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Resumo

A interaccdo da radiacdo de alta energia (p.ex. raios-X, raios y, particulas @) com o0 meio
fisioldgico, produz ao longo do percurso de ionizagdo diversas espécies secundarias (p.ex. ides,
radicais, electrdes) que podem produzir efeito genotoxico mais relevante do que a radiagdo
priméria. Dessas espécies formadas, os electrGes secundarios sdo as mais abundantes e podem
assim interagir com o ADN celular. Encontra-se bem documentado na literatura que por cada
MeV de radiagdo incidente, produzem-se cerca de 5x10* electrdes secundarios com uma
distribuicdo de energias cinéticas abaixo de 20 eV. Estes electrdes podem provocar a quebra
simples e dupla das cadeias no ADN. Desta forma é de extrema importancia proceder ao estudo
de processos de interaccdo de electrGes de baixa energia com moléculas constituintes do ADN,
visto que tais quebras podem causar lesdes mutagénicas e genotdxicas potenciando em ultima
instancia o aparecimento e desenvolvimento de patologias oncoldgicas. Dada a semelhanca
estrutural entre as moléculas de timina (base de ADN) e uracilo (base de ARN), preferiu-se nesta
dissertagdo estudar por colisdes atomo-molécula a fragmentagcdo da molécula de uracilo. O
mecanismo de dissociacdo destas moléculas resulta da interaccdo de um feixe neutro de 4tomos
de potassio (K) de energia variavel com um alvo molecular gasoso. O primeiro é obtido a custa
do processo de troca de carga ressonante, e o Gltimo € produzido por evapora¢ao num forno. No
processo de colisdo atomo-molécula ha uma transferéncia do electrdo de valéncia do projéctil
para o alvo, produzindo-se anides moleculares que sdo detectados por espectrometria de massa do
tipo tempo de voo (TOF). Os padrdes de fragmentacdo sdo fortemente ditados pela presenca do
id0 de potassio (K") no complexo de colisdo. A resolucdo do aparelho de feixes moleculares
utilizada permitiu a identificacdo de varios fragmentos, dando-se particular atencdo ao estudo da
dinamica da colisdo na formacdo do ido NCO'. Neste trabalho é apresentado o rendimento
relativo de NCO™ em funcdo da energia de centro de massa disponivel, assim como em func¢éo da
velocidade relativa. Por comparacdo com estudos de captura electronica dissociativa, o perfil de

formacdo do ido NCO™ em fungéo de energia, apresenta um limiar de aparecimento similar.

Palavras-chave: Transferéncia de electrdes, potassio, uracilo, NCO
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Abstract

When high-energy radiation (x-rays, y-rays, a particles) interacts with DNA creates along
its ionization track secondary species, which can be more reactive than the primary radiation,
inducing therefore further damage to the physiological environment. From those species,
secondary electrons are the most abundant. It is now well established that they are produced at a
rate of 5x10* per MeV of incident radiation, with an energy distribution < 20 eV. These ballistic
electrons can induce single and double-stand breaks in DNA. It is thus of relevant the study of
such processes, since such breaks can cause mutagenic and genotoxic damage enhancing cancer.
Due to the structural similarity between thymine (DNA base) and Uracil (RNA based) molecules,
we have studied the fragmentation of uracil molecules by atom-molecule collisions. The
mechanism of dissociation of these molecules results from the interaction of a beam of neutral
atoms of potassium (K) with a molecular target gas. The first is obtained by a resonant charge
exchange process and the latter is produced in an oven. In the atom-molecule collision process
there is a transfer of the valence electron of the projectile to the target. The negative ions
produced are time of flight TOF mass analyzed. The fragmentation patterns are strongly dictated
by the presence of the potassium cation (K*) in the collision complex. The resolution of the
molecular beam apparatus used allowed the detection of various spectral signatures. In this work
we give particular attention to the formation of the anion NCO. We show the relative yield of
NCO™ as a function of the center of mass energy and as a function of the relative velocity. The
threshold for NCO™ as a function of center of mass energy is shown to be similar to the profile of

anionic fragments obtained by DEA.

Keywords: Electron transfer, potassium, uracil, NCO

Vi



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAONCO | 2011

viii



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAO NCO | 2011

Indice de Matérias

AGFAOECTMIENTOS ...ttt bbb et b bRt bbb et e bt bt e bbbt et e e e e eneens iii
RESUIMO ...t e Rt e e R e e R e s e e Rt R e Rt e Rt e e e R e e R e e e Rt R e e r e e R e R e e R r e enn e n e %
AADSITACT . ...t E bbbt vii
INAICE U8 MALETIAS..........cvovveieieieeiei ettt bbb bbb iX
1310 [Tz N S0 TV RO Xi
INAICE 08 TADEIAS ......ocvevveieieiei ettt xiii
SIMDOI0GIA € NOTAGOES ...ttt bbbttt nn e enes XV
(0T o1 1 (1] Lo A 11 oo [1 o Lo OO OSSOSO T TSP TSP 1
Capitulo 2 . Processos de diSSOCIAGA0 MOIECUIAT .............ciiviirieiiieiieiee s 5
(O 1ol (1] - W=] [Tl o] T Tor: W (O = OO OO OO R PSPPI 5
TransSTErenCia 8 EIECTIIDES. ........oovireiei e bbbttt b e 7
Y eTor= T T TS g T o F= T o To o SRS 10
Probabilidade de transicdo ndo adiabatica de Landau-ZEeNner..........ccooveiiiierineiesieneieeseee s 12
(@8 011 (V] (0T I U T Vol | [0 F S SRROSRU SR 15
3.1 ComparaGdo entre UraCilo @ TIMING .......cocoueieieiiiie ettt s neenes 16
3.2 Formagdo de NCO™ como principal fragmento em processos de transferéncia de electrdes................. 18
KT BN o] v 1 T SR 19
Capitulo 4 . Montagem EXPEriMeENntal...........ccoiiiiiiiiiiieeiee e 21
4.1 Primeira Camara—Producao de feixe de POtaSSIO NBULIO.........coviuerieierieeririe et 23
4.1.1 SiStema 08 trOCA U CAIGAT .........ccu.eveeveeeeeceeeseereeseseesee st ess s s es s ens st ensnsnseenes 23
4.1.2 Placas defleCtOras de 10ES..........cveiiiririieiere et 24
4.2 Segunda Camara — CAmMara de COIISOES .......uivirierierieieieese ettt eenes 25
4.2.1 Detector de ionizacdo do tipo Langmuir-TaYIOr ........c.ccoiiiierrieee e 25
4.2.2 FOrN0 de MOIECUIAS SOIITAS .......c.viveiieieie et 25
4.3 SISTEMA A8 VACUO™ .......ooovivicieeee e 25



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAO NCO | 2011

4.4 Sistema de deteCGa0 de PArtiCUIAS ..o s 27
A4 T LENEES EINZEL.....oiiiiieiiee ettt b ettt 27
4.4.2 DeteCtor do tiPO CANAIIIED .........oveieiieiiiiee et 27
4.4.3 ESPECIIOMELIOS (8 MASSA ...vueveretesirieiete ettt sttt sb et b e bt b bbbt b sttt b et b et e ne s 28
4.4.3.1 PrinCipios de anAliSE 08 MASSA .......ccueiueieeiieiiieriee st et este s steste et e s e s e et e sae e e te s e e sresreeseesresreeseennen 28
4.3.3.2 Espectrometro do massa do tipo TEMPO A8 VOO0 ...c.ccveiviiieiiiiiecie ettt s 29
Capitulo 5. RESUITAA0S € QISCUSSAD ...c.veiveerieriitieieitesiestesteesteste s e e steste e e e stesaeesresteeseesbestaestesbeeseesresseessessens 37
5.1 CoNAIGOES EXPEITMENTALS ....vvviveitiitesiesiesieiesiere ettt se et s et et sbese e b et et e seeseebesbenbeseenbeeeneenes 37
5.2 CaliDraGao 08 ESPECIIOS. .. ..eeuieiiitiitiite sttt sttt b et e bt sb et e et e st e bt e be st e s benee b et et enes 40
5.3 Porque € que existe um aumento da intensidade do fragmento NCO ?2.......cccccoveveiveiicieniecie s 41
5.3.1 Etapas da quebra do @Nel...........ccooiiiiiiiieei s 42
5.4 ANALISE 0B FESUITAUOS ......veriiiieieieetee bbbttt ettt nb e 44
5.4.1 Regifo das baixXas VEIOCIUAUES ..........cceiiieieiiiiieie e 47
5.4.2 Regido das altas VEIOCIAAUES..........ecviiiii sttt et st et re e nee e 47
5.4.3 Comparagéo entre 0s processos de CED e TE a baixas energias.........ccoceverererereeieieniesieseneeneenenns 48
R e . ot ota LR g g o g [oF: P TSR 50
5.4.5 SeCGa0 efiCaz tOtal FEIALIVAL .........eie it eenes 52
5.4.6 TEMPOS A COLISAD. ... iiuiitieiieiteeie sttt ettt te et e st e e re e besae et e sbeesbesbesteesbesbeeteenbesreenresre e 53
CaPITUIO 6 . CONCIUSED .......euvveieiiieiesieie sttt b ettt ettt bbb et st e st beneeneanas 55
Refer€ncias DIDIIOGIATICAS. ........ciiieiiiei e bbbttt 57
AANBXOS . . ettt et 61



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAO NCO | 2011

Indice de Figuras

Figura 1.1 - llustracdo da interaccdo de radiacdo com uma cadeia de ADN. Esquema
representativo dos efeitos da radiacdo no ADN. Um electrdo secundario interage com a molécula-
alvo produzindo AeGrataCaO. ........ccuerviireieiieiesie ettt re 1

Figura 1.2 - Diagrama temporal dos danos possiveis provocados pela interaccdo da radiacdo
TONIZANTE COM O ADN ..ottt bbb bbbttt sttt bt ne b e b 2

Figura 2.1 - Representacdo esquematica da distribuicéo de electrées num atomo de potéssio. ...... 8

Figura 2.2 - Curvas de energias potenciais de Born-Oppenheimer, ilustrando a afinidade
electronica adiabéatica (AE) e a afinidade electrdnica vertical (AEy). ...ccoovvveveiecccieeeceeee, 9

Figura 2.3 - Representacdo das trajectorias envolvidas numa colisdo entre um &tomo alcalino e
uma molécula. O raio de cruzamento corresponde ao circulo exterior e a regido repulsiva dos
potenciais esta representada pelo circulo com os quadrados. O canal covalente esta representado

por (o) e a formacéo de pares de ides por (+).% (Adaptado de A. W. Kleyn et al®)..................... 10
Figura 2.4 - Representacdo esquematica da interseccdo das curvas potenciais do K + Br, e K™ +
Br,". Identificac&o do raio de cruzamento R.. Adaptado da 0= T 11
Figura 3.1— Estrutura quimica do UraCil0...........cccueviiiiiiiiiiic e 15

Figura 3.2 — Esquema representativo do ADN e ARN e respectivas bases. Adaptado de ref.?.... 15

Figura 3.3 — Identificagdo do grupo de SIMEtria Cq........ccuvvriririniiieieeiee e 16
Figura 3.4 — Espectros de Timina (preto) vs. Uracilo (vermelho), obtidos a energia de colisdo de
L00 BV 1 ettt b bRt Rt b et E e Rt e E et Rt e R be e be e nbe e nheenreenneennee 18
Figura 4.1- Fotografia da montagem experimental ...........ccocoiriiiriieiieise e 21
Figura 4.2 — Esquema do aparelho eXperimental...........c.cccvcviiiiicie e 22

Figura 4.3 - Esquema da camara de troca de carga e da producdo de atomos de potassio neutros
IPEIEEIMICOS. ...ttt sttt sttt e b e st bbb et et 24

Figura 4.4— Esquema genérico de um sistema de tempo de voo de dois estagios. ........cccccvevnee. 29

Figura 4.5 — Representacdo esquematica da zona de extraccdo. a) ido negativo numa zona sem
campo extractor. b) ido negativo é acelerado na direccdo do eléctrodo positivo. ¢) o ido passa pela
grelha de extraccao, entrando na zona de aCIEraGaO. ........ccoveveeeerire e 30

Figura 4.6 — Representacéo da aceleragdo ganha pelos i6es na zona de aceleragéo...................... 31

Figura 5.1 — A esquerda, densidade de corrente do feixe projéctil em funcdo da energia de
laboratério e curva ajustada a esses valores de modo a determinar o parametro de Child. A direita,
corrente do feixe projéctil medida no colector do detector Langmuir-Taylor vs. energia de colisdo
no referencial de laboratério (em escala 10garitmica)........c.ccccvvererererieiieisee e 39

Xi



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAO NCO | 2011

Figura 5.2 — Curva de calibracdo dos eSpectros de MasSSa. .........cccvveveeieeresieerieseeie e e e e 41

Figura 0.1 — () representa a intensidade de [T — H]~ em funcdo da energia dos electrdes para Timina
embebida em agregados de He a 0.37K. (—) representa a intensidade de [T — H]~ em fase gasosa. (- - -)
representa a soma das intensidades de todos os outros fragmentos observados. Dados obtidos por CED.
AAPLAA0 0a TEFE. 3% ...ttt 43

Figura 5.4 — Simulacdes feitas por Gianturco et al.*’ da energia de ressonancia em funcéo da
deformacdo do anel de Uracilo, levando a sua quebra. A figura da esquerda diz respeito a ligacéo
C(2)-N(1) e a dadireita & C(4)—N(3) .. curererererierieieree ettt 44

Figura 5.5 — Razdo de formacdo de NCO™ relativamente a (U-H) obtido por TE em funcéo da
energia de colisdo no referencial de centro de massa e da energia de laboratério......................... 45

Figura 5.6 - Razdo de formacdo de NCO™ relativamente a (U-H) obtido por TE em funcdo da
velocidade relativa e da energia de colis@o no referencial de centro de massa..........ccoccevvvveeenee. 46

Figura 5.7 — A esquerda esta representado o perfil de ressonancia em funcéo da energia para a
formacdo de NCO™ obtido por Denifl et al.'? através de CED. A direita encontra-se a integragio
do perfil de NCO NOrmMAliZAA0. ........cceiiriiiiiiieieieies e 49

Figura 5.8 — Comparag&o entre 0s processos de CED e TE para baixas energias. A curva a preto
representa o perfil do fragmento de NCO™ obtido através de captura electronica dissociativa. Os
circulos representam o perfil do fragmento de NCO" obtido através de transferéncia de electrdo. A
curva castanha representa uma curva de ajuste aos pontos obtidos por TE. ........c.cccceeevviviiinnnnne 49

Figura 5.9 — Fraccdo do fragmento C,H3N,O,, (U-H) (figura da esquerda) e fraccdo do
fragmento NCO™ (figura da direita) da percentagem de fragmentacdo em colisdes de K+C4H4N,0,
em funcgéo da velocidade relativa e da energia de colisdo no referencial centro de massa............ 50

Figura 5.10 — Comparacdo entre a fracgdo do fragmento NCO e a frac¢do do fragmento (U-H)
em funcéo da velocidade relativa e da energia de colisdo no referencial centro de massa. ........... 51

Figura 5.11 - Seccéo eficaz total de colisdes de K+C,H;N,O, em funcdo da velocidade relativa e
da energia de colisdo no referencial CENtro de MASSA. .......ceeverveieririiere e 52

Figura 5.12 — Tempo de colisdo em funcdo da energia de colisdo no referencial de centro de
massa em COliSOES A8 KHCaHINIO . ...ooiviiiiie ettt 54

Figura 6.1 — Espectro para uma energia de colisdo de 25 eV no referencial de laboratorio. ......... 61

Figura 6.2 — RelacGes entre os principais fragmentos obtidos e a formacdo de NCO /(U-H) ...... 64

Xii



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAONCO | 2011

Indice de Tabelas

Tabela 3.1- Fragmentos comuns entre a molécula de uracilo e a molécula de timina estudada
tanto por CED como por TE. Adaptado da ref.%.............co.oeueevereceeceieeeeeeeee e 17

Tabela 5.1- Pardmetros e condic¢Bes experimentais mantidos constantes ao longo da experiéncia38
Tabela 5.2 — Massas utilizadas na calibragdo dos €SPECIIOS ........cucveeveiievieeieie e 40

Tabela 6.1— TeMPOS 08 COIISAD.......cccveiieiriiie e ettt e saeste e seeenee e 65

xiii



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAONCO | 2011

Xiv



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAO NCO | 2011

Simbologia e notacdes

AT,
a

a
ADN
AE
AEad
AE,
ARN
b

CE
CED
CEFITEC
DF
DSB
.

E.
=5
EBE
Ediss
El
eV
FCT
h

h
K+hip
K ter
Kohip
Koter
LCAM
mA
mbar
mm
ns

ps

Diferenca de tempo de voo de duas massas consecutivas
Aceleragdo do fragmento na zona de extracgéo
Aceleracdo do fragmento na zona de aceleragédo
Acido desoxirribonucleico

Afinidade electronica

Afinidade electrdnica adiabatica

Afinidade electronica vertical

Acido ribonucleico

Parametro de impacto

Captura electrénica

Captura electrdnica dissociativa

Centro de Fisica e Investigacdo Tecnoldgica
Departamento de Fisica

"Double strand breaks" (quebras de cadeia dupla)
Electrdo

Campo eléctrico aplicado na zona de extracgao
Campo eléctrico aplicado na zona de aceleragédo
ElectrBes de baixa energia

Energia de dissociacdo de ligagdo para criacdo do anido
Energia de ionizagéo

Electrdo Volt

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Constante de Planck, 6.626x10°* J.s*

Constante de Planck reduzida, 6.6x107° eV/s (h/2x)
140 potéssio hipertérmico

180 potéassio térmico

Atomo de potassio hipertérmico

Atomo de potassio térmico

Laboratério de Colisdes Atomicas e Moleculares
Miliampere (10°A)

Milibar (10"par)

Milimetro (10°m)

Nanossegundo (107 s)

Probabilidade de Landau-Zener

Picossegundo (10™s)

XV



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAO NCO

2011

Rc
Rc;
Rc,

S1
S2
S3
SSB

tSl

ts
ts3
TE
TNI
TOF

tror

u.m.a.

UNL

Unidade de carga elementar (1,602x10™° C)

Raio de cruzamento

Primeiro cruzamento

Segundo cruzamento

Segundo (unidade de tempo)

Distancia a partir do prato de extrac¢ao

Distancia entre o centro de colisdo e o prato de extraccdo
Comprimento da zona de aceleracdo

"Single strand breaks" (quebras de cadeia simples)
Timina

Tempo de voo na zona de extracgéo

Tempo de voo na zona de aceleracéo

Tempo de voo na zona livre de campo
Transferéncia de electréo

ld0 temporéario negativo (“Temporary Negative lon™)
“Time Of Flight” (Tempo de voo, espectrometro)
Tempo total de voo

Uracilo

Unidade de massa atomica (1,66x107" Kg)
Universidade Nova de Lisboa

Velocidade relativa

Velocidade reduzida

Velocidade inicial do fragmento

Velocidade do fragmento na zona de aceleracéo
Velocidade do fragmento da zona livre de campo
Velocidade radial

Energia total da particula

Energia cinética inicial

Energia potencial na zona de extracgédo

Energia potencial na zona de aceleragéo

Largura (em energia) da ressonancia
Endoergicidade

Livre percurso médio
Microssegundo (107 s)
Microvolt (10°V)
Frequéncia (Hz)
Seccéo eficaz

Tempo de vida

XVi



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAONCO | 2011

Capitulo 1 . Introducao

Ha& vérias décadas que se conhecem bem os efeitos nocivos da exposicdo as radiagdes
ionizantes. A accdo de radiacdo/particulas de alta energia (p.ex., raios-X, B, particulas a, i6es)
com o meio fisiologico, produz ao longo do percurso de ionizagdo um conjunto de espécies
secundarias (ibes, radicais, electrfes) que podem produzir efeito genotdxico, nos componentes
celulares, mais degradante do que a radiacdo primaria. Estes efeitos incluem a producdo de
processos de ionizagdo nas estruturas elementares, conduzindo a varios canais de dissociagdo e a
formac&o de espécies radicais. Das espécies secundarias produzidas, as mais abundantes (~5x10*
por MeV de radiacdo incidente) sdo electrdes secundarios com energias < 20 eV.! Encontra-se
bem documentado na literatura que cerca de 1/3 do dano provocado nas células advém da energia
gue é transferida para as estruturas do &cido desoxirribonucleico (ADN), assim como para as
moléculas de &gua proximas ao ADN. Os restantes 2/3 resultam de processos indirectos
desencadeados pelos radicais que sdo criados em meio aquoso e da decomposicdo das outras

moléculas que rodeiam as estruturas de ADN.%*

y Quebra simples da cadeia

<

\N L )

raios-X /
Quebra dupla da cadeia’

Figura 1.1 - llustracdo da interaccdo de radiacdo com uma cadeia de ADN. Esquema
representativo dos efeitos da radiagdo no ADN. Um electrdo secundario interage com a molécula-alvo
produzindo degradacao.

Estudos realizados por Boudaiffa et al." mostraram que n&o s6 os fotdes, mas também os
electrdes com energias abaixo do limiar de ionizacdo podem promover danos nas cadeias de
ADN, levando & quebra simples e duplas (SSB e DSB) das mesmas." > A interaccdo dos electrdes
secundarios com energias abaixo dos limiares de ionizacdo dos varios componentes moleculares,
como as moléculas base do ADN, da origem a formagdo de um ido transiente negativo (TNI), que

decai para estados dissociativos electronicamente excitados ou para anies dissociativos estaveis
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e radicais neutros.® E este decaimento que pode desencadear os processos de quebra de ligacoes

no ADN.

Diagrama temporal

0 — Irradiacao
10-16g —| lonizagao / excitagao Fisica
10-12s — Terrpaluzagaq ; Fisico-quimica
Formacgao de radicais
106s — Reacgoes g
Radical / molécula Wulmica
segundo — Reacgoes bioquimicas
minuto —| lesdes Biogquimica
hora -| ADN ! <
Y Reparagao
dia — Morte .o iular . .
o celular Biologica
meés |
ano — Cancro
décadas — Mutacao

Figura 1.2 - Diagrama temporal dos danos possiveis provocados pela interac¢édo da radiacéo
ionizante com o ADN

Os danos provocados pela radiacdo ionizante no organismo ndo Ssdo meramente
instantaneos, acontecem numa janela temporal que vai desde o instante de interac¢éo até varios
anos. As alteragOes fisioldgicas provocadas pela acgdo directa e indirecta da radiagdo tém
consequéncias graves, podendo potenciar o desenvolvimento de cancro. A radiagdo ao interagir
com o ADN das células pode provocar alteraces no genoma, levando a morte celular. No
entanto, este facto pode ser visto como uma vantagem, motivo pelo qual este tipo de radiacdo é
usado em tratamentos radioterapeuticos com o intuito de destruir células cancerigenas. Embora a
utilizacdo de radiagdo em tratamentos radioterapeuticos seja eficaz, esta pode provocar outros
danos em células vizinhas saudaveis, que por sua vez poderdo desenvolver uma patologia
oncolégica.’

Até a data ainda ndo se sabe como o0 excesso de electrdes em meio fisiologico induz
quebras nas cadeias de ADN. E, entéo de grande interesse proceder ao estudo dos processos que
conduzem a degradacdo celular provocada por radiacdo ou pelos produtos secundarios da
interaccdo desta com o meio fisiolégico. Um mecanismo possivel por este tipo de dissociacéo é a

Captura Electronica Dissociativa (CED), no qual um electrdo de energia abaixo do limiar de
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ionizacdo e excitacdo electronica, ao interagir com uma molécula, é capturado por esta dando
origem a um fragmento negativo e outros produtos neutros de fragmentac&o.® No entanto, nem
todos os processos colisionais dependem do impacto directo de electrbes, podendo também ser
descritos por transferéncia de electrbes (TE). Nestes, a interaccdo de um atomo ou molécula
dadora de electrdes com as estruturas elementares de ADN, leva a formagdo de um ido positivo e
de um anido molecular, permitindo o acesso a estados moleculares que ndo sdo acessiveis por
CE.>°A TE, é talvez um processo mais relevante em condicdes fisioldgicas, uma vez que ndo é
esperada uma grande densidade de electrdes livres no organismo, mas sim de electrbes
provenientes de processos de ionizagéo de espécies atémicas e moleculares.®

A compreensdo dos fendmenos que desencadeiam as quebras duplas e simples no ADN
requer um grande conhecimento dos processos moleculares envolvidos. Assim é de todo o
interesse estudar as propriedades dos blocos isolados constituintes do ADN, que sdo os locais
iniciais das quebras de ligagBes estruturais e da integridade genémica.”"*2 A analise dos possiveis
mecanismos moleculares que levam a transferéncia de electrdo, e que podem por sua vez, levar a
quebra selectiva de ligagBes e fragmentagdo em partes moleculares especificas, tem sido a
preocupacdo de vérias publicagdes recentes de diversos grupos experimentais. Todos estes
estudos se tém focado na decomposi¢do de moléculas constituintes de ADN/ARN na fase
gasosa.” 4t

Dada a semelhanca estrutural entre o uracilo (uma das bases de ARN) e a molécula de
timina (uma das bases de ADN) é possivel fazer-se uma comparacao valida entre os processos de
dissociacdo dessas moléculas. Nesta dissertacdo pretende-se estudar a formagdo de NCO™ a partir
da fragmentacdo da molécula de uracilo por colisbes atomo-molécula. O mecanismo de
dissociacdo desta molécula resulta da interaccdo de um feixe neutro de atomos de potassio (K)
com o alvo molecular gasoso (uracilo). Neste processo ha uma transferéncia do electrdo de
valéncia do projéctil para o alvo, produzindo-se aniGes moleculares que serdo detectados por
espectrometria de massa do tipo tempo de voo (TOF).

Esta dissertacdo esta dividida em seis capitulos. No presente capitulo, Capitulo 1, fez-se
uma breve introducdo a motivacdo cientifica em que se realiza estudos de CED e TE em
biomoléculas, mais concretamente em bases de ADN e ARN. No Capitulo 2 faz-se uma pequena
descricdo dos processos de dissociacdo molecular, dos conceitos e mecanismos que se pretendem
estudar com o aparelho de feixes moleculares cruzados. No Capitulo 3 faz-se a comparacéo entre

a molécula de timina (T) e a molécula de uracilo (U) e refere-se qual a importancia da formacéo
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de NCO'. O aparelho de feixes moleculares cruzados utilizado para as medidas experimentais
deste trabalho, é descrito no Capitulo 4. No Capitulo 5 sdo apresentados os resultados obtidos e a
andlise efectuada para a molécula de uracilo. O Capitulo 6 é o capitulo terminal desta dissertacao,
no qual sdo descritas as conclusdes inerentes ao trabalho efectuado.
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Capitulo 2 . Processos de dissociacdo molecular

Os processos de dissociacdo molecular podem ser desencadeados por mecanismos que
envolvem um electrdo adicional. Considere-se A um atomo e BC uma molécula, onde o

mecanismo de transferéncia de electrdo pode ser representado por:

A+BC — At +BC~ (2.1)
A~ +BC —> A+BC~ (2.2)
e 0 de captura de electrdes livres por:

e” +BC — BC™ (2.3)

Captura electrénica (CE)

A captura de electrdes livres ¢ um processo que cria um TNI (ou metastavel).
Dependendo do tempo de vida da auto-libertacéo electronica, o TNI pode decair para fragmentos
aniénicos e correspondentes fragmentos neutros.'* O estado final é caracteristico do TNI
formado.

Esta interaccdo pode ser dividida em duas classes: dispersdo directa e dispersdo
ressonante. Na dispersdo directa o electrdo incidente colide com a molécula alvo e vali,
eventualmente ser desviado da sua trajectéria original. Na dispersdo ressonante, o electrdo que €
projectado fica retido por um periodo de tempo significativamente longo (10™ a 10™ s) na
vizinhanca da molécula, formando um TNI. A captura electronica sé pode acontecer se a energia
do electrdo incidente for a mesma do estado electrénico do TNI. O tempo de vida de um TNI
varia grandemente, dependendo da energia da ressonancia e da dimensdo espacial da molécula.
Esta variacdo vai desde alguns periodos vibracionais (10™s), até alguns microssegundos no caso
de moléculas poliatémicas. De acordo com o principio de incerteza de Heisenberg, o tempo de
vida de um TNI esta relacionado com a largura de energia, e é dado por:*

h (2.4)

T=—=

r

Com h=h/2mr =6.6-10"1%eV -s. Apds a formacdo do TNI, este pode decair por trés

processos diferentes:
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(AB7)" — (AB)" + e~ (2.5)  Auto-libertacdo electrdnica
(AB7™)" — (AB)” + hv (2.6)  Estabilidade radiativa
(AB™)* > A+B ou(AB)* - A" +B (2.7)  Captura electronica dissociativa

Em reacgdes do tipo (2.5), a molécula ndo sofre qualquer tipo de dissociagéo, voltando a
ficar neutra. No entanto, devido ao grande tempo de permanéncia do electrdo extra, a molécula
neutra pode ficar num estado vibracional excitado. Tais estados metastaveis sdo tipicamente
gerados a energias muito proximas de 0 eV, para as quais ndo se torna acessivel nenhum canal
dissociativo que origine fragmentos estaveis.

Em reacces do tipo (2.6), o electrdo vai ligar-se & molécula, mas o excesso de energia
interna do sistema provoca a libertagdo de um fotdo com energia igual ao excesso. Como 0s
tempos de vida radiativos sdo da ordem dos 10 — 10, as reac¢es do tipo (2.6) sdo mais lentas
comparativamente as reaccgdes (2.5) e (2.7), o que faz com que este processo ndo seja competitivo
com os restantes.

Por ultimo, a captura electronica dissociativa (CED) (equagdo 2.7) possui tempos de
reacgdo da ordem dos 10™ e 10™%s. A decomposicdo do TNI da-se ndo s6 pela instabilidade
provocada pela presenca temporéaria de um electrdo extra, o que altera o potencial intramolecular,
como pelo excesso de energia interna, o que faz com que o TNI passe a um estado excitado. Este
processo € selectivo quanto a ligagdo quimica (bond selective) e quanto & localiza¢&o na estrutura
molecular (site selective), visto que depende da ligacdo e da posi¢do do grupo ou atomo onde o
electrdo interactua com a molécula.?® As energias para as quais 0s electrdes de baixa energia tém
capacidade de induzir danos ao nivel do ADN coincidem com as energias as quais a CED produz
dissociacdo molecular em bases de ADN. Os electrdes produzidos pela radiacdo primaria (raios-
X, B, particulas o) induzem CED em locais especificos da dupla hélice do ADN, formando ides
transientes que ao decair produzem radicais e outros ides estaveis, danificando a hélice de ADN."
21 Se o canal da captura dissociativa estiver acessivel, entdo vai competir fortemente com o

processo de auto-libertacdo electrénica.

No entanto, nem todos os processos colisionais que ocorrem no ADN séo explicados por

captura electronica, existem outros processos, como é o caso da transferéncia por electrdes.




DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAO NCO | 2011

Transferéncia de electroes

Em meio fisiol6gico ndo se encontram electrdes livres, logo os processos de CE revelam-
se insuficientes como modelo explicativo dos fenémenos de degradacdo do ADN. Assim, torna-se
revelante estudar o processo de transferéncia de electrdo (TE), pois este permite descrever o tipo
de interac¢do de forma mais fiel ao que se passard no meio bioldgico, usando electrGes que se
encontram previamente ligados a estruturas atdmicas ou moleculares. E assim possivel aceder a
estados elctronicos, que ndo seriam acessiveis com outras técnicas nomeadamente com CED.

Os processos de ionizacdo colisional incluem todas as interac¢Oes entre particulas neutras
nas quais se verifica um processo de transferéncia de electrdes. As expressfes (2.8) a (2.16)
resumem os diferentes tipos de processos de transferéncia de electrdo observados entre atomos e

moléculas no estado fundamental.

A+ BC — At + BC~ (2.8) lonizagéo ndo-dissociativa

A+BC — A~ +BC? (2.9) lonizag&o ndo-dissociativa

A+BC —>A*+B +C (2.10)  lonizagéo dissociativa

A+BC —> At +(B+C)+e” (2.11)  lonizacédo

A+BC —> AB*+C+e~ (2.12)  lonizacédo

A+BC —>AB+C* +e~ (2.13)  lonizacdo quimica reactiva

A+BC — ABT +C~ (2.14)  lonizacdo quimica reactiva

A+ BC — ABC* + e~ (2.15)  lonizacéo quimica associativa

A+BC —>A+BT+C~ (2.16)  Dissociacdo polar induzida por colisdo

Uma forma de proceder a transferéncia de electrdes é usar um atomo dador de electrdes,
ou seja um atomo que devido a sua estrutura electrénica, tem grandes probabilidades de transferir
0 seu electrdo de valéncia para a molécula alvo. Um exemplo deste tipo de &tomos sdo os metais
alcalinos (K, Na, Cs...). No caso do estudo realizado para esta dissertacdo o atomo dador de

electrdes, como ja foi referido anteriormente, é o potassio (K). O potéssio é um elemento do
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primeiro grupo da tabela periddica e como tal um metal alcalino, cuja energia de ionizacdo é
relativamente baixa? (cerca de 4,34 eV — o que significa que o potassio é um bom dador de
electrfes). A capacidade de um atomo ou molécula formar termodinamicamente um anido estavel

é representada pela Afinidade Electronica (AE):

AE(BC) = E(BC) — E(BC™) (2.17)

definida pela diferenca de energia entre o estado fundamental de um atomo ou molécula neutra e
o0 estado fundamental do seu anido. A AE é negativa se 0 estado de energia BC ™~ estiver acima do
estado neutro BC, e é positiva se estiver abaixo. Um valor positivo da AE indica a existéncia de

um anido estavel.

Figura 2.1 - Representacdo esquematica da distribuicéo de electrfes num atomo de potassio.

E ainda importante estabelecer a diferenca entre afinidade electronica adiabatica (AE,q) e
vertical (AE,). Na primeira a transi¢do faz-se entre v/ = 0 «— v~ = 0, enquanto que para a segunda
se faz entre v' = v (v£0) «— v" = 0.

A endoergicidade do processo estabelece uma ligacdo entre a afinidade electronica da

molécula BC e a energia de ionizagéo do &tomo A de acordo com:

AE = EI (A) — AE (BC) (2.18)

O processo € exotérmico se o valor de EI(A) for inferior ao valor de AE(BC)
(endoergicidade é negativa). Caso 0 processo seja endotérmico a energia em excesso pode
permitir ao electrdo transitar para estados electronicos de energia inferior aqueles em que se
encontrava antes do processo de TE, dando-se uma estabiliza¢éo do sistema electrdo-molécula. O
facto de a afinidade electrénica tomar um valor positivo significa que é possivel formar um anido
estavel BC (o electrdo extra encontra-se num estado ligado).

A figura 2.2 ilustra a situacdo de uma molécula neutra e 0 seu anido em termos de energia

total e da energia de ligacéo de electrdes.
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Energia

(V)

Distincia R (4)

Figura 2.2 - Curvas de energias potenciais de Born-Oppenheimer, ilustrando a afinidade
electrénica adiabética (AE).

A transferéncia de electrdo em colisdes atomo-molécula é geralmente mediada pelo
cruzamento das superficies de energia potencial do complexo neutro A+BC e idnico A™+BC.

Segundo Kleyn et al.”®

, para grandes distancias entre atomo e molécula, a curva de energia
potencial idnica esta acima da covalente, contudo, devido ao potencial de Coulomb do complexo
de colisdo [A'BC]* existe um ponto de cruzamento no qual as duas curvas tomam o mesmo
valor.? Tal interaccdo leva a formacao de um 4o positivo e um anido molecular, podendo permitir
0 acesso a estados moleculares que ndo sdo acessiveis por captura electrénica de electrdes
livres. ™

Aquando da formacdo de ifes negativos moleculares, a distncia internuclear de
equilibrio correspondente ao modo interno que conduz a dissociacéo, é em geral sempre superior
a distancia de equilibrio da molécula neutra®, pois a captura de um electrdo extra reduz a energia
de ligacdo. Quando se da a transferéncia do electrdo de valéncia do atomo alcalino para a
molécula numa colisdo, o ido é formado numa zona repulsiva do potencial, 0 que tende a
provocar um aumento gradual de distancia entre o &tomo alcalino projéctil e o centro de massa da
molécula (Ry), denominado por extensdo da ligagdo (bond-stretching)®, com o consequente

aumento da EA(R.) e com a expansdo da distdncia de cruzamento, R.. A dependéncia da
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afinidade electronica com Ry, resulta num acréscimo da distancia de cruzamento, tal como se

evidencia na seguinte relagdo:*

. e? 14.41 (2.19)

R ~ - = o e
AE  EI-AE(R,,)

No caso das dispersGes idnicas, had duas distancias de cruzamento, i.e., uma na

aproximacao, R, e outra no afastamento, R.(> R.y) (figura 2.3), dependendo esta Gltima da

velocidade de colisdo, o que reflecte o comportamento da variagdo da afinidade electrénica com o

parametro R,.%

dispersio
16nica

Y
he, O \®, 0, O O O O
dispersao
covalente

Figura 2.3 - Representacdo das trajectérias envolvidas numa colisdo entre um &tomo
alcalino e uma molécula. O raio de cruzamento corresponde ao circulo exterior e a regifo repulsiva dos
potenciais esta representada pelo circulo com os quadrados. O canal covalente esta representado por (0) e a
formagao de pares de ides por (+).2° (Adaptado de A. W. Kleyn et al®®)

Mecanismo Harpoon

O mecanismo harpoon apenas se aplica a reac¢des entre atomos (ou moléculas) com um
potencial de ionizagdo muito baixo e moléculas com uma afinidade electrénica muito alta. O
mecanismo foi proposto por Michael Polanyi em 1932 de forma a explicar as grandes secgdes
eficazes, (c >100 A) obtidas pela colisdo entre atomos alcalinos e moléculas halogéneas em

contraste com o valor tipicamente obtido pelos pardmetros moleculares®’:

o = ‘r[RC2 (2.20)

10
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Como exemplo vamos considerar a colisdo entre K e Br,. Numa primeira etapa da
reaccdo da-se a transferéncia do electrdo de valéncia do &tomo do metal alcalino para a molécula
de halogénio. Uma vez realizada a transferéncia, é formado um par de i6es temporério (ex.:
K'Br,), a forca de Coulomb fortemente atractiva faz com que os dois ides se juntem, dando
origem a formacéo do KBr estavel e rejeicdo de um atomo de Br. O atomo alcalino utilizou, o seu

electrdo de valéncia como um "arpao", de modo a puxar a molécula de halogénio.

o
—D-K ;}7 —» 'Br, —®» K'Br” +Br

A figura 2.4 esquematiza a intersecgdo das curvas potenciais de modo a modelar o
harpoon mechanism do K + Br,. A curva quase plana representa o intervalo de interacgdo K-Br,
onde ambos 0s corpos estdo neutros. A curva (2) é uma atracgdo Coulombica aproximando-se do
potencial i6nico de K*-Br, . Ao diminuir a distancia R até ao ponto de cruzamento R, o estado de
energia mais baixo do sistema (K-Br,) troca, passando do estado covalente para o estado idnico e
segue a curva (2), de menor energia, até K*-Br,. Devido a grande atraccdo Coulombiana, a

reaccdo da-se "imediatamente” apés a transferéncia do electréo.”’

Interacgao )
|| neutra/covalente Atraccdo
3 Coulombica
(1) T
s r K* + Br,
= 1} AE,
: !
> — e == = ==
’ » K+Brp
-1 (2)
] 1 I .
4 6 8 10
R(A)
Re

Figura 2.4 - Representagdo esquematica da intersec¢do das curvas potenciais do K + Br, e
K" + Br,. Identificacdo do raio de cruzamento R.. Adaptado da ref.?’

11
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Para b>R., os parceiros da colisdo nunca véo ficar “suficientemente proximos” de modo a
ocorrer transferéncia de carga, visto que o potencial de Coulomb sentido é muito fraco. Quando
b<R., a transferéncia de carga pode ocorrer, a forte atraccdo de Coulomb supera a repulsdo
centrifuga e h& formacéo de pares de ides.

O modelo de harpoon permite uma compreensdo do mecanismo das reaccfes de

ionizagéo que ocorrem numa colisdo (ex.: K+ BC — K* + BC).

Probabilidade de transicdo ndo adiabatica de
Landau-Zener

De acordo com a descri¢do do modelo a dois estados, idnico e covalente, a transi¢éo entre
eles é possivel se o principio da adiabaticidade for satisfeito, i.e., se as particulas se aproximarem
lentamente. Nesta situacdo os electrdes tém tempo suficiente para, de uma forma continuada, se
ajustarem a variagdo da separagdo internuclear que ocorre durante uma colis&o. Este ajuste resulta
numa transigdo do electrdo de valéncia do 4tomo alcalino para a molécula. Se, por outro lado a
distancia internuclear variar rapidamente, o electrdo de valéncia tem uma probabilidade de néo
transitar. Neste caso o sistema mantém-se com a mesma configuragéo electronica.” 2°

Se assumirmos que a transicdo que ocorre a R., onde a velocidade radial, v,, € constante
(trajectdria rectilinea) e igual para os dois estados electronicos, a probabilidade de transi¢do nédo-

adiabatica de Landau-Zener, p, é determinada por®:

1
v v* b? =/
p exp( v) exp ( R?) (2.21)

onde, b é o parametro de impacto e v é a velocidade reduzida.

Analisando a figura 2.3 podemos verificar que existem quatro transi¢des possiveis
durante uma colisdo. Seja p, a probabilidade de a cada cruzamento ocorrer transicdo nao-
adiabatica e (1-p) a probabilidade de se continuar na mesma curva de potencial adiabética, e
assumindo que para um sistema de dois &tomos, a probabilidade de cruzamento p néo varia entre
0 primeiro e o0 segundo cruzamento; duas trajectérias com duas transi¢des adiabaticas ou duas
transicbes ndo-adiabaticas, conduzem a uma dispersao elastica, enquanto que as outras duas

trajectdrias, que consistem numa transi¢do adiabatica e numa nao-adiabatica, com probabilidades

12
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p(1-p) ou (1-p)p, respectivamente, conduzem a formacéo de pares de iGes. Assim, a probabilidade

total para a formacao de pares de ides numa colisio é:%

P=pA-p)+A-pp=2p(1-p) (2.22)

O estudo de colisdes entre &tomos e moléculas neutras com formacdo de pares de ides,
revela-se extremamente importante, pois permite através da transferéncia de electrbes, o estudo
da formacéo dos ides negativos. Numa tentativa de descri¢do dos processos a nivel molecular e de
aproximagdo aos processos que ocorrem no meio fisiologico e que envolvem electrfes, é util
estudar este tipo de mecanismos, sendo assim possivel simular os processos de transferéncia de

electrdo, que levam a degradacao do ADN.

13
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Capitulo 3 . Uracilo

Figura 3.1- Estrutura quimica do uracilo

O uracilo (C4H4N,0O;) é uma das quatro bases constituintes do ARN (acido ribonucleico).
E uma molécula plana, organica, insaturada da familia das pirimidinas, com massa molar de
112.08676 g/mol. O uracilo esta ligado na cadeia de ARN por um grupo fosfato e um agucar e
substitui a timina durante a transcricio de ADN. E uma base exclusiva do ARN, nfo estando

presente no ADN. A figura 3.2 representa as estruturas do ADN e ARN e suas respectivas bases.

Cytosine

NH;
1

DNA RNA
Nitrogenous Nitrogenous
Bases Deoxynibonucleic acid Ribonucieic acid Bases

Image adapted from: National Human Genome Research Institute.

Figura 3.2 — Esquema representativo do ADN e ARN e respectivas bases. Adaptado de ref.”®

15


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Uracil-3D-balls.png
http://www.dnassequencing.com/wp-content/uploads/2011/03/RNA.jpg

DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAO NCO | 2011

3.1 Comparacao entre Uracilo e Timina

H& muito tempo que os processos de radiagdo ionizante sdo tidos em conta como uma
fonte significante de danos bioldgicos, nomeadamente na origem de mutacOes e desenvolvimento

de patologias oncoldgicas. Boudaiffa et al." e Martin et al.*®

demonstraram por CED, que para
energias de electrdo abaixo dos 20 eV podem ser induzidos danos substanciais no ADN,
nomeadamente SSBs e DSBs. Mesmo a energias de electrdo incidente abaixo do limite de
ionizacdo do ADN, a severidade dos danos causados pode ter consequéncias muito significativas

para a integridade do ADN/RNA.

O uracilo é estruturalmente semelhante a molécula da base de ADN, timina (diferindo
apenas na posicao 5, sendo que no caso da timina o carbono esta ligado a um grupo metilo e no
caso do uracilo este esta ligado a um atomo de hidrogénio), como é possivel constatar a partir da
figura 3.2. Ambas as moléculas pertencem ao grupo de simetria C, 0 que significa que existe um
plano que divide as moléculas em duas metades simétricas. O plano atravessa as ligagdes o do
anel de maneira que a reflexdo dos atomos no plano forme um arranjo tridimensional

indistinguivel do original.

Figura 3.3 — Identificag@o do grupo de simetria C;

A partir dos estudos de CED efectuados por Denifl et al.> ' 2 Ptasinska et al.” e dos
estudos de TE efectuados por Almeida et al.”®, fez-se uma comparacdo entre os padrées de
fragmentacdo da timina e do uracilo. Na tabela 3.1 encontram-se registados os fragmentos obtidos

pelos processos de CED e TE, respectivamente.
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Tabela 3.1- Fragmentos comuns entre a molécula de uracilo e a molécula de timina

estudada tanto por CED como por TE. Adaptado da ref.”®

Uracilo Timina
M Anido proposto CED TE M Anido proposto CED TE
(u.m.a.) [5.12] (29] (um.a.) [5. 30] [29]
1 H- v v 1 H x v
13 CH x v 15 NH/CH;~ x v
15 NH/CH; x v 16 o} v v
16 o v v 17 OH x v
17 OH" x v 24 C, x v
24 G x v 25 CH x v
25 CoH X v 26 CN- v v
26 CN™ v v 38 CsH, / CN x v
39 C,HN/C3H3 x v 39 C,HN/C3H3 x v
40 C,H,N/C,0” v v 40 C,H,N/C,0” x v
41 C,H3N/C,HO™ v v 41 C,Hs;N/C,HO™ x v
42 CNO™ v v 42 CNO 4 v
50 CN™ v X 50 CsN- x v
58 CH,N,O X 4 52 C3H,N7/ C;0° x v
64 C3Ny x v 54 C,NO/C3H4N™ v 4
65 CsHN, v v 55 C,HNO/C3H30™ x v
66 C3NO™ v v 66 C:NO™ x v
67 CsHNO™ v v 68 CsH,NO™ v v
68 C3HNO™ v v 71 C,H3N,0™ v x
83 C3H3N,O™ v v 97 C4HsN,0™ v v
110 C4H,N,0, v v 111 C4HsN,0, x v
111 C4H3N,0, v v 124 CsH,N,O, v v
125  CsHsN,Op v v

Tendo em conta o processo pelo qual as moléculas de timina e uracilo foram

fragmentadas, podemos observar, através da tabela 3.1, que essa fragmentacéo é bastante similar.

Este facto ndo é surpreendente, dado que as configuracbes das moléculas (como foi dito

anteriormente) no estado neutro sdo muito idénticas (figura 3.2). Na figura 3.4, também € possivel
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observar as semelhangas entre os espectros de massa de TOF de ides negativos de timina e uracilo

para o processo de TE.
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Figura 3.4 — Espectros de timina (preto) vs. uracilo (vermelho), obtidos a energia de coliséo

de 100 eV.

Como é possivel observar da analise da figura 3.4, existem padrdes de fragmentacao

bastante variados, sendo o fragmento de NCO™ o de maior intensidade.

3.2 Formacao de NCO™ como principal fragmento
em processos de transferéncia de electroes

Em colisdes entre um atomo alcalino e uma molécula poliatomica, o TNI formado na

colisdo, caracteriza-se pelo seu tempo de vida que condicionard o nimero de canais de saida.

Quando o ido molecular progenitor possui um tempo de vida suficientemente longo, parte da

energia depositada por transferéncia electronica pode vir a ser distribuida pelos diferentes graus

de liberdade disponiveis, de tal modo que pode ocorrer redistribuicdo de energia intramolecular,
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resultando numa competicdo com a dissociacdo directa. A forma pela qual esta energia é
redistribuida dentro do anido caracteriza os processos de relaxacdo intramolecular, bem como o
tipo de fragmentos anidnicos formados na colisdo.*" Estudos de CED das bases pirimidicas na
fase gasosa, como a timina e o uracilo, ttm como fragmento dominante o anido progenitor
desidrogenado, tendo os restantes fragmentos seccbes eficazes com uma ordem de grandeza
inferior."™ '? Estudos de Ptasinska et al.’ revelaram que a perda de hidrogénio ocorre
preferencialmente na posicdo N1 (figura 3.1). No ADN, a timina estd ligada ao agucar pela
ligagdo (N1-C). Quando essa ligacdo € substituida por um grupo metilo (CHs) a perda de H fica
inibida, o que também se ira aplicar quando € ligada uma molécula de aglcar. Assim, a quebra da
ligagdo N1-H foi considerada um mecanismo de pouca importdncia no a&mbito dos danos
causados por processos de CED em sistemas bioldgicos. No entanto, em contraste com os estudos
efectuados por CED, os estudos efectuados por TE revelaram que had um aumento da intensidade
de todos os outros fragmentos formados a partir da quebra do anel, relativamente ao anido
progenitor desidrogenado, sendo NCO™ o de maior intensidade seguido do anido progenitor

desidrogenado (ver figura 3.4).

3.3 Notas finais

O estudo de transferéncia de electrdo na base de ARN, (uracilo) efectuado no &mbito
desta dissertacdo tem como objectivo tentar perceber que fendbmenos ocorrem na molécula de
uracilo, quando é sujeita a interaccdo com um atomo dador de electrdo, simulando a interacdo de
espécies secundarias (ex. electrdes) proveniente da accdo da radiacdo em meio fisioldgico. Como
ja foi referido nesta dissertacdo, a capacidade que os electrdes de baixa energia (< 20eV) tém de
induzir degradagdo ao nivel do ADN ¢ irrefutavel.' Estas alteracBes irreversiveis causadas na
dupla-hélice do ADN s#o iniciadas pela formagao de estados electronicos associados a um TNI®
12.32 o5 quais, ao se dissociarem, produzem entre outros fragmentos aniénicos, o i&o NCO™. A
degradacdo destes sistemas € assim efectuada a nivel especifico e os efeitos da ac¢do da radiagdo
em meio fisioldgico, nos instantes posteriores & irradiagdo devem ser descritos a nivel molecular.
A formacdo deste anido serd estudada no Capitulo 5 em fungdo da energia de centro de massa

disponivel, assim como em funcédo da velocidade relativa do projéctil (K).
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Capitulo 4 . Montagem Experimental

Neste capitulo é descrita a montagem experimental utilizada para efectuar os estudos de
transferéncia de electrdo entre um &tomo dador (potéssio) e uma molécula receptora, sendo feita
uma apresentacéo breve dos componentes constituintes do espectrometro de massa do tipo tempo

de voo e do respectivo sistema de vacuo.

Tubo de
tempo de voo

Zona de
colisdo Camara de

troca de carga

Figura 4.1- Fotografia da montagem experimental

Os espectros de massa do tipo tempo de voo (TOF) das espécies anionicas produzidas
através da interaccdo de potassio com uracilo, foram obtidos num aparelho de feixes moleculares
cruzados. Sucintamente, o aparelho é constituido por duas camaras de alto-vacuo, sendo este
assegurado por bombas difusoras ligadas a bombas rotatérias. O sistema de bombeamento é
constituido por um conjunto de condutas e tubagem, e o grau de vacuo é controlado e
monitorizado em diversos locais com medidores proprios. As camaras estdo ligadas entre si por

uma valvula inter-cAmaras. Na primeira camara, através de um processo de troca de carga
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ressonante é criado um feixe de potassio neutro hipertérmico. O feixe alcalino hipertérmico entra
na segunda cAmara de alto- vacuo onde a sua intensidade é monitorizada por um detector do tipo
Langmuir-Taylor. Este detector permite o controlo da intensidade do feixe, mas n&o interfere com
a passagem do feixe para a zona de colis&o.

Um feixe efusivo de uracilo é introduzido por uma fenda com 1 mm de didmetro na zona
de colisdo, onde intersecta o feixe de potéssio neutro hipertérmico. A zona de colisdo esta
localizada no meio de dois pratos paralelos com 1.2 cm de afastamento. Os ides negativos
formados na zona de interac¢do sdo extraidos na direccdo normal ao plano do cruzamento dos
dois feixes, através de um campo eléctrico, conduzidos a um sistema de lentes de Eizel e
posteriormente ao interior de um tubo de tempo de voo. S&o posteriormente detectados no topo do
tubo de voo por um detector de particulas carregadas do tipo canaltrao.

Sistema Forno de biomoléculas

de lentes

Einzel ]

~ Detector Forno de
Langmuir-Taylor Potassio

colisédo

Zona de z

Placas deflectoras
“tira-ides”

Camara de troca de

Figura 4.2 — Esquema do aparelho experimental.
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4.1 Primeira Camara-Producdo de feixe de
potassio neutro

4.1.1 Sistema de troca de carga®

Este sistema é constituido por um forno, uma cdmara de troca de carga e uma fonte de
i0es de potéssio K,fip, produzindo por troca de carga ressonante um feixe neutro acelerado de
Kpip-

De forma a podermos acelerar o feixe de potassio através de uma diferenca de potencial é
necessario que o feixe possua carga, no entanto, para a formacdo de ides negativos torna-se
necessario fazer colidir um &omo neutro com uma molécula. O sistema construido permite
formar um feixe acelerado de K,?l-p através do processo de troca de carga ressonante. O sistema de
troca de carga possui uma fonte de ides de potassio (K,;-p) gue sdo acelerados até passarem por
uma fenda circular onde interagem com &tomos de potassio provenientes de um forno. O forno de
potassio neutro K2, é um dispositivo em ago inox com duas resisténcias que permitem o
aquecimento do potassio s6lido a uma temperatura de 420 K. Assim, os i0es K,;-p ao passarem
junto dos atomos de potassio neutro recebem um electrdo dos atomos K., obtendo-se a saida da
camara de troca de carga um feixe neutro acelerado K,?ipe um feixe idnico com energia térmica

K7,. O processo de troca de carga pode ser expresso por:
0 + 0 +
Keer + Khip - Khip + Kter

A cémara de troca de carga, & semelhanca do forno, é aquecida mas a uma temperatura de
440 K. O facto da temperatura da cdmara ser superior que a do forno tem por fungdo evitar a
possivel condensacdo da amostra no seu interior, 0 que impediria o fluxo de potéssio para as
fendas que comunicam com o exterior desta cdmara. Tanto as resisténcias de aquecimento como
0 medidor de temperatura sdo controlados exteriormente por um controlador PID (Proportional-
Integral-Derivative). Os orificios sdo centrais e circulares com um didmetro de 1,5 mm. Estas
fendas permitem ndo sé manter uma densidade suficiente de &tomos de potassio neutros térmicos
(K2, nesta zona, beneficiando desta forma o processo de troca de carga ressonante com os ides
de potassio hipertérmicos (K;%,) provenientes da fonte i6nica, como serve também de elemento

de colimacéo do feixe.?

23



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAO NCO | 2011

Forno de Potassio
Electrometro

— Pastilha de Potassio

Pratos deflectores — —
Camara de troca de carga

Figura 4.3 - Esquema da camara de troca de carga e da producdo de atomos de potéassio
neutros hipertérmicos.

4.1.2 Placas deflectoras de ides

Como referido anteriormente, apenas nos interessa obter um feixe de 4&tomos de potassio
neutro a saida da cAmara de troca de carga. Nem todos os ibes (hipertérmicos) produzidos pela
fonte i6nica sofrem troca de carga (ressonante) durante a sua passagem pela cAmara de troca de
carga. Estas placas de geometria rectangular permitem a sua remoc¢do. Assim, coloca-se uma
placa a um potencial positivo em relagdo a outra de forma a provocar a deflexdo dos ides. Todos
0s atomos de potassio que ndo possuirem carga ndo sao afectados por este campo extractor. A
placa colectora de ides estd ligada a um electrometro para medicdo da corrente idnica e desta

forma permitir controlar a taxa de producéo de ides K*®
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4.2 Segunda Camara — Camara de colisoes

4.2.1 Detector de ionizacdo do tipo Langmuir-
Taylor

De modo a medir a corrente de potassio neutro que chega a zona de colisfes existe um
detector de ionizacdo do tipo Langmuir-Taylor. Este detector consiste num colector cilindrico,
gue possui ao longo do seu eixo central um filamento ionizador de Iridio (0,125 mm de espessura,
pureza > 99%). Possui ainda, duas aberturas que permitem a passagem do feixe de potassio
neutro para a zona de colisdes. A corrente idnica num electrometro é obtida a custa de aplicar ao
filamento uma corrente tipica de 0,630 A e uma tensdo de deflexdo de +60 Vem relagdo ao
colector, criando-se um campo eléctrico entre o filamento e o colector que deflecte os ibes
provenientes da ionizagdo dos atomos neutros K,?ip. E entfo produzida uma corrente no colector,
a qual é proporcional a intensidade do feixe neutro acelerado. Esta corrente no filamento permite

determinar a corrente de K,?ip que entra na camara de colisdes.’®

4.2.2 Forno de moléculas sélidas

O forno consiste numa estrutura cilindrica em cobre. E neste forno que sdo colocadas as
amostras solidas. Através do seu aquecimento é possivel aumentar a tensdo de vapor, criando
assim um feixe efusivo de moléculas neutras. Este feixe vai passar por uma fenda de colimagédo
de 1 mm. O controlo da temperatura do forno é efectuado por um sensor de temperatura do tipo
termopar com uma jungdo cromio-aluminio. O controlo e monitorizagdo de temperatura € muito
importante, visto que um aquecimento demasiado elevado pode levar a decomposicao térmica das
moléculas antes destas colidirem com o feixe neutro de potéssio. O termopar do tipo K utilizado
possui uma incerteza de 2,5% entre 230 K e 600 K, permitindo assim determinar a temperatura do

forno.®

4.3 Sistema de vacuo®

Genericamente, o sistema de vacuo consiste de um tubo do espectrémetro de massa de
tempo de voo e de duas cAmaras: a cAmara de producdo de feixe neutro e a cdmara de colisGes.
Cada camara tem associada uma bomba rotatdria de dois estagios e uma bomba difusora de modo

a ser possivel a obtencdo de alto-vacuo. O alto-vacuo ira permitir aumentar significativamente o
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livre percurso médio. Esta grandeza é definida como a distancia média percorrida por um tomo

ou molécula entre duas colisdes sucessivas dado por:

_ 7x1073
A = Pirabaiho (Cm) (41)

Tendo em conta que se trabalhou a presses na ordem de 2x10°® mbar, a uma temperatura
de 300 K e considerando um didmetro médio das moléculas de 5A, temos que o livre percurso
médio é da ordem de 35 m. Tendo em conta que a distancia entre o local de producdo do feixe de
potéssio e o local de formacdo de iGes é de cerca de 50 cm, o livre percurso médio obtido com
tais pressdes é suficiente para garantir que a colisdo ente um atomo de potdssio e uma
biomolécula seja binaria.

As bombas rotatérias que asseguram 0 VAacuo primario, sdo fundamentalmente,
compressores que extraem os gases do sistema lancando-os na atmosfera. Estas bombas atingem
valores tipicos de 10% mbar. Uma bomba de difuséo é constituida por um invélucro cilindrico,
dentro do qual existe um vaporizador para o éleo da bomba e sobre este uma chaminé que conduz
0 vapor aos varios andares de ejectores. As moléculas do vapor de éleo ao sairem dos ejectores
arrastam as moléculas do gas existentes dentro da bomba para baixo e de encontro as suas
paredes. Como estas séo arrefecidas, por circulagdo de &gua externa, da-se uma condensagéo do
fluido que voltara ao vaporizador. O gas arrastado é comprimido na parte inferior, de onde é
retirado pela bomba rotatéria associada a bomba de difusdo. A pressdo final dos gases
permanentes é tdo baixa que o vacuo atingido s é determinado pela tensdo de vapor do 6leo da
bomba. Estas bombas baixam a pressdo para valores na ordem dos 10 mbar. A bomba difusora
da camara de producdo de feixe neutro possui uma velocidade de bombeamento de 1300 I/s,
enquanto que a bomba difusora da cAmara de colisGes possui uma velocidade de bombeamento de
1550 I/s. Para evitar a oxidacdo do 6leo, que ocorreria com 0 seu aquecimento na presenca do ar,
as bombas difusoras sdo ligadas depois de se estabelecer um vacuo primario. Entre cada uma das
bombas rotativas e respectivas bombas difusoras existe uma valvula electromagnética de
isolamento e um condensador — trapa de zedlitos, que previne a migracdo do 6leo da bomba
rotativa para a zona de baixa pressao, ou seja, para o sistema. Este tipo de condensadores permite
grandes velocidades no bombeamento do vapor de agua e de vapores de 6leo provenientes da
bomba rotativa devido ao seu poder de absorcéo.

De modo a permitir manter uma das cadmaras em alto-vacuo enquanto a outra pode estar

aberta & pressdo atmosférica, a sua ligacdo é feita por uma valvula inter-cdmaras manual. Assim
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ndo se torna necessario ter as duas camaras a pressao atmosférica quando se quer abrir apenas
uma.

O tubo de tempo de voo é bombeado por uma bomba turbomolecular que permite um
bombeamento de base da ordem dos 10° mbar. As bombas moleculares baseiam-se na
transferéncia de momento linear de um rotor a grande velocidade para as moléculas de gas
situadas entre o rotor e o estator. As moléculas é comunicado movimento de modo que saiam do
sistema a bombear.

O vacuo primario é controlado por um sensor do tipo pirani, e na gama de alto-vacuo por

um mandmetro de ionizagao.

4.4 Sistema de deteccéo de particulas

O espectrémetro de massa do tipo tempo de voo (TOF — “Time of Flight”) possui um
tubo de tempo de voo de comprimento efectivo 1,4 m e é composto por duas fendas de
colimagdo, um prato de extraccdo, duas redes, um sistema de lentes Einzel, uma zona livre de

campo e um detector de particulas carregadas do tipo canaltrao.

4.4.1 Lentes Einzel

Este sistema de lentes funciona como uma lente 6ptica que faz convergir as particulas
carregadas, permitindo focar o feixe de particulas carregadas gerados na colisdo. A quantidade de

particulas idnicas detectadas pelo canaltrdo é assim optimizada.

4.4.2 Detector do tipo canaltréo

Os fragmentos iénicos criados na colisdo entre os &tomos de potassio e a molécula alvo
ao serem extraidos da zona de colisdo e conduzidos ao tubo de tempo de voo, sdo posteriormente
detectados no canaltrdo. Este detector € um dispositivo multiplicador de electrdes, ou seja,
quando as particulas carregadas entram e embatem nas paredes do canaltrdo, produzem a emissao
de electrdes secundarios. Uma vez que se estabelece uma diferenga de tenséo entre a entrada do
detector e o seu colector (final), estes electrfes séo acelerados e ao colidirem com as paredes
internas produzem mais electrdes num sistema de multiplicagdo em cascata. A diferenca de

potencial aplicada entre as extremidades do detector é tipicamente cerca de 2000 V. Quando €
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detectada a chegada de um ido é produzido um impulso negativo de amplitude tipica de —20 mV e
duracgdo aproximada de 8 ns. O impulso obtido é isolado, amplificado e discriminado. O detector

usado apresenta uma forma tubular espiralada, com entrada cénica de 1 cm de didmetro.

4.4.3 Espectrometros de massa

4.4.3.1 Principios de analise de massa

Os ides progenitores e fragmentos formados na captura electronica sdo analisados de
acordo com o seu valor de massa-carga (m/q) por espectrémetros de massa. Ndo sé permitem
identificar as diferentes espécies idnicas, como as suas abundancias relativas.

Os analisadores de massa operam segundo o0 comportamento dos iGes em campos
eléctricos e magnéticos. Em campos estaticos, ides de diferentes valores de m/q podem ser
distinguidos no espaco atravées das suas diferentes trajectorias (analisadores de massa estaticos),
ou em tempo através dos seus diferentes tempos de voo (analisadores de massa dindmicos). Um
espectrémetro do tipo TOF rege-se pelo principio de que ao ser fornecida a mesma energia as
diferentes espécies idnicas (diferentes massas), estas terdo diferentes velocidades, ou seja, as
massas mais leves irdo percorrer uma distancia em menor tempo do que as mais pesadas,
chegando com uma diferenca temporal ao detector.

De modo a recordar o movimento de particulas carregadas em campos eléctricos,
consideremos um campo eléctrico uniforme que se aplica entre duas placas metalicas paralelas
separadas por uma distancia d. O campo eléctrico é E =A4V/d, sendo AV a diferenca de potencial
entre as placas. Sabendo que a forca eléctrica é dada por F=zeE, um ido formado em repouso sera
acelerado ao longo do campo eléctrico E de acordo com a 2?2 lei de Newton:

F E 4.2)

a=—=ze— = const
m m
(e =1.6-107190C)
As particulas submetidas a um campo deste tipo adquirem um movimento uniformemente

acelerado.
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4.3.3.2 Espectrometro de massa do tipo Tempo de
Voo

Na zona de colisdo, apds a interaccdo de um feixe de atomos neutros com um alvo
molecular gasoso da-se a formacdo de um grupo de iBGes. Este grupo de iGes é acelerado por
campos eléctricos e projectado através de um espaco livre de campo em direccdo ao detector. O

tempo de voo de um i4o é proporcional a (m/q)Y?

, assim, se o sinal detectado é em fungdo do
tempo, observa-se uma série de picos, cada um representando os iGes de um determinado valor

m/q.

Zona ds
Prato d=  Aceleracio (s2) Colector
extraceio e, de ides
I I Zona livre
[ | de campo (s3)
| |
| |_
'-.._N__..-
Zona ds
Colizio (51)

Figura 4.4—- Esquema genérico de um sistema de tempo de voo de dois estagios.

Smythe e Mattauch® criaram, em 1932 os primeiros espectrometros de massa do tipo de
voo. No entanto estes espectrometros apresentavam algumas deficiéncias, como é o caso da nao
correcta seleccdo das velocidades pretendidas, introduzindo picos extra nos espectros de massa,
ndo permitindo uma andlise correcta do espectro. Em 1955 Wiley e Mclaren®* propuseram a
introducdo de um segundo campo de aceleracdo, melhorando a resolugdo e potencialidade da

espectrometria TOF.
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L]
et

a) b)

Figura 4.5 — Representagdo esquematica da zona de extraccdo. a) ido negativo numa zona sem
campo extractor. b) ido negativo é acelerado na direc¢do do eléctrodo positivo. ¢) o ido passa pela grelha de
extrac¢do, entrando na zona de aceleragéo.

Tomemos como exemplo um ido negativo, este vai ser acelerado na direccao do eléctrodo
positivo. Se o eléctrodo positivo for substituido por uma grelha, o ido ird passar através dela e
saira da zona de colisdo. Essa grelha é chamada de grelha de extracgdo. O eléctrodo oposto ao da
grelha de extracgéo repele os ides.

Num espectrémetro do tipo tempo de voo (TOF-Time of Flight) com um sé campo
extractor, se dois ides comecarem com velocidades axiais de igual magnitude, mas em sentidos
opostos, o ido ejectado no sentido contrario ao campo aplicado sera desacelerado, e o ido que é
ejectado na direccdo do campo é acelerado em direccdo ao detector. O ido que inicialmente se
movia contrariamente ao campo aplicado, passara no plano de origem com a mesma velocidade
gue o ido que vai no sentido do campo, mas com um atraso temporal que ira persistir ao longo de
todo o percurso até ao detector. Este atraso deve ser menor que a diferenca de tempo entre duas
massas adjacentes. Este defeito pode ser parcialmente corrigido com a introducdo de mais um
campo (acelerador) no espectrometro TOF. Deste modo, os iGes que possuem velocidade menor
vado permanecer na zona de aceleracdo mais tempo, adquirindo assim maior aceleragdo e
diminuindo o tempo de atraso (figura 4.6).

Os ides formados na zona de colisdo sdo retirados pelo primeiro campo eléctrico Ej,
sendo em seguida acelerados pelo segundo campo E, antes de entrarem no tubo de voo (que ndo

tem qualquer campo aplicado), chegando ao detector.
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Figura 4.6 — Representacéo da aceleracdo ganha pelos ides na zona de aceleracéo

Tendo em conta as nota¢Bes da figura 4.4, vamos proceder ao calculo dos tempos de voo
ts1, tso € tgz para os trés percursoss;, s, € s3. Considerando que a particula se encontra sobre o

eixo dos xx, comecemos pelo calculo do tempo de voo na zona s;:

Equacgéo do movimento,

1, (43)
X = Xg + UOtSI + Ealtsl

Visto que s, é a distancia entre as placas,s; = x — x, 10go, a expressdo anterior toma a
forma:

1 4.4
§a1t§1+v0t51_51 =0 ( )
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Através da energia cinética inicial, podemos calcular a velocidade inicial da particula:

(4.5)

Onde W, € a energia cinética inicial de um ido (fragmento). Tanto a solu¢do positiva como a
negativa sdo validas. Os sinais (-) e (+) na equacdo 4.5 referem-se aos componentes da
velocidade inicial orientados na direccdo contraria e favoravel ao detector, respectivamente.

Resolvendo a expressao 4.4:

—vo V3 + 2ay.5, (4.6)

a;

ts1 =

Substituindo a, e v, pelas expressdes 4.2 e 4.5, respectivamente

, , 4.7
+ %i 2W, N 2zeE, 5 (4.7)
_ m m m

ts1 = zeE,
m

Temos assim quatro solugdes possiveis analiticamente, duas positivas e duas negativas.
No entanto, apenas fazem sentido as solucGes positivas, visto estarmos a calcular um tempo.

Assim, 0 tempo de voo na zona s; (zona de extraccao) é:

_ (2m)r/? (4.8)

1
s zeE;

[(W0 + zeEys)) Y2 + W 2]

Para esta equacdo existem duas solucdes possiveis. Quando Wol/ 24 positivo tg; é maior
do que quando Wol/zé negativo, o que significa que as particulas que inicialmente se movem no
sentido contrario ao campo extractor tém um Wol/ 2 positivo, 0 seu tempo de voo é maior. Ao

contrario, as particulas que se movem na direccdo do campo extractor tém um Wol/ 2 negativo, o
seu tempo de voo é menor. Sdo assim obtidos os valores do maximo e minimo (velocidade e
aceleracao) de tempo de voo para duas particulas iguais que tenham sido criadas no mesmo ponto
do espaco, mas ndo possuem a mesma energia cinética inicial.

Passemos ao célculo do tempo de voo na zona s, (zona de aceleracdo). Tanto a aceleracao

como a equacdo do movimento sdo semelhantes a da zona de extrac¢ao s;:

32



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAO NCO | 2011

F ZeEz (49)
az - — =
m m
1, (4.10)
X = xz + thSZ + Eaztsz
tendo em conta que a distancia entre as duas placas € dada por s, = x — x,
1 411
Eaztzz‘i'vztsz_dzo ( )
sabendo que energia total de um ido é dada pela soma das energias em cada zona:
W = WO + W1 + W2 = WO + Z€E1$1 + ZeEzsz (412)

W — energia inicial da particula
W — energia adquirida na zona de extraccao

W, — energia adquirida na zona de aceleragéo

A energia total, W é independente da orientagdo inicial do vector velocidade visto que o0s
iBes que se movem na direccdo directa e inversa deixam a regido de aceleracdo com a mesma

energia cinética. Entdo, a energia da particula ao entrar na zona de aceleracao é dada por:

Sabe-se ainda que nesta zona a particula adquire a energia:

WZ = Z€E252 (414)

A velocidade de uma particula que se move na zona de aceleracdo pode assim ser
calculada por:

20W, + W) (4.15)

1
M/O+W1:§mvzz<=>172: m

Apesar de serem possiveis duas solucdes em (4.15), apenas serdo consideradas as
velocidades positivas. Tal deve-se ao facto de na zona de extrac¢do ser aplicado um campo com o

mesmo sentido do campo aplicado na zona de aceleragdo, o que garante uma velocidade positiva.
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Resolvendo a equacdo (4.11) e substituindo os valores da velocidade v, e da aceleragdo a,

obtidos nas expressdes (4.15) e (4.9):

4.16
_ f2(W0+W1)i\/z ,W0+W1+@Sz (4.16)
m m m

sz = zeE,

m

Apesar de a expressdo (4.16) apresentar duas solucdes, apenas a positiva é fisicamente
possivel, visto t, > 0,
(4.17)

3 (2m)1/2

[_\/(Wo + W)+ \/Wb +W; + qEZSZJ
zeE,

S2

Assim, substituindo (4.12) e (4.13) na equacao anterior temos a expressdo que permite

calcular o tempo de voo de uma particula na zona de aceleracéo:

B (Zm)l/z
B ZeEZ

(4.18)

<2 [W1/2 — (W, + zeE;s1)Y?|

Falta agora calcular o tempo de voo na zona livre de campo, ss. O procedimento a
efectuar é igual ao efectuado para os outros dois casos. Neste caso ndo havera a componente da
aceleracdo, visto nenhum campo estar a ser aplicado. O tempo de voo na zona livre de campo sera
dado pela razdo entre a distancia percorrida pela particula até a zona livre de campo, x —xp e a

velocidade que a particula tem ao entrar nesta zona, vp:

It P (4.19)
U3 U3
Calculando vs,
1 2W
W=-mvieov,=+|— (4.20)
2 m

e substituindo v obtido em (4.20) em (4.19):

_ (2m)*2s, (4.21)
tS3 - 2W1/2
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Sabendo que o tempo total de voo de uma particula é dado por tyor = t; + ty + t3,

temos:

m S3 2(‘/W0+ZeSE1i1/WO Z(VW_ﬂWO‘l‘ZeSlEl
tTOF = |—X + +
\ 2 Wy + zesq

Ei + zesyE, zeE; zeE,

(4.22)

No caso ideal, onde todos os ibes comecam a deslocar-se no plano situado a uma
distancia s; com uma energia cinética de zero, W, = 0, 0 tempo total de voo tror = t; + t, + t3,

pode ser escrito na forma:

m \1/2 2k1/%s (4.23)
= 1/2 - 02
tTOF (ZW) (Zk S1 + k1/2 11 + S3>
sendo k uma constante definida como,
k= Eis1 + Eys, (4.24)

Eisq

A diferenga entre os tempos de voo de duas massas consecutivas m e m+1 é chamada de
resolucdo em massa. Assumindo que as particulas foram criadas com o mesmo valor em modulo

de s e Wy, a resolucdo em massa pode ser calculada do seguinte modo:

2k1/2%s,

— — 1/2 1 1/2 1/2 (4.25)
AT, =ty —tm = | 2k Sl+m+53 [W(m+1) —-m ]

Esta expressdo pode ainda ser simplificada, visto que k é uma constante, ou seja
analisando (4.24), significa considerar os campos eléctricos das zonas de extraccdo E; e da zona
de aceleracdo E, como sendo constantes, assim como as distancias s, e s,. Reescrevendo (4.25) e

assumindo algumas aproximacoes, temos:

AT,

1
_ ko AN
‘W’“(’”a) ‘1]—%

(m + %) & - 1] ~ Zt_;nn (4.26)

35



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAONCO | 2011

Através da expressdo anterior podemos afirmar que a medida que as massas dos

fragmentos a analisar aumentam, a capacidade que um aparelho possui para as distinguir diminui.
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Capitulo 5 . Resultados e discussao

Sendo a molécula de uracilo uma das unidades fundamentais do ARN e sabendo também
gue electrbes de baixa energia tém a capacidade de a degradar, efectuou-se um estudo
pormenorizado da fragmentacao desta molécula com especial atencdo a formacéo do ido NCO. O
estudo da molécula de uracilo (C4H;N,0O,) em conjunto com as bases de ADN, tem sido alvo de
muitos estudos principalmente de CED, no entanto, nunca antes, moléculas poliatomicas desta
grandeza foram estudadas por processos de TE. Os estudos efectuados na presente dissertacéo
centraram-se na formag&o do fragmento NCO™ e pretendem estabelecer correspondéncias entre 0s
fendmenos que ocorrem por CED e TE a baixas energias. Foi utilizado um espectrometro de
massa que permite detectar os padroes de fragmentacdo do fenémeno de transferéncia de electrdo
entre um atomo dador (potéassio) e uma molécula receptora (uracilo).

Os espectros de tempo de voo obtidos através do espectrometro de massa resultam da
aquisicdo de conjuntos de impulsos gerados pela chegada dos diversos fragmentos ionicos ao
detector canaltrdo formados pela colisdo da molécula em estudo com atomos de potassio. Sao
dependentes do nimero de contagens, em funcdo do tempo de voo caracteristico de cada um dos

fragmentos.®

5.1 Condicdes experimentais

Os resultados experimentais foram obtidos para os parametros experimentais contidos na
tabela 5.1, respeitantes ao aparelho de feixes moleculares cruzados do Laboratério de ColisGes
Atomicas e Moleculares (LCAM) do CEFITEC. As medidas correspondentes a colisbes de
atomos neutros de potassio hipertérmico com alvos moleculares de uracilo, foram obtidas para
uma gama de energias de laboratério entre 11 e 200 eV, e posteriormente transformados para

energia de colisdo no referencial do centro de massa, atraves da relagéo:

Maivo (5_1)

ECM = ELab X 09 X
Maipo + Myrojéctil

em que 0.9 é um factor de correcgdo que traduz um factor de aparelho.
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Obtiveram-se espectros de massa de tempo de voo de ides negativos formados por

transferéncia de electrdo de acordo com:

K+U—>Kt+[U]* (5.2)

Os iBes negativos formados na zona de interaccdo foram extraidos por um campo
eléctrico de 333 Vem™, com uma duragfo de 8 ps. O feixe de potassio é continuo. Os espectros
de tempo de voo foram obtidos, sempre que possivel de forma a que as areas dos picos
apresentassem uma boa estatistica, i.e., uma boa razdo sinal/ruido. Os tempos de acumulagdo para
obtencdo de um espectro com estatistica aceitavel, variam com a secgdo eficaz e dessa forma
estdo também dependentes da energia de colisao.

A molécula de uracilo utilizada encontra-se comercialmente disponivel sob a forma
solida, por isso foi necessario aquecé-la no forno de moléculas sélidas de forma a aumentar a sua
pressdo de vapor. A temperatura necessaria a vaporizacdo da amostra deve ser controlada de
forma a ndo levar & decomposicdo térmica da amostra. Segundo estudos de Huels et al.*® e Denifl
et al.'" '2, as temperaturas aconselhadas para a vaporizagdo de moléculas de bases de ADN e
ARN situam-se entre 450K — 470K. Ap6s alguns testes verificou-se que 0s espectros obtidos a
465K eram os que apresentavam melhor qualidade (melhor razéo sinal-ruido, como maior

estatistica em menor tempo).

Tabela 5.1- Pardmetros e condi¢des experimentais mantidos constantes ao longo da
experiéncia

Temperatura do forno 470 K
Fonte de troca de carga  omneratyra da camara de troca de carga 390 K
Press&o 9%x10”" mbar
Fonte do feixe alvo Temperatura do depdsito 465 K
Presséo 2x10°mbar
Tensdo do prato repulsor -3900 V
Detecca Tensdo da grelha de extraccdo -3500 V
eteceao Tensdo de entrada do canaltrdo ov
Tensdo de saida do canaltrdo +2250 V
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5.1.1 Corrente

O fluxo de &omos neutros hipertérmicos é proporcional ao fluxo de iGes térmicos
produzidos bem como ao fluxo de ides hipertérmicos iniciais e fluxo de atomos térmicos que
trocam de carga. Esta proporcionalidade entre os feixes é monitorizada através de um detector do
tipo Langmuir-Taylor. Desta forma € possivel estimar a intensidade do feixe neutro hipertérmico.
Por observacdo directa da figura 5.1 podemos afirmar que a dependéncia da intensidade do feixe
hipertérmico com a energia de colisdo (no referencial de laboratério) apresenta um
comportamento que obedece a lei dos 3/2 ou lei de Child-Langmuir da concentracdo de carga
espacial.”® ¥ Apesar do declive da recta ajustada ser superior a 1,5 tal deve-se & geometria do
sistema fonte de ides K™ — a geometria dos eléctrodos ndo é a mesma que a considerada por Child-

Langmuir (diodo).

0.0x10° Model Allometric
,0x10° 7
Equation Y =a*x"b °
8,0x10° q1Reduced 1,18359E o
Chi-Sgr -18
7,0x20° H A i
Adj. R-Sq 0,99576 1E-10 .
6.0x10° - Value  Standard 0
' c a 6,21568E 1,70234E- _ °
~ 50x0° ¢ 2,65492  0,05265 <
g o
5:/ 4,0x10° 1E-11 4 o
3,0x10° o
2,0x10° H %
1,0x10° 18425 lo
-,I/f . , S T
10 100
200 E (eV)

E (eV)

Figura 5.1 — A esquerda, densidade de corrente do feixe projéctil em funcdo da energia de
laboratorio e curva ajustada a esses valores de modo a determinar o parametro de Child. A
direita, corrente do feixe projéctil medida no colector do detector Langmuir-Taylor vs.
energia de colisdo no referencial de laboratdrio (em escala logaritmica).'

' Por uma questdo de clareza da figura apenas Se apresentam as barras de erro para algumas
energias, evidenciando o seu comportamento.
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5.2 Calibracao de espectros

De modo a ser possivel atribuir aos picos obtidos por espectrometria TOF as respectivas
massas dos aniGes formados, foi necessario efectuar a sua calibracdo. A calibracdo estabelece a
relacdo entre a massa dos fragmentos, tendo em conta um valor de referéncia e aquele que se
observa num espectro de massa obtido. O método de calibracdo utilizado segue o0s seguintes
passos:

1) Identificar no espectro os picos referentes aos fragmentos conhecidos® e registar os seus

canais.

Como elementos de calibragdo do espectrometro de massa TOF utilizaram-se 0s varios
fragmentos anidnicos da propria molécula, visto ja serem conhecidos os seus padrfes de
fragmentacdo e os picos relativos aos fragmentos O™ e H™ resultantes da fragmentacao de
moléculas de H,O, que se encontram no gas residual da camara de colisdes. Tais
contribuigdes podem ser utilizadas na calibracdo dos espectros e ndo interferem com o

que é pretendido estudar, formacao do fragmento NCO;

Tabela 5.2 — Massas utilizadas na calibracéo dos espectros

Elemento" Massa de referéncia Canal Tempo de voo (us)
H” 1 302 2.424
o8 12 854 6.832
(CH)” 13 887 7.096
(CH,)™ 14 918 7.344
O 16 975 7.800
(OH)” 17 1004 8.032
(Co) 24 1178 9.424
(CoH) 25 1201 9.608
(CN) 26 1222 9.784
(CsHs3)” 39 1520 12.16
(C,0)/(C,H,N)” 40 1531 12.248
(C,H3N)™ 41 1542 12.336
(NCO)" 42 1558 12.464
(U-H) 112 2485 19.880

"(U-H)" representa o anido progenitor de uracilo desidrogenado
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2) Ajustar uma curva ndo linear de calibracdo com base nos valores observados e de

referéncia. A massa do fragmento ira ser ajustada a:

(canal — A)? (5.3)
Mfraggmento =
B
120
100
80 +
)
£ 60
2
©
17
@ a0
=
20 -
o
,// g
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T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500

Canal

Figura 5.2 — Curva de calibracéo dos espectros de massa.

3) Aplicar os parametros da curva néo linear de calibracéo aos valores observados: espectro

calibrado;

4) A partir do espectro calibrado estamos em condigOes de identificar e registar em massa a

posicdo de cada fragmento anidnico da molécula.

5.3 Porque é que existe um aumento da intensidade
do fragmento NCO™?

Como ja foi referido no sub-capitulo 3.2, os estudos de CED das bases pirimidicas na
fase gasosa, ttm como fragmento dominante o anido progenitor desidrogenado, (U-H)~, os
restantes fragmentos apresentam valores de seccéo eficaz uma ordem de grandeza inferiores.*> *
% No entanto, os estudos efectuados por TE revelam que h4 um aumento da intensidade de todos
os outros fragmentos, relativamente ao anido progenitor desidrogenado. O fragmento de maior

intensidade € o NCO™ seguido do anido progenitor desidrogenado. Nos proximos sub-capitulos

41



DECOMPOSICAO DO URACILO POR COLISOES ATOMO-MOLECULA: FORMACAO DO ANIAO NCO | 2011

faremos uma analise desta constatacdo e trataremos de apresentar uma justificacdo para esta
observacdo, tendo em consideracdo resultados publicados por outros grupos de trabalho,

nomeadamente em processos de CED.** %

5.3.1 Etapas da quebra do anel

Denifl et al.*®

estudaram os produtos formados por CED nas bases de ADN, tanto em fase
gasosa a 400K como em matriz de hélio, a temperaturas muito préximas do zero absoluto
(0.37K). Estudos de CED em timina embebida em agregados de hélio demonstram que a
dissipagcdo de energia ap0s a captura electronica, conduziam a uma preferéncia de perda de
apenas um atomo de hidrogénio, levando a formacao exclusiva de anides [BC — H]™ (ex. BC =T,
U, ...), ficando todos os outros canais de fragmentacdo bloqueados devido ao rapido

arrefecimento evaporativo.

Seja BC uma molécula de ADN. Inicialmente a ligacdo de um electréo livre a uma base
forma um io transiente negativo instavel [BC~]#, com a mesma geometria que o seu precursor
no estado neutro (transicio vertical). Enquanto a energia potencial de [BC~]** for maior que a de
BC + e, o electrdo pode ser libertado, retendo a sua energia cinética inicial (dispersao elastica)
ou com energia cinética reduzida (disperséo inelastica). Além disso, o processo de auto-libertacéo
electronica compete com o processo de CED até a separagdo internuclear entre os fragmentos
anionicos e neutros excederem a intersec¢do das curvas de energia potencial do sistema anionico
e neutro correspondente. O tempo que demora a chegar a este ponto de néo retorno em direccao a
CED depende fortemente da massa do fragmento mais leve. Um desses fragmentos é o
hidrogénio. Esta pode ser uma das razfes para a alta probabilidade de no processo de CED as

moléculas BC formarem o anido [BC — H]~.**

e~ +BC o [BC|" > [BC—H]" +H (5.4)
> [BC—H]+H™ (5.5)

Os outros fragmentos sdo presumivelmente formados pela posterior dissociacdo de

[BC — H]~, de acordo com a reaccao:

[BC — H™# > fragmentos (5.6)
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A energia necessaria para que se dé a reaccdo (5.4), AE=D((BC—H)—H) —
AE(BC — H) € baixa, uma vez que as energias de ligacdo, D((BC-H)-H), para a remogéo de
atomos de hidrogénio ndo sdo geralmente muito maiores que a AE(BC-H) dos radicais
formados.* Isto significa que a energia em excesso pode ser depositada nos produtos da reacgdo
(5.4) a energias relativamente baixas e, portanto, a reac¢do (5.6) € promovida. Assim, pode-se
explicar, por exemplo, o rendimento relativamente elevado de NCO™, que € observado na fase

gasosa por CED nas moléculas de timina relativamente a baixas energias.'"*®

80 { Thymine

E/eV

Figura 5.3 — (0) representa a intensidade de [T — H]~ em funcdo da energia dos electroes
para Timina embebida em agregados de He a 0.37K. ( —) representa a intensidade de
[T — H]~ em fase gasosa. (- - -) representa a soma das intensidades de todos os outros
fragmentos observados. Dados obtidos por CED. Adaptado da ref.*®

Assim podemos assumir que a formacdo de NCO™ se da apenas apés a dissociacdo do
primeiro atomo de hidrogénio. A formacdo do anido de NCO requer a quebra de duas ligacdes de
atomos no anel e de uma ligacdo N-H, o que corresponde a ligacfes o*. Mas ndo seria de esperar
que as ligacGes envolvidas de menor energia, e consequentemente onde ocorreriam as quebras de

ligacdo, seriam as n*?

Gianturco et al.”°

efectuaram calculos tedricos na tentativa de descrever a gama distinta
de energias em que ocorrem ressonancias, que conduzem posteriormente as diferentes quebras
das ligacBes moleculares. As simulagdes foram feitas para o processo de CED do uracilo na fase
gasosa. Forcando adiabaticamente a ligacdo seleccionada a ser maior, obtiveram a energia
potencial das orbitais desejadas. O estudo centrou-se nas ligages C2-N1 e C4-N3 (ver figura

3.1). Os autores concluiram que:
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1. 0 acesso a determinadas ressonancias o* (~8 eV) do uracilo, podera permitir uma
redistribuicdo intermolecular de cerca de 4 eV, o que conduzira a formacéo directa de
diferentes fragmentos anidnicos;

2. o facto de as curvas de energia potencial dos TNI associados a&s ressondncias ¢*
cruzarem as curvas de energia correspondentes as n*, a medida que as as distancias
intermoleculares no uracilo aumentam, espera-se que a deformacédo da ligacéo leve a
quebra simétrica. As ressonancias m* que estavam inicialmente "activas" podem
transferir a sua energia para ressonancias ¢* mais baixas, que por sua vez, induzem
mais eficazmente a quebras das ligacbes e desta forma potenciando a formacdo de

determinados fragmentos.

Assim, o estudo aponta em direc¢do da hip6tese de que as principais orbitais responsaveis

pela quebra do anel sejam as orbitais ¢* e ndo as orbitais n*.

1'3 1'] T T | ™
: ‘j.,//r ]
al 4 8l ]
I 1 a’

= 1 ] [ n* ]

s | s |

w -1: ] w 4._ .
*__

2k T - 2'- - .

| i caa b sl

CEErEE T j]; 1 ETTA TS TE T '_‘ﬁai “Ya
RIC(2) - NI (A) R[CH) -N(G3)] (A)
Figura 5.4 — Simulagdes feitas por Gianturco et al.** da energia de ressonancia em funcéo da
deformacéo do anel de Uracilo, levando a sua quebra. A figura da esquerda diz respeito a ligagao

C(2)-N(1) e a da direita a C(4)-N(3).

5.4 Analise de resultados

Numa molécula poliatémica ndo linear h4 3N-6 modos de vibragdo, sendo N o nimero de
atomos que a constitui. Na molécula de uracilo h4 12 tomos, logo 30 modos de vibracdo séo

possiveis. No entanto no presente estudo apenas nos concentramos na ligacdo N1-H, visto
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admitir-se que o fragmento (U-H)~ (que ocorre maioritariamente pela perda de um H na posicéo
N1) seja o percursor de todos os outros fragmentos formados, nomeadamente de NCO™.

Por forma a poder avaliar o efeito da deposi¢do de energia na molécula de uracilo ap6s a
transferéncia de electrdo, efectudmos um estudo pormenorizado de formacao de NCO™ em funcéo
da energia de colisdo. Os resultados obtidos para este anido foram comparados com o0s do ido
progenitor desidrogenado ((U-H)"), uma vez que a formacao deste ultimo é independente da gama
de energias utilizadas nesta dissertacdo. Assim, qualquer que seja a energia de colisdo,
observamos sempre a formacdo de (U-H)", a intensidades variaveis. Convém aqui referir
novamente que o anido (U-H)™ é o percursor na formagdo de qualquer outro ido negativo, em
especial de NCO™. Esta dependéncia é extremamente relevante no que diz respeito a forma como
a energia disponivel na colisdo pode ser canalizada para os diversos graus de liberdade do TNI.
Voltaremos a esta discussdo mais abaixo.
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Figura 5.5 — Raz&o de formagdo de NCO™ relativamente a (U-H)™ obtido por TE em funcéo
da energia de colisao no referencial de centro de massa e da energia de laboratorio

A representacdo grafica da figura 5.6 corresponde a caracteristica da figura 5.5 em escala
logaritmica e em funcédo da velocidade relativa. Todos os pontos foram obtidos a partir das areas

estimadas de cada pico dos espectros de massa de TOF, em funcdo da energia de colisdo no
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referencial de centro de massa ou da velocidade relativa. As fracgdes apresentadas referem-se
assim a energia disponivel pelo processo de colisdo.

Tendo em conta o perfil da fraccdo NCO™/(U-H)™ (figura 5.5 e 5.6), observamos que
existe um minimo de intensidade que permite distinguir duas regifes de velocidades: baixas e
altas velocidades.

Na regido das baixas velocidades (< 1.8x10* m/s) a colisdo pode ser maioritariamente
ditada pela dispersao ionica, onde se aplicardo algumas consideragdes do modelo da extensdo da
ligacdo, ("bond stretching model™), nomeadamente nas ligacbes do anel, o que vem reforcar as
previsoes tedricas de Gianturco et al.*.

Na regido das altas velocidades (> 1.8x10* m/s), a colisdo é maioritariamente ditada pela
dispersdo covalente, ndo se considerando o efeito da extensdo da ligacdo. Nas figuras 5.5. e 5.6,
optamos por representar as fracgdes NCO™/(U-H)™ normalizadas ao minimo observado a 1.8x10*

m/s.
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Figura 5.6 - Razéo de formacéo de NCO™ relativamente a (U-H)™ obtido por TE em funcéo
da velocidade relativa e da energia de colisdo no referencial de centro de massa."

Por uma questdo de clareza da figura apenas se apresentam as barras de erro para algumas
energias, evidenciando o seu comportamento. O erro associado vai diminuindo a medida que a energia
aumenta.
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5.4.1 Regido das baixas velocidades

Esta regido é onde o comportamento de formacdo de NCO™ parece estar fortemente
influenciado pela dependéncia do movimento vibracional da molécula e do i&do molecular.

Na gama das muito baixas energias (~7x10° m/s), a transferéncia de electrdo é possivel,
estando inibida por motivos energéticos a formacdo de pares de ides. Ou seja, a energia
disponibilizada no sistema ndo é suficiente para aceder aos estados que conduzem a dissociagao.

A baixas energias, a dispersdo ionica é dominante, ou seja a transferéncia de electréo da-
se ao primeiro raio de cruzamento, Ry 0 que implica que a maior parte das trajectorias
continuardo com um comportamento ao longo da superficie i6nica e, o sistema certamente
manter-se-a no estado ionico depois do segundo cruzamento, R.,. Temos assim, uma transi¢do
adiabatica em R, e uma transicdo diabatica a Re,. A probabilidade de transicdo pode ser
determinada pela expressio de Landau-Zener*’. A dependéncia de formagdo de NCO~
relativamente a (U-H)~, varia rapidamente com a energia de colisdo. Assim que a energia do
sistema fica disponivel acima do limiar, ela é canalizada maioritariamente para a formagdo de
NCO™. Tal ndo é de estranhar, pois NCO possui uma electroafinidade muito elevada (> 3.5 eV), 0
gue implica que apds a TE, o electrdo adicional ficara tendencialmente neste pseudo-halogéneo.

E ainda importante referir que nesta regido de velocidades e no que diz respeito ao limiar

de formagéo de NCO, esse valor coincide com as medidas experimentais de CED.

5.4.2 Regi&o das altas velocidades

Com o aumento da energia de colisdo, o efeito da extenséo da ligacdo tende a diminuir e
a dispersdo covalente ditard o mecanismo da colisdo em detrimento da dispersdo ionica;
consequentemente a taxa de formacdo de NCO™ tendera a diminuir em funcdo da energia de
colisdo.

Nesta regido o movimento interno da molécula ou do ido molecular durante o processo de
colisdo e 0 movimento do atomo alcalino, sdo completamente independentes. Assim, 0 sistema
atomo-molécula é tratado como se fosse um sistema d&tomo-atomo, onde a molécula é considerada
como rigida durante o processo de colisdo e portanto valido para energias de colisdo elevadas.
Admite-se a auséncia de efeito da extensdo da ligagdo (bond-stretching) e os Unicos aspectos que
devem ser considerados sdo, a orientagdo molecular, a sobreposicdo do integral de Franck-

Condon para os dois estados da molécula e eventualmente os estados excitados.”®
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Aqui a dispersdo dominante é a covalente, ou seja a transferéncia de electrdo da-se
maioritariamente em R.,. Analisando a expressdo da probabilidade de transi¢do nao-adiabatica de
Landau-Zenner, a probabilidade de haver troca de carga diminui com a velocidade, logo como a
velocidade com que 0 &tomo de potassio passa em R¢; € muito grande, a probabilidade de nédo se
dar transferéncia de electrdo no primeiro cruzamento € elevada. Temos assim, uma transi¢ao

diabatica em R, podendo ser adiabatica em Rq,.

5.4.3 Comparacao entre os processos de CED e TE
a baixas energias

No estudo efectuado por Gianturco et al.*° foram calculadas as larguras das ressonancias.
Devido aos valores elevados dessas larguras®, os canais de fragmentagdo que inicialmente
provém destas ressonancias sdo altamente suprimidos no processo de captura de electrbes, porque
a auto-libertagdo compete fortemente com a dissocia¢do. Ou seja, apds a captura de electrdo, para
que haja dissociacdo, é necessario que o electrdo permaneca numa determinada orbital tempo
suficiente para que se dé a dissocia¢do. No entanto, se é esperado que o electrdo permaneca por
um intervalo de tempo muito pequeno, entdo 0 mais provavel é que este se auto-liberte, antes de a
dissociacao ter lugar, e a molécula voltara ao estado inicial neutro.

No processo de TE sabe-se que, no caso do nitrometano® a interacgdo coulombiana entre
0 potassio e a molécula, permite suprimir a auto-libertacdo electrénica do TNI. No caso da timina
e do uracilo, é possivel que um mecanismo semelhante aconteca, € é mais evidente nas orbitais
que possuem tempos de vida menores, dai 0 aumento das intensidades relativas. Ou seja,
enquanto o potassio estiver suficientemente perto do anido molecular, a interac¢do coulombiana
ndo permite que o electrdo saia, forcando-o a permanecer “ligado” a molécula. Assim, na técnica
usada nesta dissertacdo, para baixas energias a auto-libertacdo é suprimida, estamos portanto a
permitir que ocorra a dissociagdo. Para energias mais altas, como a velocidade do potassio €
maior e assim o tempo de interaccdo atomo-molécula é menor, a auto-libertagdo vai ser um
processo mais significativo e as intensidades dos fragmentos tendem a diminuir.

E proposto que o aumento da intensidade dos fragmentos, como 0 NCO, CN", C3H,NO,
e outros, se deve ao facto da técnica aplicada ser capaz de suprimir a auto-libertacdo de electrbes
o tempo suficiente para que se dé a formacdo de fragmentos, ao contrario do que acontece com 0s

processos de CED.
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Figura 5.7 — A esquerda esta representado o perfil de ressonancia em funcdo da energia
para a formacdo de NCO™ obtido por Denifl et al.'? através de CED. A direita encontra-se a
integracédo do perfil de NCO™ normalizado.
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Figura 5.8 — Comparacéo entre os processos de CED e TE para baixas energias. A curva a
preto representa o perfil do fragmento de NCO™ obtido através de captura electronica dissociativa. Os
circulos representam o perfil do fragmento de NCO™ obtido através de transferéncia de electrdo. A curva
castanha representa uma curva de ajuste aos pontos obtidos por TE.
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Foi efectuado um estudo pormenorizado da formacdo de NCO™ a baixas energias, de
modo a ser possivel obter o perfil em funcdo da energia disponivel. Adicionalmente integrou-se o
perfil de ressonancia de NCO™ (figura 5.7) obtido por CED do uracilo na fase gasosa'>. Estamos
assim, em condicOes de comparar os resultados de TE obtidos por colisGes &tomo-molécula e os
de CED na zona das baixas energias. Da observacdo da figura 5.8, verificamos que a curva
ajustada aos valores obtidos ndo se distancia muito dos resultados obtidos por CED. A
caracteristica parece ser a mesma." Nesta comparacio mostramos que a energia disponivel por
colisdes atomo-molécula é canalizada para o acesso as ressonancias de formacdo de NCO™ e que
na gama de energias estudada, 3 a 10 eV, a energia disponivel permite formar sempre (U-H)". A
formacé&o de ido progenitor desidrogenado por CED esta restrita apenas a gama de energias de 0 —
3eV.

5.4.4 FraccOes anionicas
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Figura 5.9 — Fracgdo do fragmento C,H3N,O,, (U-H)™ (figura da esquerda) e fraccdo do
fragmento NCO™ (figura da direita) da percentagem de fragmentacdo em colisbes de
K+C,HsN,0O, em funcéo da velocidade relativa e da energia de colisdo no referencial centro
de massa

A variacdo da fraccdo com a velocidade relativa e com a energia de colisdo no referencial

de centro de massa, para colisbes de atomos de potassio com uracilo, pode em primeira

“De notar que os valores totais das sec¢des eficazes ndo sdo iguais para os dois processos.
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aproximacao ser descrita pelo modelo da molécula rigida durante a colisdo. O comportamento das
curvas das figuras 5.9 e 5.10 permite afirmar que a fracgcdo aniénica de (U-H) e NCO, para
velocidades proximas de 10* m/s decresce com o aumento da energia de colisio, apresentando um
comportamento tendencial para um patamar acima de 2x10* m/s em especial no caso do ido
progenitor desidrogenado.

No que diz respeito a fraccdo para NCO", verificamos também, que h& um ligeiro
acréscimo a ~1.8x10* m/s e que ndo parece dever-se a uma diminuicdo de (U-H). Na
representacdo gréfica da figura 5.10 essa variacdo é mais significativa.

Este acréscimo provavelmente deve-se a abertura de um novo canal no processo que
conduz a dissociagdo do TNI, favorecendo assim a formacédo deste anido. A energia disponivel na
colisdo é canalizada para as ressonancias (Ecy < 10eV). Acima de 10 eV e até ~15e¢V, ha um
acréscimo de ~60%, o que se explica pela perda de 40% em (U-H) e um ganho de 20% em
NCO'. Nesta altura é legitimo questionar se: havera a abertura de um novo canal dissociativo?
Havera excitacdo electronica? Qual o papel das ressonancias core-excited? H& transferéncia
significativa de momento do potassio para a molécula? Medidas experimentais adicionais de

perda de energia de K" ajudariam a clarificar a natureza desta variacéo na fracgéo anionica.
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Figura 5.10 — Comparacéo entre a fraccao do fragmento NCO™ e a fraccdo do fragmento (U-
H) em funcéo da velocidade relativa e da energia de coliséo no referencial centro de massa.
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5.4.5 Seccdao eficaz total relativa

A seccdo eficaz total relativa para a formacédo de iGes negativos da colisdo de 4&tomos de
potassio com moléculas de uracilo, encontra-se representada na figura 5.11. Foi obtida numa
escala relativa, e ndo se encontra corrigida relativamente a densidade do feixe molecular alvo,
pois esta ndo é conhecida no volume de colisdo. Numa anlise mais detalhada da figura 5.11
podemos ainda tecer algumas consideracfes relativamente aos efeitos do modo de extensdo da
ligagéo durante o processo de coliséo.

Na regido das baixas velocidades (< 1.8x10* m/s) vemos claramente um maximo que
resulta do efeito da extenséo da ligacéo e que se deve maioritariamente a N1/N3-H. N&o obstante
a gama de medidas experimentais ndo ter sido estendida acima de 200 eV de energia de colisdo
no referencial de laboratério, ndo é possivel determinar se havera ou ndo um segundo maximo da
seccdo eficaz de Landau-Zener para a regido das velocidades mais elevadas. Para velocidades
baixas a seccdo eficaz de colisdo é devida fundamentalmente ao efeito de extensdo da ligacéo.
Para as velocidades elevadas (>1.8x10* m/s) a secco eficaz total ndo é dependente do efeito da

extensdo, mas é ditada pela contribuigdo idéntica da seccédo eficaz ionica e covalente.
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Figura 5.11 - Seccéo eficaz total de colisGes de K+C4;H;N,O, em funcdo da velocidade
relativa e da energia de coliséo no referencial centro de massa.
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5.4.6 Tempos de colisdo

A estimativa do tempo de colisdo é extremamente importante quando se consideram 0s
efeitos da excitacdo dos modos de vibragdo durante a colisdo. Na dindmica da colisdo, podemos
considerar a existéncia de trés regides de tempos distintas®:

1. Regido de velocidades muito baixas (regido de limiares): o tempo de colisdo é maior do
gue os tempos de vibracéo;

2. Regido de baixas velocidades: o tempo de colisdo é aproximadamente igual ao tempo de
vibragdo. Da-se a extensdo da ligacdo internuclear do anido de uracilo. O raio de
cruzamento na trajectéria iénica sofre um acréscimo durante a colisdo, o que favorece
fortemente a probabilidade de transicdo diabatica, o que se traduz na seccéo eficaz de
formag&o de pares de ides.

3. Regido de altas velocidades: o tempo de colisdo é muito menor do que o tempo de
vibragdo. O movimento vibracional pode ser considerado como inexistente durante a

colisdo.

Considerando que a trajectéria efectuada pelo potéssio entre o primeiro e o segundo

cruzamento é rectilinea, a velocidade radial (m/s) é dada por:

Ecu
v = [—

u (5.7)

Através das expressdes (2.19), (5.7) e (5.8), foram obtidos os tempos de colisdo
estimados para a molécula de uracilo. Na figura 5.12 esta representada a variacdo do tempo de
colisdo em funcdo da energia de centro de massa ndo considerando o efeito da extensdo da
ligagdo. Verificamos que o tempo de colisdo tende a diminuir com 0 aumento da energia de
colisdo. Os calculos dos tempos de colisdo foram efectuados considerando que ndo existe o efeito

da extensdo da ligacdo e admitindo que R=R:=R..

@ (5.8)

teolisio =
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Figura 5.12 — Tempo de colisdo em funcéo da energia de coliséo no referencial de centro de
massa em colisdes de K+C,H;N,0O,
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Capitulo 6 . Conclusao

O processo de transferéncia de electrées pode ser usado no estudo da formacéo de ides
negativos em moléculas complexas como as bases de ADN/ARN. Em vez do impacto com
electrdes livres, este processo pode ser considerado mais adequado as caracteristicas do meio
fisioldgico, onde a presenca de um dador de electrfes vai certamente ditar os canais de
fragmentacdo. Como mostram estudos recentes? destes nucledtidos, os fragmentos obtidos a
partir da quebra do anel sofrem um acréscimo, particularmente a formagdo de NCO™ com um pico
significativamente maior do que o do anido progenitor desidrogenado, contrastando com o
processo de CED. Tal facto deve-se ao electrdo de valéncia do atomo de potassio ser “capturado”
pela molécula de uracilo em estados anionicos que possivelmente ndo sdo acessiveis por captura
electronica dissociativa. Acresce ainda que a presenca do atomo de potéssio durante a colisdo
permite a estabilizacdo do TNI, isto &, a redistribuicdo da energia por todos os seus graus de
liberdade. O fragmento NCO™ pode ser visto como um pseudo-halogénio, devido a sua elevada
electroafinidade (~3.6 eV)*, logo ndo é surpreendente que seja o fragmento formado com maior
intensidade. Propomos que o aumento da intensidade dos fragmentos, como o NCO", CN,
C3sH,;NO', e fragmentos mais leves de menor intensidade, se deve ao facto da técnica aplicada ser
capaz de suprimir a auto-libertacdo de electrdes o tempo suficiente para que se dé a formacao de
fragmentos, ao contrario do que acontece com a CED. Assim, a fragmentagdo do anel é
potenciada, o que pode ter consequéncias significativas quanto a integridade dos blocos de

moléculas constituintes do ADN.
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Anexos

A. Exemplo de espectro calibrado

De um conjunto de 36 espectros obtidos para uma gama de energias entre 11 e 200 eV, €
apresentado (a titulo de exemplo) o espectro de 25 eV calibrado. E possivel observar-se que ja
para energias de 25 eV a formagdo de NCO é predominante relativamente ao ido progenitor
desidrogenado, (U-H)".

NCO
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g /
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Figura 6.1 — Espectro para uma energia de colisdo de 25 eV no referencial de laboratorio.
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B. Relacdo entre os principais fragmentos obtidos e NCO /(U-H)"

Numa tentativa de explicar a descida da formacdo de NCO™ a 67.5 eV de energia de
colisdo, foram efectuados os graficos que se seguem. Concluiu-se que a descida da formagéo de
NCO™ ndo se deve ao facto de a formacdo de outros fragmentos ter aumentado, pois mesmo que

esse aumento tenha ocorrido, ndo é significativo.
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Figura 6.2 — RelacGes entre os principais fragmentos obtidos e a formacéo de NCO™/(U-H)".
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C. Tabela da estimativa dos tempos de colisdo

Tabela 6.1- Tempos de colisédo

E (eV) Ecm (eV) Vv, (M/s) v (m/s) Tempo de colisdo
(fs)
11.00 3.00 3165 6958 165
13.00 4.34 3804 7565 137
13.50 4.67 3948 7709 132
14.00 5.00 4087 7850 128
14.50 5.34 4221 7989 124
14.75 5.51 4286 8058 122
15.00 5.67 4350 8126 120
15.25 5.84 4414 8193 118
15.50 6.01 4477 8260 117
15.75 6.17 4538 8326 115
16.00 6.34 4599 8392 114
16.50 6.67 4719 8522 111
17.50 7.34 4949 8777 106
18.00 7.67 5060 8901 103
19.50 8.68 5380 9265 97
21.50 10.01 5779 9728 90
22.20 10.48 5913 9885 88
22.80 10.88 6025 10018 87
23.50 11.35 6153 10171 85
25.00 12.35 6418 10490 82
30.00 15.69 7234 11492 72
40.00 22.36 8637 13269 60
50.00 29.04 9842 14838 53
60.00 35.71 10915 16252 48
62.50 37.38 11167 16587 47
65.00 39.05 11414 16915 46
67.50 40.72 11655 17237 45
70.00 42.39 11892 17554 44
72.50 44.06 12124 17865 43
75.00 45.73 12351 18170 42
77.50 47.39 12574 18470 41
80.00 49.06 12794 18766 41
90.00 55.74 13637 19904 38
100.00 62.41 14430 20981 36
150.00 95.79 17877 25696 29
200.00 129.17 20759 29671 25
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