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Resumo

As alteragOes nas vias metabolicas sdo um importante indicador de alteragdes no es-
tado fisiolégico, patologico e de diferenciacdo da célula ou tecido. Para além disso, a
imagiologia de fluorescéncia das coenzimas NADH e FAD, quer se tratem de medidas
de intensidade ou de tempo de vida, é uma ferramenta extremamente ttil para sondar o
metabolismo celular e tem sido testada clinicamente na determinacdo de tecidos suspei-
tos durante operagdes cirtirgicas e na deteccdo precoce de doengas como o cancro. Usa-se
a Teoria dos Funcionais da Densidade Dependente do Tempo para construir um método
que, apenas recorrendo a informacgdo contida nos espectros de absorc¢do, permita verificar
se se pode concluir acerca das concentragdes relativas da fraccdo ligada e nao ligada das
coenzimas, um importante indicador bioquimico, a partir da andlise dos seus tempos de

vida de fluorescéncia.
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Abstract

Change in metabolic pathways is an important signal of modifications in the physiolog-
ical, pathological and differentiation state of the cell or tissue. Furthermore, fluorescence
imaging of coenzymes NADH and FAD, whether by intensity or lifetime measurements,
is a notable tool to probe cell metabolism and is being clinically tested for pre-operative
tissue diagnostics and early cancer detection. Here, a Time Dependent Density Functional
Theory method, solely based on absorption spectra, is proposed to verify the hypothe-
sis that the coenzymes’ fluorescence lifetimes suffice to extract information regarding the

relative concentrations of their free and bound forms.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Definicao do problema

A monitoriza¢do dos processos metabodlicos em células e tecidos vivos é, necessaria-
mente, um pré-requisito para a compreensdo detalhada da sua fisiologia e das modifica-
¢Oes que sofrem em caso de doencga. De facto, tanto processos fisiolégicos que correspon-
dem ao normal funcionamento do organismo, de que sdo exemplo o envelhecimento, a
gravidez ou a diferenciacdo celular, como a maioria das patologias, incluindo inflamagdes,
isquemia, doengas cardiovasculares e cancro sdo caracterizados por importantes alteracdes

metabdlicas [1-9]].

Entre as biomoléculas com propriedades intrinsecas de fluorescéncia encontram-se a
espécie reduzida do dinucle6tido de adenina nicotinamida (NADH), a espécie oxidada do
dinucleétido de adenina flavina (FAD), proteinas estruturais como o colagénio, a elastina
e as suas ligagdes cruzadas (cross-linking), os aminoacidos com cadeias laterais aromati-
cas (tirosina, triptofano e fenilalanina) e as porfirinas [10]. Dos fluoréforos referidos, as
moléculas NADH e FAD, por se tratarem das coenzimas mais relevantes no metabolismo
celular, tornaram-se convenientes marcadores fluorescentes, in vivo e ndo-invasivos, do es-
tado metabdlico dos tecidos desde as experiéncias de Chance e seus colegas em 1962 [11].
Na verdade, desde o inicio do século que se tem vindo a testar o uso da fluorescéncia das
moléculas mencionadas como uma das ferramentas de diagnoéstico precoce dos cancros do

c6lon, do colo do ttero, do eséfago, dos pulmdes, da bexiga e da mama [12].

Dada a complexidade que o corpo humano e, em particular, as suas células encerram,
é natural que se pondere acerca da influéncia de uma grande variedade de factores nas
propriedades de absorcao e fluorescéncia habitualmente medidas experimentalmente: ca-
racteristicas espectrais, intensidade e, no caso da fluorescéncia, tempo de vida. De facto,
nos ultimos anos o leque coberto é vastissimo: pH, temperatura, polaridade do solvente,

campos eléctricos externos, estados de oxidagdo, protonagao e ligacdo das coenzimas aos
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respectivos complexos enzimadticos, condi¢des de stress oxidativo e de hipoxia, entre ou-
tros [10, [13-17]. Apesar da variedade salientada, os estudos publicados tém em comum
uma base fundamentalmente empirica que, além dos custos monetarios que habitualmente
acarreta, peca pelo facto de ndo conseguir isolar e controlar facilmente todas as varidveis
das quais depende a informagdo obtida. Deste modo, uma anélise alicercada em mode-
los teéricos dos fendmenos fisicos e quimicos envolvidos poderd colmatar algumas das

lacunas encontradas.

O presente trabalho pretende assim propor uma estratégia alternativa e complemen-
tar as técnicas experimentais que passa por simular computacionalmente as coenzimas,
o seu comportamento face a absor¢ao de radiagdo electromagnética e posterior relaxagéo.
Obtém-se os espectros de absor¢do das moléculas NADH e FAD livres e, a partir destes, os
tempos de vida de fluorescéncia [18]. Discute-se entdo de que forma os resultados obtidos
estabelecem uma base para estudos futuros em que se incluam efeitos de solvente ou as
ligacdes as respectivas enzimas. Este serd um passo importante na validagdo da tese de
que se pode utilizar a informagdo dos tempos de vida como indicador metabdlico: actual-
mente considera-se que as coenzimas apresentam decaimentos bi-exponenciais com uma

das componentes associada a fracgdo livre e outra a fracgdo ligada [10,19].

1.2 Sinopse

Dado que o historial académico do autor visa, fundamentalmente, duas componentes,
a fisica e a matematica, considerou-se importante incluir uma sec¢gdo unicamente destinada
a clarificagdo de alguns conceitos importantes de biologia que permitirdo uma melhor per-
cepcdo das implica¢des que a investiga¢do nesta drea tem na medicina. Por conseguinte, a
secgdo [1.3|resume os principais mecanismos metabélicos que motivam o trabalho a desen-
volver.

Ja o capitulo 2| foca-se no problema de tentar encontrar solu¢des aproximadas para
equagdo de Schrodinger para um sistema de muitos electrdes. Explica-se brevemente o
método de Hartree-Fock (HF), para depois abordar a principal ferramenta que permitiu
levar a cabo a simulagdo computacional. Trata-se da Teoria dos Funcionais da Densidade
(DFT), uma reformulagdo da Mecanica Quantica introduzida nos anos 60 por Hohenberg,
Kohn e Sham [20, 21], em que é a densidade electrénica e ndo a fungdo de onda de muitos
electrdes que toma o papel principal. Em particular, como a natureza do problema exige
o conhecimento da evolugdo temporal do sistema, usar-se-4 uma extensdo da teoria acima
para sistemas arbitrarios dependentes do tempo, a Teoria dos Funcionais da Densidade
Dependente do Tempo (TDDFT) desenvolvida por Runge e Gross em 1984 [22] e que ja

tem vindo a ser usada com sucesso no célculo do espectro de absorc¢do de varias moléculas
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[23+26]]. Introduzem-se ainda outros conceitos importantes como o de pseudopotencial e
o método usado na obtengdo dos tempos de vida de fluorescéncia das moléculas a partir

dos seus espectros de absorcao.

O capitulo[3ilustra, ao expor os resultados das simula¢des computacionais efectuadas,
os conceitos descritos no capitulo 2l Obtém-se os espectros de absorcdo das coenzimas
e respectivos tempos vida de fluorescéncia. Por tltimo, no capitulo {4 encontram-se as
principais conclusdes deste trabalho bem como sugestdes de investigacdo futura.

1.3 Do metabolismo celular a fluorescéncia das moléculas
NADH e FAD

1.3.1 O que é o metabolismo celular?

O conjunto de reacgdes quimicas que ocorrem no interior das células de qualquer ser
vivo constitui o metabolismo celular. Este compreende dois tipos fundamentais de reac-
¢oes [27]:

Anabolismo Conjunto de reac¢des que requerem consumo de energia para sintetizar mo-
léculas complexas a partir de outras mais simples. E necessario para o crescimento,

reprodugdo e reparacdo de estruturas celulares.

Catabolismo Conjunto de reac¢des que libertam energia por quebra de moléculas com-
plexas noutras mais simples. Providencia energia ao organismo para as suas vérias
actividades, incluindo o movimento, transporte e sintese de moléculas complexas

(isto é, anabolismo).

A gama de processos metab6licos conhecida é imensa, sobretudo devido aos microor-
ganismos, que sdo particularmente versateis nas formas em que conseguem obter energia.
Contudo, interessa aqui enfatizar os processos metabdlicos caracteristicos dos seres quimi-
oheterotréficoﬂ lote em que se incluem todos os animais e, em particular, os humanoﬂ
Estes processos incluem a glicélise (oxidagdo da glicoseﬂ a acido pirtivico), a fermentagao
(conversao de acido pirtivico em alcool etilico, dcido lactico ou outros compostos orga-

nicos) e a respiragdo aerdbia (oxidacdo do acido pirtvico a diéxido de carbono e dgua).

10s seres heterotroficos usam como fonte de carbono moléculas organicas que obtém a partir de outros
organismos (vivos ou mortos). Dentro destes, os quimioheterotréficos sdo aqueles que obtém energia por
degradagdo de compostos organicos e ndo luz solar como no caso dos fotoheterotroéficos.

ZNote-se, no entanto, que tal nao significa que todos os processos metabélicos que caracterizam o grupo
dos seres quimioheterotréficos, caracterizem também os seres humanos. Em particular, a fermentacéo alcod-
lica por exemplo, é realizada por algumas leveduras e bactérias mas ndo pelo organismo humano.

A molécula de glicose é também designada frequentemente por glucose.
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A glicolise e a fermentagdo (processos anaerébios) ndo requerem oxigénio e apenas uma
pequena quantidade da energia da molécula de glicose é armazenada sob a forma de mo-
léculas de trifosfato de adenosina (ATP). Ja a respiracdo aerdbia requer oxigénio como
aceitador final de electrdes e é um processo bastante mais rentdvel. Note-se que, como
a glicolise é uma via catabc’)licaﬁ inerente tanto a fermentagdo como a respirac¢do aerdbia,
¢ usual, quando se menciona qualquer uma das duas tltimas, assumir implicitamente a

primeira. Por este motivo, tal é o que se fara daqui em diante.

Metabolismo celular

Anabolismo Catabolismo

Fermentagao Respiragao aerdbia

Alcodblica Lactica

FIGURA 1.1: O metabolismo celular compreende reac¢des anabdlicas e catabdlicas. O es-
quema resume as vias catabdlicas de maior relevo neste trabalho. Se a molécula de oxigé-
nio intervir no processo, a respiragdo celular diz-se aerdbia, caso contrario pode, mas ndo
necessariamente, tratar-se de um processo de fermentagdo. A fermentagdo alcodlica re-
sulta na producao de alcool etilico e é utilizada pelo Homem para produzir vinho, cerveja
e pdo. Ja a fermentacao lactica resulta na criagdo de acido lactico e é usada na industria de
lacticinios na producdo de iogurtes e queijo e também pelas células do Homem e outros
animais em condi¢bes anaerdbias.

O esquema da Fig. pretende resumir as consideracdes tecidas. Dos dois tipos de
fermentacdo especificados, a fermentacdo lactica, que resulta na formacdo de 4cido lac-
tico, é de particular interesse porque, a par da respirac¢do aerébia, é utilizada pelas células
humanas e de outros animas. Antes, contudo, foque—se a atencao na extremamente mais

rentdvel e frequente respiracdo aerdbia.

*Como quase a totalidade dos processos quimicos em organismos vivos, a glicdlise, a fermentacéo e a
respiracdo aerébia consistem em séries de reac¢des quimicas em que o produto de uma reacgdo serve, suces-
sivamente, como o substrato da seguinte. A estas cadeias de reac¢des dd-se o nome de vias metabdlicas. Por
sua vez, estas podem ser designadas anabdlicas ou catabdlicas, consoante os mesmos critérios apresentados
no inicio da secgéo.
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1.3.2 Respiracao celular aerébia

A respiracdo celular aerébia é uma sequéncia bem determinada de reac¢des quimicas
controladas por enzima em que o oxigénio (O,) estd envolvido e que resulta na quebra
de moléculas de glucose (C¢H12,04) em didxido de carbono (CO,) e 4gua (H,O). A energia
armazenada nas ligacdes quimicas da glucose é disponibilizada a célula sob a forma de

ATP num processo que se pode sumariar pela seguinte equagao:
CeH1206 + 6 Oy —— 6 COy + 6 HyO + energia (térmica + ATP). (1.1)

Na verdade, o conjunto de reacgdes subjacente a respiracdo aerdbia estd longe da simplici-
dade aparente da expressao (1.1)). Ha trés vias metabdlicas distintas envolvidas: a glicdlise,
o ciclo de Krebs e a cadeia transportadora de electrdes.

A palavra glicélise vem do grego glykys, que significa doce, e lysis que significa divisdo
[28]. A glicélise ¢, portanto, a transformagao e divisdo da glucose. E uma sequéncia de re-
acgdes enzimaticas que ocorrem no hialoplasmaﬁ através das quais a molécula de glucose,
com seis dtomos de carbono, é transformada e clivada, que culmina na producdo de duas
moléculas de piruvatdf} com trés dtomos de carbono, e uma quantidade reduzida de ATP
a partir de difosfato de adenosina (ADP) e fosfato inorganico (P;) (cf. Fig. [1.2). Durante
0 processo, alguns dtomos de hidrogénio e respectivos electrdes sdo removidos das molé-
culas organicas sob catdlise e captados pela molécula transportadora de electrdes NAD"
formando NADH. A coenzirn NADH contém uma enorme quantidade de energia que
pode ser usada para formar mais ATP na cadeia transportadora de electrdes. A tarefa do
NADH consiste, de facto, em transportar os electres e protdes capturados para a cadeia
transportadora de electroes. Assim que soltam as ditas particulas, as moléculas de NAD",

°As enzimas sdo protefnas que actuam como catalisadores e que, como tal, aceleram a reaccdo e podem
ser recuperadas, intactas, no seu final. A produgao destes catalisadores proteicos estd sob o controlo directo
do material genético do organismo (DNA).

®Ao contetido genérico que ocupa o interior das células dd-se o nome de citoplasma. O citoplasma ¢é
constituido por duas frac¢des distintas: uma hialina de grande complexidade quimica, geralmente muito
hidratada, designada por hialoplasma, citosol ou matriz citoplasmatica e a outra constituida pelas diferentes
estruturas e organelos citoplasmaticos. Organelos ou organitos sdo estruturas intracelulares presentes nas
células eucaridticas que desempenham fungdes especificas. Sao exemplos de organelos o ntcleo, as mitocon-
drias, o reticulo endoplasmaético, os ribossomas, o complexo de Golgi, os cloroplastos e os lisossomas.

7Em rigor, o piruvato é a espécie ionizada do dcido pirtvico ou, por outras palavras, a sua base conju-
gada. Contudo, como as duas espécies sdo indissocidveis e convivem em equilibrio quimico, podem aqui
tomar-se como equivalentes, tal como é comum na literatura. O mesmo acontece, por exemplo, com os pares
acido lactico/lactato e 4cido citrico/citrato.

8 Algumas enzimas precisam de uma molécula adicional que as auxilie a desempenhar a sua fungio. Os
cofactores sdo ides inorgdnicos ou moléculas organicas que servem precisamente esse proposito. Ides de
zinco, ferro e magnésio que se combinam quimicamente com as enzimas assistem-nas no seu papel como
catalisadores. Uma coenzima é uma molécula orgénica que funciona como cofactor. Elas sdo sintetizadas a
partir de aminodcidos, bases azotadas e vitaminas. Por exemplo, a vitamina riboflavina (B;) é metabolizada
pelas células tornando-se no dinucleétido de adenina flavina (FAD) ao passo que, por processos andlogos, a
vitamina niacina (B;) se torna no dinucleétido de adenina nicotinamida (NAD™).
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a) Glicolise b) Formacédo de Acetil-CoA ¢) Ciclo de Krebs

Glucose Piruvato Acetil-CoA
(6 carbonos) (3 carbonos) (2 carbonos)
2R0P +2p; _ |~ 2NADY nap* oA
2 +H COZ (1 carbono)
(1 carbono)

2 +H*
. 3NAD*
FAD

3 +H*
2 Piruvato Acetil-CoA
(3 carbonos) (2 carbonos)

ADP+P;

FIGURA 1.2: Esquema simplificado de duas das etapas fundamentais da respiragdo ae-
rébia: a glicolise (a) e o ciclo de Krebs (c). Inclui-se a localizagdo na célula onde os res-
pectivos conjuntos de reacgdes ocorrem. A via glicolitica ocorre no hialoplasma, ao passo
que o ciclo de Krebs acontece na matriz mitocondrial. A descarboxilagdo do piruvato a
acetil—-CoA (b) é considerada uma curta etapa auxiliar que precede o ciclo de Krebs e que,
por conseguinte, é muito frequentemente subentendida na designacdo do ciclo. Adaptado
de Quintas et al. [28].

agora novamente oxidadas, estdo disponiveis para capturar mais electrdes e repetir o pro-

cesso [29].

O ciclo de Krebs| tem lugar no interior das mitocondrias das células, especificamente,
na matriz mitocondrial (cf. Fig.[1.3). Ao entrar na mitocdndria, cada uma das moléculas de
piruvato com trés &tomos de carbono é sujeita a accdo de enzimas especificas sintetizadas
a partir de informacao genética contida no DNA localizado dentro da prépria mitocondria
(mDNA). Dos trés atomos de carbono, um é removido e libertado sob a forma de diéxido
de carbono e o fragmento restante com dois 4tomos de carbono (grupo acetilo) é anexado a
uma molécula de coenzima A (CoA) formando um composto denominado acetil-coenzima
A (acetil-CoA). Durante o processo que origina a acetil—CoA, molécula que procede para
o ciclo de Krebs, ha também a formacido de NADH (cf. Fig. [1.2). No decorrer do ciclo de
Krebs, a acetil-CoA é continuamente clivada, isto é, os seus dtomos de hidrogénio e res-
pectivos electrdes sdo sucessivamente removidos. A maioria dos electrdes sdo capturados
pelo NAD" que se reduz a NADH, mas ha um ponto no processo em que é o FAD que
é reduzido a FADH,. Independentemente do transportador de electrdes em causa, estes
sdo sempre enviados para a cadeira transportadora de electrdes. No final do ciclo, o grupo
acetilo da acetil—-CoA foi completamente oxidado a CO, e a CoA libertada, ficando dispo-

nivel para nova utilizagdo. Repare-se que a quantidade de ATP produzida neste conjunto

°Ciclo de Krebs, ciclo do 4cido citrico ou ainda ciclo dos 4cidos tricarboxilicos (TCA).
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de reacgdes é, tal como na glicélise, extremamente reduzida. Para além disso, parte da
energia € ainda libertada termicamente. E ainda de salientar que uma tinica molécula de
glicose permite a realizagdo de dois ciclos de Krebs, uma vez que a sua degradacao origina

duas moléculas de piruvato [29].

Membrana externa

. J Cristas

Espaco
intermembranar

Matriz

FIGURA 1.3: Esquema representativo da estrutura de uma mitocdndria. As mitocondrias
participam em diversas reacgdes bioquimicas. Estruturalmente, estes organelos tém qua-
tro compartimentos: a membrana externa, a membrana interna (que apresenta invagina-
¢Oes para o interior, as cristas mitocondriais), o espago intermembranar e a matriz mito-
condrial. A principal fun¢do das mitocondrias é a transducdo de energia e, dado que a
maioria das moléculas de ATP sido formadas no seu interior, sdo coloquialmente designa-
das as centrais energéticas das células. Adaptado de Reis et al. [30].

A cadeia transportadora de electréeﬂ acoplada a fosforilagdo oxidativa é um dos me-
canismos de transdugdo de energia mais complexos e eficazes da natureza. Localizada nas
cristais mitocondriais (cf. Fig. [1.3), a cadeia transportadora de electroes é constituida por
quatro grandes complexos enziméticos responsdveis pelo transporte de electrdes e forma-
¢do de um gradiente proténico: NADH: ubiquinona oxidorredutase (complexo I); succi-
nato: ubiquinona desidrogenase (complexo II); ubiquinona: citocromo ¢ oxidorredutase
(complexo III) e citocromo c oxidase (complexo IV). A ATP sintase (ATPase ou complexo
V) é responsavel pela degradagdo do gradiente de protdes formado e pela sintese de ATP

(cf. Fig. [T.4).

Os complexos I e I recebem os electrdes das moléculas de NADH e FADH, respectiva-
mente, os quais sdo dirigidos para um transportador de electrdes, a coenzima Q, que con-
duz os electrdes no interior da membrana para o complexo III. Este complexo, por sua vez,
reduz o citocromo ¢, o segundo transportador moével da cadeia respiratéria. O citocromo
c doa os seus electrdes ao complexo IV que transfere os electrdes para o seu aceitador fi-
nal, o oxigénio, formando-se uma molécula de 4gua por cada dois protdes captados. A
energia libertada na sequéncia das reacgdes redox ao longo do fluxo electrénico que ocorre
na cadeia transportadora de electrdes é utilizada pelos complexos I, IIl e IV para bombear
protdes para o espaco intermembranar, contra o gradiente de concentragdo. Uma vez que
a membrana interna das mitocondrias é impermedvel a ides, este gradiente proténico é

dissipado através do complexo V, permitindo a sintese de grandes quantidades de ATP

9Cadeia transportadora de electrdes ou cadeia respiratoria.
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CITOPLASMA

MEMBRANA
EXTERNA

I nemmmmmeemm e B ESPAGO INTERMEMBRANAR

NADH ubiquinonalh
. oxidorredutase |

Ubiquinona
citocromo ¢ oxidorredutase

i Succinato .
Succinato desidrogenase /}_—]) »°
Fumarato m} >f ) '
ap &
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FIGURA 1.4: A cadeia transportadora de electrdes. Além da coenzima Q e do citocromo
¢, sdo visiveis os diferentes complexos enzimaticos: NADH: ubiquinona oxidorredutase
(complexo I); succinato: ubiquinona desidrogenase (complexo II); ubiquinona: citocromo
¢ oxidorredutase (complexo III); citocromo ¢ oxidase (complexo IV); e ATP sintase (com-
plexo V). Adaptado de Quintas et al. [28].

por via da fosforilagéﬂ de ADP por fosfato inorganico, P;. Também nesta via metabdlica
alguma energia é dissipada sob a forma de calor.

Neste ponto sdo ja claros os processos metabdlicos em que todos os intervenientes da
expressao participam. Logicamente, a presente seccdo ndo pretende expor exausti-
vamente cada uma das reac¢gdes quimicas que compdem as vias metabdlicas e, por con-
seguinte, a estequiometria da dita equagdo ndo fica evidente na exposi¢do. De facto, os
conceitos de bioquimica subjacentes a totalidade das reac¢des quimicas envolvidas vao
muito além do ambito desta sec¢do introdutéria. Contudo, caso se pretenda um estudo
mais aprofundado do tema, encontrar-se-do bons pontos de partida em Black [27], Quin-

tas et al. e Enger et al. [29].

1.3.3 Fluorescéncia das moléculas NADH e FAD como assinaturas do

metabolismo celular

A subseccdo anterior permitiu concluir que as moléculas de NADH e FADH, sdo os
principais transportadores de electrdes entre as vias metabolicas da respiracdo aerdbia e,
por conseguinte, desempenham um papel fundamental em todo o processo. Acontece que
a forma reduzida do dinucleétido de adenina nicotinamida (NADH) e a espécie oxidada

do dinucleétido de adenina flavina (FAD) fluorescem ao passo que as suas formas oxidada

1A fosforilagao consiste, tal como o préprio nome indica, na adigdo de um grupo fosfato a uma molécula.
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(NAD") e reduzida FADH,, respectivamente, ndo. Com efeito, as moléculas de NADH e
FAD apresentam maximos de excitacdo para 340 nm e 450 nm e maximos de emissdo para
450 nm e 535 nm, respectivamente, quando se constroem matrizes de excitagéo-emisséoﬁ
(EEM) de fluorescéncia [31]. Este desvio para o vermelho caracteristico dos espectros de
fluorescéncia (desvio de Stokes) confere as técnicas que tiram proveito deste fenémeno
uma grande sensibilidade, pois permite que os fotdes emitidos sejam detectados com
pouco fundo, isolados dos fotdes de excitagdo. Esta situagdo contrasta com o que acon-
tece, por exemplo, na espectrofotometria de absor¢do que requer medidas de luz transmi-
tida relativamente a intensidades elevadas de luz incidente do mesmo comprimento de

onda.

Uma vez que as medidas de intensidade de fluorescéncia podem ser afectadas por pa-
rametros da instrumentacdo utilizada ou atenuagdo por absor¢do devida a hemoglobina
nos tecidos, a razdo redox, definida como o quociente entre as intensidades de fluorescén-
cia de FAD e NADH+FAD, tem sido empregue como indicador da actividade metabdlica
dado que devolve informacdo mais fidedigna que a medida isolada da intensidade de flu-

orescéncia para as duas moléculas [32]. Analise-se um caso concreto.

Na presenca de oxigénio, a maioria das células diferenciada catabolizam a glicose a
diéxido de carbono por oxidacdo do piruvato no ciclo Krebs. Este conjunto de reaccoes
produz NADH e FADH, que depois alimentam a fosforilacdo oxidativa para maximizar
a producdo de ATP, tal como se viu na subsecgao De facto, as células diferenciadas
apenas produzem elevadas quantidades de acido lactico (fermentacdo lactica) sob condi-
¢Oes anaerdbias (cf. Fig. [1.5).

Pelo contrdrio, a maioria das células neopldsicad'| produzem grandes quantidades de
acido lactico independentemente da disponibilidade de oxigénio. Este processo, denomi-
nado efeito Warburg [34], é intrigante dado que as células neoplasicas, devido a rdpida
divisdo celular, deveriam, a primeira vista, procurar maximizar a producdo de ATP [32,
35]. Ora, acontece que a fermentagdo lactica é na realidade uma glicolise exactamente igual
a que se viu na Fig. seguida da reducdo do piruvato a lactato pelas moléculas de
NADH formadas imediatamente antes durante a via glicolitica. Ndo hé, portanto, qual-
quer intervencdo das vias metabdlicas que ocorrem no interior das mitocondrias. Deste
modo, a célula, embora aparentemente necessite de maior quantidade de energia, direc-
ciona a grande maioria dos seus recursos para um processo bem menos rentavel (cf. Fig.

2Uma matriz de excitagdo-emissdo (EEM) é um grafico bidimensional de curvas de contorno que repre-
senta a intensidade de fluorescéncia em fungdo da uma dada gama de comprimentos de onda de excitagio e
emissdo. Deste modo, é possivel extrair os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo 6ptimos para levar
a cabo, por exemplo, uma experiéncia que envolva microscopia de fluorescéncia.

13Uma célula diferenciada é uma célula especializada, isto é, que j& tem a sua fungdo no organismo deter-
minada e que ndo pode dar origem a outros tipos de células. Os neurénios, os glébulos brancos, as hemaécias
ou as células da pele sdo exemplos de células diferenciadas.

4As células neoplésicas sdo também comumente denominadas células tumorais.



10 Capitulo 1. Introdugdo
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FIGURA 1.5: As diferencas entre a fosforilagdo oxidativa e a fermentagdo lactica (glicélise
anaerdbica) realizadas pelas células diferenciadas em condi¢des aerébias e anaerdbias,
respectivamente (a); e o efeito Warburg observavel em células neoplésicas e em células
estaminais com capacidade proliferativa (b). No caso das células com elevado potencial
proliferativo, cerca de 10 % da glucose é desviada para outras vias metabdlicas que nao fi-
guram no esquema. Repara-se nas diferencas abismais de rendimento entre a fosforilagao
oxidativa e os demais processos. Adaptado de Vander Heiden et al. [33].

[1.5). As razdes que motivam este comportamento sio, ainda hoje, objecto de discussao
[33]]. A justificacdo apresentada por Vander Heiden et al. [33] passa pela necessidade da
célula replicar todos os seus componentes durante a proliferacdo, tarefa que naturalmente
implica uma grande necessidade de nucle6tidos, aminodcidos e lipidos. Assim, durante o
crescimento, a glucose é consumida ndo s6 na produgao de ATP, mas também de biomassa.
Desta perspectiva, parece claro que a conversdo da glicose em CO, através da fosforilacdo
oxidativa por forma a maximizar a producdo de ATP vai contra as necessidade do tecido
proliferativo. Parte da glicose tem que ser desviada, por exemplo, para a producdo de
acetil-CoA para a sintese de acidos gordos, um constituinte importante das membranas
celulares. Este facto pode ajudar a explicar, pelo menos em parte, a vantagem selectiva

providenciada pelo efeito Warburg.

Dado que a razdo redox reflecte o estado de oxidagdo ou redu¢do do NADH e/ou do
FAD, resulta que esta pode ser usada como medida da contribui¢do da respiragdo aeré-
bia para o metabolismo de uma dada célula. Logicamente, as mudancas de metabolismo
acima descritas devem reflectir-se em alteragcdes nas concentragdes relativas de NADH e
FAD a medida que tecidos saudaveis progridem para cancro. Com efeito, pensa-se que,
em tumores, estas coenzimas existam no seu estado reduzido, o que implica uma dimi-

nui¢do da razdo redox [10]. Uma vez que as células estaminaiﬁ se assemelham as células

15 As células estaminais sdo células nio diferenciadas. Sao, portanto, células ndo especializadas, isto &,
sem fungdo determinada no organismo. As células estaminais podem diferenciar-se numa grande variedade
de tipos de células distintas, para além de poderem dar origem a novas células estaminais.
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tumorais no que toca a utilizacdo de mecanismos anaerébios, a fluorescéncia de NADH e
FAD pode também vir a ser utilizada na deteccdo de células desta natureza [36].

Uma outra implicagdo do efeito Warburg passa pelo facto da glicélise decorrer no hi-
aloplasma. De facto, a ligagdo aos complexos enzimaticos da cadeia transportadora de
electrdes nas cristas mitocondriais, complexo I para NADH e complexo II para FADH,,
devera ser perturbada de alguma forma. Se o tempo de vida de fluorescéncia das coenzi-
mas depender de facto destes ligandos, tal como é sugerido na literatura [10, |17, |19], entdo
existem bases para usar o tempo de vida como indicador de altera¢des metabdlicas, em

particular, daquelas do cariz descrito.

O leque de processos bioldgicos associados as coenzimas sob estudo é enorme e cada
um deles parece estar associado a elevados niveis de complexidade. Deste modo, impde-
se um estudo faseado e estruturado que comece pelas propriedades mais simples, mas tdo

gerais quanto possivel, das moléculas em causa.
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Capitulo 2

O problema de muitos electrdes

2.1 A aproximacao de Born-Oppenheimer

A percepcdo actual acerca da estrutura electrénica da matéria baseia-se em métodos
tedricos da mecanica quantica e da mecanica estatistica. Nos muitos casos em que os efei-
tos relativistas ndo sdo relevantes (elementos leves [37]), a equacdo de Schrodinger inde-
pendente do tempo, proposta em 1925 pelo fisico austriaco com o mesmo nome, é uma boa
descrigdo do comportamento de sistemas com muitos electrdes, como sdo os &tomos ou as
moléculas. Assim, o ponto de partida é o hamiltoniano para um sistema de N electrdes e

M ntcleos, que se pode escrever

M

IIERRENY S FEED DL DR 3 3) g
tot (71, -+ -, N, L1, .., fipg) = 9 Vi 2M 4 4 ’ﬁ—é,q‘

i=1 A=1 i=1 A=1

N N 2Ty
+ZZ|T1_%|+ZZE Tl (2.1)

i=1 j>i A=1B>A |1tA —

em que a posi¢io dos nticleos e electrdes é descrita pelos vectores 4 e 7;, respectivamente
(cf. Fig. . Na equagdo acima, M4 é a razdo entre a massa do nticleo A e a massa do
electrdo, e Z4 é o namero atémico do nicleo A. O primeiro termo do lado direito na Eq.
é o operador para a energia cinética dos electrdes; o segundo representa a energia
cinética dos ntcleos; o terceiro termo representa a atraccdo coulombiana entre electrdes
e nucleos; e os quarto e quinto termos contemplam, respectivamente, a repulsdo entre

electrdes e entre niicleos. Para simplificar as expressoes, o spin nao foi considerado.
O sistema de unidades usado é o sistema de unidades atémicas, em que

1
h = = pu— pu— ]_
e © 471'60 ’

com h a constante de Planck dividida por 27, m. a massa do electrdo, e o médulo da

sua carga e ¢y a permitividade do vazio. Neste sistema, a unidade de comprimento é



14 Capitulo 2. O problema de muitos electrées

z
. 7
r, — RA
&7

A — =4
. . i~ Ra
Ris— Rp .

J
3 R4 7
Rp Y

T
FIGURA 2.1: Sistema de coordenadas para uma molécula: i, j = electrdes; A, B = nucleos.

Adaptado de Szabo e Ostlund [38].

ap = 0.52918 A), a unidade de
energia é o hartree, o dobro do médulo da energia do estado fundamental do 4tomo de

o bohr, que ndo é mais que o raio de Bohr, ay (1 bohr =

hidrogénio, Fy, = €?/4repao (1 hartree = 1Ha = Fj, = 27.211eV), e a unidade de tempo
é 2.4189 x 107"s. A Tabela [2.1|expde os factores de conversdo entre unidades atémicas e

unidades SI para algumas quantidades fisicas.

Quantidade fisica Factor de conversao Valor em SI

Comprimento ao 52918 x 107 m

Massa Me 9.1095 x 1073 Kg
Carga e 1.6022 x 107 C
Energia Ey 4.3598 x 10718 J
Momento angular h 1.0546 x 10734 J s
Tempo hE;! 2.4189 x 10717
Momento dipolar eléctrico eag 8.4784 x 1073 Cm
Polarizabilidade eléctrica e*alE; ! 1.6488 x 10741 C?2m? J~!
Campo eléctrico Eyelay! 5.1423 x 10" Vm™!
Fungdo de onda ag”? 2.5978 x 101 m~3/2

TABELA 2.1: Conversdo entre unidades atémicas e unidades SI. Adaptado de Szabo e

Ostlund [38].

Estdo agora reunidas as condicdes para se abordar a primeira das simplificagdes a apli-

car a Eq. . De facto, ela, ou melhor, a equacdo de Schrodinger a ela associada, é, em
geral, impossivel de resolver. Agora, uma vez que os nticleos sdo muito mais pesados que
os electrdes, pode considerar-se, em boa aproximagado, que os electrdes de uma molécula
se movem num campo de ntcleos fixos. Por conseguinte, o operador para a energia ci-

nética nuclear é tdo pequeno que a dindmica electrénica se pode considerar independente
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da nuclear, ao passo que aquele que representa a repulsdo entre ntcleos pode ser tomado
constante, motivo pelo qual se passara a designar E,,. Deste modo, pode-se separar o

hamiltoniano num hamiltoniano electrénico e noutro nuclear. O hamiltoniano electrénico

escreve-se
1 Moz N
R I = A
Helec(rla cee 7TN;R17' . '7R]VI) = _Zivf_zz_)——»‘FZZﬁ—i_Enm (22)
i=1 o Ao T Ral TS 175 = 751

e a equagdo para os electrdes fica

Helec(Fla e ,FN; él, e ,EM)@(Fl, . ,FN; él, e ,R»]y[) =
= B(Ry,...,Ry)V(F,....Px; Ry, ..., Ry). (2.3)

Repare-se como a equacdo anterior depende explicitamente das coordenadas electrénicas
mas apenas parametricamente das coordenas nucleares. Por outras palavras, as funcgdes

de onda U (77, ..., 7N; Ry,... ,EM) e valores de energia E(él, ..., Ryr) obtidos na sua reso-

lugdo variam com o arranjo nuclear.

A aproximagdo adiabatica ou de Born-Oppenheimer [39] consiste agora em assumir
que, a medida que os ntcleos se movem, os electrdes permanecem no mesmo estado.
Isto é, embora a fungdo de onda electrénica W (77, ..., 7y; ﬁl, c f{M) e a propria ener-
gia E(Ry,..., Ry) dependam das coordenadas nucleares 1, admite-se que os electrdes
ndo mudam de estado e que nenhuma energia é transferida entre os graus de liberdade
nucleares e de excitacdo dos electrdes. De facto, esta estaria necessariamente associada
a uma mudanca de estado electrénico [40]. Assim, assume-se que os nticleos se movem
num "potencial" que é a energia do estado electrénico correspondente a configuragdo dos

nucleos nesse instante:

M
-, -, 1 o .
Howa (R, ..., Ry) = — § 2MAV?A + E(Ry,...,Ruy). (2.4)
A=1

A respectiva equagdo para os nucleos vird

— — —

Houa(Ry, ... By )A(Ry, ..., Ry) = eA(Ry, ..., Ry), (2.5)

em que a solugdo A(Ry, ..., Ry) descreve a vibragdo, rotagdo e translagdo da molécula e ¢
¢ a aproximacao de Born-Oppenheimer para a energia total do sistema e inclui as contri-
buicdes electrénica, vibracional, rotacional e translacional. A aproximacao correspondente

para a funcdo de onda que descreve todo o sistema é

— — —

O(Fy, ..., 7N, Ri, ..., Ry) = V(R ..., 7n: Ry, ..., Ru)A(Ry, ..., Ry (2.6)
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As consideragdes tecidas mantém-se vélidas desde que a massa dos nucleos seja, efectiva-
mente, bastante superior a dos electrdes. Ora, como a massa de um tnico protao (nicleo
do atomo de hidrogénio) é ja cerca de 1800 vezes superior a do electrdo, esta ¢ uma boa
aproximacéo para os sistemas moleculares de interesse neste trabalho. E ainda necessa-
rio que a configuracdo nuclear seja tal que os estados electronicos se encontrem longe de

apresentar degenerescéncia.

A partir deste ponto ndo se considerara mais o problema vibracional /rotacional e toda
a exposicdo recaird sobre o problema electrénico que, tal como exposto nas expressdes
e (2.3), tem ainda resolugéo bastante dificil, apenas possivel para sistemas de poucas
particulas [41]. O objectivo das sec¢des seguintes passa, assim, por explorar diferentes
alternativas de resolver, de forma aproximada, o problema electrénico. Por conseguinte,
deixar-se-a cair o indice "elec" do hamiltoniano electrénico H e omitir-se-4 a dependéncia

paramétrica nas coordenadas nucleares.

2.2 O método de Hartree-Fock

2.2.1 Motivacao e determinantes de Slater

A aproximagdo de Hartree-Fock é central em problemas de estrutura electrénica e o
ponto de partida de outras aproximag¢des mais elaboradas. Este método foi pela primeira
vez aplicado, em atomos, por Fock em 1930 [42].

Deixando cair F,, da Eq. (2.2) (qualquer constante adicionada a um operador tem
apenas o efeito de se adicionar aos seus valores proprios, ndo alterando os seus estados

proprios), pode escrever-se

Za 1
i Z Z At 2.7)

Se se definir o operador de um electrdo h(7) (assim denominado porque apenas envolve

as coordenadas de um tnico electrdao) como
M
. 1o Z A
h(7) = —§V - E —_— (2.8)

e um operador de dois electrdes v (7, 7’) (assim designado porque envolve as coordenadas

de dois electroes) como

(2.9)
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pode reescrever-se a Eq. (2.7) sob a forma

N N N
H(F, . Fy) = ) W)+ (7). (2.10)
i=1 i=1 j>i

Embora o hamiltoniano de dependa apenas das coordenadas espaciais dos elec-
trdes, a descri¢do completa do electrdo requer que se especifique o seu spin. Introduzem-se
assim duas fung¢des de spin, completas e ortonormalizadas, «(w) e f(w), de uma varidvel
ndo especificada w e que correspondem aos dois estados de spin 1/2 [38]. Neste forma-
lismo, o electrdo é especificado por trés coordenadas espaciais e uma de spin, designadas
colectivamente por 7,

T ={r,w}. (2.11)

Fazendo uso das fungdes de spin acima definidas e introduzindo um conjunto finito de
K orbitais espaciais ortonormalizadas {¢;(7) |i = 1,..., K}, é agora possivel construir um
conjunto de 2K orbitais de spin {x;(¥) |i = 1,...,2Kf]

X2i-1(Z) = Yi(F)ov(w) } i=1,..., K, (2.12)

X2i(T) = Pi(7)B(w)

8y

que, dadas as condi¢des impostas sobre as orbitais espaciais e de spin, sdo naturalmente

ortonormalizadas.

Se ao hamiltoniano de (2.10) se removesse a interac¢do entre electroes,

H(7, .., Fv) = Y (), (2.13)

a sua solugdo seria um simples produto de orbitais de spin, a que se d4 o nome de produto
de Hartree,

‘I’Hp(fb e 7fN) = Xl(fl) e 'XN(fN)a (2.14)

que, no fundo, é uma fungdo de onda de electrdes independentes, cujo movimento é com-

pletamente ndo correlacionado. Acontece que os produtos de Hartree ndo satisfazem o

1A construcdo das orbitais de spin ndo tem que seguir este procedimento e, de facto, tal ndo seria o
caso se as orbitais espaciais ndo fossem restringidas a serem iguais para o spin para cima e para o spin para
baixo. Com efeito, esta imposi¢do resulta num ramo chamado Hartree-Fock Restrito (RHF) ao passo que o
seu levantamento conduz ao dominio do método de Hartree-Fock nao Restrito (UHF).
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principio da anti-simetria, que dita que a fun¢do de onda tem que ser anti-simétrica pe-
rante a troca da coordenada 7 de quaisquer dois electrdes. Esta situagdo pode ser contor-
nada introduzindo os determinantes de Slater,

x1(Z1)  xa(Th) XN (T1)
US(T1, T, ..., Ty) = \/% x1(72) X2(. 2) XN (T2) (2.15)
x1(Ty) x2(Zn) - xn(Tw)

F, ainda, usual escrever a Eq. (2.15) de uma forma mais simples, que inclui a constante de

normalizacdo e a ordem dos electrdes 7', 75, . . ., ¥y de uma forma implicita,

‘I’S(fh---,fN): X1 XN) - (2.16)

E 16gico que ignorar a interac¢do dos electrdes é uma aproximagdao algo forte e, embora
a func¢do de onda que se acabou de escrever recupere alguma correlagdo entre o movimento
dos electrdes com spin paralelo por via da anti-simetrizacdo, a sua aplicagdo ao hamilto-
niano completo da Eq. nunca deixard de ser uma aproximacdo. Assim, o objectivo
é agora o de encontrar o determinante?| que minimiza a energia total para o hamiltoniano
da Eq. (2.10), isto é, pretendem-se determinar as orbitais de spin 6ptimas que fardo parte
da funcio de onda da Eq. (2.16).

2.2.2 Asequacoes de Hartree-Fock

Dado um tinico determinante de Slater |¥HF) = |y, - - yx), a energia M = (UHF|H|WHF)
é um funcional das orbitais de spin {x;|¢ = 1,..., N}. Assim, para obter as equagdes de
Hartree-Fock, é necessario minimizar £ [{y;}], que se escreve, em termos dos operadores

de um e dois electrdes de (2.8) e (2.9),

B[ = 3 G + 55 ) — sl 2.17)

=1 =1 j=1

onde se usou a denominada notacdo dos fisicos,

<MWZ/WMUU%A) (2.18)

2F ainda possivel usar uma combinacéo linear de varios determinantes, o do estado fundamental e ou-
tros singularmente, duplamente, triplamente... excitados, para aprimorar o resultado obtido. A este proce-
dimento da-se o nome de interac¢do de configuracdo (CI).
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(1k1) = [ ditdz" X (@ (7)ol (@), .19)
O estado fundamental do sistema obtém-se pelo principio variacional,
5 N N
(@) [EHF[{M}] =0 ey ((ilg) = 6i) | =0, (2.20)
i i=1 j=1

em que ¢;; sdo multiplicadores de Lagrange que garantem a ortonormalizagdo das orbitais
de spine

(i) = [ dx: @ (@) @21
Por fim, alguma manipulagdo algébrica sobre (2.20) permite obter as equagdes (integro-
diferenciais) de Hartree-Fock

em que
5 = [ e po@)Polr ), (223)

é o operador de Coulomb, que representa o potencial médio em 7" criado por um electrdo

em x;, e
K (#)i(@) = [ [ az @ )| @ (224

é o operador de troca, ou melhor, a forma como ele se aplica a uma dada orbital de spin.
Este operador, ao contrario do anterior, é nao-local pois a sua aplicagdo em y;(Z) requer
o conhecimento de y; em todo o espaco, e ndo apenas em Z. Repare-se ainda como o
operador de troca s6 tem efeito quando as orbitais de spin x; e x; tém spins paralelos,
naquela que é uma consequéncia da anti-simetrizagdo que se imp0s a fungdo de onda. De
facto, esta ndo é uma verdadeira interacgao fisica entre os electrdes, mas apenas uma forma
conveniente de representar a energia de um sistema descrito por orbitais de particula tinica
[38]. A interacgdo fisica entre dois electrdes i e j reside no termo repulsivo do hamiltoniano
v(7;,7;) e ndo depende do spin, tal como expresso pelo operador de Coulomb (2.23).

Demonstra-se que existe, e que é tinica, uma transformacdo unitdria sobre as orbitais
de spin {x;}, tal que a matriz dos multiplicadores de Lagrange, cujos elementos sdo ¢;;, se
torna diagonal. Assim, é sempre possivel escrever (2.22) na forma

N

ni) + 3 (57 - Kj(aa)] () = (), (225)

J=1
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que, identificando o potencial de Hartree-Fock

N
UHF Z ( 7#) K )) (2-26)
7j=1
e o operador de Fock
f(Z) = h(F) + var (D), (2.27)
se resume a
fha) =eiba). (2.28)

Qual o significado dos valores préprios {¢;}? O teorema de Koopmans afirma que o
valor proprio associado a uma orbital preenchida (vazia) é igual a alteragdo da energia total
se um electrdo for removido (adicionado) ao sistema, diminuindo (aumentando) o
tamanho do determinante por omissdo (adigdo) da linha e coluna envolvendo uma dada
orbital em particular, deixando todas as outras orbitais intactas [40]. Do enunciado geral
retira-se que, no caso particular da energia de ionizagdo, esta iguala o valor absoluto do

valor préprio da ultima orbital ocupada.

Em principio, hd um ntimero infinito de solugdes para as equagdes (2.28). Na pratica,
contudo, introduz-se uma base finita de fun¢des espaciais {¢,(7) | = 1,..., K} na qual
se podem expandir as orbitais espaciais {1;(r)} tanto para as orbitais de spin oo como para
aquelas de spin 3. Substituindo as ditas expansdes em (2.28) obtém-se equagdes matriciais
(p-ex. equacdes de Roothaan para o método de Hartree-Fock Restrito de camadas fecha-
das) que ndo passam de problemas de valores préprios generalizados e que, portanto,
produzem 2K orbitais de spin, das quais as N com menor valor préprio compdem o de-
terminante do estado fundamental |¥}F'). Depois de obtidas as N orbitais, é uma questdo

de voltar a (2.17) para obter a energia do estado fundamental E}'Y.

H4 ainda um pequeno entrave adicional. De facto, repare-se como o operador de Fock
depende das suas fungdes proprias. Assim, as equacdes de Hartree-Fock sdo ndo lineares
e devem ser resolvidas iterativamente. O procedimento utilizado recebe o nome de mé-
todo do campo auto-consistente (SCF). A ideia é simples: comeca-se com uma estimativa
inicial das orbitais de spin que permite obter a primeira aproximagado para vgp, resolvem-
se as equacgoes obtendo-se um novo conjunto de orbitais de spin e, usando estas
novas orbitais pode voltar a calcular-se vyp e repetir o procedimento até que se atinja auto-

consisténcia.

De referir, por tltimo, que a diferenca entre o valor exactd’ da energia electrénica E,
e E(%{F + E,, se chama, no limite de Hartree-Fock, isto é, no limite em que o namero de

fun¢des da base K tende a infinito, energia de correlacdo. Como o préprio nome indica,

¥No dominio da aproximagdo de Born-Oppenheimer.
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pretende-se reiterar que, na aproximacdo de Hartree-Fock, o movimento de electrdes de

spins anti-paralelos permanece ndo correlacionado [38].

2.3 Teoria dos Funcionais da Densidade

2.3.1 Os Teoremas de Hohenberg-Kohn

O principio fundamental da Teoria dos Funcionais da Densidade é que qualquer propri-
edade de um sistema de muitas particulas interactuantes pode ser vista como um funcional
da densidade electrénica do estado fundamental p(7),

p(7) = N/dFQ...dFN (Wo(, 7, .., 7n) [ (2.29)

com Wy (771, ...,7y) a funcdo do estado fundamental do hamiltoniano e em que se dei-
xou cair novamente a referéncia explicita ao spin para simplificar as expressdes. Por outras
palavras, uma tinica fungao escalar da posigdo, p(7°), determina toda a informagdo contida
nas func¢des de onda de muitos corpos para o estado fundamental e todos os estados exci-
tados. Estas ideias tém por base dois teoremas apresentados e provados pela primeira vez
por Hohenberg e Kohn em 1964 [20].

Recupere-se o hamiltoniano electrénico (2.2),

H(, ) = = ) %V? ) e+ DD ﬁ + B, (2.30)
. . — L |7 — T

em que, dado que a formulagdo a apresentar se aplica a um qualquer sistema de particulas
interactuantes num potencial externo v (7), se omitiu a forma explicita do dito potencial,
um pouco a semelhanca do que se fez na sec¢do[2.2/ao "esconder"a atrac¢do coulombiana
entre electrdes e nticleos em A (7).

O primeiro teoremaﬂ de Hohenberg-Kohn estabelece que, para qualquer sistema de
particulas interactuantes num potencial externo ve. (), o dito potencial é univocamente
determinado, a menos de uma constante aditiva, pela densidade electrénica do estado
fundamental p(7). Tal implica imediatamente que o hamiltoniano estd completa-
mente determinado e, por conseguinte, também as fun¢des de onda para todos os estados
estdo determinadas, o que permite escrever |V) = |V[p|). Assim, todas as propriedades do

sistema ficam completamente definidas dada apenas a densidade do estado fundamental

4Sempre que, no decorrer da exposigio, se refira o teorema de Hohenberg-Kohn sem se especificar qual
dos dois estd em causa, serd sempre este primeiro teorema. O mesmo se pode afirmar, em geral, para a
literatura disponivel no tema.
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Ve (7) HK o)

{U;(71,...,7N)} Wo (7, ..y TN)

FIGURA 2.2: Ao resolver a equacdo de Schrodinger, o potencial ve: (7) determina todos os
estados do sistema {¥;(7,...,7n)} e, em particular, o estado fundamental ¥ (7, ..., 7n)
e a sua densidade electrénica p(7'). O teorema de Hohenberg-Kohn completa o ciclo.
Adaptado de Martin [40].

p(7). Por outras palavras, qualquer observéavel O é um funcional da densidade do estado

fundamental
(U|O[¥) = (¥[p]|O¥[p]) = Olpl. (2.31)

A Fig. 2.2|providencia uma representagdo esquematica deste primeiro teorema.

O segundo teorema estabelece que se pode escrever um funcional para a energia do
estado fundamentalP| de um sistema de N electrdes, em termos da densidade p(7), valido

qualquer que seja o potencial externo vey (") como

Ey*[p(7)] = (Wo[p][H[Wo[p]) = Frx[p(7)] + / A7 vext (7) () + B, (2.32)

em que Fyx|p(r)] é um funcional universal, que ndo depende do potencial externo, e que,
portanto, é o mesmo para todos os sistemas electrénicos. A sua defini¢do inclui todas as
energias internas, cinética e potencial, do sistema de electrdes interactuantes. O estado

fundamental, obtém-se, mais uma vez, por aplicagdo do principio variacional

% {E&K[,;(f)} o ( / 4 p(7) — N)} _ ‘SF%([%W Foea(@ —p=0,  (2.33)

em que px é um multiplicador de Lagrange que impde a normalizacdo da densidade ao
numero total de electrdes. Note-se que, se a forma exacta de Fuk[p(7)] fosse conhecida, a

energia obtida E'® seria identicamente igual ao valor exacto Ej.
Algumas notas [43]:

e Supde-se que o estado fundamental do sistema é ndo degenerado, sendo, no entanto,

esta restricdo facilmente levantada [44].
e O raciocinio mantém-se vélido para o caso de electrdes ndo interactuantes.

e A utilizacdo do principio variacional subentende que todas as fungdes p(r) positi-
vas, bem comportadas e cuja integral é N, sdo densidades do estado fundamental

°De facto, este funcional difere um pouco daquele definido em (2.17) porque s6 é vélido para o obtengdo
das caracteristicas (energia e densidade) do estado fundamental do sistema e ndo dos seus estados excitados.
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do hamiltoniano (2.30) para algum potencial externo ve. (7). Esta restri¢do pode ser
levantada tal como demonstrado por Lieb [45] e Levy [46] mas, em todo caso, ndo
parece ser limitante em casos praticos de aplicagdo da Teoria dos Funcionais da Den-
sidade.

2.3.2 As equagdes de Kohn-Sham

A semelhanca do método de Hartree-Fock que reduz efectivamente o problema de mui-
tos electrdes em interacgdo as equagdes de particula tnica com o mesmo nome, Kohn e
Sham propuseram, em 1965 [21], uma alternativa para simplificar o mesmo problema:
um sistema de um electrdo que se move num potencial efectivo, o potencial de Kohn-
Sham.

Viu-se na subseccdo que o estado fundamental| de um sistema de electrdes in-
dependentes é, respeitando o principio da anti-simetria, um determinante de Slater. Na
realidade, até ja se conhecem quais as equagdes a que as orbitais {v;(7)} que compdem o
determinante devem obedecer. Generalizando o operador (2.8) para um qualquer poten-

cial externo vs(7), tem-se

1
5V ) ) = () 34
com a densidade electrénica dada por
N
p(F) = [P, (2.35)

i=1

onde, no estado fundamental, a soma é sobre os IV valores préprios mais baixos, conforme

ditado pelo principio de exclusdo de Pauli.

Conforme se fez notar no final da subseccdo anterior, é possivel aplicar os teoremas
de Hohenberg-Kohn ao sistema de electrdes independentes sob andlise. Por conseguinte,
conclui-se de imediato que h4 um, e s6 um, potencial externd/| que gera a densidade p(7).
O funcional para a energia total escreve-se agora

E3[o(7)] = Tulo(7)] + / 070 (F)p(7) + Ean, (2.36)

®Que se assume nao degenerado para simplificar a exposigdo.
"Este potencial é, evidentemente, determinado a menos de uma constante, que pode ser sempre escolhida
de forma a que lim_, c vs(7) = 0.
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onde, por analogia a (2.32), se percebe que Ti[p(7)],
| N
Lol = ~3 > [ vV 237)
i=1

a energia cinética do estado fundamental do sistema de electrées independentes de densi-
dade p(7), é apenas um caso particular do funcional Fyk[p(7)]. Ja por analogia com (2.33),
as equagoes de Euler-Lagrange escrevem-se

0 T3 [p(7)] .
—— | E5lp(7)] — ps /d'FpF—N)}:—ﬁ+vs'r’—uS:O, (2.38)
o | B ([ 4ot LR
em que /s € um multiplicador de Lagrange que impde a normalizagdo da densidade ao
numero total de electrdes. Repare-se que esta tiltima equagdo é formalmente equivalente a
expressao (2.34).

Voltando ao sistema de electrdes interactuantes, a hipé6tese central do método de Kohn-
Sham consiste em assumir que existe um sistema auxiliar de particulas independentes cuja
densidade do estado fundamental é a mesma que a densidade exacta do estado funda-
mental do sistema real. Embora ndo se conhecam provas rigorosas para sistemas reais de

interesse, esta hipdtese permanece a forma mais usual de aplicar a teoria.

O funcional Fyk[p(7)] para um sistema de electrdes interactuantes pode, assim, escrever-

Filp(7] = To(7)] + / g7 g PP

— —
=]

se como
+ Exe[p(7)], (2.39)

em que o primeiro termo do lado direito, 7;[p(7)], é, conforme se viu, o funcional da energia
cinética para um sistema de electrdes independentes. O segundo é a contribuicdo classica
para a energia electrostdtica de uma distribui¢do continua de carga de densidade volu-
métrica p(7) (vulgarmente designada por energia de Hartree) e E..[p(7)] é o funcional da
energia de troca e correlagdo, que é definido a custa da Eq. (2.39), e que, consequente-
mente, inclui todas as contribui¢des para a energia interna, cinética e potencial, do sistema
de electrdes interactuantes, ndo incluidas nas duas parcelas anteriores. Deste forma, a par-
cela E,.[p(r)] inclui, mas ndo se restringe, aos efeitos quanticos das interac¢des electrao-
electrdo. Substituindo em (2.32), obtém-se a energia total do estado fundamental

B0 = T + 5 [ arar SO B o]+ [ a0l + B (2:40)

|7 — T
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e a aplicagdo do principio variacional resulta nas equac¢des de Euler-Lagrange correspon-
dentes

o B - / o) - )| =
= et [ 2L o)) 4 ven() - 0= 0. 24

onde o potencial de troca e correlacdo é um funcional da densidade dado, a menos de uma

constanteﬂ por

Uep] (F) = %@gm (2.42)

Se agora se identificar o potencial efectivo vks como

vislp)(7) = / a7 LU 101) + e (7). (2.43)

entdo a Eq. (2.41) pode reescrever-se

5 { Ks 0T:[p(7)]
= ESp) —u ( [arom - 3) | = Sl - =0 @)
o) [0 ) G
Mas, a forma da Eq. (2.44) é idéntica a da Eq. (2.38) para particulas independentes que
se movem no potencial efectivo vks[p|(7) ao invés de no potencial externo vy(r). Assim, se
se assumir que a densidade é a mesma nos dois sistemas, conclui-se que o problema de
obter a densidade electrénica do estado fundamental do sistema interactuante se resume

a resolucdo das equagdes de particula tnica (2.34) em que v,(7) é substituido por vks[p|(7)

(cf. Fig.
5V sl ) = ) (2.49)

com a densidade do estado fundamental dada por

N
) = Z\wm\?- (2.46)

Estas sdo chamadas as equagdes (auto-consistentes) de Kohn-Sham. Repare-se que, se a
forma exacta do funcional de troca e correlacdo fosse conhecida, a avaliagdo da energia
por produziria o valor exacto Ey. Assim, a utilidade prética das equagdes estd in-
teiramente dependente da capacidade de encontrar aproximagdes para o dito funcional
que sejam ao mesmo tempo simples e precisas. A subsecgao dd um exemplo de uma

dessas aproximagdes.

Nem as orbitais {¢;(r) | i = 1, ..., N} nem as suas energias {¢; |i = 1, ..., N} tém algum

8Que pode ser sempre escolhida de forma a que lim7|_, o vxc[p](7) = 0.
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significado conhecido ou directamente observavel[43], excepto a ligacdo 6bvia entre as
orbitais e a densidade electrénica dada por (2.46) e a igualdade entre a energia de ionizagao
e a magnitude do valor préprio associado a tdltima orbital preenchida [47].

Vet (7) HK o) —5 o) HK oxsl)(P)

Wo(ry,...,7n) () i=1,...,N} {7}

FIGURA 2.3: Ao admitir a existéncia de um sistema auxiliar de particulas independentes
com a mesma densidade do estado fundamental que o sistema interactuante, o método
de Kohn-Sham consegue usar equagdes e solugdes de particula tnica para descrever as
propriedades de sistemas de muitas particulas. Ao potencial efectivo de Kohn-Sham cor-
respondem as orbitais {1;(7)}, em particular as N de valor préprio mais baixo, que cor-
respondem ao estado fundamental e a sua densidade electrénica. Adaptado de Martin
[40].

2.3.3 Energia de troca e correlacao

Até este ponto, a Teoria dos Funcionais da Densidade foi apresentada como um mo-
delo matemaético que permitiu visualizar o problema electrénico da perspectiva da densi-
dade electrénica. Embora motivado por consideracdes fisicas, o uso concreto do modelo
requer aproximagdes para o funcional Ey.[p(7)] que reflictam a fisica da estrutura electré-

nica.

A mais simples e, a0 mesmo tempo, mais usual, é denominada aproximacdo da densi-
dade local (LDA) [21]:

BN () = [ dren(p(i)ol) .47)
onde ey.(p(7)) é a energia de troca e correlagdo por particula para um gas uniforme de

electrdes de densidade p = p(F)(ﬂ). A parte da troca pode ser obtida pelo método de
Hartree-Fock e, em unidades atémicas, escreve-se

ex (p(1) = — 0‘f58, (2.48)
em que
47 -1/3
no®) = (o) 249

°0Ou seja, aplicar-se-do expressdes derivadas para um gas de electrdes homogéneo a uma densidade
electrénica ndo necessariamente uniforme. No fundo, é como se se tivesse uma distribui¢do continua de
carga que se considera apenas localmente homogénea, isto é, no volume infinitesimal dr (que se tem vindo
a designar, num claro abuso de linguagem, por dr) em torno de cada ponto 7.
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é o raio de uma esfera ocupada por um electrdo, habitualmente denominado parametro
de densidade. J4 a parcela correspondente a correlagao foi estimada pela primeira vez em

1938 por Wigner [48]]
0.44
ec(p(r)) = —ma
e mais recentemente por Ceperley [49] e Ceperley e Alder [50] utilizando métodos de
Monte Carlo.

(2.50)

A priori, seria de esperar que a LDA, logicamente exacta para um géds uniforme de
electrdes, se revelasse de alguma utilidade apenas para densidades de varia¢do suave a
escala de r;. Em sistemas atémicos, estas condi¢gdes sao raramente verificadas e frequente-
mente seriamente violadas. No entanto, a experiéncia mostra que a LDA tem produzido
bons resultados para a maioria das situa¢des em que é empregue, com precisdo no minimo

semelhante ao método de Hartree-Fock para sistemas atémicos e moleculares [51].

A LDA ¢ a aproximacdo de base para muitas outras. Por exemplo, a aproximagao de
gradientes generalizada (GGA) envolve ja o gradiente da densidade Vp(7) e os métodos
hibridos procuram calcular a energia de troca pelo método de Hartree-Fock, complemen-
tando o cdlculo com GGA [52].

2.4 Pseudopotenciais

24.1 O conceito de pseudopotencial

A resolucdo da equacdo de Schrodinger para muitos electrdes pode ser deveras sim-
plificada se os electrdes do sistema forem separados em dois grupos: os de valéncia e os
do cerne. Os electrdes do cerne, isto é, aqueles das camadas mais internas, estdo forte-
mente ligados e a experiéncia mostra que ndo desempenham um papel significativo na
ligacdo quimica dos dtomos, formando com o niicleo um carogo que, na pratica, se pode
considerar inerte. Com efeito, as propriedades de ligacdo, especialmente em metais e se-
micondutores, sdo quase totalmente descritas pelos electrdes de valéncia [53].

As referidas consideragdes sugerem que os electrdes do cerne podem, na grande maio-
ria dos casos, ser efectivamente ignorados, reduzindo portanto o &tomo a um carogo iénico
que interage com os electrdes de valéncia. O uso de uma interacgdo efectiva, um pseudo-
potencial, que aproxima o verdadeiro potencial em que se movem os electrdes de valéncia
foi proposto pela primeira vez em 1934 por Fermi [54] e em 1935 por Hellmann [55]. Nao
foi, no entanto, até 1959 com Phillips e Kleinman [56] que os pseudopotenciais comegaram

a ser extensivamente usados. Eis os seus argumentos.
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Sejam as solugdes exactas do problema electrénico (j4 reduzido a um conjunto de equa-
¢Oes de particula tnica) para os electrdes do cerne, |1).), e para os electrdes de valéncia,
[¥0)

H' |tn) = €n |tn) (2.51)

onde H' é, por exemplo, o hamiltoniano que figura nas equagdes de Kohn-Sham (2.45) e
n = c,v. As orbitais de valéncia podem ser escritas como a soma de uma fungdo mais
suave (chamada pseudo-fun¢do de onda), |¢,), com uma fungdo oscilante que resulta da

ortogonalizagdo das orbitais de valéncia aquelas do cerne
|77Dv> = |90U> + Z Ay |77Dc> ) (252)

com

Substituindo a orbital suavizada ¢, em (2.51) resulta em

H' |901)> - Z(gc - 51}) W)c) <77Z)c|90v> =&y |90v> . (254)

C

Esta equacgdo indica que os estados "suavizados" |¢,) satisfazem uma equacdo de Schro-

dinger com um pseudo-hamiltoniano dependente da energia

H(e) = H' =) “(ec —¢) [the) (el (2.55)

e que o valor proprio que lhes estd associado € igual ao que corresponde as orbitais de

valéncia [, ). Pode assim identificar-se

W (e) =V — Z e — ) [te) (W, (2.56)

como o potencial efectivo onde se movem os electrdes de valéncia. Note-se que V re-
presenta aqui o potencial verdadeiro, j4 num formalismo de particula tinica, em que os
electrdes de valéncia se movem. O potencial de Kohn-Sham é, assim, um exemplo
valido. O pseudopotencial além de depender do valor préprio do estado electrénico

a determinar, é nao-local.

Devido ao decaimento das orbitais do cerne, WYX reduz-se, a partir de uma dada dis-
tancia ao carogo i6nico, a V. J4 na regido préxima do ntcleo atémico, a ortogonalizacdo
das orbitais de valéncia as orbitais do cerne fortemente oscilantes, forca os electrdoes de

valéncia a ter elevada energia cinétic E esta caracteristica das orbitais de valéncia, que

104 energia cinética é, na verdade, uma medida da curvatura da fun¢do de onda.
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naturalmente seriam bastantes oscilantes, que se procura transferir para o préprio hamil-
tioniano sob a forma do segundo termo de (2.55) ou (2.56). Por conseguinte, este termo de
ortogonalizagdo ao cerne representa um potencial repulsivo que torna o pseudopotencial
bastante mais fraco na regido junto ao carogo iénico. Deste modo, as pseudo-fungdes de
onda serdo mais suaves e ndo vao oscilar tanto na dita regido. Repare-se como além de
reduzir o nimero de electrdes sob consideragdo, o conceito de pseudopotencial facilita o
problema numericamente, essencialmente porque reduz a distribuicdo espectral da onda,
facilitando, por exemplo, a sua representacdo numa base de ondas planas ou a resolucdo

de equagdes diferenciais que a envolvam.

O pseudopotencial que, dada a sua natureza nado-local, é em geral designado w(7,7”), é

usualmente reescrito na forma
w7 =Y Y (Fwi(r, )Y (), (2.57)

em que Y}, sdo os harmonicos esféricos. Esta expressdo enfatiza o facto de w;, como fungdo
de r e 1/, depender ainda do momento angular. A forma mais habitual é, contudo, a forma
semi-local, assim denominada porque é local apenas na coordenada radial

5(7“—7“’).

2

(2.58)

wi(r,r") = w(r) .

2.4.2 Pseudopotenciais ab-initio: o potencial de Troullier-Martins

Os pseudopotenciais modernos sdo obtidos por via de célculos atémicos com todos
os electrdes e sdo capazes de reproduzir com rigor a distribui¢do de carga de valéncia
[57]. O procedimento levado a cabo para gerar uma grande parte deles, em particular, os

chamados pseudopotenciais que conservam a norma, é o seguinte [58]:

1. Resolvem-se as equag¢des de Kohn-Sham radiais para o 4tomo livre, com todos os
electrdes (AE), para uma dada configuragdo de referéncia. Para o atomo isolado, o
potencial externo que figura em é apenas o potencial nuclear —Z/r. Supondo
uma aproximagao esférica para o potencial de HartreelT| vy [p"F](r) e para o potencial
de troca e correlagdo v [p*F](r), pode escrever-se

EI) = 2 el () + el PN, (259)

110 potencial de Hartree é simplesmente o potencial associado a energia (potencial) de Hartree e é uma
designagao frequente do primeiro termo de (2.43).
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que é um potencial esfericamente simétrico e que, consequentemente, permite sepa-
rar as orbitais de Kohn-Sham nas suas partes radial e angular 1;(7) = R,,;(r)Yi,n (0, ) 1¥.
A parte radial é, assim, solugdo da equacao

1d*  I(l+1)

AEr AE AE AE AE
szt g T sl | rRy(r) = e R (r)- (2.60)
2. As pseudo-fungdes de onda RZPP(T), para os electrdes de valéncia (PP), sdo obtidas

usando um esquema adequado que obedece a certas condigdes.

3. Uma vez obtida a pseudo-fun¢do de onda, a inversdo da equagdo radial (2.60) para a
pseudo-func¢do de onda e densidade dos electrdes de valéncia permite obter o pseu-
dopotencial blindado

I(1+1) 1 d? PP

scr _ PP el
wi(r) = € 27 R e (PR ()] - (2.61)

4. A desblindagem dos termos de Hartree e troca e correlagdo para os electrdes de va-

léncia permite obter a forma final do pseudopotencial

wi(r) = w0 (r) = vulp")(r) = vxe[p"](r). (2.62)

As condig¢des impostas sobre as pseudo-fung¢des de onda sdo as que se listam [58]:

1. As pseudo-fungdes de onda, além de normalizadas, sdo obrigadas a coincidir com as
verdadeiras fun¢des de onda dos electrdes de valéncia para la de uma certa distancia,

o raio de corte r.. Estas condi¢des podem escrever-se

RFP(r) = RAE(r) ser >r!

Y a2 BPP (2 — [ dr 2| RAE (72 fo (2.63)
fo rre| Ry ()| —fo rre|RyC(r)|” ser’ >

em que o indice n nas fung¢des de onda para todos os electrdes especifica o nivel de

valéncia. De notar que o raio de corte depende também do momento angular.

2. Os pseudo-valores préprios sdo iguais aos obtidos no cédlculo com todos os electrdes

efF = ehP. (2.64)

nl

3. As pseudo-fun¢des de onda ndo devem ter superficies nodais.

12 Ainda como consequéncia da simetria esférica, existe degenerescéncia no niumero quantico m e estados
com os mesmos n e [ tém a mesma ocupagdo. As propriedades dos harménicos esféricos (closure relation)
implicam imediatamente que também a densidade electrénica tem simetria esférica, tal como se verificaria
na solugdo exacta do problema de muitos corpos, pois o potencial de Coulomb é esfericamente simétrico.
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O raio de corte pode ser interpretado como uma medida da qualidade do pseudopo-
tencial. O menor valor que pode assumir é, logicamente, determinado pela posi¢do da
superficie nodal mais exterior das fun¢des de onda com todos os electrdes. Neste limite,
o pseudopotencial resultard bastante realista, mas também bastante forte. Por sua vez, a
escolha de um raio de corte superior conduz a pseudopotenciais mais suaves, com pouca
dependéncia no momento angular, que embora benéficos do ponto de vista numérico, sao
pouco realistas. Deste modo, a escolha do raio de corte é um compromisso entre a precisao

desejada para o pseudopotencial e a celeridade dos métodos computacionais.

Um dos métodos para a construgdo da pseudo-fun¢do de onda foi proposto por Troul-
lier e Martins [59, 60], que se basearam em trabalho realizado anteriormente por Kerker
[61]. As pseudo-fungdes de onda definem-se

RAE(r) ser>r

R (r) = : (2.65)

I
C
rler™  ser <7l

com

p(r) = co + car? + cart + cgr® + cgr® 4 c10r'0 + c1ort?. (2.66)

Os sete coeficientes do polindmio p(r) sdo ajustados impondo outras sete condi¢des: a con-
servagdo da norma (2.63), a continuidade da pseudo-funcdo de onda e das suas primeiras
quatro derivadas para r = r! e a nulidade da curvatura do pseudopotencial blindado, w;,

na origem. Esta tltima condigdo traduz-se em
5+ cy(20 +5) =0, (2.67)

e é responsdvel pela suavidade dos pseudopotenciais obtidos por este método.

2.4.3 Transferibilidade de um pseudopotencial

Por construgao, os pseudopotenciais gerados tém a capacidade de reproduzir fielmente
os valores proprios de valéncia e as fung¢des de onda (para 14 do raio de corte) do 4tomo
isolado. Contudo, a utilidade do pseudopotencial reside na sua aptiddao de reproduzir
o efeito do potencial verdadeiro em vérios ambientes quimicos. Por outras palavras, é
necessario estudar o potencial quanto a sua transferibilidade.

Uma forma de forgar o pseudopotencial a actuar num dado electrdo do mesmo modo
que o verdadeiro potencial é requerer que ele possua as mesmas propriedades de disper-
sdo. Demonstra-se que, a par da energia do electrdo, a derivada logaritmica da funcdo de

onda desempenha um papel crucial na determinacdo destas propriedades [58]. Os pseu-
!

c’

dopotenciais que conservam a norma sdo construidos de tal forma que, para r > r,, a
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coincidéncia entre a derivada logaritmica das pseudo-fun¢des de onda e das verdadeiras
fungdes estd garantida. Contudo, o que acabou de se afirmar s6 é verdade para a ener-
gia de referéncia ¢; e os valores préprios dependem do ambiente quimico. Para que haja
transferibilidade do pseudopotencial, esta identidade dever-se-ia verificar para todas as
energias de interesse, e ndo apenas para aquela para a qual se ajustou o pseudopotencial.
Esta condicdo pode ser aliviada se se restringir o estudo apenas a uma pequena gama de
energias em torno da energia de referéncia ou, por outras palavras, se apenas se exigir a
igualdade da primeira derivada em ordem a energia das derivadas logaritmicas. Na ver-
dade, a conservagdo da norma assegura, desde logo, que assim é para r > 7, uma vez que
[57, 62]

0 d 2 " 2 1
L — | @R 2.
e dr n Ry(r) |Rl(r)|27“2/o r | Ry (r")|"r (2.68)

Dado que a condicado (2.68)) estd a partida assegurada, o procedimento passa, em geral, por
simplesmente verificar se a condigdo é de facto respeitada.

Um outro teste simples consiste em comparar energias de excitagdo ou a energia de
ionizagdo para o pseudo-dtomo e para o &tomo com todos os seus electrdes. Pode ainda
estudar-se a varia¢do da energia total do 4tomo livre com a ocupagdo das orbitais de valén-
cia [63]. Contudo, nenhum dos testes referidos tem em conta que o ambiente que rodeia
os electrdes é distinto em situagdes que ndo a de referéncia. Assim, embora o pseudo-
potencial se mantenha, o potencial efectivo altera-se dado que tanto os termos de Hartree
como de troca e correlacdo dependem da densidade electrénica. Por este motivo, o método
ideal passaria sempre por verificar se o pseudopotencial reproduz com sucesso os cdlculos
com todos os electrdes em vérios ambientes quimicos. A forma mais habitual de o fazer
é testar a robustez do pseudopotencial para outras configuragdes atomicas, ou até mesmo

iOnicas.

2.5 Teoria dos Funcionais da Densidade Dependente do Tempo

2.5.1 O Teorema de Runge-Gross

O movimento correlacionado dos electrdes em sistemas de muitos corpos tem um papel
preponderante na descrigdo das caracteristicas dos espectros desses sistemas [64]. A abor-
dagem directa ao problema consiste em resolver a equac¢do de Schrodinger dependente do
tempo para a equagdo de onda de N electroes U (7, ..., 7N, t)

0

H(Fla cee 7FN7t>\I[<F17 cee >FN7t) = Zaq](?la v 7FN7t>7 (269)
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em que, mais uma vez, se invocou a forma genérica do hamiltoniano (2.2)

H(F, ..., 7y, 1) Z v2+2vm it +ZZ,T Bu,  (270)

e se omitiu a forma explicita do potencial externo v.. (7, t). Este pode entdo representar, por
exemplo, a atracgdo coulombiana dos electrdes a um conjunto de nticleos em movimento
ou a interacgdo com campos externos, como no caso de um sistema iluminado por um feixe

laser.

Resolver a equagao para o hamiltoniano é uma tarefa extremamente dificil.
Foi entdo que, em 1984, Runge e Gross [22]] apresentaram e provaram um teorema que hoje
ostenta os seus nomes e que simplificou substancialmente a forma como se passou a enca-
rar o problema. O teorema central da Teoria dos Funcionais da Densidade Dependente do
Tempo afirma que existe uma correspondéncia biunivoca entre o potencial externo depen-
dente do tempo ve. (7, ) e a densidade electrénica p(7, t)

p(7)t) = N/dFQ...dFN|\If(F, Py s D), (2.71)

para sistemas de muitos corpos que evoluem no tempo a partir de um dado estado inicial
U, = U(7, ..., 7N, to) que, note-se, ndo tem que ser o estado fundamental ¥, ou sequer um
estado estaciondrio do hamiltoniano de (2.70) para ¢t = .

As implicagdes do referido teorema sdo profundas: a densidade electrénica dependente
do tempo p(7,t) de um sistema que parte de um dado estado inicial ¥; determina, a menos
de uma fungdo dependente (apenas) do tempd!?} o potencial externo ve (7, t) que produz
a dita densidade. Por sua vez, o potencial externo define completamente o hamiltoniano
e a equacgdo de Schrodinger dependente do tempo (2.69) pode entdo, em principio,
ser resolvida e todas as propriedades do sistema obtidas. Com efeito, a fun¢do de onda, de-
terminada a menos de uma fase puramente dependente do tempo, «(t), dada a liberdade
na definicdo do potencial, pode ser vista como um funcional da densidade e do estado
inicial

U(Fy, ... Py, t) = e “OU[p, W(F, ..., Py, t). (2.72)

3Em que se usou a mesma letra (p) que para a densidade do estado fundamental na secgdo pois o
contexto ndo deverd permitir margem para ambiguidade.

14Esta liberdade é semelhante a que se viu no caso do teorema de Hohenberg-Kohn. De facto, uma funcéo
que depende apenas do tempo néo altera a fisica do problema: se dois potenciais diferirem somente de uma
fungdo com estas caracteristicas, as func¢des de onda resultantes diferirdo apenas de uma fase puramente
dependente do tempo. Por conseguinte, a densidade electrénica e todos os valores esperados de observaveis
permanecem inalterados.
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Portanto, o valor esperado de qualquer observavel O(¢) é também um funcional da densi-

dade e do estado inicial
Olp, il(t) = (V]p, Bl ()|O@)[¥[p, Wi](t)) - (2.73)

Isto é, para um dado estado inicial, a densidade electrénica, uma funcdo de apenas trés
variaveis espaciais e do tempo, determina todas as propriedades do sistema de electrdes

interactuantes. A Fig. 2.4/ esquematiza o teorema.

V4

)
\D(Tl,...,TN,

Vext (T?, t RG p(F7 t)

FIGURA 2.4: Ao resolver a equagdo de Schrodinger dependente do tempo, o potencial
Vext (T, t) determina a fun¢do de onda dependente do tempo U (7, ..., 7N, t) que descreve
um sistema que partiu inicialmente do estado ;. A densidade electrénica p(7,t) é depois
trivialmente determinada. O teorema de Runge-Gross completa o ciclo, ao fazer corres-
ponder a densidade electrénica do sistema que parte do estado ¥;, o potencial externo de
onde o raciocinio partiu.

2.5.2 As equacdes de Kohn-Sham dependentes do tempo

A semelhanga do raciocinio seguido na subseccdo recorrer-se-a a um sistema de
electrdes independentes, definido por forma a reproduzir a densidade do sistema de elec-
trdes interactuantes de interesse. Assim, todas as propriedades do sistema de electrdes

interactuantes podem ser extraidas a partir da densidade deste sistema auxiliar.

Dado que a correspondéncia biunivoca entre densidades e potenciais dependentes do
tempo pode ser invocada independentemente do tipo de interac¢do entre as particulas, ela
pode ser aplicada, tal como se viu no caso do teorema de Hohenberg-Kohn para o estado
fundamental, ao caso particular do sistema de electrdes independentes [64]. Deste modo,
o potencial extern vks|p, UKS](F, ) que resulta na densidade p(7,t) para um sistema de
electroes independentes que parte do estado ¥X5, estd univocamente determinado.

15Na subsecgao para o caso do estado fundamental, expds-se detalhadamente o raciocinio que cul-
minou na substitui¢do do potencial externo vs(7) pelo potencial efectivo vks[p|(7). Repare-se que tal seria
perfeitamente equivalente a concluir que se identificou o potencial externo vs(7) com vks|[p] (7). Assim, faz-se
aqui a associa¢do equivalente para o caso dependente do tempo, sem, contudo, se referirem os detalhes que
a alicercam.
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Regressando ao sistema de electrdes interactuantes de interesse, assume-se de novo que
existe um sistema auxiliar de electrdes independentes ou, de forma equivalente, que existe
vks, para a densidade dependente do tempo do sistema interactuante. Por conseguinte, se
forem {¢;(7,t)|i =1,..., N} as orbitais que compdem o determinante de Slater do sistema

de electroes independente a densidade do sistema interactuante pode escrever-se

N

p(Ft) = [a(F 1), (2.74)

i=1

em que as orbitais {¢;(7", )} satisfazem as equagdes de Kohn-Sham dependentes do tempo

(cf. Fig.

1 0
—§v2 + vks[p, UF9)(7, t)} Pi(7t) = iam(ﬁ t). (2.75)
De forma analoga ao procedimento anteriormente seguido, vxs é decomposto em trés ter-
mos
KS7/=> 5\ _ = _, (7", 1) KS1/=~
vks[p, Uil 1) = vexe[p, Wil (7€) + [ dF P + vxe[p, Wi, UP(7 ), (2.76)

em que o primeiro é o (verdadeiro) potencial externo dependente do tempo, isto é, aquele
a que os electrdes interactuantes estdo sujeitos, e o segundo é o potencial de Hartree de-
pendente do tempo e representa, como ja se viu, a interac¢do de distribui¢des de carga
classicas. A dependéncia funcional do potencial externo ndo é, na verdade, de grande re-
levancia prética, dado que para célculos reais ele é escrito descrevendo explicitamente a
fisica do problema. Por tltimo, o potencial de troca e correlagdo vy.[p, ¥;, UE5)(7, t) tem que
ser, na pratica, aproximado e é definido a custa de (2.76). De facto, este termo, adicionado
ao potencial de Hartree, é igual a diferenca entre o potencial que resulta na densidade
p(7,t) num sistema de electrdes independentes que parte do estado ¥XS, e o potencial que
produz a mesma densidade para um sistema real de electrdes interactuantes que parte do
estado V;.

A aplicagdo das ideias descritas inicia-se na escolha de um conjunto (que, em geral,
pode ser seleccionado a partir de uma infinidade de possibilidades) de N orbitais ortonor-
malizadas {t;(7,to)} que reproduzam a densidade do estado inicial p(7, %) (e a sua pri-
meira derivada em ordem ao tempo). As equagdes de Kohn-Sham dependentes do tempo
propagam depois estas orbitais iniciais.

O funcional de troca e correlacdo tem "memoria", isto é, depende nido s6 da densidade,
mas também da sua histéria. Contudo, a grande maioria dos funcionais em utiliza¢do nos
dias que correm ndo exibem dependéncia alguma nessa "memoria". Sdo ditos adiabéticos,
no sentido em que a densidade no instante ¢ é simplesmente injectada num funcional para

16Para o caso particular de ¥X5, ou seja, para t = to, as orbitais escrevem-se {¢;(7,to) |[i =1,...,N}.
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Vext (T, 1) vks|p, \I/KS (7,t)

VR

FIGURA 2.5: Ao admitir a existéncia de um sistema auxiliar de particulas independentes
com a mesma densidade dependente do tempo que o sistema interactuante, o método de
Kohn-Sham permite obter a densidade do sistema real a partir de orbitais de particula
tinica. O tnico entrave é a forma do potencial vks[p, ¥X5](7,t), em particular a do termo
de troca e correlagdo, que é, em rigor, desconhecida.

o estado fundamental [64], isto é
V2] (7 1) = vSS[p) (7, 1). (2.77)

Esta generalizagdo para o caso dependente do tempo de funcionais ja conhecidos para a
teoria do estado fundamental deu origem a aproximacdo adiabdtica da densidade local
(ALDA), a aproximagdo adiabatica generalizada de gradientes (AGGA) e a extensdes adi-
abéticas de funcionais hibridos. De notar ainda que a aproximagdo mais simples, a ALDA,
de validade a partida restringida a sistemas de varia¢do lenta tanto no espaco como no

tempo, produz bons resultados mesmo para sistemas que se afastam deste limite [64].

2.5.3 Espectros de absorcao

Um "espectro” é o nome que normalmente se d4 a resposta de uma amostra quando su-
jeita a uma perturbagdo, que pode ser provocada por um campo electromagnético externo
(fotdes) ou por outras particulas (p. ex. electrdes ou neutrdes). Esta resposta é habitual-
mente representada em funcdo da energia (ou, de forma equivalente, da frequéncia ou do
comprimento de onda) da particula incidente. Nesta sec¢do o foco estd sobre o cdlculo da
resposta Optica de um dado sistema de interesse.

A abordagem proposta passa por aplicar o método de Kohn-Sham da subseccdo
para obter as orbitais do estado fundamental {¢;(7) | = 1,..., N} e arespectiva densidade
electrénica p(7). De seguida, conforme sugerido por Yabana e Bertsch [65], excitam-se
todas as frequéncias do sistema por aplicacdo de uma pequena perturbagao instantanea ~

as orbitais de particula tnica que se acabaram de obter

V(T to) = ey (7). (2.78)
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O pequeno momento « é aplicado de forma coerente a todos os electrdes do sistema e
tem como consequéncia a inducdo de um momento dipolar eléctrico no sistema a medida
que este evolui no tempo. Uma vez na posse das orbitais {¢;(7,%)|¢ = 1,...,N} e da
densidade electrénica p(7, ty) que, repare-se, é a densidade do estado fundamental, pode
depois recorrer-se a equacao para propagar o sistema no tempo, enquanto se regista
a evolugdo do momento dipolar eléctrico. Este procedimento é repetido para cada uma das
trés direc¢des do espago cartesiano, o que permite obter o tensor polarizabilidade dinamica

a custa da transformada de Fourier do momento dipolar eléctrico do sistema [64]

1

() = / 0t d(t) — dys (fo)], (2.79)

em que «,.(w) é a polarizabilidade dindmica segundo a direc¢do z para radiagdo pola-
rizada segundo z e de frequéncia w. Ja [d,.(t) — d..(to)] é a componente segundo = do
momento dipolar eléctrico induzidd”|no sistema por radiacéo polarizada segundo z. Os
elementos do tensor da secc¢do eficaz de absor¢do 6ptica definem-se

4
0 () = = Im o (), (2:80)

onde c é a velocidade da luz no vacuo e Im designa a parte imagindria do seu argumento.
O espectro pode depois ser obtido a partir da expressdo para a fungdo da forga do dipolo

(dipole strength function), que se escreve

S(w) = 5 E Tra(w)] | (2.81)

em que Tro(w) é o trago do tensor da seccdo eficaz de absorgao.

As consideragOes que se acabaram de tecer sdo vélidas até primeira ordem de teoria de
perturbagdes, ou seja, tém em consideragdo apenas termos lineares no campo perturbativo.
Para além disso, assume-se que « é suficientemente pequeno, isto é, que o comprimento de
onda é suficientemente grande quando comparado com as distancias interatémicas, para

que o problema se encontre no regime de aplicabilidade da aproximacao dipolar.

2.6 Tempos de vida de fluorescéncia

Ha cerca de um século, Einstein derivou uma forma de relacionar quantitativamente os
fenémenos de absorcdo, emissdo estimulada e emissdo espontanea baseando-se apenas na

compreensdo intuitiva que tinha dos processos envolvidos [66]. Aqui, o objectivo é usar

7Repare-se como d,(ty) é igual a0 momento dipolar eléctrico antes de se aplicar a perturbagdo, dado
que p(7,to) é ainda a densidade do estado fundamental.
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essas ideias para se perceber o método derivado por Bolton e Archer [18] para extrair o
tempo de vida de fluorescéncia das moléculas a partir, exclusivamente, do seu espectro de

absorcao.

A Fig. mostra a forma tipica das bandas de energia e dos espectros de absorcao e
fluorescéncia de uma molécula. Todos os estados vibracionais correspondentes a superfi-
cie de Born-Oppenheimer do estado fundamental caem dentro da diferenca de energia F,
correspondente a transicdo entre os estados vibracionais de menor energia para as duas
superficies (0-0). Assim sendo, é de esperar que o espectro de absorcéo fique para la de v,
(a frequéncia que corresponde a E,) e o de fluorescéncia se situe em frequéncias inferiores
a vg. E normal que a excitagdo relaxe sensivelmente a configuracdo da molécula. Por este
motivo, as superficies de energia potencial e as frequéncias vibracionais afastam-se ligeira-
mente do comportamento do estado fundamental. Nesse caso, o maximo de fluorescéncia

estd ainda mais desviado para o vermelho.

FIGURA 2.6: Sistema de bandas de uma molécula. Em (a) apresentam-se as superficies de
energia potencial em que os ntcleos, na aproximagdo de Born-Oppenheimer, se movem.
A curva de menor energia corresponde ao estado fundamental electrénico para diferentes
arranjos nucleares {ﬁl, ...,R M }. Ja aquela de energia superior, é a curva equivalente para
o primeiro estado excitado electrénico. Em (b) mostram-se as transi¢des que contribuem
mais decisivamente para o espectro de absor¢do a temperatura ambiente. Adaptado de
Bolton e Archer [18].

Uma vez que, a temperatura ambiente, a separagdo entre niveis vibracionais consecuti-
vos é bastante superior a k7', com k a constante de Boltzmann e 7" a temperatura absoluta,
a maioria das transi¢des na absorc¢do tém origem nos niveis v = 0 do estado fundamental,
enquanto as transigdes na fluorescéncia tém origem nos niveis ¥ = 0 do estado excitado

(cf. Fig. [2.6). Assim, se as frequéncias vibracionais dos estados fundamental e excitado
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forem idénticas, os espectros de absorcao e fluorescéncia devem exibir simetria de reflexdo
em torno de v,, a frequéncia associada precisamente a essa transigao (0-0). Aqui, far-se-a
justamente essa suposigdo, isto €, que os espectros de absorcado e fluorescéncia sdo a ima-
gem no espelho um do outro e que, portanto, se pode extrair toda a informacgdo através dos
dados da absorcdo. Tal tem a 6bvia desvantagem de negligenciar o verdadeiro espectro de
fluorescéncia e a informagdo que este contém acerca da superficie de Born-Oppenheimer
do estado fundamental.

Nestas condig¢des, o coeficiente de Einstein para a transi¢do 10 — ub (absorcao, cf. Fig
deve ser o mesmo que para a transigao "simétrica” u0 — b (fluorescéncia, cf. Fig [2.6).
Esta condi¢do, denominada condigdo de Birks [67], pode escrever-se

nglu(Vg + 5) - guBul(Vg - 5)7 (282)

em que g é a degenerescéncia do estado vibracional de energia mais baixa (v = 0) do
estado fundamental e g, é a degenerescéncia do estado vibracional equivalente para o
estado excitado. A frequéncia ¢ é tal que v, = vu, = Vg + J estd na regido espectral
de absorcdo e vy = vy, = vy — 0 estd na regido espectral de fluorescéncia. Bj,(v) é o
coeficiente de Einstein para a absorc¢do e B, (v) o coeficiente de Einstein para a emissdo
estimulada. Usando a relagdo entre o coeficiente de Einstein para a emissdo espontanea
A, e para a emissao estimulada Bu1

B 8rhn3

V3
Ay UdpB o, (2.83)

3

em que h é a constante de Planck e n o indice de refraccdo do meio, que aqui se assume

independente da frequéncia, pode reescrever-se (2.82) como

An(vg — §)c? Ju

By, §) = . 2.84
1 (Vg+ ) 87Thn3(l/g—5)3 a ( 8 )
A taxa de geracdo de moléculas excitadas pode escrever-se
dN,
Fra By (V) pob(v) M dv, (2.85)

em que N, e V; sdo as densidades de moléculas no estado electrénico excitado e funda-
mental, respectivamente. py,;,(r) é a densidade de energia da radiagdo por unidade de
frequéncia e é dada, para um corpo negro, pela distribui¢do de Planck,

SThnv3 1
3 ehv /KT _ 1°

pob(V) = (2.86)

¥Dado que nao é habitual na literatura usarem-se unidades atémicas neste dominio da fisica, também
aqui se evitou o seu uso. Repare-se ainda que B é dado em unidades de [J7'm3s™!] e A em [s7'Hz™!].
Assim, em relacdo as unidades "habituais", estas quantidades sdo aqui dadas por unidade de frequéncia.
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Por outro lado, a mesma taxa pode escrever-se, em termos do coeficiente de absorgao «(v)

[m~1] e do fluxo de fotdes incidentes j(v) [fotoes m s~ 'Hz '], como

AN,
dt

a(v)j(v) dv. (2.87)
Em termos da seccdo eficaz de absorgad™)} o coeficiente de absorgdo escreve-se
a(v) =o(v)N, (2.88)

e, se for ¢/n a velocidade de um fotdo, pode escrever-se

. pob(v) ¢
= —. 2.89
jv)=—"~—~ (2.89)
Inserindo estas relacdoes em (2.87)), obtém-se
dN, o(v)c
— = Nidv. 2.
i o Pob (V) Ny dv (2.90)
Comparando (2.85) com (2.90) pode identificar-se
o(v)e
B (v) = : 291
) =~ (2.91)
que se pode agora substituir em (2.84):
o(vg + 0)c _ Au(vg —0)c? @7 (2.92)
hn(vg +9)  8mhn®(vy — 6)3 g
que rearranjando e substituindo v, = v, + d e vy = v, — § = 21, — 1, produz
8mn? g1 (2vg — 1,)?
Aa(vr) = Aa2vg —va) = —5—=— o(Va). (2.93)

¢ Gu Va

Como A (v¢) é dado por unidade de frequéncia, o tempo de vida de fluorescéncia 7 é
obtido ndo pela simples inversdo deste coeficiente, mas pelo inverso da sua integral sobre
toda a banda de absorcao:

8mn? 9

2, — 1y)3
: d]/a(yg V)

Ju Va

= / vy A2 — v2) = o(va). (2.94)

C

A expressdo (2.94) pode agora ser avaliada usando valores experimentais ou teéricos para
o indice de refrac¢do do meio e para a secgdo eficaz de absor¢do. Evidentemente, a aproxi-
magdo dada para o tempo de vida serd tanto melhor quanto melhor a relagdo de simetria

entre os espectros de absorcao e fluorescéncia.

YEm que, em termos do tensor que se discutiu na subsecgdo a grandeza escalar o(v) introduzida na
equagdo (2.88) éiguala 3 Tro(v).
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Capitulo 3

Simulando as coenzimas NADH e FAD

3.1 Visdo geral da simulacao

O objectivo deste capitulo é expor as diferentes etapas da simulacdo levada a cabo, bem
como os resultados obtidos em cada uma dessas fases. Contudo, para que se possa delinear
o trajecto a seguir até a obtengdo dos espectros finais, é indispensavel, em primeiro lugar,
conhecer com rigor as moléculas que se pretendem estudar. A Fig. [3.1jexpde a estrutura da

coenzima dinucleétido de adenina nicotinamida (NADH) na sua forma protonada.

NADH . adenina

nicotinamida

fosfato

H

ribose

FIGURA 3.1: Estrutura molecular da coenzima NADH, C;1Hy9N7O14P>. Mostram-se
ainda a adenina, a nicotinamida, uma das riboses e um dos grupos fosfato que compdem
a molécula. Adaptado de ChemSpider [68].

A molécula é composta por cinco espécies atdmicas distintas: hidrogénio (H), carbono
(©), azoto (N), oxigénio (O) e fésforo (P), o mesmo acontecendo com a coenzima dinucleé-
tidd| de adenina flavina (FAD) representada na Fig. Nas suas estruturas é possivel

!Na verdade, e apenas como curiosidade, o FAD ndo é um dinucleétido no sentido estrito do termo [69].
De facto, um nucleétido é formado a partir de pelo menos um grupo fosfato e de um nucleésido. Estes,
por sua vez, sdo constituidos por uma base azotada, de que sdo exemplo a adenina ou a flavina, e por uma
molécula de agticar com cinco dtomos de carbono, a ribose ou a desoxirribose. Ora, acontece que flavina esta
na realidade ligada a um 4lcool, o ribitol, que resulta da redugao da ribose. Deste modo, o nome da molécula
é algo enganador.
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identificar védrios grupos funcionais, em particular aqueles que sdo responséaveis pela sua
cor, os cromoforos. Estes podem ser definidos como as entidades moleculares em que a
transi¢do electrénica responsdvel por uma dada banda espectral se encontra aproxima-
damente localizada [70]. Acontece que os cromoéforos organicos sdo caracterizados pela
presenca de sistemas conjugados 7 [71]. Estas ligacdes conjugadas podem, usualmente,
ser representadas por ligacdes simples e duplas alternadas, tal como habitualmente se faz,
por exemplo, para a estrutura de ressondncia do benzeno. Para o caso do FAD, os grupos
da adenina e da flavina sdo, portanto, facilmente identificaveis como os seus dois grupos
cromoforos. Ja para o caso do NADH, podem tecer-se algumas consideragdes adicionais
que certamente ajudardo a esclarecer a relevancia do papel desempenhado pelos croméfo-

ros nas propriedades espectroscopicas das moléculas.

adenina

L e e e e e e e e = U 1
ribitol fosfato

ribose

FIGURA 3.2: Estrutura molecular da coenzima FAD, Cp7H33N9O15P,. Assinalam-se ainda
a adenina, a flavina, a ribose, o ribitol e um dos grupos fosfato que compdem a molécula.
Adaptado de ChemSpider [72].

Quando a molécula de NAD" é reduzida, o anel de piridina perde a sua aromaticidade
(comparar Fig. e Fig. e hd uma alteracdo das suas propriedades espectroscépicas
[73]. Com efeito, tanto a adenina como a nicotinamida tém mdaximos de absor¢do para
260 nm, o que confere ao NAD" uma banda de absor¢do intensa nesta regido. A perda das
propriedades cromoéforas da nicotinamida aquando da redugdo implica uma quebra na
intensidade de absorcdo nos 260 nm e o aparecimento de um novo pico nos 340 nm. A Fig.
mostra os espectros de absor¢do da adenina, do NAD" e do NADH. Esta caracteristica
dos grupos cromoforos reterem a sua identidade mesmo quando inseridos em moléculas
de dimensdes superioreg]é o que torna estes sistemas em particular e as moléculas em que

estdo inseridos tdo interessantes do ponto de vista das propriedades espectrais.

2Tal ndo seria verdade se os croméforos estivessem ligados por um sistema conjugado =, circunstan-
cias em que o sistema poderia ser tratado como apenas um tinico croméforo e a identidade individual dos
cromoforos iniciais se desvaneceria.
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FIGURA 3.3: O anel de piridina (o tnico anel visivel na figura) do grupo nicotinamida
exibe, no NAD™, um sistema de liga¢des conjugadas que se perde aquando da redugéo a
NADH. Adaptado de ChemSpider [74].

As coenzimas foram simuladas na sua forma protonada, tal como se apresentam nas
Figs. B.1]e[3.2} Nao obstante, é essencial reter que, ao pH fisiologico [7.0—7.4] [75], o NADH
se apresenta maioritariamente como um anido duplamente carregado, NADH(2-), e o FAD
como um anido triplamente carregado, FAD(3-). A circunscri¢do do estudo a moléculas
electricamente neutras permite, por enquanto, colocar de parte eventuais obstaculos que
possam advir da localizacdo de carga nos respectivos anides [76]. Para além disso, os
célculos foram levados a cabo supondo as moléculas isoladas, isto é, em fase gasosa, ndo

se incluindo, por conseguinte, quaisquer efeitos de polarizacdo de solvente.

1 ‘ :
—— Adenina
09 NAD* -
—NADH

Absorbancia [u. arbitrarias]
© © © o o o o
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.
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FIGURA 3.4: Os espectros de absor¢do das moléculas NAD" e NADH foram extraidos de
Nelson et al. [77] e o da adenina de Dixon et al. [78] j4 em funcdo do comprimento de
onda, A. O espectro da adenina foi ainda renormalizado para que o seu pico nos 260 nm
coincidisse, em altura, com o pico correspondente do NAD*. Como a reduc¢do do NAD" a
NADH é acompanhada do aparecimento de um pico nos 340 nm, a evolugdo dessa mesma
reacgdo pode ser acompanhada registando a absor¢do nessa regido espectral [77].
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‘ Optimizagdo de geometria (UFF) ’

Pseudopotencial do fésforo (DFT)J {Optimizagéo de geometria (HF)J

Optimizacdo de geometria (DFT) J

‘ Estado fundamental (DFT) ’

‘ Propagacao no tempo (TDDFT) ’

‘ Espectros de absorgdo (Aprox. Dipolar)

{Tempos de vida (Espectros simétricos)

FIGURA 3.5: Para cada etapa da simulagédo, escreve-se ainda o método ou aproximagao
fundamental que a tornou possivel (ver corpo do texto). O cédigo de cores é tal que a
cada uma corresponde um programa diferente: rosa para o Avogadro, cinzento para o
MOPAC®, amarelo para o APE, laranja para o Octopus e azul para o MATLAB®.

A Fig. |3.5|resume a sequéncia de passos que culminaram na obtengdo dos espectros de
absorgdo e tempos de vida de fluorescéncia. Em primeira instancia, optimizou-se a geome-
tria de ambas as moléculas usando trés abordagens distintas: simples mecéanica molecular
(campo de forgas universal - UFF) utilizando o Avogadro [79, 80]; método de Hartree-Fock
(HF) utilizando o MOPAC® [81]]; e Teoria dos Funcionais da Densidade (DFT) utilizando
o Octopus [82-85]. Ap6s determinagdo do estado fundamental ainda em DFT e também
com o Octopus, fez-se uso da Teoria dos Funcionais da Densidade Dependente do Tempo
(TDDFT) para obter o a evolu¢do do momento dipolar do sistema com o tempo ainda com
o mesmo programa. O Octopus providencia ainda uma pequena ferramenta auxiliar que
permite a obtencdo directa dos espectros de absor¢do. Contudo, o cédigo original nédo in-
clui um pseudopotencial para o fésforo, ao contrdrio do que acontece para as outras espé-
cies atémicas das moléculas em causa. Assim, utilizou-se o APE [58), 86] para gerar o dito
pseudopotencial, essencial a construcao pelo Octopus do potencial efectivo de Kohn-Sham

onde se movem os electroes de valéncia das moléculas. Por tltimo, a anédlise numérica do
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espectro permitiu a obten¢do dos tempos de vida, admitindo que os espectros de absorc¢ao
e fluorescéncia sdo a imagem no espelho um do outro. Este curto passo e todos os ou-
tros que tenham envolvido tratamento de dados ou geracao de graficos foram executados
usando o MATLAB® [87].

3.2 O pseudopotencial do fésforo

O pseudopotencial do fésforo foi obtido segundo o esquema de Troullier-Martins, tal
como delineado na subsecgdo O programa utilizado, o APE, é um gerador de pseu-
dopotenciais atémicos construido no quadro da Teoria dos Funcionais da Densidade. Uma
peca fundamental da teoria é, como se viu, o funcional de troca e correlagdo. A oferta neste
campo é variadissima, dado que o APE recorre a biblioteca libxc [88], uma vasta colec¢ao
de aproximagdes para o funcional de troca e correlagdo. Os calculos aqui efectuados utili-
zaram sempre a LDA e, em particular para o termo de correlacdo, a formulagdo de Perdew
e Wang [89].

Em primeiro lugar, obtém-se as orbitais de Kohn-Sham com todos os electrées, em par-
ticular a sua parte radial RAF(r). Neste caso, a carga nuclear é Z = 15 e, por conseguinte,
a configuracdo electrénica escreve-se |;P: [Ne|3s? 3p®. A Fig. mostra a densidade de
probabilidade radial associada as orbitais de valéncia obtidas num calculo com todos os

electrdes.

0.7
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FIGURA 3.6: Densidade de probabilidade radial para as orbitais de valéncia do fésforo
obtidas num calculo com todos os electroes (AE).
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Dado que se usardo as verdadeiras fungdes de onda R4E(r) para construir as pseudo-
fungdes de onda RF(r) e, em ultima instancia, o pseudopotencial w;(r), é conveniente
gerar também a funcdo de onda radial correspondente as orbitais 3d, pois tal assegura uma
componente de momento angular adicional na soma, idealmente infinita, da expressdo
(2.57). Acontece, no entanto, que os estados 3d sdo nao ligados e a respectiva funcio de
onda radial, ao invés de tender a zero no infinito, diverge. A representacdo da dita funcao

pode ser encontrada no apéndice

As pseudo-fungdes de onda podem agora ser obtidas. A Fig. mostra a densidade
de probabilidade radial que corresponde a cada uma dessas func¢des. Repare-se na sua
suavidade. Assinalam-se ainda os raios de corte 7!, limite a partir do qual as fun¢des
reproduzem, por construcao, aquelas da Fig. Mais uma vez, a fungdo respectiva para

os estados 3d pode ser encontrada no apéndice [Al
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FIGURA 3.7: Densidade de probabilidade radial correspondente as pseudo-funcdes de
onda obtidas pelo método de Troullier-Martins. Os raios de corte para cada uma das
funcoes estao também demarcados.

Uma vez na posse das pseudo-fungdes de onda, trata-se apenas de recorrer as equagdes
e para obter o pseudopotencial j4 na sua forma final, ndo blindada. E este
potencial, em conjunto com os das outras espécies atémicas ja incluidos no Octopus, que
vai permitir a construgao do potencial externo v.. (") em que os electrdes de valéncia das

moléculas se movem. A Fig. 3.8 mostra os resultados obtidos.

A suavidade do pseudopotencial encontrado deve-se, em grande parte, a escolha dos
raios de corte. De facto, estes foram seleccionados por forma a favorecer a suavidade do
pseudopotencial, sem no entanto descurar a sua transferibilidade e capacidade de pro-

duzir resultados realistas. Um dos testes que se discutiu na subseccdo tinha que
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FIGURA 3.8: Pseudopotencial gerado para o fésforo. A suavidade das diferentes compo-
nentes angulares, uma caracteristica dos pseudopotenciais de Troullier-Martins, estd bem
evidente.

ver com a coincidéncia das derivadas logaritmicas das verdadeiras fun¢des de onda e das
pseudo-func¢des de onda que, para energias proximas daquela para a qual se ajustou o
pseudopotencial, deveria ser bastante boa. No APE, esta verificagdo é levada a cabo cal-
culando as derivadas logaritmicas das fun¢des de onda, como funcdo do valor préprio ¢,
tanto para o potencial com todos os electrdes, como para o pseudopotencial, para um raio
superior aos raios de corte [90]. Neste caso, como o raio de corte para a fun¢do de onda
3d é 2.35a,, escolheu-se um raio de teste de 2.4ay. Repare-se na Fig. como, de facto, se
verifica a coincidéncia para valores de energia em redor dos valores proprios para os quais

se ajustou o pseudopotencial (Tabela 3.1).

Estado &1 [Fn]

3s —0.51231
3p —0.20607
3d 0.00000

TABELA 3.1: Valores préprios associados as orbitais de valéncia do d4tomo de fésforo.
Recorde-se que ha degenerescéncia no niimero quantico m.

Realizou-se ainda um segundo teste que consistiu em comparar a energia de ionizacdo
obtida num cdlculo com todos os electrdes (AE), com aquela obtida num célculo conside-
rando apenas os electrdes de valéncia sujeitos ao pseudopotencial (PP). Para o primeiro
célculo, utilizou-se novamente o APE, enquanto para o segundo se utilizou o Octopus.
O Octopus recorre também a biblioteca libxc para providenciar uma vasta gama de fun-

cionais de troca e correlacdo. Nao obstante, em todos os cédlculos efectuados com o dito
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FIGURA 3.9: A figura representa, em escala logaritmica, o médulo da diferenca entre as
derivadas logaritmicas das verdadeiras fun¢des de onda e das pseudo-fungdes de onda
em funcdo do valor préprio para um raio de teste de 2.4ay.

programa, e a semelhanca do que se fez com o APE, utilizou-se sempre a LDA. Contudo,
para o termo de correlagdo, empregou-se uma formulagdo distinta, por Perdew e Zunger
[91]. A Tabelamostra que os resultados obtidos sdo, de facto, compativeis entre si.

E. Ionizagdo (AE) [F},] E. Ionizagédo (PP) [E},] Erro [%)]
0.361136 0.361115 0.006

TABELA 3.2: Comparagdo das energias de ioniza¢do do fésforo obtidas por um célculo
com todos os electrdes (AE) e por um cdlculo apenas com os electrdes de valéncia sujeitos
ao pseudopotencial (PP). O erro é relativo ao calculo efectuado com o potencial para todos
os electrdes.

Por ultimo, comparacdo com pseudopotenciais disponiveis para utilizagdo livre [92],

permitiu estabelecer definitivamente os valores dos raios de corte a usar.

3.3 Optimizacdes de geometria

Optimizar a geometria de uma molécula é, no fundo, tentar o encontrar o minimo da
superficie de Born-Oppenheimer do estado fundamental (cf. Fig. [2.6). Essa superficie
é na realidade uma hipersuperficie, pois depende das coordenadas de todos os M nu-
cleos do sistema. De facto, se se subtrairem os graus de liberdade de rotagdo e translagao,
facilmente se percebe que a energia do estado fundamental electrénico depende (parame-

tricamente) de 30 — 6 coordenadas. A tarefa de encontrar o minimo absoluto é, pois,
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extremamente dificil. Os algoritmos mais comuns procuram, assim, determinar a configu-
ragdo de menor energia mais "préxima" da configuracao inicial. Actualmente, ha alguma
variedade nos métodos de optimizacdo disponiveis: descida mais ingreme, gradiente con-
jugado, Newton-Raphson, algumas varia¢des destes, outros que utilizam aproximacgdes da

matriz Hessian e ainda alguns mais recentes, como o FIRE [93]].

O processo de optimizagdo levado a cabo sobre cada uma das moléculas pode ser divi-
dido em trés grandes fases. Na primeira, utilizou-se o Avogadro para, no caso do NADH,
gerar uma estrutura tridimensional a partir da estrutura bidimensional original [94, 95].
Este passo é conseguido a custa de um conjunto de regras, isto é, geometrias tipicas,
que o Avogadro extrai da biblioteca Open Babel [96] e aplica 4&tomo a d&tomo por forma
a conseguir gerar uma estrutura tridimensional. De seguida, e ainda usando o Avoga-
dro, optimizou-se a geometria utilizando mecanica molecular, isto é, modelos de mecénica
classica aplicados a sistemas moleculareﬂ Neste contexto, aplicou-se o campo de forcas
universal (UFF), desenvolvido por Rappe et al. [97], cuja parametrizagdo é feita, exclusi-
vamente, a custa do elemento em causa, da sua hibridagdo e conectividade. O algoritmo
de optimizagao seleccionado foi o método da descida mais ingreme. No caso da coenzima
FAD, como a estrutura original tinha ja informacao tridimensional [98, 99], procedeu-se de

imediato a optimiza¢do de geometria tal como descrita acima.

A segunda fase de optimizagdo consistiu em fazer uso do MOPAC® que utiliza uma
abordagem teérica distinta, o método de Hartree-Fock, e que, por conseguinte, dard ori-
gem a uma nova geometria. Para uma dada configuracdo molecular, as forcas sobre cada
ntcleo podem ser calculadas pelo teorema de Hellmann-Feynman [100]. A minimizacéo é
pois levada a cabo usando um algoritmo implementado por Baker [101], que utiliza, além
da energia e do seu gradiente (forcas sobre os ntcleos), estimativas locais da matriz Hes-
siana. E, no fundo, uma expansio em série de Taylor até segunda ordem da energia em

torno de um dado ponto.

O MOPAC® utiliza orbitais atomicas para formar a base (finita) de funcdes espaciais
de que se falou na subsecgao As orbitais moleculares sdo assim combinagdes lineares
de orbitais atémicas (LCAO). Acontece que este programa utiliza métodos semi-empiricos
para parametrizar e simplificar as integrais que surgem envolvendo as orbitais atémicas
da base. Por exemplo, alguns métodos negligenciam todos os termos que envolvam o
produto de orbitais atémicas, fun¢des das coordenadas do mesmo electrdo, pertencentes
a atomos distintos. O hamiltoniano usado, o PM7, é uma derivacdo dos métodos desta

familia.

3 A matriz Hessiana ¢ uma matriz quadrada que contém as derivadas parciais de segunda ordem de uma
fungdo escalar. Descreve, portanto, a curvatura local de uma fun¢do de muitas varidveis.

4Por exemplo, é recorrente usar a energia potencial do oscilador harménico para modelar a energia as-
sociada a uma ligagdo quimica entre dois &tomos. Note-se ainda que, neste contexto classico, ndo faz muito
sentido pensar em superficies de Born-Oppenheimer. Ainda assim, embora de diferente origem tedrica, ndo
se deixa de ter uma superficie de energia potencial para a qual se pretende encontrar um minimo local.



50 Capitulo 3. Simulando as coenzimas NADH e FAD

A terceira e tltima fase de optimizacdo foi conduzida pelo Octopus usando Teoria dos
Funcionais da Densidade. Como ja se mencionou, usou-se a LDA para aproximar o funci-
onal de troca e correlagdo e, nomeadamente para o termo de correlagdo, a formulagdo de
Perdew e Zunger [91]. O potencial externo, ve.(7), € construido a custa do pseudopotencial
do fésforo e de todas as outras espécies atémicas que compdem as moléculas, tal como se
viu na secc¢ao Em célculos em que os dtomos se podem mover, é especialmente impor-
tante filtrar as componentes de Fourier dos pseudopotenciais de frequéncia mais elevada
que a prépria grelha de simulacio (cf. Tabela [3.3). Com este propésito, usou-se o filtro
proposto por Tafipolsky e Schmid [102].

Também nesta abordagem as forcas sobre os nticleog’] podem ser obtidas, para uma
dada configuragdo, pelo teorema de Hellmann-Feynman. O algoritmo de optimizacao
aplicado d4 pelo acréonimo FIRE (fast inertial relaxation engine, motor de rdpida relaxacdo
inercial) e tem a peculiaridade de se basear nas equagdes do movimento cldssicas de um
corpo que se move sujeito a ac¢do ndo s6 da forca calculada explicitamente acima, mas
também de uma outra componente que tende a alterar a direc¢do da velocidade mais ra-

pidamente a favor da descida mais ingreme [93].

3.4 Os espectros de absorcao das coenzimas

Uma vez optimizada a geometria das moléculas, pode agora fazer-se uso do procedi-
mento delineado na subsecgao[2.5.3|para obter os espectros de absor¢ao das coenzimas. Tal
envolve a determinacdo do estado fundamental, usando Teoria dos Funcionais da Densi-
dade, e a propagagdo no tempo das orbitais, inicialmente perturbadas, utilizando a exten-

sdo dependente do tempo da teoria.

Em linha com o se explicou até aqui, instruiu-se o Octopus de forma a usar o0 mesmo
funcional de troca e correlagdo, bem como os mesmos pseudopotenciais. Contudo, torna-
se ainda relevante expor alguns dos pardmetros da simulagéo efectuadd?} O Octopus tra-
balha sobre uma grelha linear no espago real. Sobre essa grelha, é necessario restringir o
cdlculo a uma regido finita do espago, a caixa de simulagdo. Esta foi construida a custa
da adigdo de esferas centradas em cada um dos atomos da molécula. Esta forma da caixa
permite minimizar o volume de simulagdo em relagdo a outras construgdes que fazem uso,
por exemplo, de sélidos geométricos, como um paralelepipedo ou uma esfera, que englo-

bem toda a molécula como um todo. O raio das ditas esferas e o parametro de grelha

®Na realidade, e tal como se passa com 0 MOPAC®, ao usar pseudopotenciais subentende-se que apenas
se trata explicitamente da energia electrénica associada ao electrdes de valéncia. Assim, estes "ntcleos" sdo
na realidade ides, formados pelos verdadeiros nticleos atémicos e os electrdes do carogo.

0 Octopus, a semelhanga do MOPAC® ou do APE, tém indmeros pardmetros ajustéveis e aqueles que
se apresentam sdo apenas uma diminuta amostra de todos eles. Evidentemente, tomaram-se os valores
padrdo dos respectivos programas para todos os pardmetros que néo se mencionam.
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(distancia entre primeiros vizinhos) foram escolhidos com base em testes de convergéncia
da energia do estado fundamental do 4tomo de fésforo. A Tabela 3.3 resume os parame-
tros usados. Dela constam também aqueles parametros que descrevem a propagacdo no
tempo: o momento aplicado, que deve ser pequeno o suficiente para que se torne aplicdvel
a aproximacgdo dipolar tal como se viu na subsecg¢do o tempo de total de propagacdo
do qual depende a resolugdo do espectro e o passo de cada iteragdo no tempo que deve
ser escolhido por forma a garantir a convergéncia do método. Logicamente, quanto maior
ele for, mais rapidamente se atinge o tempo total de propagagdo e menor serd o tempo
computacional necessério.

Parametro Valor

Forma da caixa Esferas centradas nos 4tomos
Raio 6A

Parametro de grelha 0.1A

Momento aplicado 0.1A™"

Tempo de propagacdo (NADH) 17.5h/eV

Tempo de propagagédo (FAD) 9.037h/eV

Passo de tempo 0.0007 /eV

TABELA 3.3: Parametros de simulacdo do Octopus. Aqueles relativos a grelha e a caixa de
simulagdo sdo transversais a todos os célculos: optimizac¢do de geometria, estado funda-
mental e propagagdo no tempo. Os restantes referem-se, logicamente, apenas ao tltimo
destes tipos de calculo.

A Fig. representa o espectro de absorcdo obtido para a coenzima NADH. A com-
paracdo com o espectro experimental, a sombreado na mesma figura, mostra que ha um
pequeno desvio para o vermelho dos dois picos que caracterizam a resposta espectral.
Uma possivel justificagdo para este facto passa pelo comportamento assimptético do po-
tencial de Kohn-Sham, em particular do termo de troca e correlacdo na LDA, que tende
exponencialmente a zero, uma queda demasiado abrupta para o que seria expectavel aten-
dendo a forma do potencial de Coulomb, apenas inversamente proporcional a distancia
entre cargas [53|]. Por outro lado, e embora seja dificil prever e avaliar antecipadamente os
efeitos de polarizagdo do solvente, é possivel que eles se encontrem na origem de um ou
ambos os desvios.

A Fig. mostra o espectro de absor¢do obtido para a coenzima FAD. Desta feita, os
picos parecem concordar em posi¢do com a experiéncia, mas ndo em largura. A verdade
é que, com o nivel de teoria que se usou, ndo se deveria esperar sequer qualquer concor-
dancia ao nivel da dita largura. Com efeito, uma vez que a teoria se restringe ao estudo
do problema electrénico, todos os estados associados a vibragao, rotagdo ou translagdo nu-
clear estdo, simplesmente, inacessiveis. Ora, se, experimentalmente, a largura dos picos
estd associada, em parte, precisamente a estes estados, ela nunca serd, neste &mbito, repro-

dutivel. Por outro lado, a largura dos picos estd, também, directamente relacionada com
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FIGURA 3.10: A figura expde o espectro de absorg¢do calculado para a molécula NADH
sobre o espectro de Nelson et al. [77] a sombreado. Nota-se um pequeno desvio para o
vermelho caracteristico da LDA.

o facto do estado ter um dado tempo de vida finito. Acontece que o processo delineado
na subseccdo introduz uma certa quantidade de energia no sistema, mas a natureza
da equacdo de Schrodinger ndo permite que tal energia seja jamais libertada. Por outras
palavras, o sistema permanecera indefinidamente num estado excitado. Esta inibigdo de
relaxar, traduz-se, na prética, num tempo de vida indefinidamente grande. Assim, se os
tempos de propagacgdo da Tabela |3.3| fossem estendidos a infinito, a tendéncia seria que
0s picos obtidos assumissem a forma da fungdo generalizada delta de Dirac. Qualquer
tempo de propagacdo finito, traduz-se numa largura também finita, mas apenas por forca

de incertezas puramente numéricas.

Os tempos de vida de fluorescéncia podem agora ser obtidos por aplicacdo de (2.94).

min max

Tem apenas que se definir o dominio de integracdo de v, a v"**, e as constantes n, o indice

a
de refraccdo do meio celular [105], ¢1/g,, 0 quociente dos graus de degenerescéncia do
primeiro estado vibracional correspondente ao estado fundamental e ao primeiro estado
excitado electrénico (que se assumiram idénticos), e v, a frequéncia associada a transi¢ao
entre esses dois estados. Esta tiltima foi escolhida por forma a que o dominio de integracao,
que se escolheu, por simplicidade de v, a 2v,, ficasse abaixo do limiar de validade da teoria
que se uso Por outro lado, também se procurou estabelecer v, em torno da frequéncia
que, experimentalmente, separaria os dominios de absorcéo e fluorescéncia [15]. A Tabela

resume os valores seleccionados.

Se se atentar no facto de que o(v,), que figura na equacao (2.94), verifica a regra de soma

"Este limiar é usualmente estimado pelo valor absoluto da energia do estado fundamental da dltima
orbital de Kohn-Sham ocupada.
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FIGURA 3.11: A curva correspondente ao espectro de absorcdo calculado para a molé-
cula FAD encontra-se sobreposta ao espectro obtido experimentalmente por Kao et al.
[103]] em solucdo tampao, pH 7.4. A largura dos picos do espectro aqui calculado néo é,
por natureza, comparavel aquela dos picos experimentais. Este espectro tem uma resolu-
¢do anormalmente boa para o baixo tempo de propagagcéo, tal deve-se a aplicagdo de um
algoritmo denominado aquisicdo comprimida [104], uma alternativa a transformada de
Fourier para a analise de sinais.

de Thomas-Reiche-Kuhn [106-108] e que, por conseguinte, a sua integral deve ser uma
constante, parece evidente que a integral de deve depender da sua forma. Assim,
como esta depende do tempo de propagacdo computacional, os tempos de vida obtidos
ndo sdo compardveis com a experiéncia. Podem, contudo, ser comparaveis entre si, se
obtidos a partir de espectros de absor¢ao propagados durante o mesmo intervalo de tempo
(que, no presente caso, estd obviamente limitado pelo valor do tempo de propagagdo para
o FAD, ver Tabela . Com o intuito de aprimorar este estudo, analisou-se uma terceira
molécula, de dimensdes bastante inferiores as coenzimas com que se tem vindo a lidar, o
Indol [109], cuja estrutura estd representada na Fig.

7\

N
H

FIGURA 3.12: Estrutura molecular do Indol, CsH7N. Adaptado de ChemSpider [109].
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Molécula Constante Valor
n 1.36
Todas
9/ 9 1
Vg 720 THz (~ 416 nm)
NADH pymin 720 THz (~ 416 nm)
pmax 1140 THz (~ 208 nm)
Vg 545 THz (~ 550 nm)
FAD ymin 545 THz (~ 550 nm)
pmax 1090 THz (~ 275 nm)
Vg 800 THz (~ 375 nm)
Indol pmin 800 THz (~ 375nm)
ymax 1600 THz (~ 187 nm)

TABELA 3.4: Defini¢do das constantes e limites de integragdo para o cdlculo dos tempos
de vida das coenzimas e de uma outra molécula, o Indol, por via de |b

O espectro obtido, com o mesmo de tempo de propagagdo que para o NADH, é o que
se apresenta na Fig. O dominio de integragdo estd definido na Tabela Os tem-
pos de vida obtidos para as trés moléculas constam da Tabela Como se referiu, ndo é
possivel fazer uma comparagdo directa entre os tempos de vida obtidos com o nivel de te-
oria aplicado e aqueles adquiridos experimentalmente. Contudo, e embora ndo se tenham
incluido efeitos de solvente, a maiores tempos de vida experimentais, correspondem tam-

bém maiores tempos de vida calculados.

Molécula Tempo de vida calculado Tempo de vida experimental

NADH ~ 24ns ~ 0.4 ns (solugdo tampao, pH 7.0)
FAD ~ 42 1ns 2ns (solugdes tampao, pH 5 a 9); 3ns (células HelLa)
Indol ~ 49 ns 7.66 ns (ciclohexano); 4.10 ns (etanol)

TABELA 3.5: Tempos de vida obtidos com tempo de propagagdo limitado a 9.037/eV.
Entre paréntesis indicam-se os solventes no seios dos quais os tempos de vida foram me-
didos. O tempo de vida experimental para o NADH foi extraido de Lakowicz et al. [19)],
para o FAD de Islam et al. [15] e para o Indol de Gryczynski et al. [111].
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FIGURA 3.13: A curva correspondente ao espectro de absorcao calculado para a molécula
Indol encontra-se sobreposta ao espectro obtido experimentalmente por Kumar T. et al.
[110] com um cristal da molécula. Também neste caso se nota um desvio para o vermelho
do pico de maior comprimento de onda.
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Capitulo 4

Conclusoes

Técnicas de diagnoéstico, rapidas e ndo-invasivas, baseadas em imagiologia de fluores-
céncia tém o potencial para ligar as caracteristicas bioquimicas e morfolégicas dos tecidos
a assisténcia médica ao paciente. Com efeito, as propriedades de fluorescéncia das coenzi-
mas NADH e FAD podem ser exploradas como importantes indicadores metabodlicos. Em
particular, quando comparado com medidas de intensidade de fluorescéncia, o tempo de
vida é uma sonda mais sensivel ao ambiente quimico que rodeia o fluréforo e parece ter
maior capacidade de discriminacdo entre as formas livres e ligadas aos respectivos com-
plexos enziméticos da cadeia transportadora [10]. Nado obstante, esta permanece uma ob-
servagdo puramente experimental que seria interessante alicer¢ar num cdlculo tedrico em
que eventuais altera¢des no tempo de vida sdo mais facilmente identificaveis com alguma

perturbagdo no ambiente em que a molécula se encontra.

Correntemente, considera-se que o NADH ligado apresenta um tempo de vida supe-
rior aquele que apresenta enquanto entidade livre dentro da célula. Ja para o FAD, é a
fracgdo livre que parece decair mais lentamente [10]. Ora, se em primeira instancia a dis-
criminagdo entre as duas componentes pode ser simplesmente conseguida por uma analise
comparativa dos tempos de vida, verificar esta diferenca computacionalmente seria ja bas-

tante relevante.

O trabalho que aqui se conclui, embora ndo contemple os complexos enzimaticos a
que as coenzimas se ligam, fornece ja um importante indicador acerca da concordancia
entre teoria e experiéncia para a comparacdo dos tempos de vida. De facto, os tempos de
vida de fluorescéncia obtidos para as coenzimas NADH e FAD e para o Indol verificam
a relacdo de ordem dos tempos experimentalmente obtidos. Assim, futuramente, seria da
maior importancia incluir os complexos enzimaticos na simulagdo, por forma a comprovar
definitivamente que também os tempos de vida das frac¢des ligadas se relacionam correc-
tamente com os das componentes livres. Isto é, que para o NADH ligado se obtém um

tempo de vida superior e para o FAD ligado se obtém um tempo de vida inferior.

Neste ponto, a inclusdo das enzimas parece, de facto, ser o passo 16gico a seguir. Nao

obstante, numa fase posterior da investigacdo em que se equacione a obtencado explicita do
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tempo de vida e dos espectros de fluorescéncia por relaxacdo do sistema excitado, podera
j& tornar-se relevante a inclusao dos efeitos de solvente para aprimorar os resultados ob-
tidos. Por outro lado, a investigacdo das consequéncias de se usar a forma ndo protonada

(base conjugada) das coenzimas fica, também, em aberto.
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Apéndice A

Func¢odes de onda 3d do fésforo
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FIGURA A.1: Densidade de probabilidade radial para as orbitais 3d do fésforo obtidas
num cédlculo com todos os electrdes (AE). Em cima, o eixo horizontal termina, por forma
a permitir comparagdo directa com a Fig. em r = 7.5a9. Em baixo, a representagao
termina em r = 50q¢ para dar uma melhor perspectiva sobre o verdadeiro comporta-
mento da fungdo. Comparem-se as escalas horizontal e vertical com as da Fig. Dado
tratarem-se de estados nao ligados, a fun¢do de onda ndo tende a zero e diverge a medida

que a distancia ao centro do &tomo aumenta.
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Apéndice A. Fungdes de onda 3d do fésforo
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FIGURA A.2: Densidade de probabilidade radial correspondente a pseudo-funcado de
onda obtida pelo método de Troullier-Martins. As diferencas para o grafico da Fig.
abaixo do raio de corte sdo minimas, tal como seria de esperar dada a forma simples,
sem estrutura, da fun¢do de onda verdadeira e das condi¢des impostas sobre o polinémio
durante construgdo da pseudo-fungdo de onda.
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