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RESUMO

O TH9402 é um fotossensibilizador (PS) que pode ser empregado em terapia
fotodinamica. Estudos da fotofisica desse composto, bem como a anélise da termodinamica de
reacOes, envolvendo seu primeiro estado excitado tripleto, foram realizados. Calculos em nivel
TPSSh/def2-TZVP/CPCM(agua) mostraram que a absor¢do de maior intensidade do PS é
referente a transicdo So—Si1, cuja energia foi de 2,33 eV. A constante de fluorescéncia
calculada, empregando-se a teoria de Marcus em combinacdo com a regra de ouro de Fermi,
foi de 4,18 x 10" s. O célculo da constante de cruzamento entre sistemas, envolvendo o
primeiro estado excitado singleto (S1) e os estados excitados tripletos, T» e T, resultou em 27,5
x 107 s, Outra abordagem utilizada no calculo das propriedades fotofisicas foi o formalismo
de integral de caminho. Esse método retornou valores de constante de fluorescéncia e constante
de cruzamento entre sistemas iguais a 5,40 x 10" s e 10,1 x 10" s}, respectivamente. A partir
dos resultados, de ambas as abordagens, o caminho de desexcitagdo Si;— To— Ti foi
determinado como o mais provavel de acontecer. O estudo da termodindmica das reac¢des foi
realizado em nivel MO06-2X/def2-TZVP/SMD(agua)//B3LYP/def2-TZVP. As reacdes de
transferéncia de energia do TH9402, no estado excitado tripleto, para a guanosina monofosfato
(GMP?%) (AG = -24,0 kcal/mol), bem como para o oxigénio molecular (AG = -2,0 kcal/mol),
foram exergobnicas. As reacdes de transferéncia de carga, da GMP? e da HGMP- para o PS,
também apresentaram energia livre negativa (AG = -129,1 kcal/mol e AG = -11,1 kcal/mol,
respectivamente), sendo termodinamicamente favoraveis de acontecer. Além disso, estudou-se
a influéncia, da interacdo entre o TH9402 e a molécula do octanucleotideo d(AGACGTCT).,
sobre espectro de absorcdo do fotossensibilizador. Os resultados dos calculos de docking
mostraram que, o PS pode se intercalar entre os pares de base d(GpC)-d(CpG) de trés maneiras
diferentes. Os espectros de absorcdo dos complexos mostraram que, para tais configuragoes, a
intercalacdo resulta no deslocamento batocromico do comprimento de onda de absorcéo
maxima, referente a transicdo principal. Esse deslocamento foi de cerca de 90 nm para um dos
casos e observaram-se diminuic¢des, superiores a 60%, nas intensidades de absor¢do das bandas
principais, para algumas conformacgdes. Com o PS interagindo como groove binder, observou-
se um deslocamento batocromico de 52,2 nm e uma reducdo de 56 % na intensidade da banda
de absor¢do maxima, em comparacdo com o espectro do PS isolado. Trabalhos futuros poderdo
empregar as metodologias utilizadas no presente trabalho para estudar propriedades fotofisicas
de compostos inéditos. Este trabalho podera ser, também, um material de referéncia para os
estudos sobre os efeitos da interacéo entre PS e DNA nas propriedades espectroscépicas do PS.
Palavras-chave: Terapia fotodindmica. TH9402. TD-DFT. Fotofisica. Docking Molecular.



ABSTRACT

The TH9402 is a photosensitizer (PS) that can be applied to photodynamic therapy.
Photophysics studies about this compound as well as the analysis of the thermodynamic
reactions involving its first triplet excited state, were carried out. Calculations on TPSSh/def2-
TZVP/CPCM(water) level showed that the transition energy related to the main absorption was
2.33 eV. The fluorescence rate calculated employing the Marcus theory combined with Fermi's
golden rule was 4.18 x 107 s, The total intersystem crossing rate between the first singlet
excited state and the triplets excited states T2 and T1 was 27.5 x 107 s%. Path integral formalism
was another approach used in calculating photophysical properties. This method resulted in
values of fluorescence rate and intersystem crossing constant of 5.40 x 10’ s and 10.1 x 10" s°
! respectively. From the results, the de-excitation pathway S; — T2 — T is the most likely to
happen. The thermodynamic study of reactions was carried out in MO06-2X/def2-
TZVP/SMD(water)//B3LYP/def2-TZVP level. The free energy values of the transfer reactions
from the TH9402 triplet excited state to monophosphate guanosine (GMP?) (AG = -24.0
kcal/mol) as well as to molecular oxygen (AG = -2.0 kcal/mol) were negative. The charge
transfer reactions from GMP2 and HGMP- to PS also present negative free energy (AG =-129.1
kcal/mol and AG = -11.1 kcal/mol, respectively), proving to be thermodynamically favorable
to happen. Furthermore, the influence of the interaction between TH9402 and the
octanucleotide molecule d(AGAGTCT)2 on the absorption spectrum of the photosensitizer was
studied. The docking calculation demonstrated that the PS can be intercalated between d(GpC)-
d(CpG) base pairs in three different ways. The absorption spectrums showed that the
intercalation leads to bathochromic shifts, of the bright state bands. The bands were shifted up
to 90 nm. Furthermore, there were decreases greater than 60% in the absorption intensities of
the main bands for some of the conformations. The spectrum of the complex in which the
photosensitizer interacts as a groove binder showed a bathochromic shift of 52.2 nm and a 56%
reduction in the intensity of the maximum absorption band compared to the spectrum of PS
isolated. Futures works can use the methodologies applied in the present work to study
photophysical properties of unpublished compounds. This work also can be a reference material
for the studies about the effects of the interaction between PS and DNA in the spectroscopy
properties of PS.
Keywords: Photodynamic Therapy. TH9402. TD-DFT. Photophysics. Molecular Docking.
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1 INTRODUCAO

A terapia fotodinamica (TFD) é uma técnica que promove reacdes fotoquimicas pela
interacdo entre radiacdo, agente fotossensibilizador (PS) e oxigénio molecular. Essa
metodologia, conhecida desde o inicio de século XX, mostrou-se aplicavel no combate a
bactérias (GHORBANI et al., 2018) e no diagndstico de lesdes teciduais na area oncoldgica.
Também é utilizada na localizacdo de tumores (WAGNIERES; STAR; WILSON, 1998) e,
principalmente, em tratamentos de cancer. Existem estudos sobre a eficiéncia da terapia
fotodindmica no tratamento de diversos tipos de cancer como o de pele (DOUGHERTY et al.,
1978), carcinoma basocelular (DOUGHERTY et al., 1978), mama (DOUGHERTY et al.,
1978), bexiga (KELLY; SNELL, 1976), por exemplo.

O tratamento com terapia fotodindmica consiste na administracdo do
fotossensibilizador, cuja absor¢cdo maxima esteja dentro da faixa terapéutica 650-850 nm, com
posterior incidéncia de radiacdo eletromagnética de comprimento de onda especifico, também
dentro da faixa terapéutica, preferencialmente correspondente a absor¢do maxima do composto
(DOUGHERTY etal., 1978)(HENDERSON; DOUGHERTY, 1992). Entre a administracdo do
fotossensibilizador e a exposi¢do a luz, aguarda-se um intervalo de tempo, que varia entre 0s
tratamentos, destinado a acumulacdo do composto em células doentes. Esse acimulo tem
relacdo direta com o aumento da eficiéncia da acdo contra as células alvo e com a diminuicéo
dos efeitos adversos, decorrentes da acdo sobre tecidos normais circundantes aos tecidos
doentes (BALDES, 1960)(DOUGHERTY et al., 1978). A dose utilizada de fotossensibilizador,
0 tempo de exposicdo e a dimensdo da regido exposta no tratamento sdo varidveis que
necessitam ser otimizadas para cada caso (BALDES, 1960). Apo6s a incidéncia da radiacao,
processos fotoquimicos podem ocorrer, formando espécies reativas de oxigénio, do inglés
reactive oxygen species (ROS), por exemplo, que levam a morte da célula na qual sdo geradas
(HENDERSON; DOUGHERTY, 1992).

Muitos tratamentos convencionais utilizados contra cénceres, como quimioterapia,
radioterapia e cirurgia por exemplo, embora aceitos por entidades reguladoras, podem ser,
algumas vezes, invasivos e apresentam falhas em relacdo a seletividade das células alvo. Por
isso, podem causar efeitos adversos aos pacientes e ser menos eficientes do que o desejavel, em
alguns momentos. Nesse contexto, a terapia fotodinamica pode se tornar atrativa perante a tais
tratamentos, visto que ndo € invasiva, apresenta boa seletividade e efeitos adversos amenos,
geralmente fotossensibilidade da pele (HENDERSON; DOUGHERTY, 1992), quando

comparados com os dos tratamentos convencionais. Por isso, cada vez mais, novos
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medicamentos sdo desenvolvidos, assim como realizam-se melhorias nos que ja estdo em uso
pela medicina.

No trabalho realizado por NAPELA e colaboradores, por exemplo, apresentou-se uma
rota de sintese para um nano composto de fulereno, solivel em &agua, conjugado com
Gencitabina, um farmaco ja empregado como quimioterapico. As modificagBes na estrutura do
composto, conferiram-lhe propriedades fotoquimicas e, ao ser irradiado com diodo emissor de
luz (LED), observou-se a geracdo de espécies reativas de oxigénio, melhorando os efeitos
citotoxicos do composto na acdo contra células de cancer de pancreas (NALEPA et al., 2020).

Devido a aplicabilidade e eficiéncia da TFD, o entendimento acerca dos mecanismos
envolvidos nessa técnica, bem como aprimoramentos pertinentes a mesma, tornaram-se alvos
da comunidade cientifica. Sabe-se que os fotossensibilizadores podem interagir com o DNA de
diversas maneiras, ligando-se diretamente a estrutura ou por meio de interacOes
intermoleculares. A partir dessas interacfes, 0 composto pode causar danos a estrutura do DNA,
bem como promover processos de transferéncia de carga ou de energia. Sendo assim, é
interessante avaliar as diferentes formas de interacao de fotossensibilizadores com o DNA e 0s
resultados advindos dessas interacdes (WANG et al., 2019).

Estudos experimentais voltados a aplicacdo do 4,5-dibromorodamina metil éster,
também denominado TH9402, em terapia fotodindmica sdo realizados desde a década de 90.
Os resultados a respeito das caracteristicas fotofisicas, baixa toxicidade e estabilidade de tal
composto corroboraram para que este seja caracterizado como um bom fotossensibilizador para
ser utilizado em TFD (PAL, 1996). Além disso, apresenta bons rendimentos de producéo de
oxigénio singleto durante o processo fotoquimico. O composto também se mostrou eficiente no
tratamento de tumores solidos, bem como pode ser empregado em tratamentos com transplantes
autologos de células tronco (BRASSEUR et al., 2000).

O presente trabalho teve como objetivo geral realizar o estudo tedrico computacional
das propriedades fotofisicas do TH9402 (Figura 1), bem como avaliar a influéncia que a
interacdo do composto com 0 DNA apresenta sobre as propriedades espectroscopicas do PS.



15

Figura 1. Estrutura da 4,5-dibromorodamina metil éster

Y nad
AAE

Fonte: Prépria autora. Imagem gerada utilizando-se o programa ChemCraft.

Como objetivos especificos destacam-se a otimizacdo da geometria do
fotossensibilizador isolado, nos estados fundamental e excitados; o célculo das constantes de
fluorescéncia e de cruzamento entre sistemas, para os estudos fotofisicos; a analise da
termodinamica de reacdes de transferéncia de carga e energia, com a formacdo de espécies
reativas, envolvendo o primeiro estado excitado tripleto do TH9402; a otimizacgdo da geometria
do complexo, formado a partir da interacdo do PS com o DNA e, por fim, a obtencdo dos
espectros de absorcédo, do fotossensibilizador isolado e do complexo, de modo a comparéa-los.
Para o alcance de tais objetivos, empregaram-se calculos de mecanica quantica, de estrutura
eletronica, que fizerem uso da teoria do funcional da densidade, dependente (TDDFT) e
independente do tempo (DFT). Também foram realizados célculos de docking molecular.
Todos os resultados descritos no presente trabalho, foram obtidos no laboratério de Estudos
Computacionais em Sistemas Moleculares, eCsMo'", da Universidade Federal de Minas

Gerais, liderado pelo professor Dr. Willian Ricardo Rocha.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nessa secdo, abordam-se conceitos relacionados a terapia fotodindmica e seu
mecanismo de agdo. Além disso, introduzem-se conceitos teoricos relacionados & mecanica
quantica.
2.1  Cancer e formas de tratamento

O termo cancer designa uma série de doencas provenientes do crescimento desordenado
de celulas no organismo. O numero de casos de pessoas diagnosticadas com tais tipos de

enfermidades tem aumentado ao longo dos anos. De acordo com dados divulgados pela
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organizacdo mundial da saide, em todo o mundo cerca de 10 milhGes de pacientes com cancer
faleceram no ano de 2020 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). No Brasil, mais de
600 mil novos casos surgiram no ano de 2020 (INCA, 2021). Devido a isso, 0 desenvolvimento
e aprimoramento de formas de tratamento de tais doencas sdo de extrema importancia.

Os principais métodos empregados no tratamento dos mais diferentes tipos de canceres,
sejam eles no sistema hematoldgico ou tumores sélidos, sdo a quimioterapia, a radioterapia e 0
procedimento cirurgico. A quimioterapia consiste na administracdo de medicamentos por via
oral ou venosa no paciente, que pode estar internado durante o tratamento ou pode fazé-lo de
maneira ambulatorial, ou seja, receber a medicagdo no centro de tratamento e retornar para sua
residéncia. Os efeitos adversos associados a quimioterapia, dentre outros, podem ser a queda
de cabelo e o aparecimento de doencas, como anemia, ocasionadas pela acdo do medicamento
no ataque as células saudaveis do organismo durante o combate as células neoplésicas (INCA,
2020).

O procedimento cirargico é realizado com o intuito de retirar totalmente o tumor. Em
casos iniciais, a cura pode ser alcancada por meio dessa remocdo, além disso, o tratamento pode
ser associado a outros procedimentos. Uma das dificuldades apresentadas por essa metodologia
se relaciona a condicdo fisica do paciente a ser submetido ao tratamento cirargico. Além disso,
a acessibilidade ao tumor, a adesdo do mesmo em 6rgdos, pelo estdgio em que se encontra 0
cancer, sdo empecilhos a realizacdo dessa forma de tratamento.

A radioterapia utiliza radiacdo ionizante com o intuito de inibir o crescimento de células
neoplasicas. E empregada, muitas vezes, em associacdo com algum outro procedimento e
também apresenta efeitos adversos ao paciente, como perda de apetite e cansago (INCA, 2020).

Como descrito, existem atualmente técnicas consolidadas e empregadas amplamente no
tratamento do cancer, no entanto ainda apresentam aspectos a serem melhorados, como
seletividade e diminuicdo dos efeitos adversos no paciente. Isso justifica o estudo e
desenvolvimento de novas técnicas para tratamento oncoldgico.

Nesse sentido a terapia fotodindmica apresenta-se como um método alternativo

interessante a ser empregado no combate as células neopléasicas.

2.2  Terapia fotodindmica

A terapia fotodinamica apresenta-se atualmente como uma opcéo de tratamento para
diversas doengas de pele e de varios tipos de canceres. Os fotossensibilizadores aplicados
apresentam baixa toxicidade no escuro, ou seja, antes que a radiacédo seja incidida, 0os compostos

ndo causam danos no organismo. Além disso, a terapia fotodinamica apresenta baixos efeitos
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adversos, pelo fato de ser mais seletiva que muitos dos tratamentos convencionais (LIU et al.,
2017).

Os efeitos indesejados causados a partir do tratamento com a fototerapia podem ser
edemas e eritemas que duram, na maioria dos casos, de uma a duas semanas apds o tratamento.
Ha relatos também de mudanca de coloragdo da pele na regido do tratamento, tanto por hipo
quanto por hiper pigmentacdo (LIU et al., 2017). Em contrapartida, efeitos adversos mais
comuns da quimioterapia, forma de tratamento para canceres amplamente empregada, sdo a
queda de cabelo, anemia, tendéncia a sangramentos dentre outros (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2021).

A maior seletividade da terapia fotodindmica esta relacionada com a baixa toxicidade
do fotossensibilizador no escuro, bem como ao acumulo preferencial do composto em células
neoplasicas em relacdo as células saudaveis. O motivo para tal acimulo seletivo ainda néo é
totalmente entendido, mas existem linhas de pesquisas, voltadas ao assunto, que abordam
algumas explicagdes.

Uma possivel razdo para o acumulo, seria a incorporacdo dos fotossensibilizadores,
carreados pelas lipoproteinas do plasma, pelos macrofagos associados ao tumor (TAM). Os
TAM podem englobar as estruturas dos fotossensibilizadores por meio de fagocitose
(KORBELIK; HAMBLIN, 2015). O aumento da permeabilidade de proteinas plasmaticas,
juntamente com o baixo teor de drenagem linfatica dos tumores, sdo explicacfes, em estudo,
para o acumulo seletivo de fotossensibilizadores em células neoplasicas (KORBELIK, 1992).

Para que o fotossensibilizador tenha tempo para se acumular nas células de tumor, um
intervalo de tempo, que varia de acordo com o PS empregado, é respeitado entre a
administracdo do composto e a incidéncia da radiagao.

A incidéncia de radiacdo ndo ionizante, com comprimento de onda na faixa do visivel,
e localizada apenas na regido do tumor, também é responsavel pela seletividade da terapia
fotodindmica (HOPPER, 2000). Por fim, uma das principais causas responsaveis pela
seletividade da técnica é o curto tempo de vida e baixo raio de acéo das espécies reativas geradas
durante o processo (DOUGHERTY, et al., 1998). Tais caracteristicas fazem com que as
espécies reativas, responsaveis por causar danos celulares, atuem precisamente no local onde
foram geradas, diminuindo o risco de deslocamento dessas espécies pelo organismo, o que
afetaria areas adjacentes.

A eficiéncia do tratamento por terapia fotodinAmica esta condicionada as caracteristicas
do fotossensibilizador. E interessante que o composto seja capaz de se acumular nas células de

tumor rapidamente, de modo que o tempo entre a administragdo do composto e a incidéncia de
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radiacdo seja 0 mais curto possivel. A capacidade de producdo de espécies reativas, por meio
de processos fotoquimicos, também é desejavel nos PS (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010).
Além disso, sabe-se que 0s compostos PS devem ter baixa toxidade no escuro (ABRAHAMSE;
HAMBLIN, 2016), o que significa dizer que s6 devem comecar a causar danos foto oxidativos
quando se incidir radiacdo no local alvo do tratamento. Devem também apresentar absor¢éo
maxima, preferencialmente, na chamada faixa terapéutica entre 650 e 850 nm (DOUGHERTY
et al., 2009). Isso porque, acima de 850 nm, a radiacdo incidida pode ndo apresentar energia
adequada para promover processos de excitacao eletrénica e abaixo de 650 nm, pode nao atingir
regides profundas dos tecidos, podendo apresentar, porém, eficiéncia no alcance das areas mais
superficiais (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016). Sabe-se que a presenca de ligacGes duplas
conjugadas, nas estruturas dos compostos, aumenta o comprimento de onda de absorcao
méaxima dos mesmos. Sendo assim, € interessante que as estruturas dos fotossensibilizadores
apresentem insaturagdes conjugadas.

A aplicacdo dos fotossensibilizadores pode ser feita de forma tdpica, por via oral ou
endovenosa e a dose aplicada também varia de acordo com o PS empregado (CASTANO,;
DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004). E desejavel que o composto apresente alta intensidade de
absorcdo no comprimento de onda de absor¢do méxima, de modo a diminuir a dose necessaria
para se conseguir a acdo que se espera (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004). A
distribuicdo do fotossensibilizador pelo organismo depende de sua estrutura e lipofilicidade.
Orgdos com bexiga, pulmio, figado, sdo exemplos de locais que o PS pode alcancar. O
composto pode ser excretado na bile ou pelas fezes (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN,
2005).

Apo0s a administracdo do PS, a proxima etapa do processo de terapia fotodinamica é a
incidéncia de radiacdo. As principais fontes empregadas na emissao dessa radiacdo sdo lasers
de diodo (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004). A explicacdo detalhada sobre os tipos
de fontes luminosas que podem ser empregadas na TFD, bem como o estudo robusto da
propagacdo da radiacdo pelos diferentes tipos de tecidos do organismo humano, fogem do
objetivo do presente trabalho, mas deixa-se entendido que sdo temas nos quais empregam-se
muitas pesquisas para o entendimento.

A incidéncia da radiacdo promove reacOes fotoquimicas, que apresentam funcéo

primordial no tratamento por terapia fotodinamica.
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2.3 Fendmenos envolvidos na Terapia Fotodindmica

Moléculas no estado fundamental ao interagirem com radiacdo eletromagnética,
absorvem fotons e passam ao estado excitado. A energia absorvida pode ser dissipada pela
emissdo de energia térmica, na forma de calor, ou na forma de radiacdo eletromagnética. O
tempo de permanéncia da molécula no estado excitado singleto, que é instavel, é bastante curto
na faixa de 10°° a 10~ segundos, dependendo do processo pelo qual o composto retorna ao
estado fundamental (STOCKEL et al., 2009).

Processos fotofisicos sdo aqueles em que um composto passa de um estado para outro,
fundamental para excitado ou vice-versa por exemplo, sem que ocorram alteracfes quimicas
em tal composto. Os processos fotofisicos podem ser radiativos, caso envolvam absorg¢éo ou
emissdo de fotons, ou ndo radiativos, relaxacdo vibracional, transi¢do interna e cruzamento
entre sistemas, por exemplo.

A transferéncia de energia intermolecular radiativa envolve a espécie que doa energia
na forma de radiacdo eletromagnética e uma espécie receptora de tal energia. A diferenca de
energia entre 0s compostos doadores e receptores associa-se ao comprimento de onda da
radiacdo que foi absorvida. A eficiéncia do processo de transferéncia energética dependera da
correspondéncia entre os espectros de emissdo do composto doador e o espectro de absor¢édo
do composto receptor. A energia emitida pelo composto doador deve estar associada a um
comprimento de onda de absor¢do maxima do receptor, para uma maior eficiéncia do processo
(SOUZA; SIGOLL, 2012).

A emissdo de radiacdo espontdnea de um composto no estado excitado que ndo se
encontra em equilibrio térmico com o ambiente é denominada luminescéncia e pode ocorrer de
duas maneiras. Caso a emisséo leve 0 composto a um novo estado de mesma multiplicidade o
evento é denominado fluorescéncia. No entanto, se 0 composto ocupar um estado de
multiplicidade diferente o evento denomina-se fosforescéncia.

Se a espécie apresentar um tempo de vida de fluorescéncia baixo e, associado a isso,
apresentar uma taxa de transicao singleto-tripleto, cruzamento entre sistemas, também baixa, a
chance de que o processo de fluorescéncia ocorra em detrimento do de fosforescéncia é grande
(SOUZA; SIGOLLI, 2012).

Como dito anteriormente, existem trés agentes principais em reacdes fotodinamicas, séo
eles: o composto fotossensibilizador, a radiacdo eletromagnética e o oxigénio molecular. A
primeira etapa do mecanismo reacional é a absor¢do de foton, proveniente da radiacdo
eletromagnética, pelo composto fotossensibilizador. Este, normalmente, é uma espécie singleto

no seu estado fundamental, ou seja, ndo apresenta elétrons desemparelhados.
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Com a absor¢do do féton, o composto pode ser excitado do estado fundamental para
estados singletos mais energéticos (Si, Sz, Ss...). Caso a excitagao seja realizada para o segundo
estado excitado singleto ou algum superior, 0 composto pode, por um processo ndo radiativo
denominado conversdo interna, retornar para o primeiro estado excitado singleto. Nesse
contexto pode acontecer o retorno do composto ao estado fundamental, a partir do primeiro
estado singleto, por um processo radiativo denominado fluorescéncia. A outra possibilidade é
que o composto em um estado singleto excitado passe a um estado tripleto, por meio de um
processo ndo radiativo denominado conversdo entre sistemas (ISC). Esse processo, envolve
uma transicao que parte de um estado singleto e termina em um estado tripleto, ou seja, proibida
por spin e, que, portanto, s6 é possivel devido ao acoplamento spin oOrbita, que serd explicado
na secédo 2.7 (p.36) deste trabalho.

A Figura 2 apresenta o diagrama de Jablonsky, no qual podem ser observados 0s processos

mencionados.

Figura 2. Diagrama de Jablonsky
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Onde VR: relaxagdo vibracional; IC: conversdo interna e ISC: cruzamento entre sistemas.
Fonte: (PLAETZER et al., 2009), adaptada

Estando no estado tripleto, 0 composto pode retornar ao estado fundamental por um
processo denominado fosforescéncia. Entretanto sabe-se que o estado tripleto apresenta tempo
de vida relativamente longo, na escala de segundos (PLAETZER et al., 2009). Sendo assim,
reacOes entre o fotossensibilizador e espécies presentes no meio podem ocorrer durante o tempo

de vida do composto nesse estado excitado, por meio de dois mecanismos.
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No mecanismo de reacdo denominado tipo I, o PS no estado tripleto pode transferir
elétrons diretamente para a molécula de O, formando as chamadas espécies reativas de
oxigénio, como os anions superdxidos (O2™) e o radical hidroxila (HO"), por exemplo. O PS
pode, também, transferir elétrons para moléculas organicas, como as do 4&cido
desoxirribonucleico (DNA), lipideos ou membrana celular, por exemplo, e, entdo, as espécies
resultantes podem reagir com o oxigénio molecular.

Uma segunda possibilidade, é a ocorréncia do mecanismo reacional do tipo Il. Sabe-se
que a energia envolvida na excitacdo do oxigénio do estado tripleto, fundamental, para o estado
excitado singleto é cerca de 94,5 kimol* (PLAETZER et al., 2009). No mecanismo tipo I,
ocorre a transferéncia direta de energia do fotossensilizador no estado tripleto, para uma
molécula de O.. Caso a energia transferida seja maior ou igual a 94,5 kJmol™, o oxigénio
molecular passa do seu estado fundamental tripleto (302), com dois elétrons desemparelhados
e de mesmo spin, para o estado reativo singleto (:02). O oxigénio singleto gerado é um agente
oxidante e pode reagir com moléculas bioldgicas, residuos de aminoacidos em proteinas, por
exemplo (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004). Ambos os mecanismos reacionais |
e Il podem levar a morte das células por apoptose (ZAIDI et al., 1993) (WEBBER et al., 1996).

Outro alvo biolégico das espécies reativas geradas tanto pelo mecanismo tipo | quanto
pelo 11 é a molécula de DNA. A estrutura pode ser oxidada tanto nas bases nitrogenadas quanto
nas regides dos aglcares. Os danos oxidativos podem provocar desde mutacdes, a morte celular
(CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004).

2.4 A Terapia Fotodindmica e 0 DNA

O DNA pode ser considerado um importante alvo no tratamento contra o cancer, tendo
em vista que contém a informacdo genética necessaria para a replicacdo da célula neoplasica.
A estrutura do DNA pode sofrer danos, pela acdo das espécies reativas geradas no processo
fotoquimico, como por exemplo o rompimento da dupla fita, devido & atividade oxidativa
(KUMAR; BUTCHER; PATRA, 2020). O trabalho de Yan e colaboradores, relata a clivagem

do DNA de tumor, por acdo da espécie reativa hidroxila radicalar (HO"), promovida pela terapia

fotodindmica (YAN et al., 2020).
Outro possivel cenario é a ocorréncia da intercalagdo do fotossensibilizador entre os
pares de base do DNA. Os compostos que apresentam porcdes planares aromaticas, podem se

intercalar entre os pares de bases do DNA, sendo o complexo estabilizado por interagdes
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atrativas ndo covalentes. Essa intercalacdo pode distorcer a dupla fita de DNA e ser prejudicial
aos processos de replicacdo da célula associada aquele DNA (TAYLOR, 2005).

Sabe-se que as interacfes de empilhamento 7-mt entre 0s pares de base do DNA e a
porcdo planar aromatica do PS podem alterar o comprimento de onda de absor¢do méaxima do
composto, de modo que o ligante complexado ao DNA pode absorver em um comprimento de
onda maior (efeito batocromico) ou menor (efeito hipsocrémico) (KUMAR; BUTCHER,;
PATRA, 2020) do que o PS isolado. E importante, portanto, o estudo sobre os efeitos causados

por tais interacdes entre o fotossensibilizador e 0 DNA.

2.5  4,5-dibromorodamina metil éster

Um método bastante empregado no tratamento de céanceres relacionados,
principalmente, ao sistema hematolégico € o transplante de medula 6ssea. Tal transplante pode
ser do tipo aut6logo ou alogénico. O primeiro refere-se ao transplante, no qual faz-se a extracao
de células tronco do proprio paciente, antes da realizacdo de procedimentos quimioterapicos e
radioterapicos por exemplo, seguida da inoculacdo de tais células no individuo, apds a
realizacdo dos procedimentos. Ja no transplante alogénico, células tronco de um doador séo
transferidas ao paciente (MASSUMOTO; MIZUKAMI, 2000).

O transplante autélogo € vantajoso em rela¢do ao alogénico no sentido de apresentar
menos efeitos adversos, por fazer infusdes de células proveniente do proprio paciente.
Entretanto um dos grandes problemas, que o tratamento pelo transplante autélogo pode
apresentar, € a reincidéncia do cancer, devido a presenca de células doentes no chamado
enxerto, material inoculado no paciente (BRASSEUR et al., 2000).

Uma das maneiras de se evitar tal problema ¢ a realizacdo da purificacdo do enxerto,
utilizando-se a terapia fotodindmica para a deplecdo de células doentes. Tal processo pode ser
realizado empregando-se 0 TH9402 como fotossesibilizador. Nesse contexto, o PS pode ser
utilizado no tratamento de doencas hematolégicas como leucemia e mieloma mdltiplo
(BRASSEUR et al., 2000).

Uma caracteristica favoravel do composto TH9402, a sua aplicacdo como
fotossensibilizador, ¢ o fato de ser eficiente na produgdo de oxigénio singleto, sendo o
rendimento quantico de 'O igual a 0,30 em meio aquoso (PAL et al., 1996). A presenca de
atomos de bromo na estrutura do PS € interessante, pois € esperado grande acoplamento spin
Orbita em sistemas com atomos pesados. Um maior acoplamento spin orbita favorece a
transicdo do composto no estado excitado singleto para o estado excitado tripleto, no qual o PS

pode reagir com moléculas do meio.
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Outra vantagem, é ser solivel em dgua. Compostos insolveis em meio aquoso podem
ndo conseguir alcancar os tecidos alvo, durante a realizacdo da terapia fotodindmica. Nesses
casos, faz-se necessaria a utilizacdo dos chamados compostos transportadores, que auxiliam na
distribuicdo do PS hidrofébico, de modo que o composto alcance as células alvo (ZHANG et
al., 2020). Além disso, o TH9402 apresenta baixa toxicidade no escuro e alta estabilidade
(BRASSEUR et al., 2000). Portanto, o composto € um potencial agente fotossensibilizador,
para o tratamento de leucemias e tumores sélidos.

Como mencionado, o composto TH9402 é um fotossensibilizador que vem sendo
estudado desde a década de 90. Algumas constantes fotofisicas, como a constante de
cruzamento entre sistemas e o tempo de fluorescéncia, por exemplo, sdo conhecidas
experimentalmente. O que motivou a avaliacdo teorica da fotofisica do composto, no presente
trabalho, foi a construcdo de conhecimento sobre as diferentes metodologias que podem ser
aplicadas para a obtencdo de tais propriedades fotofisicas mencionadas de maneira eficiente.

A comparacdo dos resultados obtidos, por meio de métodos tedricos, com os dados
experimentais € importante para que se consiga avaliar a eficiéncia de tais métodos. Além disso,
os resultados teodricos fornecem informacgdes adicionais, como o detalhamento em nivel
molecular dos caminhos de excitacdo e desexcitacdo, que ndo sdo obtidos em resultados
experimentais.

Sabe-se que, frequentemente, modificacdes estruturais sdo realizadas nos compostos
fotossensibilizadores, de modo a se melhorar a biodisponibilidade dos mesmos no organismo.
Além disso, tais modificacbes podem dar origem a compostos que apresentem absorcdo
maxima em valores de comprimento de onda mais altos, o que possibilita que sejam
empregados em tratamentos em érgdos mais profundos. Nesse contexto, é importante conhecer

metodologias eficientes, para se avaliar as propriedades fotofisicas de compostos inéditos.

2.6 Métodos computacionais
2.6.1 Mecanica Quantica

Caélculos ab initio tradicionais sdo bastante conhecidos pela comunidade académica e
empregados em grande escala, quando se deseja realizar calculos computacionais de estrutura
eletronica, otimizacdo de geometria e estudos de propriedades de compostos, por exemplo.
Nesse contexto a equacao de Schrdodinger, que na sua forma independente do tempo pode ser
expressa como na Equacgdo 1, apresenta profunda importancia, pois por meio de sua resolucao

é possivel encontrar a funcdo de onda que descreve o sistema.
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A partir de procedimentos sequenciais, conhecidos como método SCF, do inglés Self
Consistent Field, a resolucdo da equacéo retorna o chamado autovalor, que é o valor de energia
do sistema, e o autovetor, que é a funcdo de onda. Nesse contexto, a funcdo de onda, contém

toda a informacéo que descreve o sistema em estudo (LEVINE, 2014).
Ay = EY (Equacdo 1)

onde A é o operador Hamiltoniano; s é a funcéo de onda e E € a energia.

Durante a resolugdo da equacdo de Schrddinger, o termo que representa a energia
cinética dos ndcleos, no operador Hamiltoniano, pode ser desconsiderado, devido a
aproximacdo de Born-Oppenheimer. Tal aproximacdo considera que os ndcleos dos atomos
tenham movimento desprezivel, isso porque sdo da ordem de 200 vezes mais pesados que 0S
elétrons, que se adaptam facilmente as conformagdes nucleares. Por essa razdo, os nucleos
podem ser considerados fixos, sem que a aproximacdo leve a erros que comprometam os
resultados dos célculos (LEVINE, 2014).

O termo de repulsdo nucleo-nlcleo é considerado constante. Entdo, o operador
Hamiltoniano, pode ser descrito, resumidamente, em funcéo dos termos eletronicos (Equacéo
2).

N N M N N
_ 1_, Za 1 .
lu==2 5% =0 )5 ) ), (Fauasio D

onde V? é o laplaciano; Tij é a distancia entre os elétrons i e j; Fia é a distancia entre o elétron i
e o nlcleo A; Z é o nimero atdmico do atomo.

Como pode ser observado, o operador Hamiltoniano eletrénico (Hg,) é composto por
um primeiro termo referente a energia cinética dos elétrons, um segundo devido a atracao entre
os elétrons e os nucleos e uma parcela proveniente da repulsdo elétron-elétron (SZABO;
OSTLUND, 1989). Devido a esse ultimo termo citado, a resolucdo da equacdo de Schrodinger,
para sistemas de muitos elétrons, pode se tornar bastante complexa.

Para tentar solucionar tal problema, de se considerar a interacao intereletrénica, métodos
foram desenvolvidos e aprimorados. Um dos mais conhecidos, baseados na funcdo de onda do
sistema, € o método Hartree-Fock (HF), no qual se considera a interagdo do elétron com o

campo eletrdnico gerado pelos demais elétrons do sistema.
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A obtencdo da funcdo de onda que descreve o sistema € possivel com o emprego do
método de campo auto consistente (SCF), o que levou o método Hartree-Fock ser conhecido
como método de campo auto consistente em literaturas mais antigas. O detalhamento do método
HF, foge do escopo do presente trabalho, mas é valido adiantar, que 0 método SCF empregado
na teoria do funcional da densidade e descrito na sec¢do 2.6.2.2 do presente trabalho, é bastante
similar ao implementado no método HF, porém baseado na densidade eletrénica do sistema.

De um modo geral, embora eficientes, abordagens baseadas em fungdo de onda séo
dispendiosas computacionalmente. Nesse sentido, métodos baseados na densidade eletrénica

foram desenvolvidos.

2.6.2 Teoria do funcional da densidade independente do tempo

Sabendo-se que calculos ab initio que envolvem a resolu¢édo da equacéo de Schrodinger
podem ter custos computacionais altos, novas metodologias e teorias, com aplicacdo em
calculos computacionais, envolvendo sistemas de muitos elétrons foram desenvolvidas. A
Teoria do Funcional da Densidade, do inglés Density Functional Theory (DFT) € uma delas.
Para que a compreensdo da DFT seja mais eficiente, € importante que se conheca o0s teoremas

que sdo suporte para tal teoria.

2.6.2.1 Teorema de Hohenberg e Kohn

Enquanto no método Hartree-Fock a funcéo de onda é a varidvel que apresenta toda a
informacdo sobre o sistema eletrdnico, a proposta na DFT é que tal sistema seja descrito pela
densidade eletrdnica, p(r), (Equacédo 3) (DUARTE; ROCHA, 2007).

p(r‘) = f f LIJ (Fl ,Fz, ey FN) * l]J(I‘_l), Fz, ...,FN)dfzng) dFN (Equa(;ﬁo 3)

onde a funcédo de onda () € solucéo do Hamiltoniano apresentado na Equag&o 2, para o estado
fundamental.

Na densidade eletronica ha toda a informacgdo que se precisa, para se descrever um
sistema. A vantagem € que, enquanto os metodos que descrevem o sistema baseando-se na
fungéo de onda tratam problemas de 3N varidveis (sendo N o0 nimero de elétrons, cada qual
tendo suas posi¢des descritas por trés variaveis) a DFT utiliza apenas as trés coordenadas da
densidade eletrbnica para descrever o sistema. Utilizando-se funcionais da densidade, as

propriedades do sistema de muitos elétrons podem ser determinadas (CAPELLE, 2006).
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Os teoremas de Hohenberg e Kohn foram fundamentais para o desenvolvimento da
DFT. Sabe-se, pelos estudos desenvolvidos por Thomas e Fermi, que na auséncia de
perturbacao externa, o potencial externo pode ser descrito como o termo de interacao elétron
nucleo (Equacédo 4) (LEVINE, 2014).

(Equacéo 4)

O primeiro teorema de Hohenberg e Kohn estabelece que o potencial externo esta
associado a uma Unica densidade eletrébnica (CANUTO; FAZZIO; VIANNA, 2004)

(| Oly) = [p@®v®)dr (Equagdo 5)

A partir desse teorema, estabelece-se que, conhecendo a densidade eletrdnica do estado
fundamental de um sistema, é possivel determinar a energia exata de tal estado (Equacéo 6)
(DUARTE; ROCHA, 2007).

E(p) = (W[T + Ve|w) + [p(@u(®dt (Equagao 6)

onde T e V, sdo, respectivamente, o operador energia cinética e operador de repulsdo elétron-
elétron que compd@e o operador Hamiltoniano (Equacéo 2).

O segundo teorema de Hohenberg e Kohn permite utilizar o principio variacional para
se encontrar a densidade eletrénica do estado fundamental. Toda densidade eletronica (p),
diferente da exata referente ao estado fundamental, terd, associado a ela, valor de energia maior,
do que a energia do estado fundamental, que é a minima (Equagdo 7). Ao se encontrar a
densidade eletrbnica que minimiza o valor de energia, portanto, encontra-se a densidade
eletronica do estado fundamental do sistema (p).

E[p] = E[p] = E, (Equagéo 7)

onde E, é a energia do estado fundamental do sistema.
Os teoremas de Hohenberg e Kohn consideram que a energia é um funcional da
densidade, de modo que para cada densidade especifica tem-se associado um Unico valor de

energia e tal valor serd minimo a medida que a densidade que descreve o sistema seja proxima



27

ou igual a do estado fundamental. Conhecendo-se, entdo, a densidade eletrdnica, seria possivel
conhecer todas as propriedades de um sistema. Entretanto era um desafio obter tais
propriedades, para sistemas com muitas particulas. A solucao para o empasse foi proposta por
Kohn e Sham (DUARTE; ROCHA, 2007).

2.6.2.2 Método de Kohn-Sham

O sistema proposto por Kohn e Sham apresentava elétrons que supostamente nao
interagiam entre sim, mas que poderiam ser descritos pela mesma densidade eletronica de um
sistema real (Equacéo 8) e estariam sujeitos a um mesmo potencial externo (vs(r;)) (DUARTE;
ROCHA, 2007).

ps(®) = po(¥) (Equagdo 8)

onde p¢(Y) é a densidade eletronica do sistema hipotético e p, () a densidade eletrénica do
sistema real.

Nesse contexto, a energia cinética do sistema ndo interagente é descrita pela Equacéo 9,
= 1 ~
Tolps] = XN (WS |- 2v2| 4) (Equagdo 9)

Pensando-se na correcdo entre os termos energia cinética (AT[p]) e energia potencial de
repulsdo intereletronica (AV,.[p]), entre os sistemas, real e 0 ndo interagente, tem-se as relaces
apresentadas nas Equacdes 10 e 11, respectivamente (LEVINE, 2014).

AT[p] = Tlp,] — Tslps] (Equagdo 10)

VeelPol — % If LRGN (Equacdo 11)

12

AVeelp]
Aplicando-se tais equacdes na Equacéo 6 tem-se,

E = [ p@®u@®dr + Typ,] + 2 [ 20 g2, d, + AT[p] + AVee[p] (Equagdo 12)
12
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Os trés primeiros termos apresentados na Equagdo 12 podem ser obtidos a partir do
conhecimento da densidade eletronica do sistema. Por outro lado, os dois ultimos sdo funcionais

desconhecidos e juntos definem o funcional de troca-correlacéo (Equacéo 13),

Exc(p) = AT(p) + AVee(p) (Equagéo 13)

Minimizando-se a energia da Equacédo 12, é possivel calcular o potencial efetivo (Equacgéo 14)
(DUARTE; ROCHA, 2007).

Ver(®) = V() + [ EdFy + vy () (Equagdo 14)
sendo,
s BExc <
Uye(F) = Wg) (Equacéo 15)

Como no sistema idealizado ndo existe interacdo intereletrénica, o operador Hamiltoniano
passa a ser descrito pela Equacdo 16 (LEVINE, 2014).

N N
_ 1, .
Hg = _zzvi + zuef(ri)
i—1

i=1

(Equacéo 16)

Aplicando-se o Hamiltoniano (Equacdo 16) na equacdo de Schrodinger de um elétron é
possivel obter as funcdes de onda que descrevem os orbitais Kohn-Sham (;%®), bem como os

valores de energia (€;) associados a eles. Tais funcdes de onda devem ser ortonormais de modo

que (;*|W; %) = &;;.
(—%VZ + Uef) Ui = gy (Equagdo 17)

A Equacdo 17 é conhecida como equacdo de Kohn-Sham e h*s = —;vz +ves €0

Hamiltoniano de Kohn-Sham (LEVINE, 2014). Em um processo auto consistente, SCF,
primeiramente escolhe-se uma densidade eletronica arbitraria. Como visto no primeiro teorema
de Hohenberg e Kohn, essa densidade esta associada a um potencial efetivo. Aplica-se tal

potencial na equacdo de Kohn-Sham, que retorna uma funcéo de onda que esta associada a uma
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densidade eletrdnica. O processo se repete, até que se obtenha a densidade eletrdnica mais
proxima possivel da densidade eletrdnica que descreve o estado fundamental do sistema.
Conhecendo-se a densidade que minimiza a energia do sistema, como explicado pelo teorema
variacional, pode-se calcular as propriedades desejadas do sistema (CANUTO; FAZZIO;
VIANNA, 2004).

Figura 3. Esquema do processo auto consistente

Proposta para densidade eletronica
p(®)

Potencial efetivo —

Uef(ﬂ

Resolucdo da equagdo de Kohn Sham
1
(— SV vef) Ui = g

Retorno de uma funcio de onda,
associada a uma nova densidade

eletronica
P =) S
T
Anélise de convergéncia dos val e
dlise de convergéncia dos valores Obtengdo das propriedades do
de densidades Si sistema
o' -p(® = '

Fonte: (CANUTO; FAZZI0; VIANNA, 2004), adaptada.
O funcional de troca-correlacdo (Equacdo 13) é aproximado, ja que ndo é conhecido.

Desta forma, a precisdo dos resultados obtidos a partir do método de Kohn e Sham depende da
qualidade de tal aproximacdo. Um dos métodos aproximativos empregados em DFT é a
aproximacéo de densidade local.

2.6.2.3 Aproximacao da densidade local

E possivel calcular o funcional de troca-correlacio pela Equagio 18 (KOHN; BECKE;
PARR, 1996), considerando-se que a densidade eletrnica do sistema apresenta pouca variagao
com a posigéo (LEVINE, 2014).

Ex??[p] = [ p(DE (p(@)dF (Equagéo 18)
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onde €, € a energia de troca-correlacdo de um elétron em um gas de elétrons homogéneo com
densidade p. A partir do funcional de troca-correlacao, € possivel calcular o potencial descrito

na Equacao 19,

SEXCLDA(

P _ > 5y 0€xc(p) x
= Elp®) e = (Equagdo 19)

Aplicando-se os termos do funcional e do potencial de troca-correlagdo, descritos pelas

Uxc LDA (F) =

Equacdes 18 e 19 respectivamente, na resolucdo da equacdo de Kohn-Sham, tem-se a
aproximacéo de densidade local (LDA).

Nesse procedimento considera-se o sistema como um gas uniforme de elétrons que
apresenta, portanto, uma densidade uniforme por todo o espaco Jellium, uma suposta regido
eletricamente neutra, de volume infinito, na qual os elétrons estdo distribuidos uniformemente
(LEVINE, 2014).

Além de se admitir a densidade constante, € possivel considerar a polarizacéo de spin
do sistema, para a obtencdo dos termos de troca-correlacdo a serem empregados na resolucéo
da equacdo de Kohn-Sham. Nesse caso, tem-se a aproximacdo de densidade de spin local
(LSDA). Ambas as aproximac6es descritas, LDA e LSDA, tratam sistemas ndo homogéneos
como se apresentassem a mesma densidade eletrénica de um sistema homogéneo, o que néo é
totalmente correto. Uma maneira de corrigir tal problema, é considerar o gradiente da densidade
eletronica no célculo do funcional de troca-correlacdo. Isso leva a aproximacdo do gradiente

generalizado.

2.6.2.4 Aproximacao do gradiente generalizado

Para sistemas reais, nos quais a densidade eletrénica varia com a posi¢éo, ou seja,
sistemas ndo homogéneos, € importante que se considere o gradiente da densidade eletrénica
(Vp(1)) na descricdo do funcional de troca-correlacao.

Nesse contexto, define-se um parametro (s), Equacdo 20, que considera o carater nao
homogéneo do sistema, e que, portanto, depende do gradiente da densidade eletronica
(DUARTE; ROCHA, 2007).

_ 1vo@®)

™ (Equacéo 20)

1
onde k = (3m2p)s. A partir do parametro definido, é possivel descrever o funcional de troca,

em termos de um funcional F(s) (Equagdo 21),
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ECA() = -2 (2) [(o)s F(s)d (Equagio 21)

O funcional F(s) pode apresentar diferentes formas e o conjunto delas é denominado
aproximacéo do gradiente generalizado (GGA). De acordo com as diferentes possibilidades de
apresentacdo do funcional F(s), definir-se-d0 os diferentes funcionais de troca

(E.°“*) (DUARTE; ROCHA, 2007) e, por consequéncia, funcionais de troca-correlagdo
(E, 2% do sistema (KOHN; BECKE; PARR, 1996).

Exc 0% = [f(p(®), [Vp(®)|)d? (Equagéo 22)

Uma maneira de melhorar os funcionais de troca-correlagéo, obtidos pelo método GGA,
é propor funcionais que consideram a segunda derivada da densidade eletrénica, de modo a
expandir o gradiente generalizado para gradientes de segunda ordem. Nesse contexto,
considera-se a densidade da energia cinética no calculo do funcional de troca-correlacdo
(Equacdo 23) (LEVINE, 2014).

EXMGGA(pa’ pB) — f f(p“, pB, Vp<, va ) Vzp“, VZPB. T, T ) dr (Equacao 23)

sendo t, a densidade da energia cinética para os elétrons de spin a definida por

1 KS z
Ta = E Zlvwia |
i

(Equacdo 24)

O conjunto de funcionais obtidos a partir da Equacdo 23 sdao denominados de funcionais
meta-GGA. Além dos funcionais meta-GGA, existem os chamados funcionais hibridos. Esses
sdo obtidos pela soma dos funcionais de troca-correlacdo dos métodos GGA ou meta-GGA,
porém uma parcela do funcional de troca é obtida pelo método Hartree-Fock. Essa parcela é
exata, e o percentual de contribuicdo da mesma no calculo do funcional de troca varia e

determina os diferentes tipos de funcionais hibridos.
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2.6.2.5 Conjunto de fungdes de base

Como visto, os funcionais de troca-correlacdo diferem-se uns dos outros. As
modificagdes feitas na forma de se obté-los tém por objetivo alcancar melhores aproximacdes,
que fornecam resultados mais precisos da equacao de Kohn-Sham.

Outro fator importante a ser considerado, durante a resolucdo da equagdo de Kohn-
Sham, é o conjunto de fungdes de base que se utiliza. Tal conjunto de funcGes de base, é obtido
a partir da expansdo de orbitais Kohn-Sham. Essa expansdo pode ser realizada usando-se,
principalmente, funcdes do tipo Slater ou Gaussiana. No presente trabalho, os céalculos
realizados utilizaram conjunto de funcdo de base proveniente da Combinacdo Linear de
Funcgdes Gaussianas (LCGTO) (Equacéo 25) (DUARTE; ROCHA, 2007).

llJiKS = 2 Cpi Xp(f”)
n

(Equacéo 25)

onde C,; séo os coeficientes dos orbitais moleculares e x,,(¥) séo os orbitais do tipo gaussiana

contraidos, ou simplesmente orbitais atbmicos,

L

Xu (@) = Z dpuq)p(apw r— ﬁ)A)

p=1
(Equacéo 26)

Cada termo ¢y (ap,, T — ﬁA) € uma gaussiana centrada na coordenada Ra, cujo expoente é
opy- O termo dy,,, € denominado coeficiente de contragéo.

Nesse contexto, apresenta-se a equacdo Kohn-Sham reescrita em termos de orbitais
atomicos (Equagéo 27),

FXSC =S, CE (Equacéo 27)

sendo S, = { Xulxy) @ matriz sobreposicéo e FXS a matriz de Fock (Equagio 28)

FwKS =hy, + < Xu| fp(?)dF’ + UXC(?)| Xu> (Equagcio 28)

- -
r—rs
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onde hy,,, € chamada matriz de carogo e pode ser calculada de forma analitica

N

O termo de Coulomb presente na Equacdo 28, pode ser reescrito como o elemento de

1 Z
gy, _la_
2 §L§|F__]QA|

huv = < Xu

(Equacéo 29)

matriz J,,,, apresentado na Equagdo 30

T-Tr

Xu> (Equacéo 30)
sendo a densidade eletronica descrita pela matriz de densidade (Equagéo 31).
P(F) = Zini NJL(F)lz = Zuv Puu Xu Xv (Equa(;éo 31)

Ao substituir a Equacdo 31 na Equacdo 30, vé-se que o calculo da matriz referente ao termo de

Coulomb envolve integrais de quatro centros (Equagéo 32).

Jow = S P JJ Xu® 316D ) 0@ g g (Equacéo 32)

|F—T|

A resolucio de tais integrais apresenta um custo computacional proporcional a N*, sendo
N o tamanho do conjunto de fungdes de base. Uma maneira de se reduzir esse custo € utilizar
um conjunto de fungdes de base auxiliares na descri¢do da densidade eletrénica. Reescrevendo,
portanto, a densidade eletrénica em termos das funcgdes auxiliares fi(r) a matriz do termo de
Coulomb passa a ser descrita pela Equacédo 33 (DUARTE; ROCHA, 2007),

Jw = Xia; ffw dr'dr (Equagdo 33)
onde a; € o coeficiente de ajuste. Pode ser observado que a integral passa a ser de trés centros.
Nesse contexto, 0 custo computacional passa a ser proporcional a N°M, sendo M o tamanho do
conjunto de fungdes de base auxiliares.

O conjunto de fungdo de base minimo é descrito como sendo aquele em que existe uma
funcdo que descreve cada um dos orbitais atdmicos do sistema. Pode-se utilizar conjunto de
bases que apresentem duas funcGes para descrever cada um dos orbitais atbmicos (Doble Zeta),

ou trés funcdes (Triple Zeta) e assim sucessivamente. Métodos que descrevem 0s sistemas em
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termos da funcdo de onda, geralmente utilizam conjuntos de bases mais robustos, o que torna
os resultados mais precisos. Isso porque, as fungdes abrangem a maior parte do espaco possivel,
que pode estar ocupado pelo elétron. Entretanto, 0 aumento no conjunto de base apresenta a
desvantagem de maior demanda computacional (LEVINE, 2014).

A DFT baseia-se na densidade eletrénica, de modo que o tamanho do conjunto de
fungdes de base ndo apresenta tanta influéncia nos resultados, como em alguns outros métodos
ab initio. Na DFT até mesmo o conjunto de bases pequenos podem fornecer bons resultados
(LEVINE, 2014).

Para uma melhor descricdo de um sistema que apresente distor¢des em orbitais, devido
a ocorréncia de ligacGes quimicas, por exemplo, é possivel a utilizacdo das chamadas funcGes
polarizadas. Ja para sistemas nos quais exista densidade eletrdnica, mesmo a longas distancias
do nucleo, como em caso de anions, por exemplo, € possivel a utilizacdo das funcdes difusas.

Os conceitos apresentados até o momento consideraram a teoria do funcional da
densidade independente do tempo. Entretanto, existe também a vertente da DFT dependente do

tempo (TDDFT) aplicavel, por exemplo, em estudos de estados excitados.

2.6.3 Teoria do funcional da densidade dependente do tempo

Para estudo de problemas envolvendo estados excitados, obtengédo de espectros, dentre
outras propriedades que dependem do tempo, é importante que se aplique, em tal resolucéo, a
TDDFT. Para isso, conceitos da DFT foram reformulados, de modo a considerar a variavel
tempo. Nesse contexto, as equa¢des Kohn-Sham passam a ser derivadas da equacdo Hartree-
Fock dependente do tempo (Equacdo 34) (RUNGE; GROSS, 1984).

A GO Gy =i 20 (Equagio 34)

sendo A =T® + V® + 0(%t) o operador Hamiltoniano dependente do tempo,

descrito pela soma do operador energia cinética, operador de Coulomb e potencial externo.
Conceitualmente, os teoremas de Hohenberg e Kohn, utilizados no desenvolvimento da

DFT, foram reformulados para serem aplicados a TDDFT e s&o conhecidos como teorema de

Runge-Gross (RG), em homenagem aos pesquisadores que os desenvolveram.

2.6.3.1 Teoremas de Runge-Gross
Os teoremas de RG apresentam a ideia de que, ao contrario de sistemas independentes

do tempo, para os quais aplica-se o principio variacional na estimativa dos valores de energia,
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no estudo de sistemas dependentes do tempo a energia total ndo é conservada. O que se conserva
é uma grandeza energética A[] descrita na Equacdo 35 (RUNGE; GROSS, 1984).

AlY] = fdt <¢(t)|i%— H(t)|¢(t)> (Equaciio 35)

sendo Y(t) uma funcdo de onda de N-corpos, observa-se que € possivel obter a equagéo de
Schrédinger dependente do tempo a partir da Equacéo 35, igualando-se a derivada em relacao
a y*(t) a zero. Nesse contexto, é possivel resolver a equacdo de Schodinger pelo método
estacionario. Sendo uma determinada funcdo ys(t) considerada a solucéo da equacdo quando a
mesma torna o funcional estacionario. Quando a funcéo de onda exata € aplicada no célculo do
funcional de energia A[{], o valor deste funcional é igual a zero, mostrando que o mesmo é
estacionario (RUNGE; GROSS, 1984)

Nos sistemas dependentes do tempo a relagcdo univoca entre o potencial externo e a
densidade eletrdnica, continua sendo verdadeira, ou seja, para cada potencial externo

dependente do tempo existe apenas uma densidade eletronica que descreve o sistema associado.

2.6.3.2 Equag0es de Kohn-Sham dependentes do tempo
A densidade eletrnica que descreve sistemas dindmicos € descrita pela Equacdo 36
(ULLRICH; YANG, 2014).

(1) = il 7 0’ (Equagso 36)

A funcgéo de onda dependente do tempo que aparece na Equacédo 36, pode ser obtida

resolvendo-se a equacdo de Kohn-Sham para sistemas dependentes do tempo (Equacéo 37)
(ULLRICH; YANG, 2014).

KS
(=372 + e (D)) WS @ 1) = 1 HED (Equacio 37)
onde v.f (7, t) € 0 potencial efetivo dependente do tempo que pode ser descrito pela Equagéo

38, de maneira analoga a apresentada na secdo 2.6.2.2, do presente trabalho, para o potencial
efetivo independente do tempo (RUNGE; GROSS, 1984).

Ver(F,t) = V(T t) + fp(rl to) dr; + e (% 1) (Equagcio 38)

Sendo v,.(T,t) o potencial de troca e correlagéo dependente do tempo e v(%,t) o potencial

externo dependente do tempo. O potencial de troca e correlacdo descrito para DFT (Equagéo
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14), foi obtido por meio da minimizacdo da energia total, o que, como visto pelo teorema de
Runge e Gross, ndo é possivel ser realizado na TDDFT, visto que a energia total ndo se
conserva. Desse modo, uma descri¢do analoga do potencial de troca e correlacéo aplicando-se,
porém, a parcela de troca e correlacdo da grandeza de energia (A) obtida pelo método de
estacionério, é apresentada na Equacdo 39 (RUNGE; GROSS, 1984).

5Axc
Sp(7t)

V(7)) = (Equacdo 39)

Portanto, a partir da resolucéo da equacdo de Kohn-Sham para sistemas dependentes do
tempo € possivel descrever a dinamica dos objetos de estudo.
Além disso, a TDDFT pode ser aplicada no estudo da fotofisica de compostos, que

envolvem célculos das espécies nos estados excitados.

2.7  Fotofisica

Viu-se, em secOes anteriores, que 0 mecanismo da terapia fotodinamica envolve a
excitacdo, promovida por radiacdo externa, do fotossensibilizador, no estado fundamental, para
algum dos estados excitados singletos. Posteriormente, é possivel que 0 composto passe ao
estado tripleto, fendbmeno chamado cruzamento entre sistemas.

Normalmente é esperado que as transicdes ocorram entre estados com a mesma
multiplicidade de spin. As transi¢Ges decorrentes da passagem de um estado para outro, com
multiplicidades diferentes, sdo consideradas proibidas por spin. O dipolo de transi¢do, em uma
transicdo eletronica, pode ser descrito simplificadamente pela Equacdo 40 (HARRIS;
BERTOLUCCI, 1989),

M= YW dt, [W: [ P edrte [ PoW (T (Equagio 40)
0 primeiro termo é um componente vibracional, o segundo orbital e o terceiro de spin. Pelo
principio da ortogonalidade das funcbes de onda de spin, quando os estados apresentam
multiplicidade diferentes o valor de [W;W ,dt =0, sendo, entdo, a transi¢do proibida
(HARRIS; BERTOLUCCI, 1989).

O que explica a possibilidade da ocorréncia de conversdo entre sistemas é o
acoplamento spin orbita. De acordo com o trabalho de Russell e Saunders, para sistemas
multieletronicos, os momentos angulares orbitais, individuais dos elétrons, podem ser
acoplados, de modo a resultar em um momento angular orbital total, L. De modo analogo, 0s

momentos angulares de spin, individuais dos elétrons, podem ser acoplados de modo a resultar
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em um momento angular total de spin, S. A combinag¢do dos momentos angulares totais, orbital
e de spin, resulta no momento angular total, J (RUSSELL; SAUNDERS, 1925). Nesse contexto,
mesmo que uma transicao eletrénica altere 0s momentos angulares S e L, 0 momento angular
total J é conservado.

Uma maneira de compreender a transi¢do entre estados de multiplicidade diferentes, é
assumir que tais estados néo se apresentam de forma pura, mas sim misturados, de modo que o
estado singleto seja dotado de um carater tripleto e o tripleto de um carater singleto, como
resultado do acoplamento spin 6rbita (TURRO, 1969).

O Hamiltoniano do sistema, considerando-se o efeito relativistico de acoplamento spin
Orbita, pode ser descrito como na Equacéo 41,

Hre = Hpo+Hsoc (Equacéo 41)

onde Hgg é 0 Hamiltoniano Born-Oppenheimer e Hgqc é 0 Hamiltoniano de acoplamento spin
Orbita, que para estudos envolvendo um elétron pode ser descrito pela Equacdo 42 (
BELJONNE et al., 2001)

Asoc = @ INTPE TS, (Equagéo 42)
onde a é a constante de Sommerfeld; Z é a carga nuclear efetiva do nucleo y; L e S sdo os
momentos angulares, orbital e de spin, respectivamente.

Embora exista a possibilidade da ocorréncia de transicdo entre estados de multiplicidade
de spin distintas, essa transicdo é menos favoravel do que a envolvendo estados de mesma
multiplicidade. O processo de cruzamento entre sistemas é considerado lento, com tempo de
108 s, comparados com processos de conversdo interna que ocorrem geralmente com 102,
Desse modo, o tempo de vida do estado excitado tripleto formado é, normalmente, maior que o
tempo de vida do estado excitado singleto (OMARY; PATTERSON, 2016).

Como visto em secdes anteriores, 0S mecanismos que descrevem processos
fotoquimicos dependem das espécies excitadas geradas. E interessante, portanto, a
determinacédo da taxa de cruzamento entre sistemas, de modo a conseguir estimar o tempo de
ocorréncia dos processos fotofisicos que dardo origem as especies excitadas (MARIAN, 2012).

A teoria de Marcus (MARCUS, 1956) tem aplicagéo no célculo da taxa de cruzamento
entre sistemas, importante nos estudos dos processos fotofisicos. Nesse contexto, a
transferéncia de elétron, de um estado doador para um estado receptor, ocorre seguindo-se 0

principio de Franck-Condon.
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Considerando-se que 0 movimento do elétron em uma transic&o eletrdonica & muito mais
rdpido do que o movimento dos ndcleos dos atomos do composto, o principio de Franck-
Condon permite considerar que, durante a excitacdo, 0s nlcleos permanecem nas mesmas
posicBes em que estavam no estado de origem. Nesse contexto, a excitagdo é considerada como
sendo vertical (FRANCK, 1925)(CONDON, 1926).

Combinando-se a regra de ouro de Fermi (FERMI, 1950) com a teoria de Marcus
(MARCUS, 1956), tem-se a expressdo para a taxa de cruzamento entre sistemas descrita pela
Equacédo 43 (V. LAWETZ, G. ORLANDI, 1972) (OU; SUBOTNIK, 2013).

2

27

klr;T: = 7pFC <Sn | I:lsoc |Tm> (Equacéo 43)
sendo,
1 (AEg; +4,)° X
= exp| — Equacao 44
Prc 4k, T p[ 42, KT (Equag )

onde Awm € a energia de reorganizacdo e AEsr a variacao adiabatica de energia entre os estados
tripleto e singleto.

A energia de reorganizacdo, presente na Equacdo 44, apresenta uma componente
interna, que se relaciona com as alteragdes no comprimento das ligacdes e com as modificagdes
estruturais do composto, a partir da ocorréncia da transicdo. Apresenta também uma
componente externa, que se relaciona com as modificacbes que a transicdo promove no
ambiente do solvente. Nesse contexto, uma aproximacdo valida, durante o calculo da energia
de reorganizacao, é considerar apenas a sua contribuicio intramolecular (LOPEZ-ESTRADA
etal., 2018). Tal valor pode ser calculado utilizando-se a aproximacéo dos quatro pontos, como
descrito na Equacédo 45 (NELSEN; BLACKSTOCK; KIM, 1987)

A = Ana = E(T) @S, —E(T,) @T, (Equagao 45)

onde E(Tm)@S: é a energia do estado tripleto T na geometria otimizada do estado singleto S;
e E(Tm)@Tm € a energia do estado tripleto Tm na geometria otimizada do proprio estado T,
O célculo das taxas de transicao entre sistemas, que € um evento dindmico, utilizando a

regra de ouro de Fermi na forma da Equacéo 43, apresenta a caracteristica de utilizar energias,
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e outras propriedades, advindas de célculos ndo dindmicos, empregando-se métodos ja
implementados nos principais programas de calculo de estrutura eletrdnica.

Outra maneira de se calcular a taxa de cruzamento entre sistemas (k(f)) é a abordagem
da integral de caminho. Em casos nos quais as transi¢cdes envolvam transferéncia de fotons, a
expressdo da constante de cruzamento entre sistemas pode ser desenvolvida a partir de
conceitos da eletrodindmica quéntica, aplicados a regra de ouro de Fermi, e ser escrita na forma

da Equacéo 46.

4f3 772
3hc3

k() = [{W; || W) |8 (E; — Ep = Af) (Equacéo 46)

onde hf é a energia do féton; p operador de dipolo e 7 o indice de refragdo do solvente.

Em trabalho realizado por de Souza e colaboradores, desenvolveu-se uma expresséo,
para a resolucdo da Equacédo 46. O termo delta de Dirac foi escrito na forma de transformada
de Fourier e considerou-se a ocupacdo dos estados, pela distribuicdo de Boltzmann. Apds
manipulacdes algébricas, o problema foi reduzido & resolucéo da transformada de Fourier da
chamada fungao de correlagio (y(t)) (Equacéo 47) (DE SOUZA; NEESE; I1ZSAK, 2018).

k() = A [, x(De dt (Equacdo 47)

Nesse contexto, a funcdo de correlagéo (x(t)) apresenta termos calculados a partir das
coordenadas normais do sistema, que por sua vez, podem ser obtidas de autovetores da hessiana
de energia (DE SOUZA; NEESE; IZSAK, 2018). A matriz de rotacio de Duschinsky e o vetor
de deslocamento sdo empregados durante o processo de obtencdo do conjunto de coordenadas
normais. Isso permite considerar o efeito do movimento vibracional nuclear, envolvido no
alcance da nova geometria de equilibrio durante a transicdo, que esta diretamente relacionado
a energia de reorganizacéo.

O emprego da abordagem da integral de caminho requer, principalmente, as geometrias
dos estados finais e iniciais, envolvidos na transicéo, e as hessianas de energia associadas a eles.
Entretanto a otimizacdo de geometria de estados excitados pode ser dificil de ser realizada,
principalmente em casos onde ha cruzamento entre superficies de energia potencial. Da mesma
forma, os calculos das hessianas para estados excitados sdo custosos computacionalmente, por
serem obtidos, muitas vezes, de maneira numérica (DE SOUZA; NEESE; I1ZSAK, 2018).
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Sendo assim, aproximacdes podem ser feitas, de modo a facilitar o emprego da
abordagem da integral de caminho. Uma delas € realizar o calculo das hessianas dos estados
excitados na geometria do estado fundamental. Outra opcéo é considerar que as hessianas dos
estados, fundamental e excitados, sejam iguais. As aproximacdes precisam ser avaliadas de
modo particular para cada sistema em estudo, com o intuito de retornarem resultados confiveis.
Por outro lado, quando possivel, a metodologia pode ser utilizada sem nenhuma aproximacao,
realizando-se a otimizacéo de ambos o0s estados envolvidos na transi¢édo, seqguida do calculo da
hessiana de energia, no ponto minimo de cada um dos estados (DE SOUZA; NEESE; IZSAK,
2018).

Além dos estudos fotofisicos e fotoquimicos envolvendo o fotossensibilizador, o
presente trabalho também estudou a influéncia que a interacdo do composto com o DNA
apresenta sobre a espectroscopia do PS. A fim de se obter a estrutura do TH9402 intercalado
ao DNA (TH9402@DNA), realizou-se o docking molecular.

2.8 Docking molecular

O docking molecular é um método computacional, que propde modelos de interacao
entre o composto ligante e a molécula alvo, de modo a se obter a configuragéo estrutural do
sistema.

Muito aplicado no estudo de novos medicamentos, o docking é realizado entre a
molécula do ligante, que nesse contexto pode ser um novo composto a ser aplicado no
tratamento de alguma doenca, e a molécula alvo, que pode ser uma proteina, DNA ou RNA
(MORRIS,2008). A partir do docking molecular é possivel obter as conformagdes mais
provaveis para o sistema. Essas podem ser utilizadas como ponto de partida para a realizacdo
de célculos computacionais mais refinados de otimizacdo de geometria e de estrutura eletronica.

Existem atualmente muitos programas, amplamente empregados em pesquisas, que
realizam docking. As variagcdes entre esses programas apresentam-se nos algoritmos que eles
utilizam para a geragéo das conformagdes do sistema (CHAUDHARY; MISHRA, 2016) e nas
funcGes score que aplicam, para fazer o ranqueamento de tais conformacdes
(LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012).

As diferencas, entre as funcdes score, se relacionam com as propriedades que tais
funcBes consideram, para realizar o ranqueamento das estruturas obtidas durante o docking.
Existem fungdes que analisam a variacao de energia livre, ocasionada pela interacgdo, outras que
comparam moléculas advindas do docking com as de bancos de dados e avaliam parametros

como distancias de ligacdo, por exemplo, para se fazer o ranqueamento. A funcdo GoldScore é
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a funcéo score original do programa Gold e considera pardmetros como energia de ligacdo de
hidrogénio, energia de van der Waals e energia torcional do ligante (JONES et al.,1997). Nesse
contexto, estruturas com maior pontuag¢do no ranqueamento sao as que melhor representam o
encaixe do ligante na molécula alvo.

Os célculos de docking podem variar entre si, considerando-se a flexibilidade das
moléculas participantes. O docking rigido, por exemplo, € realizado mantendo-se rigidos tanto
o0 receptor quanto o ligante (CHAUDHARY; MISHRA, 2016). Metodologias para a realizacdo
de docking, considerando a flexibilidade do ligante e do receptor, vém sendo desenvolvidas,
uma delas é o ensemble docking (AMARO et al., 2018). Um dos métodos de docking mais
empregado, no entanto, considera o ligante flexivel e o receptor rigido.

Como dito, diferentes programas podem utilizar diferentes algoritmos de busca, para
propor as conformacg6es dos complexos formados pelos ligantes e moléculas alvo. Os mais
comuns sdo os que utilizam o método Monte Carlo, ajuste de forma e algoritmo genético
(CHAUDHARY; MISHRA, 2016).

O método do algoritmo genético, que é o empregado pelo programa Gold, utilizado no
presente trabalho, se baseia no modelo evolucionario bioldgico, no qual os individuos, melhor
adaptados, sdo 0s que se reproduzem, passando seus genes adiante para as proximas geracoes.
Durante o célculo do docking, as estruturas vao sendo geradas e classificadas pela funcgéo score.
As melhores sdo selecionadas e podem ser combinadas entre si, em um processo de cruzamento,
de modo a gerar novas estruturas, que sao novamente submetidas ao ranqueamento. O que
também pode ocorrer, € 0 processo de mutacdo, no qual pequenas modificacdes, rotacdes de
ligagdes por exemplo, sdo realizadas em uma estrutura selecionada, de modo a gerar uma nova.

N&o existe um método que seja melhor que outro em todos os sistemas. E preciso
encontrar o que melhor descreva o sistema especifico em estudo. Além disso, grande parte dos
programas atuais foram desenvolvidos para o estudo de docking entre proteinas e ligantes,
podendo haver variacfes da eficiéncia dos mesmos quando a molécula alvo é um DNA, por
exemplo.

Em docking envolvendo moléculas de DNA como alvo, sabe-se que as moléculas
ligantes podem interagir como groove binders, ou seja, se encaixando ao longo dos espacos
gerados pelo entrelacamento das hélices do DNA. Podem, também, interagir como
intercaladores. Nesse caso, 0 composto ligante se acomoda paralelamente entre dois pares de
bases nitrogenadas da macromolécula (ALEKSIC; KAPETANOVIC, 2014). A Figura 4

representa as interacdes de groove binders e intercaladores com a molécula de DNA.
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Figura 4. Formas de interacdo entre moléculas de ligantes e o0 DNA (a) interacdo por
intercalacdo (b) interacdo do tipo groove binding

(a) (®)

Intercalagao Groove binding

Fonte: (LIU, 2008), adaptada

Em ambos os casos, as interagdes, mostradas na Figura 4, ocorrem sem estabelecimento
de ligagdes quimicas, sendo realizadas por interacdo eletrostatica, forcas de London e ligacéo
de hidrogénio, por exemplo (ALEKSIC; KAPETANOVIC, 2014).

Moléculas que se comportam como groove binders geralmente apresentam estruturas
flexiveis, com ligacdes rotacionaveis, que permitem que se acomodem ao longo dos espacos
das hélices do DNA. Por outro lado, moléculas que se intercalam com DNA, costumam ser
rigidas, apresentando estruturas com sequéncias de anéis aromaticos. Exemplos de groove

binders e intercaladores ja conhecidos sdo mostrados na Figura 5.

Figura 5. Compostos que interagem com o DNA (a) moléculas que sdo groove binders (a
esquerda) (b) moléculas que sdo intercaladoras (a direita)
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Fonte: (ALEKSIC; KAPETANOVIC, 2014), adaptada
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Sabendo-se das caracteristicas que sdo comumente apresentadas por moléculas que se
comportam como groove binders e intercaladoras, é importante identificar a que grupo
possivelmente o composto que se deseja estudar pertence. Isso porque, tal defini¢do apresenta
influéncia sobre a escolha do modelo de DNA a ser empregado no docking.

Pesquisas mostram que, para o estudo de moléculas que se comportam como
intercaladores, é importante que o modelo de DNA escolhido apresente gaps de intercalacdo
(RASHIDA, 2015). Por outro lado, quando se estudam possiveis groove binders deve-se utilizar
um modelo de DNA que ndo apresente gap de intercalacdo. Desse modo, evita-se que as
interacOes sejam descritas erroneamente pelo docking, ou seja, diminuem-se as chances de o
calculo apresentar conformacdes de groove binders para compostos intercaladores e vice-versa
(RASHIDA, 2015).

3 METODOLOGIA

Nesse trabalho, a fotofisica do fotossensibilizador TH9402 foi estudada. Empregou-se,
para isso, a teoria do funcional da densidade (DFT) (KOHN; BECKE; PARR, 1996) na
otimizacdo de geometria do estado fundamental do PS. As geometrias dos estados excitados
foram obtidas utilizando-se a teoria do funcional da densidade dependente do tempo (TDDFT)
(RUNGE; GROSS, 1984), dez raizes e empregando-se a aproximag¢do Tamm-Dancoff (TAMM,
1945)(DANCOFF, 1950). A geometria do TH9402 foi otimizada para o estado fundamental
(So), para os estados excitados primeiro singleto (S1), segundo singleto (S2) e para os estados
tripletos com energia inferior a do estado Sz, que foram o primeiro tripleto (T1), segundo tripleto
(T>2) e terceiro tripleto (T3).

Estudaram-se também as reacfes do fotossensibilizador, no primeiro estado excitado
tripleto, com o oxigénio molecular, 6xido nitrico, guanina e com a guanosina monofosfato
(GMP). Realizaram-se, para isso, as otimizacfes de geometria dessas espécies no estado
fundamental e nos estados excitados.

Todas as otimizacBes mencionadas até o momento empregaram o funcional GGA
hibrido, B3LYP, de troca-correlacdo (BECKE, 1993). A funcdo de base def2-TZVP de
Ahlrichs, que considera todos os elétrons, foi aplicada para todos os atomos (WEIGEND;
AHLRICHS, 2005). A fim de aumentar a velocidade dos calculos, a aproximacéo chain of
sphere (IZSAK; NEESE; KLOPPER, 2013) foi aplicada na parte de troca da matriz de Fock,
fazendo-se o0 uso da base auxiliar def2/J em conjunto com o uso da resolucéo de identidade (RI)
(BUROW; SIERKA; MOHAMED, 2009) na matriz de Coulomb. Além disso, as otimizacoes

foram realizadas em fase gasosa e com as estruturas totalmente livres. Foram calculadas as
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frequéncias harmonicas vibracionais, nas geometrias otimizadas, para caracterizar a natureza
do ponto estacionario.

Apds a obtencdo das geometrias otimizadas em fase gasosa, energias no ponto foram
calculadas em fase aquosa, empregando-se o modelo continuo polarizavel do tipo condutor
(CPCM) (TAKANO; HOUK, 2005). As espécies de camada aberta foram otimizadas com o
formalismo Kohn-Sham néo restrito (UKS) (KOHN, 1965) e a contaminagéo de spin em todos
0s casos ficou abaixo de 5%.

Para investigar o0 espectro de absorcdo e emissdo do TH9402, foi realizado um
benchmark com cinco funcionais de troca-correlacdo. O funcional hibrido B3LYP (BECKE,
1993), dois funcionais hibridos com correcdo de longo alcance, sendo eles 0 CAM-B3LYP
(YANAI; TEW; HANDY, 2004) e WB97X (CHAI, HEAD-GORDON, 2008), e dois
funcionais meta-GGA: o TPSSh (ALLOUCHE, 2012) e M06-2X (ZHAO; TRUHLAR, 2008).
O funcional WB97X foi utilizado com a inclusédo de correcdo dispersdo D3, proposta por
Grimme e colaboradores (GRIMME et al., 2010), juntamente com o amortecimento Becke-
Johnson (BJ) (GRIMME, S. EHRLICH, 2011) D3BJ.

Por ter sido o que apresentou um melhor resultado, na descri¢do do espectro de absorcao
experimental, o funcional meta-GGA TPSSh foi empregado nos calculos de energia no ponto,
envolvidos nos estudos da fotofisica, e nos célculos de espectro, nos estudos da interacdo do
DNA com o fotossensibilizador. Em contrapartida, os calculos de energia livre, com
consideracdo do solvente, envolvidos no estudo da termodindmica das reacGes do
fotossensibilizador no estado excitado tripleto, utilizaram o funcional M06-2X (ZHAO;
TRUHLAR, 2008), que pela literatura é mais adequado para esse proposito
(MARDIROSSIAN; HEAD-GORDON, 2016).

A fotofisica do TH9402 foi investigada, calculando-se o tempo de vida de fluorescéncia
e a taxa de cruzamento entre sistemas (kisc). Como visto na sesséo 2.7, a obtencéo da kisc envolve
o célculo do acoplamento spin 6rbita. Como sugerido e implementado por De Souza e
colaboradores (DE SOUZA et al., 2019), o operador de acoplamento spin érbita, SOC, foi
avaliado, usando-se a teoria de perturbacdo quase-degenerada (QDPT) (SUZUKI; OKAMOTO,
1984) para calcular a mistura entre os singletos e tripletos obtidos dos célculos TDDFT. A
matriz de elementos de acoplamento spin érbita foi calculada empregando-se a funcéo de base
def2-TZVP, para todos os atomos e considerando todos os elétrons. O formalismo da
aproximagdo regular de ordem zero (ZORA) foi aplicado para tratar os efeitos escalares

relativisticos (SNIJDERS, 1996). Além disso, os efeitos do solvente foram incluidos com a
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utilizacdo do modelo continuo CPCM. A constante de cruzamento entre sistemas foi calculada
utilizando-se as Equagdes 43 e 44, descrita na se¢éo 2.7, p.38.

O tempo de vida de fluorescéncia foi calculado, primeiramente, assumindo-se uma
cinética de primeira ordem, para o processo de emissao espontanea do estado n para o estado
m, de acordo com a Equacéo 48 (V. LAWETZ, G. ORLANDI, 1972)

dN,

" -N, A, (Equacéo 48)

onde Anm € 0 coeficiente de Einstein e Ny é a populagdo no estado n. O coeficiente de Einstein
esta relacionado com o momento de dipolo da transicdo de acordo com a Equacdo 49 (V.
LAWETZ, G. ORLANDI, 1972)

_ (En — Em)3772

2
3¢, mh'c? |

(Equacéo 49)

A1m |/unm

En e Emséo as energias do estado excitado n e do estado de referéncia m, respectivamente. pimn
€ 0 momento de dipolo da transi¢do envolvendo os dois estados e 77 € o indice de refracdo do
meio (HOLLAS, 2010). O tempo de vida de fluorescéncia é obtido como o inverso da constante
de taxa de fluorescéncia (coeficiente de Einstein).

Além disso, as constantes de fluorescéncia e de cruzamento entre sistemas também
foram calculadas empregando-se o método de integral de caminho, implementado no programa
ORCA. As Hessianas foram calculadas em nivel B3LYP/def2-SVP, partindo-se das geometrias
otimizadas das espécies em nivel B3LYP/def2-TZVP. As constantes de fluorescéncia e de
cruzamento entre sistemas foram obtidas em nivel TPSSh/def2-TZVP.

Os estudos de interagdo entre o fotossensibilizador e o DNA fizeram uso de docking
molecular. O objetivo do presente trabalho foi realizar um estudo, preliminar, sobre efeitos
locais que a intercalacdo do TH9402, entre pares de bases do DNA, pode ocasionar, caso ocorra.

A estrutura do DNA escolhida para o docking foi o octanucleotideo d(AGACGTCT)>.
Tal estrutura foi obtida do protein data base (PDB), na forma B-DNA, (PDB ID: 1n37), sendo
proveniente de estudos de ressonancia magnética nuclear (RMN) (SEARLE; MAYNARD;
WILLIAMS, 2003). Admitiu-se a estrutura inicial do DNA como equilibrada. Apos a remogéo
do ligante Antraciclina Respinomicina D, presente no sistema advindo do PBD, realizou-se o
docking da estrutura do DNA com a estrutura otimizada do TH9402 no estado fundamental,
resultante dos célculos em nivel B3LYP/def2-TZVP.
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O docking foi realizado utilizando-se o software GOLD 5.8.1 e empregou a Gold Score
function (JONES et al., 1997), que em outros estudos apresentou boas predigdes de estruturas
de complexos envolvendo ligantes e DNA. No calculo, empregaram-se 0s parametros padrao
do programa. Durante o calculo, o ligante foi considerado totalmente flexivel, sendo livre para
explorar todas as formas de interacdo com o DNA, e a estrutura da macromolécula manteve-se
fixa, na auséncia de solvente.

O sitio de ligacdo foi definido como a regido esférica com raio de 20 A, a partir do
centro, definido no 4&tomo N110. Foram geradas 100 poses. Dentre elas, observaram-se
intercalagbes do TH9402 no DNA de trés maneiras distintas. Escolheram-se, entdo, as
estruturas mais estaveis de cada um dos trés grupos para serem empregadas nos calculos
posteriores.

Com o intuito de se diminuir o custo computacional da otimizacdo de geometria dos
complexos TH9402@DNA, os célculos foram feitos empregando-se quatro pares de base do
DNA d(ApT)-d(CpG)-d(GpC)-d(TpA), os dois envolvidos na intercalagio e 0s pares
diretamente acima e abaixo deles. Atomos de hidrogénio foram adicionados, completando a
valéncia das ligacGes rompidas no processo de delecdo das bases ndo utilizadas.

Foram colocados seis atomos isolados de litio, com a funcdo de contra ions, para
neutralizar os seis grupos fosfatos da estrutura do DNA. Escolheu-se o litio, visto que apresenta
menor quantidade de elétrons do que outros ions metalicos monovalentes. Os atomos de litio
foram colocados inicialmente em posicdes proximas aos grupos fosfatos, em distancias entre 7
a 12 A do centro do complexo. Essa disposicéo foi baseada no estudo de distribuicdo de contra
ions, obtida por célculos de dindmica do complexo de Antraquinona/DNA, realizado por
Cadenas e Nogueira (CARDENAS; NOGUEIRA, 2020). Os atomos de litio participaram da
otimizacao de geometria do complexo realizada.

O sistema resultante foi otimizado em nivel PBE/SV(P) (PERDEW; BURKE;
ERNZERHOF, 1996), empregando-se a abordagem de resolugédo de identidade, com incluséo
de corregdo de dispersdo D3 (GRIMME et al., 2010) e amortecimento (BJ) (GRIMME, S.
EHRLICH, 2011), D3BJ. Na otimizacdo de geometria, mantiveram-se fixas as cadeias de
acucares e fosfatos do DNA, de modo a facilitar a convergéncia do céalculo. Os demais a&tomos
da estrutura do DNA, presentes nas bases nitrogenadas, e da estrutura do ligante permaneceram
livres. Os efeitos eletrostaticos do solvente foram considerados, durante a otimizacao, pelo
emprego do modelo CPCM continuo.

As estruturas dos complexos otimizados foram empregadas nos calculos de espectro de

absorcéo em nivel TPSSh/def2-SVP. Os célculos foram realizados utilizando-se uma estrutura
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reduzida, com dois pares de bases d(CpG)-d(GpC), apenas os envolvidos na intercalagdo, de
modo a se avaliar os efeitos locais da interacdo do fotossensibilizador com o DNA, tendo um
menor custo computacional.

Todos os célculos de mecanica quéantica realizados nesse trabalho utilizaram os pacotes
do programa ORCA 4.2.1(NEESE, 2012).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  Estrutura do fotossensibilizador

O estado fundamental do TH9402 foi otimizado em fase gasosa em nivel B3LYP/def2-
TZVP. A estrutura obtida € mostrada na Figura 6.

Figura 6. Geometria otimizada do TH9402 no estado fundamental (So), calculado em nivel
B3LYP/def2-TZVP
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%Para fins de simplificacdo, a porcdo da molécula formada pelos anéis identificados como I, Il e Il sera
denominada xanteno ao longo do texto. O outro anel, no qual se liga o grupo éster, serd denominado metil benzoato.
Fonte: Prépria autora. Imagem gerada utilizando-se o programa ChemCraft.

Compararam-se as estruturas otimizadas, em nivel TDA/B3LYP/def2-TZVP, do
fotossensibilizador nos estados excitados (Si, Sz, T1, T2 e T3) e no estado fundamental.
Avaliaram-se as modificaces das distancias de ligagdes, as alteracdes no angulo diedro (o)
entre os anéis do grupo xanteno e metil benzoato, bem como possiveis mudangas no momento

de dipolo (u) das estruturas. Os resultados foram expressos na Figura 7.



48

Figura 7. Principais parametros estruturais calculados para os estados fundamental e excitados
do TH9402?

So [ Si

®=-93,3 o=-73.4
p (D) gas = 5,194 pn (D) gas = 5,631
n (D) agua = (6,311) n (D) agua = (7,206)

o=-114,3 o=-89,4
p (D) gas = 5,456 n (D) gas=5,118
p (D) agua = (6,651) n (D) agua = (6,213)

©=-90,7 o=-91,3
u (D) gas = 5,205 n (D) gas = 6,074
1t (D) agua = (6,362) 1 (D) agua = (7,019)

Calculado em fase gasosa em nivel B3LYP/def2-TZVP.? Valores entre parénteses foram obtidos em solugio

aquosa usando modelo continuo, CPCM, em nivel TPSSh/def2-TZVP. As distancias de ligagcdo estdo expressas
em A e os angulos das ligacdes em graus.

Fonte: Propria autora. Imagem gerada utilizando-se o programa ChemCraft.
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Analisando-se os dados da Figura 7, foi possivel perceber que a estrutura do TH9402
ndo sofreu grandes alteracGes ao passar do estado fundamental para os excitados, sendo,
portanto, relativamente rigida. As principais alteracdes estruturais ocorreram nos valores dos
angulos diedros entre os planos dos anéis do grupo xanteno e do grupo metil benzoato.

Parao So, T1, T2 e T3 tm-se » =-93.3°,-89.4°,-90.7°-91.3°, respectivamente. Nessas
espeécies, 0s planos entre os anéis sdo praticamente perpendiculares um ao outro. Para o estado
S, entretanto, a orientagéo relativa do anel (o =-73.4°) é aproximadamente 20° mais fechada
do que 0 So. J& para 0 S observou-se que a orientagdo (o =-114.3°) é 21° mais aberta que a
do estado fundamental.

Avaliando-se os dados dos estados S: e Sy, observou-se que os comprimentos das duas
ligacbes C-O diferem entre si, bem como os das duas ligagdes C-Br. Houve, portanto, uma
ligeira quebra de simetria na estrutura do TH9402 nesses dois estados excitados.

Quando se observou os valores de momento de dipolo, percebeu-se que eles nédo
variaram expressivamente. Isso significa dizer que, apesar das alteracfes estruturais
mencionadas terem sido observadas, elas ndo afetaram a polarizabilidade da molécula nos

diferentes estados eletronicos.

4.2  Espectro de absorgdo do fotossensibilizador isolado

Um estudo comparativo, com cinco funcionais de troca-correlagdo foi realizado com o
intuito de se encontrar a melhor metodologia para se reproduzir o espectro de absorcdo do
fotossensibilizador.

Como pode ser visto na Figura 8, os célculos empregaram duas funcdes de base
distintas, def2-SV(P) e def2-TZVP. Um dos objetivos do trabalho foi investigar tanto o espectro
de absorcdo do fotossensibilizador isolado, quanto o do composto interagindo com o DNA.
Tendo-se em mente que o complexo TH9402@DNA apresenta um nimero elevado de atomos,
tornou-se interessante avaliar se calculos utilizando uma funcdo de base menor retornariam

resultados comparaveis aos que utilizam uma base maior.



Figura 8. Resultados dos calculos TD-DFT, referentes a principal transicdo (So — S1) do

espectro de absorcédo do 4,5-dibromorodamina metil ester (TH9402), em solucéo aquosa.
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Fonte: Prépria autora. Imagem gerada utilizando-se o programa Excel 2016.

Os dados apresentados na Figura 8 mostraram que, comparando-se os calculos feitos
com um mesmo funcional, o emprego das bases def2-SV(P) e def2-TZVP, retornou resultados
muito préximos, com uma diferenca menor que 1% em todos os casos. A partir de tais
resultados, portanto, a base def2-SV(P) foi considerada adequada para ser aplicada no célculo
do espectro de absor¢do do complexo TH9402@DNA, reduzindo os custos computacionais do

procedimento.
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Os valores experimentais de energia de transicdo e comprimento de onda de absorc¢ao
méaxima (504,0 nm) foram obtidos do trabalho realizado por Pal e colaboradores (PAL et al.,
1996). Em relacgéo as energias envolvidas na transi¢do principal So—S1, 0s valores calculados
foram superestimados em relacdo ao valor experimental de 2,460 eV. Esse desacordo foi
atribuido a ndo incluséo de excita¢fes duplas nos célculos.

A fim de se verificar tal afirmacdo, realizaram-se os calculos de espectros de absor¢do
do TH9402, partindo-se da geometria otimizada do estado fundamental, empregando-se o
método CIS do inglés (Configuration Interaction Singles) (FORESMAN et al., 1992), CIS(D)
(Configuration Interaction Singles with double corrections) (SHERRILL; SCHAEFER, 1999)
e 0 STEOM-DLPNO-CCSD (Similarity Transformed Equation Of Motion Domain-based
Local Pair Natural Orbital Coupled Cluster Single and Double pertubation) (BERRAUD-
PACHE et al., 2020). Avaliaram-se os valores de energia de transi¢cdo obtidos para cada um
dos casos.

O célculo CIS, empregando a base def2-TZVP, retornou o valor 3,966 eV como energia
envolvida na transicdo principal. Obteve-se com o CIS(D), utilizando-se 0 mesmo conjunto de
funcdo de base, o valor de 2,683 eV. Ja o calculo realizado empregando-se STEOM-DLPNO-
CCSD retornou 2,363 eV, este utilizando a base def2-SV(P). O célculo STEOM-DLPNO-
CCSD apresenta bastante demanda computacional e, por esse motivo, foi realizado com a base
def2-SV(P).

Sabendo-se que o valor experimental de energia da transicao principal é 2,460 eV, pode-
se dizer que o resultado, proveniente do célculo CIS, foi o que mais diferiu do experimental,
sendo 1,506 eV maior. A insercdo de excitacdes duplas, no caso do CIS(D) melhorou o
resultado, que foi apenas 0,223 eV maior. Observou-se, portanto, uma reducdo de 85% na
diferenca de energia em relacdo ao valor experimental, ao se trocar o método CIS pelo CIS(D).
O resultado advindo do calculo empregando STEOM-DLPNO-CCSD foi 0 que mais se
aproximou do valor experimental, diferindo em apenas 0,097 eV.

A partir de tais resultados, pode-se concluir que os métodos, que incluem excitagdes
duplas reproduzem melhor, os dados experimentais da energia de excitacdo, do que os métodos
com excitagGes simples. Sendo assim, os valores de energia de transicdo superestimados,
descritos na Figura 8, podem ser justificados pela falta de inclusdo de excita¢des duplas.

Nesse sentido, funcionais de troca-correlagdo com correc¢des perturbativas de segunda
ordem para a correlacdo eletronica, poderiam melhorar a concordancia dos resultados. Porém,
devido ao tamanho do sistema estudado, complexo TH9402@DNA, o uso de tais métodos

tornou-se computacionalmente inviavel.
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Seguindo, portanto, com a metodologia que emprega excitacdes simples, a Figura 8
mostrou que os célculos, nos quais foram utilizados os funcionais com correcdo de dispersdo
WB97X-D e CAM-B3LYP, apresentaram a pior concordancia com o valor de comprimento de
onda de absorcdo maxima experimental. Nesse contexto, os calculos com o funcional hibrido
meta-GGA TPSSh foram o0s que retornaram valores mais proximos aos da literatura. Sendo
assim, o funcional TPSSh foi selecionado para ser utilizado nos célculos dos estudos
espectroscopicos.

A transicdo principal, que apresenta maior intensidade, no espectro de absorcdo do
TH9402 é a So—S; e envolve os orbitais HOMO e LUMO (Figura 9).

Figura 9. Orbitais moleculares envolvidos na transi¢do principal (So — Si) do TH9402,
calculado em solucdo aquosa em nivel TPSSh/Def2-TZVP .

HOMO

LUMO j

Fonte: Propria autora. Imagem gerada utilizando-se o programa ChemCraft.

Como pode ser observado na Figura 9, o orbital HOMO é composto por orbitais do tipo
7 localizados nos anéis da regido xanteno da molécula e orbitais ndo ligantes localizados nos
atomos de bromo e nitrogénio. Ja o orbital LUMO é formado por orbitais antiligantes do tipo
7*, localizados na regido xanteno.

Antes da realizacdo dos célculos dos estudos fotofisicos, analisou-se o diagrama de
energia dos estados, obtidas por meio de calculos no ponto em nivel TPSSh/def2-TZVP, em
solugdo aquosa, na geometria otimizada das estruturas em nivel B3LYP/def2-TZVP (Figura
10).



53

Figura 10. Diagrama de energia referente ao TH9402, mostrando as energias dos estados
excitados otimizados, singletos e tripletos, em relagéo a energia do estado fundamental S¢?
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2As energias relativas foram expressas em unidade de eV e foram calculadas em solugdo aquosa em nivel
TPSSh/Def2-TZVP// B3LYP/Def2-TZVP. A energia total do estado So é -171240,65749 eV.
Fonte: Propria autora. Imagem gerada utilizando-se o programa Excel 2016.

Os espectros de absor¢do mostraram que a transicdo So—-S; € a mais favoravel de se
ocorrer. O estado S; é, portanto, denominado bright state, j& que é o mais favoravel de ser
ocupado. Entretanto a possibilidade de ocorréncia de transicdo eletrénica do estado S para o
S existe.

Como pode ser visto na Figura 10, a diferenca de energia entre os estados S» e S1 é de
0,34 eV. Na regido de Franck Condon o gap de energia entre os estados S; e S; € de apenas
0,031 eV. Essa diferenca € menor do que a de alguns casos descritos na literatura, nos quais a
transicdo S1—S» foi observada. Francés-Monerris e colaboradores, por exemplo, em estudo
com 5-formiluracila, observaram uma pequena transferéncia eletrénica do estado S; para 0 Sz,
em um contexto no qual a diferenca energética entre os estados era maior que 1 eV (FRANCES-
MONERRIS et al., 2020). Isso corrobora a possibilidade de ocupacdo do estado Sz, que foi
considerada nos calculos referentes a fotofisica do composto.

O diagrama da Figura 10 mostra, também, que os estados tripletos (T1 T2) apresentaram
energias inferiores ao primeiro estado excitados singleto (Si) e o terceiro estado tripleto
apresentou energia inferior a do segundo estado singleto (S2). Desse modo, tornou-se
interessante a investigacdo do cruzamento entre sistemas relacionados as transicdes S1—Ti,
S1—To, So—T1, Sp—Tr e S)—Ts.
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A Tabela 1 mostra os resultados obtidos, por meios dos calculos em nivel TPSSh/def2-
TZVP//IB3LYP-def2-TZVP, para a constante de cruzamento entre sistemas Kisc.

Tabela 1. Resultados referentes ao estudo da fosforescéncia do 4,5-dibromorodamina metil
éster (TH9402) em nivel TPSSh/def2-TZVP//B3LYP/def2-TZVP, em solu¢do aquosa.

S: S2
T1 T2 T1 T2 T3
A (eV) 0,168 0,145 0,036 -0,415 0,128
SOC (cm') 0,270 0,673 0,224 0,678 1,300
AEsT (eV) -0,576 -0,105 -0,911 -0,441 -0,083
prc (V1) 2,95x10 4,141 ~0,0 - 4,208
kisc (s 3,16x10°  27,5x107 ~0,0 - 1,04x10°

(2,28x10%?% (9,87x10) (1,18x10%  (2,93x108)  (5,99x10%)
kisc total (s) 27,5x107 1,04x10°
(10,1x10") (0,89x109)

(16 x 107)°

aResultados entre parénteses foram obtidos empregando-se o formalismo de integral de caminho. PValor
experimental obtido do trabalho de Pal e colaboradores (PAL et al., 1996)
Fonte: Propria autora

Analisando-se os resultados das constantes totais de cruzamento entre sistemas,
apresentadas na Tabela 1, observou-se que, independentemente da abordagem empregada, as
constantes totais envolvendo o primeiro estado singleto, apresentam valores mais proximos do
dado experimental, do que as constantes totais envolvendo o segundo estado singleto. Desse
modo, entende-se que a transicdo mais provavel de ocorrer tera origem no estado Si. O célculo
empregando a regra de Fermi combinada com a teoria de Marcus resultou em uma constante de
cruzamento total entre sistemas, envolvendo o estado Sy, igual a 27,5 x 107 s, O célculo
analogo, realizado utilizando-se a abordagem da integral de caminho obteve, um valor de 10,1
x 107 st para a constante de cruzamento total. Portanto, a abordagem de integral de caminho é
a que resultou em um valor de constante total que descreveu melhor o dado experimental. Sendo
assim, as discussdes serdo realizadas a partir dos resultados obtidos com o emprego dessa

abordagem.
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Embora mais distante do valor experimental, a constante total de cruzamento com
origem no S, (0,89 x 10° s!) apresenta valor aproximadamente 10 vezes maior do que a com
origem no estado S; (10,1 x 107 s%). Com isso, entende-se que o cruzamento entre sistemas, com
origem no estado Si, € 0 que se observa experimentalmente. Entretanto na situacdo em que o
estado S» seja populado, o cruzamento com o0s estados tripletos seré bastante provavel.

As constantes totais de cruzamento entre sistemas foram obtidas pela soma das
constantes de cruzamento entre cada um dos estados singletos com cada um dos estados
tripletos. Observou-se na Tabela 1 que o cruzamento direto do estado S; com o estado Ti €
menos provavel do que com os demais estados tripletos. 1sso porque, a constante de cruzamento
entre esses estados é na ordem de 10° vezes menor que as demais. A constante de cruzamento
do segundo estado singleto com os estados T. e T3 apresentam valores bastante proximos,
2,93x10% e 5,99x108, respectivamente. A partir desses resultados, porém, é possivel estimar um
favorecimento ao cruzamento com o estado Ts. Sendo assim, espera-se que as transi¢cdes com
origem no estado Sz passem pelo estado Ts.

Em relacéo as transigdes com origem no estado Si, viu-se na Tabela 1 que o valor de
kisc entre os estados S e T1 (2,28x10°) é menor que a constante de cruzamento entre o0s estados
S1 e T2(9,87x107). Considerando os resultados obtidos, o caminho de desexcitacdo envolvendo
a transicdo S1—T> foi identificado como o de ocorréncia mais provavel.

Outro processo fotofisico estudado foi a fluorescéncia. Os resultados obtidos para a
transicdo Si1—So, estudada em nivel TPSSh/CPCM(agua)/def2-TZVP, estdo mostrados na
Tabela 2.
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Tabela 2. Resultados em nivel TPSSh/def2-TZVP para a fluorescéncia (S1 — So) do 4,5-
dibromorodamina metil éster (TH9402), em solucdo aquosa

TPSSh(CPCM)/Def2-TZVP Experimental?
AEsos1 (€V) 2,332 -
Aem. (NM) 635,2 531,1
fosc. (a.U1) 0,084092 -
H2(S1—So) (a.u) 1,75846 -
ke (s1) 4,18 x 107 21 x 107

(5,40 x 107)°

TF (NS) 23,9 1,6

aValor experimental obtido do trabalho de Pal e colaboradores (PAL et al., 1996). "Calculado utilizando-se o
formalismo da integral de caminho.

Observa-se na Tabela 2, que o valor de kg calculado foi 4,18x107 s, empregando-se a
regra de Fermi em combinagé@o com a teoria de Marcus (Equacao 49, secdo 3, p.33). O valor de
constante de fluorescéncia calculado utilizando-se a integral de caminho foi de 5,40 x 107 s,
valor bastante proximo ao obtido pela primeira abordagem mencionada.

O tempo de vida de fluorescéncia (t5) pdde ser calculado como o inverso da ke.. Sendo
assim, o valor obtido para t foi igual a 23,9 ns. Desejando-se, porém, comparar o tempo de
vida de fluorescéncia tedrico com o experimental, foi necesséario considerar processos nao
radiativos (nr) e de convers@es internas (ic) no célculo da tr, j& que tais processos séo
concorrentes ao de fluorescéncia em um contexto real. A constante experimental referente aos
processos n&o radiativos é 40,2 x 107 s (PAL et al., 1996). O tempo de vida de fluorescéncia

foi calculado como sendo,

_ 1
" kp+knr

TF (Equagédo 50)

o valor calculado para tf foi de 2,2 ns, para ambas as abordagens. Esse valor apresentou boa
concordancia com o valor experimental, de 1,6 ns.

Nesse contexto, as duas abordagens descritas permitiram a obtencdo das propriedades
fotofisicas do fotossensibilizador. Nos calculos das constantes de fluorescéncia, ambas
resultaram em valores bastante proximos. Por outro lado, o método empregando a integral de

caminho apresentou melhor desempenho, no calculo das constantes de cruzamento entre
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sistemas, do que a regra de ouro de Fermi combinada com a teoria de Marcus. Uma possivel
justificativa para isso, € 0 emprego da aproximagdo de quatro pontos, menos precisa, na

obtencdo da energia de reorganizacao, Equacao 45, empregada nesta segunda abordagem.

4.3  Termodinamica das reagdes do fotossensibilizador no estado tripleto

Como explicado na se¢do 2.3 do presente trabalho, uma vez estando no estado excitado
tripleto, o fotossensibilizador pode reagir, pelos mecanismos do Tipo I e Il, com o oxigénio
molecular e demais moléculas do meio.

Nesse contexto, decidiu-se estudar reagdes entre 0 TH9402, no estado tripleto, com
diferentes compostos, para avaliar quais delas seriam termodinamicamente favoraveis de
acontecer. Para isso, calcularam-se os valores de energia livre das reacGes, levando-se em
consideracdo a solvatacdo das espécies pelo modelo continuo CPCM, utilizando-se o conceito
de ciclo termodinamico (Figura 11).

Figura 11. Esquema do ciclo termodinamico

AGgés -
Reagentes (gas) N Produtos (gas)
AGreagemes(solv.) A(}produtos(solv,]
AGsolu(;éo
Reagentes (CPCM) > Produtos (CPCM)

Fonte: Prépria autora

Desse modo, o valor de energia livre em solugdo (AGsepcs0) das reagdes foi calculado

utilizando-se a Equacao 51,

AGgopycao = AGgss + AAGgopy, (Equagdo 51)
onde AGygss é a variacdo da energia livre da reagdo em fase gasosa obtida para as geometrias
otimizadas dos compostos em nivel B3LYP/def2-TZVP, por meio do célculo de frequéncia
harmonica, aplicando-se a aproximacao oscilador harménico-rotor rigido. Ja o termo AAG,,
representa a variacao da energia livre de solvatacao entre os produtos e reagentes. Esses valores

foram obtidos de calculos de energia no ponto em fase aquosa, nas geometrias otimizadas
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advindas dos calculos em fase gasosa. O valor de variacdo de energia livre em solucéo
(AGsorucao), POrtanto, pode ser calculado a partir da energia livre do sistema em fase gasosa
(AGgas) somada a parcela de energia livre envolvida na solvatagdo (AAGg,,.).

Os célculos foram feitos em solugcdo aquosa utilizando-se o modelo continuo SMD
(solvation model density). O SMD é considerado universal, pois pode ser aplicado para solutos
neutros ou carregados e em qualquer solvente ou meio liquido para 0s quais se conheca
descritores como: constante dielétrica, indice de refracéo, acidez e basicidade, por exemplo. Os
calculos de energia no ponto, em solucéo aquosa, empregaram o funcional M06-2X.

Estudaram-se reacdes de transferéncia de carga e transferéncia de energia entre o
fotossensibilizador no primeiro estado excitado tripleto (3PS*) e os demais compostos. Como
moléculas alvos, utilizaram-se o oxigénio molecular (30,), 6xido nitrico ((NO*), guanina (GUA)
e guanosina monofosfato (GMP). Nesse contexto, vale a pena ser dito que se utilizou a estrutura
negativa e duplamente carregada (GMP?%), visto que, em pH bioldgico, o grupo fosfato do
composto encontra-se completamente desprotonado (GARCIA et al., 2015). Apesar disso,
realizaram-se célculos considerando, também, a estrutura monoprotonada da guanosina
monofosfato (HGMP") de modo a simular a carga formal, monovalente negativa, do grupo
fosfato na estrutura de dupla fita do DNA.

Um total de treze reacGes foram avaliadas. As primeiras sete reacdes, descritas na
Tabela 3, envolvem a transferéncia de elétron. O fotossensibilizador no estado excitado tripleto
doa elétron para as moléculas alvo, formando a espécie (°PS*?*) . As reacdes 8 e 9 também s&o
reagOes de transferéncia de elétron, porém que ocorrem das espécies de GMP para o °PS*,
resultando na formagao da espécie dupleto 2PS°. As quatro Gltimas reacges, descritas na Tabela
3, sdo de transferéncia de energia do tipo tripleto-tripleto, nas quais o fotossensibilizador é
desativado e retorna para o estado fundamental *PS*(So).

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 3, viu-se que apenas as reagoes 8,
9, 10 e 12 foram termodinamicamente favoraveis, visto que os valores negativos de energia
livre podem ser interpretados como processos espontaneos. Pela avaliacdo da termodinamica,
a ocorréncia das demais reacdes mostrou-se desfavoravel. Uma justificativa para isso é o fato

da espécie dupleto do fotossensibilizador (?PS*?*) ser bastante instavel em agua.
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Tabela 3. Resultados da termoquimica das reacGes envolvendo o primeiro estado excitado
tripleto do 4,5-dibromorodamina metil éster (TH9402) em solugdo aquosa

Reagdo AGsol (kcal.mol™)?

1 PS* +°0, > ?PS**" + 205" 52,0
2 PS* +*NO" — *PS™* + *NO" 20,8
3 *PS"+2NO" — ?PS™?" + 'NO" 95,6
4 PS* + GUA — PS™" + "GUA™ 65,2
5 PS* +GMP?* — PS*% + ‘GMP* 70,5
6 3PS* +'PS*(S,) — °PS** + °PS® 13,9
*PS* + HGMP™ — *PS"* + ?HGMP™* 66,5

*PS* + GMP> — °GMP~ + ?PS° -129,1

9 *PS* + HGMP~ — ?HGMP"* + °PS° -111
10 ’PS*+°0, > 'PS*(S,) +'0, -2,0
11 *PS* +GUA - 'PS*(S,) + ‘GUA 34,5
12 ’PS* +GMP? — 'PS*(S,) + ‘GMP* -24,0
13 *PS* + HGMP™ — *HGMP™ +'PS*(S,) 36,1

2 AGsol € a energia livre da reacdo em solugdo obtida em nivel M06-2X-D3/Def2-TZVP/SMD(agua)//B3LYP/Def2-
TZVP. Todas as espécies de camada aberta foram tratadas com o formalismo ndo restrito de Kohn-Sham.

As reacdes 8 e 9 representam a transferéncia de carga do nucleotideo Guanosina 5’
monofosfato, totalmente desprotonado (GMP?) e monoprotonado (HGMP"), respectivamente,
para o fotossensibilizador no estado tripleto (3PS*). Ambas as reagdes apresentaram valores de
energia livre negativos, sendo o da reacdo 8, AGso =-129,1 kcal/mol e o da reacdo 9, AGso= -
11,1 kcal/mol. Tais resultados indicam, que o processo foto-oxidagcdo do DNA, promovido pela
reacao com o fotossensibilizador, pode ser uma possivel forma de atuacdo do TH9402 na terapia
fotodindmica, pelo mecanismo do Tipo I.

As reacdes 10 e 12 representaram processos de transferéncia de energia que ocorrem
pelo mecanismo Tipo II. Para a reacdo 10, que forma oxigénio singleto (*O,) a energia livre
encontrada foi -2,0 kcal/mol. A reacdo 12, apresentou energia livre ainda mais negativa (-24,0
kcal/mol), indicando que a reagdo de transferéncia de energia para a GMP? ¢ ainda mais
favoravel. Entretanto a transferéncia de energia do 3PS* para a espécie HGMP™ ndo foi
termodinamicamente favoravel, sugerindo que esse processo ndo ocorre, quando se considera
a dupla fita do DNA.
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O estudo termodindmico realizado, analisando-se os valores de energia livre, permitiu
inferir a respeito da espontaneidade das reagdes apresentadas. Entretanto, ndo contemplou a
analise da cinética de tais reacfes. As reacbes podem, portanto, ocorrer, ou nao, de maneira
favoravel cineticamente.

Os resultados mostraram, portanto, que o fotossensibilizador pode participar de reagdes
de formacdo de oxigénio singleto, por processo de transferéncia de energia do tipo tripleto-
tripleto, bem como pode ser envolvido em processo foto-oxidativo do DNA, durante a terapia
fotodinadmica.

Mostrou-se interessante a investigacéo dos efeitos que interacdo entre o0 TH9402 e o
DNA pode ter na espectroscopia do PS. Os resultados encontram-se na proxima secao.

4.4  Resultados do docking molecular

N&o houve a intencdo de se classificar o fotossensibilizador quanto as formas de
interagdo com o DNA (groove binder, intercalador ou mixed, no qual o ligante é parcialmente
intercalado no DNA e as demais partes da estrutura interagem como groove binders), para isso
precisariam ser realizados estudos adicionais, que fogem do escopo do presente trabalho. Como
ndo ha na literatura estudos definindo a interagdo do TH9402 com o DNA, escolheu-se estudar
os efeitos locais no modo de interagdo intercalado, baseando-se nas caracteristicas do
fotossensibilizador.

Compostos intercaladores sdo bem descritos na literatura. Uma de suas principais
caracteristicas estruturais € a presenca de heterociclo, em grupos ciclicos condensados planares.
Tais grupos se intercalam entre os pares de bases do DNA e se mantém estaveis por interacdes
do tipo m-m stacking (ALEKSIC; KAPETANOVIC, 2014). Compostos com grupos triciclicos
catidnicos planares sdo potenciais ligantes intercaladores (WAINWRIGHT, 2015). Exemplos
bastante conhecidos desses compostos sdo a Acridina (RUPAR et al., 2018) e seus derivados,
como a Amsacrine (FERGUSON; DENNY, 2007), que apresentam estrutura plana rigida
composta por poli ciclos aroméaticos condensados. 1sso serviu como argumento inicial para a
escolha do modo de interacdo a ser utilizado no presente trabalho.

Estudos realizados por McKnight e colaboradores (MCKNIGHT et al., 2008)
mostraram que fotossensibilizadores xantenos com heterodtomo calcogénio, podem interagir
com 0 DNA como intercaladores, como mixed e como groove binder. O trabalho de Masum e
colaboradores (MASUM et al., 2014), apontou que a Rhodamine 123 interage com o DNA
como groove binder, entretanto apresentaram resultados termodinamicos compativeis com 0s

de compostos intercaladores. Por ndo haver estudo sobre os modos de interagdo do TH9402
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com o DNA descritos na literatura e por haver trabalhos envolvendo compostos de estruturas
similares que atuam como intercaladores, € razoavel supor que o TH9402 possa se intercalar,
mesmo que parcialmente, ao DNA. Sendo assim, assumiu-se o fotossensibilizador como
ligante intercalador para a realizacdo do docking.

O docking realizado retornou estruturas possiveis para o complexo TH9402@DNA, as
chamadas poses. Os resultados mostraram trés configuragdes possiveis para o complexo. Foram
geradas 100 poses durante o calculo, sendo que em 45 delas o fotossensibilizador se intercala
perpendicularmente as bases do DNA, pela porcdo xanteno de sua estrutura; em 39 das poses,
a intercalacéo é feita pelo anel metil benzoato e em 16 delas a intercalag&o ocorre paralelamente,
pela por¢do xanteno da estrutura.

Mesmo sem nenhuma restricdo a busca por todos os modos de interacdo, inclusive no
groove do DNA, o célculo de docking retornou apenas estruturas intercaladas do TH9402 entre
os pares de base d(GpC)-d(CpG) da macromolécula. Isso era esperado, visto que 0 espaco
deixado pelo ligante, excluido do arquivo PDB, favorece a intercalacdo do fotossensibilizador.

O objetivo inicial, nessa etapa do trabalho, foi estudar os efeitos espectroscopicos
ocasionados pela intercalacdo do TH9402 no DNA. Entretanto, no decorrer do trabalho, foi
decidido realizar um teste preliminar, também, com uma estrutura do complexo
TH9402@DNA, na qual o PS se apresentasse como groove binder, utilizando-se a mesma
estrutura da macromolécula.

Como visto, o docking molecular resultou em conformac6es intercaladas. Sendo assim,
para a realizacdo do teste preliminar mencionado, alocou-se manualmente, considerando-se a
posicdo de interacdo descrita por Masum e colaboradores, a molécula do TH9402 como groove
binder na estrutura do octanucleotideo d(AGACGTCT).. Os modos de interagdo obtidos a partir
do docking molecular e também a configuracdo do TH9402 como groove binder, estdo

mostrados na Figura 12.
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Figura 12. Modos de interacdo do fotossensibilizador e a estrutura do octanucleotideo
d(AGACGTCT)>.

As estruturas mostradas de (A)-(C) foram obtidas a partir de calculos de docking molecular.(A) intercalacdo do
grupo xanteno do PS, perpendicularmente as bases do DNA. (B) intercalagdo do anel metil benzoato do PS,
paralelamente as bases do DNA. (C) intercalacdo do grupo xanteno do PS, paralelamente as bases do DNA. (D)
Estrutura com o TH9402 alocado como groove binder.
Fonte: Propria autora. Imagem gerada utilizando-se os programas Gold 5.8.1 e ChemCraft.

Dentre cada um dos trés tipos de configuracéo obtidos com o docking, escolheram-se as
estruturas mais estaveis, de acordo com o ranqueamento realizado pela fungéo de scoring, para
a realizacdo dos célculos de otimizacdo. A estrutura com groove binder também foi otimizada

em nivel DFT.
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A fim de se diminuir o custo computacional da otimizacdo da geometria, os calculos
foram feitos utilizando-se uma estrutura reduzida, com quatro pares de bases do DNA, d(ApT)-
d(CpG)-d(GpC)-d(TpA). Atomos de hidrogénio foram adicionados para completar as valéncias
das ligacdes, que foram rompidas durante o corte das estruturas dos complexos. A Figura 13
mostra 0 esquema para a obtencdo da estrutura, a ser utilizada no célculo de otimizacdo de

geometria.

Figura 13. A esquerda, apresenta-se a estrutura advinda do docking, com os oito pares de base
d(AGACGTCT).. A direita, tem-se a estrutura reduzida do complexo TH9402-DNA, com 0s
quatro pares de base d(ApT)-d(CpG)-d(GpC)-d(TpA), otimizada em nivel PBE/SV(P).

Fonte: Propria autora. Imagem gerada utilizando-se os programas Gold 5.8.1 e ChemCraft.

Ainda no preparo das estruturas para os calculos de otimizacdo de geometria, apés o
corte, foram adicionados 4tomos de litio, com a func&o de contra ions, para neutralizar cada um
dos seis grupos fosfatos.

Calculos de otimizacao envolvendo DNA e complexos ligante@DNA nao sdo triviais,
visto que o sistema apresenta um grande nimero de atomos, uma cadeia de grupos fosfatos
negativamente carregados, alem da necessidade de se considerar 0 meio aquoso no qual o
sistema est envolto. Nesse contexto, calculos empregando a DFT ou WFT, do inglés (Wave
Function Theory), sdo utilizados na otimizacdo da estrutura do B-DNA (RILEY et al.,
2010)(HOHENSTEIN; SHERRILL, 2012). Para isso, necessitam ser incluidas, de alguma

maneira nos calculos, interacdes de dispersdo e € preciso se fazer a eletroneutralizagdo do
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sistema, usando metais alcalinos como contra ions, de modo a estabilizar a dupla hélice
(ZACCARIA; PARAGI; FONSECA GUERRA, 2016)(BARONE; FONSECA GUERRA,;
BICKELHAUPT, 2013)(RILEY; HOBZA, 2011). O trabalho de Churchill e Wetmore mostrou
que a inclusdo de contra ions, para neutralizar cada um dos grupos fosfatos do DNA, é mais
importante do que a inclusdo explicita de moléculas de &gua ao sistema (CHURCHILL;
WETMORE, 2011).

Apds a otimizacao dos complexos de TH9402@DNA, observou-se para todos 0s casos,
a aproximacao dos ions de litio a cadeia de fosfatos, como era esperado. Além disso, as
estruturas do PS intercalado nas trés configuragdes, perpendicularmente pelo xanteno (1),
paralelamente pelo xanteno (I1) e paralelamente pelo anel metil benzoato (l11), bem como a
estrutura na qual o PS encontra-se como groove binder (IV), foram comparadas com a estrutura
do TH9402 isolado (V). Analisaram-se os angulos diedros (w), entre os planos dos anéis do PS,

os resultados foram apresentados na Figura 14.

Figura 14. Estruturas do TH9402, nas geometrias otimizadas, nas diferentes configuracdes do
complexo (I, I, 11, IV)? e isolada (V)°
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Calculado em nivel PBE/SV(P) em solucéo aquosa. ®Calculado em nivel B3LYP/def2-tzvp em fase gasosa. O
angulo entre o grupo xanteno e o anel metil benzoato , o, esta em graus.
Fonte: Propria autora. Imagem gerada utilizando-se o programa ChemCraft.

Em termos gerais, observou-se que a interagdo com o DNA distorceu a planaridade do
grupo xanteno para todas as configuracdes. Na configuracdo I, além da alteracdo de
planaridade, observa-se a maior modificacdo da orientacdo relativa entre os anéis do PS. Tal
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configuragdo apresentou uma varia¢do do angulo diedro de -37,5° em relacéo a estrutura do
composto isolado, a maior entre todas.

O espectro de absorcdo do complexo TH9402@DNA, para as trés configuracoes, foi
calculado com a estrutura do PS e os dois pares de bases, d(CpG)-d(GpC), envolvidos na
intercalagdo. Antes do espectro ser calculado, entéo, foi feito um corte na estrutura proveniente
do célculo de otimizacéo e as ligagdes rompidas foram substituidas por ligagdes com o 4&tomo
de hidrogénio. A Figura 15 mostra o esquema para a obtencdo da estrutura, a ser utilizada no

calculo do espectro de absorcéo.

Figura 15. A esquerda, estrutura do complexo TH9402@DNA otimizada em nivel PBE/SV(P).
A direita, a estrutura reduzida com dois pares de base d(CpG)-d(GpC), a ser empregada no
calculo do espectro de absorcéo

Fonte: Préprio autor. Imagem gerada utilizando-se o programa ChemCraft.

Foram calculados os espectros dos complexos, nas trés configurac6es de intercalacéo e
na conformacdo com o PS como groove binder. Os resultados referentes a transicdo de maior

intensidade de cada um deles est&o expressos na Figura 16.
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Cont. Figura 16. Principais transicdes dos espectros de absorcao dos complexos TH9402@DNA nas diferentes configuracoes 2.
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Os resultados mostraram que o PS isolado apresenta comprimento de onda de absorgao
méaxima em 442,6 nm. Com a ocorréncia da intercalacéo perpendicular do composto, pelo grupo
xanteno, observou-se um deslocamento batocrémico, de 87,2 nm, do comprimento de onda de
absorcdo méaxima, que passou a ser 529,8 nm. Ainda para essa configuracdo, observou-se uma
reducédo de 60% na intensidade da banda absorcéo.

A intercalacdo pelo anel metil benzoato resultou em um deslocamento batocromico de
37,5 nm e em uma reducéo de 38% na intensidade da absorcao. Os dados da Figura 15 mostram,
também, que a intercalacdo paralela, pelo grupo xanteno, resultou em um deslocamento
batocrémico de 91,9 nm, do comprimento de onda de absor¢do maxima, que ocorreu em 534,5
nm. Bem como houve uma reducédo de 72% na intensidade da absorgé&o.

Por fim, observou-se que o espectro do complexo, no qual o0 TH9402 atua como groove
binder, apresenta banda de absorcdo maxima em 494,8 nm, houve, entdo, um deslocamento
batocrémico de 52,2 nm. Além disso, observou-se uma reducdo de 56% na intensidade da
banda, quando comparada com a do PS isolado.

O TH9402 intercalado perpendicularmente as bases do DNA pelo grupo xanteno, foi a
conformacao sugerida pelo docking com a maior recorréncia. O espectro do complexo nessa
configuracdo, mostrado na Figura 16, apresentou uma absor¢cdo no comprimento de onda
1038,5 nm, referente a transi¢do para o estado S;, com forca do oscilador de 0.0144. Analisando-
se 0s orbitais envolvidos nessa transi¢do, observou-se uma possivel transferéncia de carga do
DNA para o PS.

Sabe-se, porém, que devido a deslocalizacdo eletronica, processos de transferéncia de
carga, ndo verdadeiros, podem aparecer. Desse modo, para avaliar o resultado obtido repetiu-
se o calculo do espectro do complexo TH9402@DNA, utilizando-se o potencial hibrido CAM-
B3LYP. Esse funcional, apresenta correcdo de longo alcance e é do tipo range separated, o que
significa dizer que a contribuicdo HF no termo de troca varia com a distancia (NELSON et al.,

2020). Neste contexto, a transferéncia de carga ndo foi mais observada.

5 CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho realizado teve como objetivo estudar a fotofisica do TH9402, a
termodinamica das reacdes envolvendo o estado excitado tripleto do composto, bem como os
efeitos espectroscdopicos ocasionados pela interacdo do PS com a molécula de DNA, utilizando-
se calculos computacionais. Nesse contexto, foram realizados célculos, baseados na DFT e
TDDFT, de otimizacdo das espécies no estado fundamental e nos estados excitados,

respectivamente.
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Analisando-se 0s espectros de absorgdo, os resultados obtidos com o estudo
comparativo mostraram que os funcionais com correcdo de dispersdo, WB97X-D e CAM-
B3LYP, apresentaram a pior concordancia com os resultados experimentais. J& o funcional
hibrido meta-GGA, TPSSh, foi o que melhor descreveu o comprimento de onda de absor¢éo
maxima obtido experimentalmente. Testes adicionais permitiram observar que o emprego de
métodos com excitacdo dupla, como o CIS(D) e STEOM-DLPNO-CCSD, resultou em uma
maior concordancia com os dados experimentais. Sendo assim, verificou-se que excitacfes
duplas séo importantes para se descrever o espectro eletronico do sistema estudado. Porém tais
métodos apresentam um custo computacional elevado, o que tornou seu uso proibitivo para
grandes sistemas. Dentre os funcionais de troca-correlagdo empregados, o TPSSh apresentou
menor desvio (~0,3 eV) em relacdo a energia de excitacdo n—n* experimental.

A andlise do espectro de absorcdo do estado fundamental do TH9402 em nivel
TPSSh/def2-TZVP, mostrou que a transigdo So—S; foi a de maior intensidade, ocorrendo em
442,4 nm. A andlise dos orbitais moleculares envolvidos em tal transi¢do a caracterizou como
sendo do tipo t—7*, envolvendo a porg¢ao xanteno da estrutura do PS.

As propriedades fotofisicas foram calculadas aplicando-se duas abordagens. A primeira,
utilizando a combinacdo da regra de ouro de Fermi com a teoria de Marcus. A segunda,
empregando o formalismo de integral de caminho. A constante de fluorescéncia, calculada pela
primeira abordagem, foi 4,18 x 10" s™X. O emprego do segundo método, retornou um valor de
constante igual a 5,40 x 107 s%. Os resultados mostraram, portanto, que ambas as metodologias
possibilitaram o célculo da constante de fluorescéncia e resultaram em valores bastante
semelhantes.

Foram calculadas as constantes de cruzamento entre sistemas, envolvendo o estado S:
e o0s dois estados tripletos de energia inferior, T2 e T1. O emprego da regra de ouro de Fermi
combinada com a teoria de Marcus, resultou em uma constante de cruzamento total igual a
27,5x107sL. Por outro lado, o emprego do formalismo de integral de caminho, resultou em um
valor, para essa constante, igual a 10,1x107 s, mais proximo ao experimental (16 x 107 s™).
Calcularam-se também, as constantes de cruzamento totais, envolvendo o segundo estado
singleto e os estados tripleto de energia inferior, T3, T> e Ti Nesse contexto, a primeira
abordagem retornou um valor de 1,04x10°s?, enquanto a segunda abordagem resultou em um
valor de 0,89x10°s™ para a constante de cruzamento.

A partir dos resultados foi possivel inferir que o principal caminho de desexcitacdo
envolve a transicdo S1 — T Entretanto uma vez que o estado S> seja populado, o cruzamento

entre 0 estado S» e T3 é favoravel. Observou-se tambeém, que, como esperado, 0 uso do
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formalismo de integral de caminho, resultou em valores de constante de cruzamento entre
sistemas mais proximos ao experimental. Ainda assim, a abordagem da regra de ouro de Fermi
combinada a teoria de Marcus para transferéncia de elétrons, apresentou resultados bastante
razoaveis, quando comparados aos valores experimentais.

O estudo da termodinadmica das reacdes, de transferéncia de energia e de carga, entre
primeiro estado tripleto excitado do fotossensibilizador e as moléculas alvo, pode ser realizado.
Os calculos de otimizacdo de geometria em fase gasosa, em nivel B3LYP/def2-TZVP,
juntamente com calculos de energia no ponto, em nivel M06-2X/def2-TZVP/SMD(agua),
permitiram determinar quais reacOes eram termodinamicamente favoraveis de acontecer,
analisando-se os valores de energia livre calculados para cada uma delas.

Nesse contexto, verificou-se que a reacdo de transferéncia de energia do PS, no estado
excitado tripleto, para o oxigénio molecular foi favoravel termodinamicamente (apresentou
energia livre negativa) promovendo, dessa forma, a geracdo de oxigénio singleto. Além disso,
verificaram-se que as transferéncias de carga, das espécies de GMP, GMP? ¢ HGMP-, para 0
PS no estado tripleto, também foram termodinamicamente favoraveis. Dessa forma, entendeu-
se, a partir da analise restrita dos valores de energia livre das reacdes, que o TH9402 pode
participar de reacOes de transferéncia de energia e de carga, pelos mecanismos do tipo | e tipo
I1, ao ser aplicado em terapia fotodinamica.

Os efeitos da interacdo do TH9402 com o DNA, na espectroscopia do PS foram
estudados. Foi possivel obter as configuracdes de interacdo entre 0 TH9402 e o octanucleotideo
d(AGACGTCT)., por meio de célculos de docking molecular. Observou-se que 0 composto se
intercalou entre as bases d(GpC)-d(CpG) da macromolécula de trés maneiras distintas, sendo
elas: paralelamente pelo grupo xanteno e pelo anel metil benzoato, e, de maneira majoritéria,
perpendicularmente pelo grupo xanteno.

Os espectros de absor¢do dos complexos TH9402@DNA mostraram que a intercalacéo,
para todas as configuragdes, promove um deslocamento batocromico no comprimento de onda
de absor¢do méaxima, em relacdo ao do PS isolado. Esse deslocamento variou de 37,5a 91,9 nm
entre as configuracdes. Além disso, a interacdo entre o PS e as bases do DNA resultou em um
decréscimo na intensidade da absorcéo, chegando a uma redugéo de 72% em um dos casos.

A alocacdo do fotossensibilizador como groove binder, promoveu um deslocamento
batocrémico de 52,2 nm no comprimento de onda de absor¢cdo maxima e uma diminuicao de
56% na intensidade da absorcéo.

A principio, portanto, o deslocamento batocrdmico e a diminui¢do da intensidade da

banda referente a transicdo principal no espectro indicam a interacdo do PS com o DNA.
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Entretanto tais observacdes ndo podem ser utilizadas para especificar qual o tipo de interacéo
ocorrida.

Com isso, foi possivel estudar as propriedades fotofisicas do TH9402, a termodinamica
de reacGes envolvendo o primeiro estado excitado tripleto do composto, bem como avaliar 0s
efeitos espectroscopicos da interacdo do PS com o DNA, empregando-se calculos
computacionais. Pode-se afirmar, entdo, que os objetivos desse trabalho foram alcangcados com

sucesso, por meio de métodos reprodutiveis em demais laboratorios.

6 PERSPECTIVAS

Espera-se propor novos compostos, candidatos & fotossensibilizadores, realizando-se
modificagdes estruturais em PS existentes, com o objetivo de melhorar a biodisponibilidade das
substancias no organismo; obter moléculas, que tenham absor¢do maxima em comprimentos de
onda maiores, que possam ser empregadas em tratamentos de 6rgaos mais profundos.

O presente trabalho possibilitou aprender a teoria, relacionada as transicGes eletronicas
envolvendo estados excitados, e 0s procedimentos para a realizacdo das diversas etapas dos
calculos computacionais destinados a obtencdo das propriedades fotofisicas. Além disso,
proporcionou 0 aprimoramento do conhecimento sobre docking molecular, suas
especificidades, vantagens e limita¢cdes. Todo o aprendizado adquirido sera empregado nos
futuros trabalhos, de desenvolvimento de compostos inéditos, candidatos a

fotossensibilizadores.
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photodynamic therapy of cancer and the understanding of the molecular
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mechansm involved in the photoplysics of these compounds, and their b | TYPEL

reactions in the excited state are, therefore, of great interest for the | e

development of this technique. In this article, the photophysics of the P+ 0, - PR
cationic PS 4, 5-dibromorodamine methyl ester (TI—[';HUZF. its electron- TrveEn

and energy-transfer reactions in the excited trplet state, with molecular \\__

oxygen, nitric oxide, guanogine-3'-monophosphate (GMP), and

guanine, and the interaction with DNA were evaluated. Time-dependent

density functional theory calculations at the TPSSh/Def2-TZVP// % % % E

B3LYP/Def2-TZVP level of theory in water solution reveals that the PS

has a bright §; state 233 ¢V above the ground state that produces a

Aucrescent rate constant of 5.40 ¥ 107 57, caleulated using Fermi's golden rule within a path integral formalizm. Onee excited to the
bright state, the main intersystem crossing (15C) channel involves the coupling with the T, state just below 5, (5, = T, — T,) with
an overall ISC rate constant of 10.1 % 107 57", in good agreement with the experimental data. Excited-state reaction thermodynamics,
computed at the MO&6-2X/Del-TZVP//BILYP/Del2-TEVT level of theory in water, showed that from all the excited-state
electron-transfer reactions studied, only the transfer from GMP to the P5 iz thermodynamically favorable, independent of the
protomation state of guanosine, which indicates a possible DNA phote-oxidation mechansm for the PS5, Triplet—triplet energy-
transfer reactions from TH9401 to molecular oxygen, producing reactive singlet oxygen, and to the deprotonated guanosine,
producing TGMPT, are also thermodynamically favorable, with Az = —2.0 and —24.0 keal//mol, respectively. However, the energy
transfir to the monoprotonated guanosine is not Bvorable, (AG = 36.1), suggesting that in the DNA double-strand environment,
thic energy-transfer process may not be observed. The results show that the PS can act through electron transfer and taplet—triplet
energy-transher reactions invelved in mechanism types | and Il in photodynamic therapy. Interactions of THMO2 with the
d{AGACGTCT), octanucleotide revealed that the PS can intercalate between the d{GpC)-d(CpG) base pairs in three different
orientations and, upon intercalation, the r — x* transition of the PS shows a bathochromic shift up to 90 nm and up to 80%
decrease in intensity. Interactions through groove binding showed a smaller bathechromic shift of 523 am and a 56% decrease in
intensity of the main transition band.



