicado o arquivo
com extensdo “.cube” de saida (deve-se criar
um nome para o arquivo de saida devido a
este ser gerado a partir de uma operagdo
algébrica entre dois arquivos com nomes
diferentes).

As densidades eletrénicas dos arquivos
com extensdo “.cube” (incluindo a diferenca
de densidade eletronica gerada
anteriormente), podem ser visualizadas no
GaussView. O arquivo com esta extensao
deve inicialmente ser aberto no programa
GaussView. Em seguida, deve-se clicar na aba
“Results” e acessar a janela “Surfaces and
Contours”. Selecione a densidade eletrdnica
de interesse. Selecione entdo “Surface

Actions” e em seguida “New Surfaces”. O
programa ird ler a superficie plotando-a em
cima da geometria molecular (que foi aberta
junto com o arquivo “.cube”). Pode-se
observar na Figura 20 como ficam os
resultados, tanto para a diferenca de
densidade eletr6nica molecular entre os
estados S; e Sy, quanto para as densidades
eletrénicas dos orbitais (Figura 20).

Por fim, é importante destacar que todos
os procedimentos desenvolvidos nesta etapa
(passo-a-passo) foram realizados com o
intuito de ser um tutorial basico que servira
como um experimento avangado para alunos
de graduacdo e pods-graduacdo. Durante a
rotina de pesquisa cientifica em um
laboratdrio de quimica computacional todas
essas execucoes, realizadas com interface
grafica, demandariam um enorme tempo.
Desta forma, pesquisadores que trabalham
com simulagbes computacionais utilizam
estratégias computacionais (linguagens de
programacao e scripts ) com a finalidade de
automatizar os procedimentos de criagdo de
inputs e coleta de resultados.
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Figura 20. Janela de visualizagao de densidades eletronicas no GaussView. Note os plots dos
orbitais HOMO, LUMO e a diferenga de densidade eletrbénica dos estados S; e So

A Tabela 2 mostra os resultados
comparativos dos diversos funcionais de
correlagdo e troca, como momento de dipolo,
niveis de energia HOMO e LUMO, bem como
os niveis de band gap e absor¢gdo maxima UV-
Vis. Pode-se observar que o Unico resultado
em que, em meio aquoso, o pico maximo de
absorcdo experimental (379 nm)* se
aproxima do tedrico é o obtido selecionando-
se o método PBE1PBE, onde se obteve
380,32 nm. Desta forma, a escolha do nivel

4. Resultados e Discussao

A escolha de um funcional CAM-B3LYP
(uma modificacdo do B3LYP) é devido a sua
grande precisdio em estudos de excitacdo
com transferéncia de carga, tipica do sistema
em estudo.” A escolha dos funcionais usados
nos cdlculos de fotofisica estd associada aos
bons resultados que o método PBE1PBE

geram para sistemas conjugados,® sendo que
os demais funcionais foram usados em
comparagdo com os resultados obtidos
usando-se PBE1PBE.

de célculo PBE1PBE/6-311+G(2d,p)//CAM-
B3LYP/6-311G(d,p) foi a mais apropriada para
o sistema em estudo (BTD-AO).

378
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Tabela 2. Resultados dos calculos fotofisicos tedricos, das combinagbes de funcionais

escolhidos com o conjunto de fungbes de base 6-311+G(2d,p) do marcador BTD-AO no estado

fundamental e no excitado. Todas as moléculas foram otimizadas em CAM-B3LYP/6-311G

Funcionais | Estado n(D) HOMO(eV) LUMO(eV) AEyomo-Lumo(€V) Aaps(nm)
Gas Agua Gas Agua Gas Agua Gas Agua Gas Agua
B2PLYP So 1,9736 | 3,0491 | -7,168 | -7,209 | -1,284 | -1,310 5,886 5,899 341,74 | 343,18
S: 2,4862 | 3,4578 | -6,671 | -6,730 | -1,660 | -1,715 5,010 5,014 = =
B3LYP So 1,9368 3,0588 -6,332 -6,358 -2,634 -2,644 3,698 3,714 394,21 394,62
S: 2,2225 3,3835 -5,960 -5,975 -2,971 -2,984 2,990 2,990 - -
CAM-B3LYP So 1,9763 | 3,1089 | -7,664 | -7,696 | -1,496 | -1,510 6,168 6,186 347,58 | 347,63
S: 2,2882 | 3,4559 | -7,233 | -7,249 | -1,868 | -1,895 5,364 5,355 = =
MO062X So 2,0647 3,2418 -7,526 -7,587 -1,701 -1,734 5,824 5,853 340,79 340,40
S: 2,3759 3,5739 -7,079 -7,124 -2,078 -2,125 5,002 4,999 - -
PBE1PBE So 1,9477 3,0554 -6,526 -6,575 -2,477 -2,508 4,049 4,066 380,32 380,61
S 4,8057 3,4053 -6,139 -6,177 -2,822 -2,860 3,316 3,317 - -
wB97XD So 1,9684 3,0940 -8,202 -8,251 -0,863 -0,894 7,339 7,357 344,33 344,98
S: 2,2852 3,4471 -7,775 -7,809 -1,233 -1,278 6,542 6,531 - -

Os diagramas (Figura 21) e os plots (Figura
20) dos orbitais HOMO e LUMO demonstram
uma caracteristica orbitalar w bastante
acentuada, com a densidade eletronica do
LUMO centrada no anel BTD. J& o mapa de
diferenca de densidade eletronica mostra
uma eficiéncia no processo de estabilizagdo
por ICT, uma vez que h3d um mudanga
significativa na mudanca da densidade
eletronica, em especial no anel BTD, o que

corrobora na estabilizacdo da estrutura,
durante o processo de excitagdo eletronica,
prevenindo sua foto-decomposi¢do. Nos
diagramas de energias dos orbitais (Figura
21) observa-se que houve uma diminui¢do do
band gap na fase aquosa, apds a excitacdo,
indicando um possivel efeito de estabilizacdo
em solvente, pelo menos em solvente
aquoso, durante o processo de excitacao.
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Figura 21. Diagrama de energia dos orbitais obtidos com célculos no nivel PBE1PBE/6-
311+G(2d,p)//CAM-B3LYP/6-311G(d,p)
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Experimentos de imageamento celular
mostrando a eficdcia do composto BTD-AO
no estudo de internalizacdo celular (mesmo
em temperaturas baixas — 4 °C), bem como a
sua seletividade para gotas lipidicas ja foi
demonstrado por nosso grupo.”® Entretanto,
uma discussdao mais didatica do tema bem
como novas imagens do composto serdo
apresentadas.

As células eucaridticas sdo unidades
morfofuncionais complexas que apresentam
toda a sua maquinaria compartimentalizada
por unidades de membrana composta por
uma bicamada lipidica. Desta forma, para a
manutencdo da vida destas células é
necessario que as mesmas
permanentemente mantenham ativo um
sistema de trocas com o meio externo. Neste
contexto, a captacdo de moléculas essenciais
aliada ao trafego de vesiculas no citoplasma
celular sdo mecanismos essenciais para a
homeostase celular.®® Dentre as diferentes
moléculas necessdrias a vida das células
encontram-se os lipidios. Devido a sua
natureza guimica sdo necessarios
mecanismos  especializados visando a
translocagcdo (internalizagdo) dos lipideos
para o interior das células.”® Embora as
células de mamiferos sejam capazes de
produzir diversos tipos de lipidios como
derivados de colesterol e fosfolipidios,*
ainda assim, estas células mantém diferentes
vias de captacdo de lipidios do meio
extracelular, principalmente por um processo
chamado de endocitose mediada por
receptores.*” A endocitose é um sistema de
captacdo e empacotamento de moléculas
exdgenas em vesiculas que trafegam pelo
citoplasma celular e se fundem
majoritariamente  com os lisossomos.
Lisossomos sdo organelas acidas repletas de
enzimas hidrolases para degradacdo de
macromoléculas como proteinas, aclcares e
lipidios, sendo assim, as responsaveis pela
reciclagem deste material captado pela
célula.” Os lipidios sdo moléculas essenciais
para célula envolvidos em diferentes
mecanismos celulares vitais como: (1) na
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manutenc¢do das membranas celulares, (2) na
sintese de hormonios, (3) como mensageiros
nas repostas inflamatérias, (3) como agentes
indutores de fatores de transcricio.** A
captacao de lipidios de cadeia longa se da de
forma diferenciada, sendo dependente de
diversas proteinas de associacdo (no meio
externo e no interior do citoplasma das
células) e de proteinas translocases na
membrana da célula por onde sao
carreados.”®* E comum encontrar diversas
inclusdes lipidicas dispersas pelo citoplasma
das células como organelas de estoque, que
serao mobilizadas de acordo com a demanda
metabdlica.*® O acido oleico é um &cido graxo
monoinsaturado (C18:1) ao qual se credita
propriedades benéficas a saide humana. Este
lipidio é encontrado como o principal
componente do 6leo de oliva, representando
de 55 a 85% desta importante substancia
comumente usada no que ficou conhecido
como dieta Mediterranea, a qual ganhou
destaque pelas suas caracteristicas
terapéuticas desde a antiguidade.”” Estudos
atuais confirmam os beneficios do consumo
do dleo de oliva, e um grande numero de
evidéncias sugerem que o 4acido oleico reduz
os niveis de colesterol contribuindo para a
prevencdo de doengas cardiovasculares.®
Neste contexto, a marcagao do acido oleico
com um agente fluorescente (formando-se o
BTD-AO), que foi o objetivo deste trabalho,
abre um novo horizonte para o estudo do
metabolismo desta molécula, contribuindo
amplamente para o entendimento do trafego
e metabolismo celular e ainda para o seu
papel nas mais variadas condigdes fisioldgicas
dos organismos.

A cinética de captacdo dos lipidios pelas
células modelos utilizadas (células de cancer
de mama invasivas da linhagem MDA-MB-
237) pode ser observada em ambas as
condi¢cbes experimentais, ou seja, a 4 °C e 37
°C. A relevancia dos resultados a baixa
temperatura reside no fato de que ndo
ocorrem processos de endocitose nesta
temperatura uma vez que a membrana
plasmatica esta enrijecida devido a sua
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natureza lipidica;, o que impede o
brotamento de vesiculas para o interior das
células. No entanto, observa-se que houve
captacdo do composto fluorescente BTD-AO
e seu acumulo em corpusculos lipidicos
(gotas lipidicas) no citoplasma celular. As
amostras incubadas em ambas as
temperaturas durante o tempo de 5 minutos
nos mostram vesiculas acumuladas na
periferia das células préoxima a membrana
plasmatica (Figura 22).

incubadas a 37 °C

As amostras

Vq

apresentam algumas vesiculas encontradas
mais no interior do citoplasma,
provavelmente devido a dindmica normal do
trdfego de vesiculas nesta temperatura
(Figura 22). As amostra incubada durante 15
minutos com o acido oleico fluorescente,
mostraram as vesiculas mais no interior da
células (Figura 23) e as amostra incubadas
durante 30 minutos mostraram as vesiculas
majoritariamente associadas com a regido
perinuclear das células (Figura 24).

Figura 22. Captacdo do derivado fluorescente do acido oleico (BTD-AO, 10 uM) apds 5
minutos de incubagdo. (A), (B) e (C) sdo da incubagdo a 4 °C. (D), (E) e (F) sdo da incubagdo a 37
°C. O marcador fluorescente (BTD-AO) apresenta duplo comprimento de onda de emissdo: (A)
e (D) apresentam emissdo no azul e (B) e (E) emissdo no verde. (C) e (F) mostram a morfologia
normal das células por contraste de fase. As setas nas imagens de contraste de fase indicam a
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posicdo das vesiculas na periferia da célula prédximas ao limite da membrana plasmatica. Barras
de referéncia: (A), (B) e (C) 25 um; (D), (E) e (F) 50 um

Figura 23. Captacdo do derivado fluorescente do acido oleico (BTD-AO, 10 uM) apds 15
minutos de incubagdo. (A), (B) e (C) sdo da incubagdo a 4 °C. (D), (E) e (F) sdo da incubacdo a 37
°C. O marcador fluorescente (BTD-AO) apresenta duplo comprimento de onda de emissdo: (A)
e (D) apresentam emissdo no azul e (B) e (E) emissdo no verde. (C) e (F) mostram a morfologia
normal das células por contraste de fase. As setas nas imagens de contraste de fase indicam a
posicdo das vesiculas mais internas no citoplasma em relagdo a borda da membrana
plasmatica. Barras de referéncia de 25 um
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Figura 24. Captagdo do derivado fluorescente do dacido oleico (BTD-AO, 10 puM) apds 30
minutos de incubacdo. (A), (B) e (C) sdo da incubacdo a 4 °C. (D), (E) e (F) sdo da incubacdo a 37
°C. O marcador fluorescente (BTD-AO) apresenta duplo comprimento de onda de emissdo: (A)
e (D) apresentam emissdo no azul e (B) e (E) emissdo no verde. (C) e (F) mostram a morfologia
normal das células por contraste de fase. As setas nas imagens de contraste de fase indicam a
posi¢do das vesiculas na periferia do nucleo (N) das células. Barras de referéncia de 25 pum

Pequenas diferengas sdo notadas na
distribuicdo destas vesiculas no interior das
células, possivelmente devido ao trafego de
vesiculas operar de modo diferente a baixa
temperatura. As amostras incubadas com
BTD-AO a 37 °C durante 1 hora mostraram
um acumulo de vesiculas na regido
perinuclear (Figura 25), no entanto diversas
outras vesiculas sdo vistas dispersas pelo
citoplasma. Este padrdo estd associado a

constante captacdao destes lipidios pelas
células durante o periodo estudado. Desta
forma, vemos ao mesmo tempo vesiculas
captadas em tempos préximos a fixagdo que
estariam em posicGes mais periféricas e
vesiculas que foram captadas no inicio do
periodo de incubacdo que estariam
aglomeradas na regiao perinuclear.
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Figura 25. Captacdo do derivado fluorescente do acido oleico (BTD-AO, 10 uM) apds 60
minutos de incubacdo a 37 °C. O marcador fluorescente (BTD-AO) apresenta duplo
comprimento de onda de emissdo. (A) Emissdo no azul. (B) Emissdo no verde. (C) Morfologia
normal da célula por contraste de fase. As setas na imagem de contraste de fase indicam a
posicdo das vesiculas ao longo do citoplasma da célula devido ao extenso tempo de incubacao.
Barra de referéncia de 25 pum
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5. Conclusoes e Perspectivas

Em sintese, este artigo apresentou um
tutorial para um experimento avancado de
calculos tedricos para a graduacdo,
mostrando como se realizar o estudo
fotofisico do composto molecular BTD-AO.™
Neste estudo pode-se observar como sdo
adquiridas as energias relativas a esta
molécula e como sao alterados nos calculos
os parametros moleculares tais como a
insercao de um solvente no sistema e o
estado de excitagdo molecular. A mudanga
destes parametros é fundamental para a
investigacao do comportamento e
estabilidade de um fluoréforos os quais sao
amplamente utilizados em Quimica Bioldgica
e Medicinal.

A construgcdo de superficies contendo
densidades energéticas das molécula em
estudo se mostrou bastante interessante
para analises orbitalares com alunos de
graduacdo. Através destas andlises consegue-
se identificar visualmente regides de alta e
baixa densidade eletronica, tornando assim, a
interpretacdo de resultados mais intuitiva e
I6gica. Desta forma, a fixacdo conceitual no
processo ensino-aprendizagem é realizada de
forma aplicada em sistemas reais com grande
apelo bioldgico. A compreensao de processos
de excitagdo eletronica, fundamentais para
uma otimiza¢ao da fluorescéncia molecular,
podem igualmente ser investigados em um
nivel microscépico, sendo por exemplo,
identificadas regiGes da molécula onde
poderdao ocorrer fenémenos de ICT ou
ESIPT.®

Os estudos realizados pelas ferramentas
da Quimica Computacional podem facilitar o
desenvolvimento de novas moléculas com
aplicacdo em biologia molecular e celular,
uma vez que a sintese deste tipo de
estruturas passam a ser realizada de uma
maneira mais racional, podendo portanto,
serem previstas as caracteristicas de
determinado sistema molecular antes mesmo
de este ser sintetizado.

Vo

Faz-se assim com este artigo um guia
basico para a realizacio de estudos
fotofisicos através de métodos DFT. E
importante ressaltar que para a realizagdo
deste trabalho é necessario um
conhecimento bdsico acerca da Quimica
Computacional (caracteristicas de
determinados funcionais, onde estes falham
e outros sao eficientes, as funcbes de base
mais utilizadas para determinado problema).
Este conhecimento permite a otimizacdo
correta de parametros computacionais e a
obtencdo de resultados bastante préximos
aos resultados experimentais. E esperado
gue o instrutor (ou docente) da disciplina
construa tais conhecimentos ao longo do
periodo letivo. Desta forma, o presente artigo
serd uma ferramenta auxiliar de extrema
importancia para o processo ensino-
aprendizagem.
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