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RESUMO

Os agentes de guerra quimica, especialmente os organofosforados da série A (Novichok),
representam uma séria ameaca devido a sua alta toxicidade e uso em conflitos recentes.
Este trabalho tem como objetivo obter espectros de massa tedricos de compostos analogos
a agentes da série A e compara-los com dados experimentais obtidos por LC-MS/MS,
visando desenvolver métodos seguros para a identificacao desses compostos perigosos. Para
isso, foram selecionados analogos menos toxicos, e seus protomeros foram determinados
utilizando os programas CREST e CENSO, com selecao baseada em céalculos termodina-
micos. As simulagoes de dissociagdo CID foram realizadas através da dindmica molecular
com o QCxMS. Os resultados mostraram boa concordancia entre os espectros tedricos e
experimentais, indicando que a abordagem computacional é eficaz na previsao das rotas
de fragmentacao desses compostos, contribuindo para a identificacao segura de agentes
neurotoxicos em amostras ambientais.

Palavras-chave: Agentes de guerra quimica. Novichok. simulagoes computacionais. dina-
mica molecular. espectrometria de massa. LC-MS/MS. agentes neurotéxicos. dissociagao
induzida por colisao. QCEIMS. espectrometria de massa em tandem.



ABSTRACT

Chemical warfare agents, particularly the organophosphates of the A-series (Novichok),
pose a serious threat due to their high toxicity and use in recent conflicts. This work
aims to obtain theoretical mass spectra of compounds analogous to A-series agents and
compare them with experimental data obtained by LC-MS/MS, with the goal of devel-
oping safe methods for identifying these hazardous compounds. For this purpose, less
toxic analogs were selected, and their protomers were determined using the CREST and
CENSO programs, with selection based on thermodynamic calculations. CID dissocia-
tion simulations were performed using molecular dynamics with QCxMS. The results
showed good agreement between theoretical and experimental spectra, indicating that the
computational approach is effective in predicting the fragmentation pathways of these
compounds, contributing to the safe identification of neurotoxic agents in environmental
samples.

Keywords: Chemical warfare agents. Novichok. computational simulations. molecular
dynamics. mass spectrometry. LC-MS/MS. neurotoxic agents. collision-induced dissociation.

QCEIMS. tandem mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

Os agentes de guerra quimica sao compostos que podem causar morte, incapaci-
tagdo temporaria ou danos permanentes em humanos ou animais mediante mecanismos
quimicos em sistemas bioldgicos (OPCW, 2020). Entre as substancias quimicas listadas na
Convengao sobre a Proibicao de Armas Quimicas (CPAQ) estao os inibidores da enzima
acetilcolinesterase, classificados como agentes organofosforados (OPs) (ROBB; REGINA;
BAKER, 2023). Esses agentes eram tradicionalmente classificados na literatura em dois
grupos principais: compostos da série G e da série V. (CHAUHAN et al., 2008). No en-
tanto, a descoberta de uma nova classe de compostos denominada Novichok, desenvolvida
secretamente pela ex-Unido Soviética, resultou nos agentes de classe A (KLOSKE; WIT-
KIEWICZ, 2019). As estruturas desses agentes, conforme apresentado por Mirzayanov
(MIRZAYANOV, 2009), estao ilustradas na Figura 1.

o o —P-N  ,— O-P-N , —

o'F|'>—N — |I:\>—N\_/||:\>—N

o)
| ||

—P-N  ,— O-P-N ,— -

TR R T
A-230 A-232 A-234 A-242 A-262

Figura 1 — Estruturas dos agentes da série A segundo (MIRZAYANOV, 2009).

Nas ultimas décadas, casos de envenenamento envolvendo agentes Novichok tém
recebido atencao significativa, destacando a periculosidade e a persisténcia desses compostos.
Em 1995, o banqueiro russo Ivan Kivelidi e sua secretéria Zara Ismailova foram vitimas
de envenenamento por um agente Novichok aplicado em um telefone, resultando em suas
mortes e na do legista que examinou o corpo (MDPI, 1995). Em 2018, o ex-agente duplo
russo Sergei Skripal e sua filha Yulia foram envenenados em Salisbury, Reino Unido, levando
a um grave incidente diplomatico entre o Reino Unido e a Rissia (NEWS, 2018). No mesmo
ano, Dawn Sturgess faleceu e Charlie Rowley foi hospitalizado apds exposicao ao Novichok
em Amesbury, Inglaterra, devido ao contato com um frasco contaminado (GUARDIAN;,
2018). Mais recentemente, em 2020, o lider da oposigao russa Alexei Navalny foi envenenado
com um agente da classe Novichok, reforgando as preocupacgoes internacionais sobre o uso

continuo desses compostos em ataques direcionados (NEWS, 2020).

Esses incidentes evidenciam a necessidade urgente de desenvolver métodos analiticos
eficazes para a deteccao e identificacao de agentes Novichok e seus andlogos, especialmente
devido a sua alta toxicidade e dificuldade de deteccao. Atualmente, varios estudos estao

focados na andlise de produtos de degradacao de agentes quimicos de guerra utilizando
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cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massa (LC-MS/MS) com ionizagao por
eletrospray (ESI) (HILL; MARTIN, 2002a). Devido ao acesso limitado e & alta toxicidade
desses agentes, a obtengao de dados espectrais por LC-MS e LC-MS/MS apresenta desafios
experimentais significativos. Como alternativa segura para a obtenc¢ao dos espectros de
massa, métodos de simulagdo computacional, como o programa Quantum Chemical Mass
Spectrometry (QCxMS) desenvolvido por Stefan Grimme (HILL; MARTIN, 2002b), tém
sido empregados. O programa se baseia na dindmica molecular (DM) e aborda a falta de
dados sobre a dinamica de fragmentacao que compromete os métodos tedricos estaticos,
evitando a necessidade de uma grande base de dados para algoritmos de aprendizado de

maquina.

Para contornar as dificuldades associadas a manipulacgao dos agentes da série
A, foram desenvolvidos andlogos menos téxicos que mantém caracteristicas estruturais
semelhantes. As estruturas dos quatro anadlogos dos agentes da série A utilizados neste
estudo estao apresentadas na Figura 2, e o presente trabalho busca obter espectros de
massa tedricos desses compostos analogos, utilizando métodos de simulacao computacional,
e compara-los com dados experimentais obtidos por cromatografia. Espera-se que este
estudo contribua para o avanc¢o no conhecimento e na identificacao de agentes neurotoxicos

de alta periculosidade.

e o —P-N
O 1
Cp1 C;; 3

Cp2 Cp4

Figura 2 — Estruturas dos 4 andlogos dos agentes da série A.

1.1 Objetivo

Obter espectros de massa tedricos de compostos andlogos a agentes da série A
e comparé-los com dados experimentais obtidos por LC-MS/MS através das seguintes

etapas:
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1. Obter os protéomeros dos compostos anteriores através do uso do CREST e do

CENSO, e selecionar os melhores compostos a partir de calculos termodinamicos;

2. Realizar uma simulacao de dissociacao CID desses protdémeros selecionados a partir

da dindmica molecular do QQCzMS e obter os espectros de massa correspondentes; e

3. Comparar os resultados tedricos anteriores com dados experimentais obtidos através
da cromatografia LC-MS/MS.

1.2 Justificativa

O Plano Estratégico do Exército Brasileiro para o periodo 20242027 incluiu o
desenvolvimento e inovagao de sensores, biossensores, detectores nacionais e produtos
estratégicos relacionados a agentes quimicos, bioldgicos, radiolégicos e nucleares. Esse
projeto visa ao maior desenvolvimento da tropa diante de possiveis ameacas envolvendo os
agentes QBRN.

O referido Plano Estratégico também definiu outras tecnologias de interesse que
envolvem as capacidades operacionais de protecao de pessoal, protecao fisica e saude nas

operacoes envolvendo estudos na Defesa Quimica.

Essas pesquisas de interesse justificam e motivam o presente trabalho, ao lado da
demanda interna apresentada pelo Instituto de Defesa Quimica, Bioldgica, Radiologica e
Nuclear (IDQBRN), para que o assunto seja estudado no ambito de um Projeto Final de

Curso.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agentes neurotdxicos da série A

A estrutura dos agentes neurotoxicos assume a estrutura quimica de um organofos-
forado ou de um carbamato. Os organofosforados sao absorvidos pelo corpo através da
pele, pulmao e trato gastrointestinal. O mecanismo de ac¢ao envolve a ligacao do composto
no sitio ativo e, portanto, a fosforilagdo da enzima acetilcolinesterase (AChE). Com a
inibi¢ao da enzima, ocorre um acimulo de acetilcolina (ACh) na jungdo neuromuscular
e uma despolarizagdo dos neuronios pos-sinapticos, gerando a toxicidade colinérgica e

muscarinica caracteristica desses agentes quimicos.

Com a descoberta dos agentes Novichok, houve esfor¢o para descobrir a estrutura
dos agentes da série A. Mirzayanov (2009) relatou a estrutura a partir de dados do
programa FOLIANT, enquanto Hoenig (2007) e Ellison (2009) previram estruturas onde o
nitrogénio apresentava ligacao indireta com o fésforo e halogénios na sua estrutura. As
possiveis estruturas reportadas por Hoenig e Ellison estao apresentadas na Figura 3. Chai

et al. (2018) deduziram outras estruturas, conforme ilustrado na Figura 4.

0] 0] 0
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Figura 3 — Possiveis estruturas reportadas por Hoenig (2007) e Ellison (2009).
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Figura 4 — Possiveis estruturas para os agentes da série A (Chai et al., 2018).
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Em meio a varias discordancias acerca da estrutura, a sua toxicidade extrema limitou
o trabalho de agentes Novichok na literatura. Hosseini et al. (2016) foram os pioneiros
no estudo por trabalharem na sintese de O-alquil N-[bis(dimetilamino)metilideno]-P-
metilfosfonamidatos e obtiveram os espectros de massa a partir da ionizacao por elétron
e por electrospray para verificacao da OPAQ. Além disso, rotas de fragmentacao foram
propostas e estudos de dissociagoes por CID de compostos protonados foram realizados
para a confirmacao de fragmentos idnicos pela analise do espectro de massa dos compostos

deuterados.

Harvey, McMahon e Berg (2020) sintetizaram os agentes A-230, A-232 e A-234 e
avaliaram os produtos da hidrélise e da degradagao enzimatica in vitro, concluindo que os
agentes da série A sdo, no minimo, mil vezes mais resistentes e persistentes no ambiente

do que os agentes das séries G e V.

Lee, Kim e Jim (2021) sintetizaram o A-234 e investigaram seus produtos de
degradacao em diferentes valores de pH pela cromatografia liquida com espectrometria de

massa em tandem.

Uma opcao viavel para evitar a manipulacao frequente desses agentes toxicos em
laboratorio é a sintese de compostos analogos. Nessa metodologia, os grupos de saida
sao modificados para gerar uma estrutura que ainda interage com o sitio ativo da AChE
para analises bioquimicas e toxicologicas, mas que possui menor volatilidade e toxicidade
(CAVALCANTE; SIMAS; KU¢A, 2019). Para selecionar o melhor grupo de saida a ser
substituido, o programa gratuito Tozicity Estimation Software Tool (TEST) estima a
toxicidade a partir de metodologias de relacoes quantitativas de estrutura e atividade
(QSAR) e informacgoes fisicas da estrutura fornecida (TOROPOV et al., 2014).

Devido a toxicidade dos agentes estudados, os estudos seguintes abordam técnicas

tedricas para maior seguranca.

Otsuka et al. (2021) realizaram estudos dos produtos dos compostos A-230, A-232 e
A-234 utilizando o DFT com o funcional B3LYP e o conjunto de bases 6-31+G**, e ainda
compararam os resultados com a mesma simulagdo computacional, mas aplicando também
ao VX e ao sarin (GB). Considerando o efeito solvente para o ataque nucleofilico, os agentes
Novichok apresentaram maior resisténcia a hidrélise do que o GB, mas apresentaram

reatividade semelhante ao VX.

2.2 Simulacdo de espectro de massa

O estudo tedrico para prever o espectro de massa por estudos in silico apresenta
dificuldades tanto pelo custo de processamento quanto pela necessidade de melhores

métodos de interpretagdo para adequar os célculos (WANG, 2021). Com isso, muitos
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métodos tedricos foram propostos para simplificar a interpretacao dos espectros de massa
(KOOPMAN; GRIMME, 2021).

Algumas estratégias utilizavam técnicas que envolviam rotas de fragmentacao pré-
definidas de reagoes conhecidas e comparacgao por algoritmos como aprendizado de maquina
ou redes neurais (JI et al., 2020). No entanto, esses métodos nao sdo confidveis, pois se
baseiam em espectros conhecidos para elucidar novos compostos. Dessa forma, métodos
baseados em mecanica quantica (QC), sozinhos ou combinados com dindmica molecular,
sao mais eficazes e gerais, pois nao necessitam de rotas de fragmentagao de moléculas
anteriores para realizar o célculo dos espectros simulados (KOOPMAN; GRIMME, 2021).

O programa gratuito Quantum Chemistry Electron lonization Mass Spectra (QCEIMS)
calcula o espectro de massa a partir da ionizacao EI aplicando simulagoes por dinamica
molecular com métodos quanticos (KOOPMAN; GRIMME, 2021). O método utiliza a
dindmica molecular a partir da aproximagdo de Born-Oppenheimer (BO-AIMD) aplicada
para simulacoes de mecanismos de rearranjo e de rotas de fragmentacao que seriam dificeis
utilizando outros métodos (KOOPMAN; GRIMME, 2019). Para evitar dados experimen-
tais, sao utilizados alguns métodos semiempiricos para elucidar a estrutura eletronica,

como o GFN2-xTB (BANNWARTH; EHLERT; GRIMME, 2019).

A acuracia do QCEIMS foi testada para simular alguns espectros de massa para
agentes de guerra quimica. Recentemente, a dissociacao por CID foi adicionada para a
analise de ions positivos. Pela primeira vez, o uso de DM foi empregado para calcular
colisdbes multiplas entre fons e gases neutros e simular os espectros pela versao QCxMS

v.5.0 (KOOPMAN; GRIMME, 2021).

Existem poucos estudos tedricos sobre a simulacao de espectros por CID para
agentes neurotoxicos. Com isso, o estudo de métodos computacionais para agentes da
série A representa uma oportunidade para desenvolver estratégias de identificacdo sem
a necessidade da sintese, da manipulacdo experimental e de toda a toxicidade desses

processos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Espectrometria de massa em tandem

Na espectrometria de massa, um estado da matéria especifico chamado de estado
ionico gasoso é estudado pela transferéncia do analito da fase condensada para a fase
gasosa, seguido de um método de ionizagao (BANERJEE; MAZUMDAR, 2012). Isso se
tornou uma das ferramentas analiticas mais utilizadas para a elucidacao estrutural de
produtos naturais e de moléculas sintéticas (DEMARQUE et al., 2016).

Para a melhor resolucao do analito, pode ser realizada a espectrometria em tandem

(MS/MS), ou seja, o acoplamento de dois analisadores de massa, tanto em tempo quanto
em espago (BANERJEE; MAZUMDAR, 2012).

Varios tipos de instrumentos do tipo MS/MS estao disponiveis, como os ion traps,
que realizam experimentos do tipo tandem no tempo, e os triplos quadrupolos e Q-TOF,
que realizam os experimentos em tandem no espaco (ARDREY, 2003). No contexto deste

trabalho, serdo abordados os instrumentos de triplo quadrupolo.

3.1.1 Espectrometro de triplo quadrupolo

Um espectrometro de massa é constituido por trés componentes: fonte de ions,
analisador de massa e detector (BANERJEE; MAZUMDAR, 2012). Os fons moleculares sao
produzidos na camara de ionizacao e entao sao transferidos para a regiao do analisador de
massa a partir de elementos eletromagnéticos como lentes magnéticas, skimmers, multipolos,
etc., que focalizam o feixe de ions para manter uma trajetoéria estavel. O analisador de
massa seleciona e separa os fons conforme a razao massa/carga (m/z) (ARDREY, 2003).
Os ions separados vao, entao, para o sistema de detectores. A Figura 5 apresenta os

componentes bésicos de um espectréometro de massas.

O acoplamento de dois estagios de analisadores de massa no triplo quadrupolo
é possivel gracas, como o nome sugere, a conexao dos quadrupolos dos analisadores de
massa separados por uma célula de colisao constituida por um quadrupolo modulado por
radiofrequéncia, embora um hexapolo possa ser usado também (BANERJEE; MAZUM-
DAR, 2012). Na célula de colisdo ocorre a ativacao e dissociacdo dos fons precursores
previamente selecionados pelo primeiro conjunto de quadrupolos e a transmissao dos
produtos para o terceiro conjunto de quadrupolos. Ambos os conjuntos sao controlados
para permitir a transmissao de fons com uma tnica razao m/z ou numa faixa de valores de
m/z para fornecer a informacao analitica desejada (ARDREY, 2003). A Figura 6 ilustra

uma representacao esquematica de um espectrometro de massa com configuragao de triplo
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Figura 5 — Componentes basicos de um espectrometro de massas (BANERJEE; MAZUM-

DAR, 2012).
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Figura 6 — Representacao esquematica de um espectrometro de massa com configuracao

de triplo quadrupolo (BANERJEE; MAZUMDAR, 2012).

3.2 lonizacao por eletrospray

A ionizagao por eletrospray ocorre a pressao atmosférica (ARDREY, 2003). Como
a analise de massa s6 pode ser realizada no vacuo, é necessario transferir os ions da zona
de pressao atmosférica para a zona de baixa pressao antes de serem analisados; logo,
a fonte de ions é formada por camaras a pressoes decrescentes separadas por orificios
para a passagem dos fons (BANERJEE; MAZUMDAR, 2012). A Figura 7 mostra uma

representacao esquematica de uma camara de ionizacao por eletrospray.

Dentro dessa fonte, uma soluc¢ao diluida do analito é bombeada em uma taxa bem
lenta — de 0,1 até 10 pL/min — por meio de um capilar metalico sujeito a alta voltagem

— 2 a5 kV. Essa voltagem prové um gradiente de campo elétrico necessario para gerar
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Figura 7 — Representacao esquematica de uma cadmara de ionizacao por eletrospray (BA-
NERJEE; MAZUMDAR, 2012).

separacao de carga na superficie do liquido e pode ser tanto negativa quanto positiva,

dependendo do analito escolhido (ARDREY, 2003).

As bases — aceptoras de prétons pela teoria de Bronsted-Lowry (KAUFFMAN,
1988) — podem ser ionizadas pelo modo iénico positivo (ES+) por gerarem adutos com os
protons. Enquanto isso, os acidos — doadores de protons pela teoria de Brgnsted-Lowry —
geram melhores resultados pelo modo i6nico negativo (ES-) (DEMARQUE et al., 2016).

Ao aplicar a voltagem, o liquido na ponta do capilar gera o cone de Taylor. Quando
esse cone atinge o limite de Rayleigh — um ponto onde a repulsao coulombiana da carga
superficial é igual a tensao superficial da solu¢ao — goticulas que contém excesso de carga
positiva ou negativa se desacoplam da ponta. Essas goticulas se movem até a entrada do
espectrometro e geram moléculas carregadas dos analitos (ions). Algumas fontes de ESI
posicionam a agulha em certo angulo, algumas vezes até ortogonal, para prevenir ou evitar
a entrada de gotas grandes, fracamente carregadas ou com grande quantidade de solvente
no MS (OYLER et al., 2006). A Figura 8 apresenta uma representagao esquematica do
processo de ESI.

Os tipos de fons gerados sdo do tipo [M +zH]** no modo positivo e do tipo [M — H]~
no modo negativo. Como regra, a carga tende a aumentar conforme aumenta a massa
molecular: moléculas menores tendem a ser mono ou divalentes dependendo do niimero
de sitios bésicos, e moléculas maiores podem adquirir cargas multiplas (ARDREY, 2003).
Logo, os agentes quimicos de guerra convencionais aparecem nos espectros exclusivamente
como fons monovalentes (OYLER et al., 2006).
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Figura 8 — Representacao esquemética do processo de ESI (BANERJEE; MAZUMDAR,
2012).

Com relacao a energia interna, a ionizagao por eletrospray resulta numa baixa
distribuicao da energia interna média e pode mudar significativamente pelas configuragoes
do experimento, quando comparada com a ionizagao por impacto eletronico. Tentativas
para determinar as energias internas de ions produzidos por ESI sdo nao triviais e sdo
resolvidas pelo uso de fons termometros (WANG, 2021). Esses {ons se fragmentam de
forma definida quando a sua energia interna supera um certo limite, e a detec¢do dos ions
precursores intactos ¢ usada como parametro para saber se certo valor de energia interna

foi atingido (KOOPMAN; GRIMME, 2021).

3.3 Dissociacao induzida por colisao

A dissociagao induzida por colisdo (CID) é o processo mais comum de ativagio e
dissociacao de fons em experimentos envolvendo triplos quadrupolos (ESKANDARI et
al., 2022). O grau de fragmentagao atingido através desse processo é ajustado mediante
ajustes experimentais como a pressao e a energia de colisao (CE) (CHAUHAN et al., 2008).
Essa energia ¢ igual a energia cinética dos ions no referencial do laboratério. A técnica
CID, introduzida em 1986, consiste em duas etapas: ativagdo por colisdo e dissociagao

unimolecular (MCLAFFERTY, 1981).

Na etapa da ativacdo por colisao, os ions precursores sao excitados para niveis
mais altos de energia a partir de colisdes com atomos e moléculas de gases inertes como o
nitrogénio e o argonio (MCLAFFERTY, 1981). Conforme a teoria cinética dos gases, o

nimero médio de colisdes pode ser aproximado pelas equagoes (3.1) e (3.2):

L
7 ==
A

(3.1)
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_ kpT,

A
oP,

(3.2)

onde Z é o ntimero de colisdes, L é o comprimento da camara de colisao, A é o
caminho livre médio, P, é a pressao na camara de colisao, T, ¢ a temperatura absoluta,

kp ¢é a constante de Boltzmann e o representa a secao reta de colisao.

Durante o processo de excitagao resultante das colisdes, a energia adquirida é
redistribuida entre os varios graus de liberdade vibracionais e rotacionais (energia interna)
do fon precursor, resultando em um estado excitado com potencial para fragmentacao.
A quantidade méaxima de energia cinética que pode ser convertida em energia interna
durante a colisdo é definida como a energia do centro de massa (KOOPMAN; GRIMME,

2021), e seu calculo segue a equacao (3.3):

m

E =—9% FEun 3.3
cou = (33

na qual Fcoy € a energia do centro de massa, m, ¢ a massa do atomo do gas

inerte e m, é a massa do fon precursor.

Uma grande desvantagem do processo CID é a queda do grau de dissociagao
conforme o aumento da massa do ion precursor. Além disso, a energia cinética disponivel
para a colisao subsequente ¢é reduzida, dependendo da fracao de energia que é convertida
em energia interna (BANNWARTH; EHLERT; GRIMME, 2019). Realizando uma média
sobre todos os angulos de espalhamento, a perda de energia cinética durante uma colisao
¢ dada por (3.4):

2m,, + nmy

AEy, = —
; g(mg +my)?

Elin (3.4)

na qual 1 é o fator de inelasticidade.

3.4 Anidlise de agentes neurotdxicos e dos produtos de degradacao

A anélise rapida e confiavel de precursores, simulantes e produtos de degradacao
de agentes quimicos de guerra é de extrema importancia para a deteccao desses compostos
em amostras desconhecidas, sendo o LC-MS uma técnica amplamente aplicada no contexto
dos agentes neurotoxicos (MESILAAKSO, 2005).

Devido as diferentes propriedades estruturais dos agentes das séries G, V e A, eles
nao se hidrolisam da mesma forma e, em alguns casos, certas condi¢oes podem gerar
produtos téxicos (VALDEZ; LEIF, 2021), conforme a Figura 9.
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Figura 9 — Estruturas quimicas dos agentes neurotdxicos com grupo de saida destacado
em vermelho (VALDEZ; LEIF, 2021).

3.4.1 Mecanismo de degradacao dos agentes neurotdxicos

Ao analisar as amostras, a presenca de acidos alquilmetilfosfonicos ou outros
produtos indica a degradagao de agentes neurotéxicos no ambiente (MESILAAKSO, 2005).
Para a série G, a reagao inicial com a adgua gera o monoéster do acido fosfonico pela quebra
da ligacao P—F, seguida da hidrolise da ligacdo P—O para gerar o dcido metilfosfénico
(MPA) (VALDEZ; LEIF, 2021). Um processo similar ocorre com os agentes da série V,
onde a quebra da ligacao P—S gera o monoéster do acido fosfénico, seguida por outra

hidrolise para gerar o MPA.

E possivel deduzir que os agentes da série A possuam o mesmo mecanismo de
hidrolise dos agentes da série G, envolvendo uma cisao inicial da ligacao P—F, formando
um intermedidrio do écido fosfénico ligado a guanidina/amidina, sofrendo uma cisao
subsequente para gerar o MPA (ESKANDARI et al., 2022). Essa rota hidrolitica foi
confirmada para a molécula de A-234 (LEE; KIM; JIM, 2021) pela investigacao dos seus
produtos de degradacao em meio aquoso. Um sumaério das rotas de degradacao hidrolitica

encontra-se na Figura 10.
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Figura 10 — Rotas de fragmentacao de agentes neurotoxicos com grupo de saida destacado
em vermelho (VALDEZ; LEIF, 2021).

3.4.2 Fragmentacdo ESI-CID dos agentes neurotoxicos

Os acidos fosfonicos sao acidos com pKa proximo de 2, sendo adequados tanto
para a ionizagao positiva quanto para a negativa. Os espectros da ionizacao ES+ dos
acidos alquilmetilfosfonicos sao caracterizados pelas moléculas protonadas [M H|™ e pela
presenga de dimeros e trimeros como o [2M + H|* e o [3M + H]*. Adutos com sédio,

agua, metanol e acetonitrila também sdo encontrados em quantidades variadas.

Um fon de importancia analitica é o [M H — C,,Hs,|", pois indica a perda de um
alceno por meio de um rearranjo do tipo McLafferty. Dependendo do grupo alquila R,
ligado ao fésforo, ions homdlogos com m/z de valores iguais a 97, 111 e 125 sdo observados
para os acidos metil-, etil- e propilfosfonicos, respectivamente. A diferenca de massa entre o
m/z do fon molecular protonado e do fon fragmento [M H — C,,H,]" indica a constituigao

do grupo alquila R,.

A Figura 11 apresenta as principais rotas de fragmentacao para os acidos alquil-

fosfonicos nos modos positivo e negativo.

Os alquilfosfonatos também sao interessantes porque estdo presentes como impure-
zas dos agentes neurotdxicos e, por isso, podem ser indicadores do uso e da producao dos
mesmos pela sua maior estabilidade no ambiente (MESILAAKSO, 2005). Os dialquilmetil-
fosfonatos podem ser formados em reagoes de descontaminagao de agentes neurotoxicos

pela acao basica de solugoes alcodlicas. Também sao importantes precursores para os
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Figura 11 — Principais rotas de fragmentacao para os acidos alquilfosfonicos nos modos
positivo e negativo (OYLER et al., 2006).

agentes neurotéxicos; por exemplo, dialquilmetilfosfonatos sao convertidos em cloreto

de metilfosfonato pela acao de agentes clorantes. Por isso, os dialquilmetilfosfonatos sao

listados como Schedule 2 pela CPAQ.

As principais rotas de fragmentacao dos dialquil alquilmetilfosfonatos utilizando
ESI em condigdes de CID envolvem os acidos alquilfosfonicos. Quando os grupos O-alquila
sao etil ou maiores, ocorre um rearranjo de McLafferty que envolve a clivagem da ligagao
O—C e a perda de um alceno. Por exemplo, o diisopropil metilfosfonato gera ions produtos
com m/z de 97 e 139, caracterizando a perda de um fragmento com 42 u.m.a. (C3Hg),
junto com um fon de m/z igual a 79 que caracteriza o MPA. Com isso, é possivel elucidar

os substituintes do O-alquila e do P-alquila.

3.5 Simulacao da dinamica molecular

3.5.1 Previsdo dos sitios de protonacao

Os mecanismos de fragmentacao por ESI-CID sao classificados conforme a retencao
de carga (DEMARQUE et al., 2016). Fragmentagoes com retencao de carga (CRF)
produzem fragmentos com cargas localizadas no mesmo local em que eram encontradas
no ion precursor antes da clivagem, e o local nao estd envolvido no mecanismo. No
entanto, a fragmentagdo com migracao de carga (CMF) ocorre por deslocamento de
carga e, usualmente, o local original da carga é eliminado com uma molécula neutra
(DEMARQUE et al., 2016). Como o fon precursor no modo ESI positivo é a molécula
protonada, a localizagao inicial do préton adicional altera significativamente o espectro
resultante (KOOPMAN; GRIMME, 2021).

Além disso, os protons podem ser transferidos para heterodtomos antes da fragmen-
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tagao ocorrer, através do efeito do proton mével (CAUTEREELS; BLOCKHUYS, 2017).
Com isso, a estrutura protonada inicial ndo estd em equilibrio térmico e, se a energia interna
for muito alta apds a ionizagao, os fons vao se fragmentar antes da deteccao, enquanto
a baixa energia interna previne essas fragmentacoes (VEKEY, 1996). Essa limitacao de

energia reduz a quantidade de protomeros candidatos.

O esforco para estudar todos os protomeros possiveis pode ser tedioso e gerar
um maior custo computacional (KOOPMAN; GRIMME, 2021). Para simplificar esse
processo, um protocolo automatizado de protonacgao foi desenvolvido e implementado no
Conformer Rotamer Ensemble Sampling Tool (CREST) (PRACHT; BOHLE; GRIMME,
2020). Esse protocolo computacional analisa pares de elétrons nao ligantes e orbitais 7 da
molécula e gera um ranqueamento energético desses protomeros. Uma vez que sao obtidos,

o procedimento do QCxMS pode ser executado.

3.5.2 0O método QCxMS

Nas simulagoes do QCxMS, o passo inicial envolve equilibrar as estruturas proto-
nadas utilizando uma simulagao por dindmica molecular (DM) a temperatura constante
de 500 K, mantendo as condigdes canonicas do ensemble (NVT). Isso permite a troca de
energia a partir de um banho térmico externo para manter o mesmo nimero de particulas
e o volume constantes. Apds o equilibrio, os calculos ocorrem na forma de um ensemble
microcanénico (NVE), onde o sistema evolui sem troca externa de energia. A variagao das
estruturas do sistema, em intervalos regulares, fornece varias condi¢oes iniciais para os

calculos subsequentes.

Mantendo a configuracao padrao dos desenvolvedores, a fragmentacao foi induzida

por aquecimento térmico, ativagao por colisao e simulacao por DM do caminho livre médio
(KOOPMAN; GRIMME, 2021).

O aquecimento térmico avalia a energia interna da estrutura protonada a partir
de uma faixa de valores que depende do tamanho da molécula para simular o processo
ESI. Esses valores variam aleatoriamente para simular as condi¢bes experimentais. Apds
isso, miltiplas simulagoes de colisoes sao realizadas, onde o niimero de colisoes ¢é calculado
segundo a teoria cinética dos gases aplicadas nas condi¢oes da célula de colisao, onde as
condicoes padrao envolvem um comprimento de 0,125 m, uma pressao de 0,132 Pa e a

temperatura de 300 K.

Para a simulacao das colisdes, a molécula do gas inerte é colocada no eixo cartesiano
a 25 A do centro de massa da molécula protonada e é considerada estacionaria. Ocorre um
calculo com angulos de espalhamento aleatorios e a aplicacdo do parametro de impacto
b, com valor méximo sendo o raio do [M + H|", para descartar colisdes insignificantes.

A velocidade do ion precursor apds a aceleragao no campo elétrico da célula de colisao é
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calculada pela energia de colisao (Fpap).

Ap6s os calculos do evento da colisdo, a simulagdo ocorre por mais de 800 passos
de DM para garantir o decaimento das interagoes. O ion é propagado para permitir a
redistribuicao de energia pelos modos vibracionais e rotacionais. Se o ion sofre fragmentacao,
os potenciais de ionizagao sao calculados pelo método ASCF (campo auto-consistente)
(JONES; GUNNARSSON;, 1989), e o fragmento com maior carga estatistica é passado
adiante. A contagem dos fragmentos e a plotagem do espectro tedrico sao realizadas pelo
programa Plot Mass Spectrum (PlotMS).

Os célculos do tipo DM do QCxMS sao realizados utilizando o método semiempi-
rico GFN-xTB (KOOPMAN; GRIMME, 2019). A temperatura eletrénica para o estado
fundamental da amostra é de 298 K e aumenta para 5000 K durante os calculos. Os
passos da DM utilizam o algoritmo leap-frog com intervalo de 0,5 fs. Segundo os autores,
a convergéncia dos resultados espectrais é atingida com o nimero de trajetérias igual a 25

vezes o nimero de dtomos por molécula (BANNWARTH; EHLERT; GRIMME, 2019). O

Erap é de 40 eV, maior do que o experimental, como avisado pelos desenvolvedores.

Os fragmentos com menor carga estatistica nao sdo considerados para as proximas
simulagdes de DM. Pela atribuicao das cargas estatisticas aos fragmentos, é possivel obter
todas as informacoes para gerar o espectro (KOOPMAN; GRIMME, 2021).

A Figura 12 ilustra as etapas sucessivas do médulo CID do QCxMS.
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Figura 12 — Etapas sucessivas do médulo CID do QCxMS (KOOPMAN; GRIMME, 2021).



30

4 METODOLOGIA

4.1 Analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massa com triplo quadrupolo

As amostras foram analisadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa triplo quadrupolo (CL-EM/QqQ), de modo a identificar os compostos presentes.
As analises foram realizadas com coluna C18, ACE Advanced Chromatography Technologies
Ltd., UK (ACE Generix C18, 50 mm x 2,1 mm x 1,8 pm). As condigoes analiticas utilizadas
foram as seguintes: gradiente A (Agua com 0,1% de HCOOH): B (Metanol com 0,1% de
HCOOH), 0 min = 10:90, 3 min = 10:90, 7 min = 90:10, 10 min = 90:10, 10,10 min =
10:90, 12 min = 10:90. Tempo total = 12 min, temperatura da coluna 25°C, vazao de
0,3 mL/min e volume de injegao de 5 pL. de amostra. As condig¢oes do espectrometro de
massa sdo: temperatura do gas de ionizacao 350°C, vazao do gés de ionizagao 10 L/min,
nebulizador a 25 psi, varredura (scan) entre os valores de m/z de 50 a 400, modo fon

precursor, fragmentador a 50 V, capilar a 4000 V e energia de colisao de 10 eV.

4.2 Métodos computacionais

Os célculos foram realizados no cluster Dalton, localizado no Laboratoério de
Quimica Tedrica e Computacional do Instituto Militar de Engenharia, dirigido pelo Prof.
Itamar Borges Junior. Nesse processo, foram utilizados dois nés com sistema operacional
Linuz, cada um com 8 CPUs e 25 GB disponiveis. Cada estrutura demandou 63,5 horas

(2,64 dias) para a realizagao de toda a simula¢ao computacional.

As geometrias iniciais das moléculas neutras foram geradas pelo software gratuito
Avogadro e otimizadas utilizando o método GFN2-xTB para gerar uma estrutura mais
estavel na fase gasosa. Em seguida, as estruturas protonadas dos analogos foram de-
terminadas pelo protocolo automatico de protonacao do Conformer Rotamer Ensemble
Sampling Tool (CREST), que utiliza o0 método semiempirico GFN2-xTB. Esse método
consiste na localizacao de elétrons nao ligantes e de insaturagoes que possam se ligar ao
préton adicional. Pela logica do programa, sao gerados varios protomeros possiveis, e
um calculo termodindmico organiza essas estruturas em funcao da energia de Gibbs em
ordem crescente. Na metodologia deste trabalho, foram selecionados somente os protomeros
com as menores energias de Gibbs. Apds uma reotimizagao da geometria dos compostos
selecionados, utilizando o programa gratuito Command-line Energetic Sorting (CENSO),

que emprega o método semiempirico GFN2-xTB e recebe informagoes fisico-quimicas
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adicionais a partir do ORCA, as estruturas protonadas mais populosas que atendem a
faixa de 30 kcal/mol sdo reotimizadas pela Teoria do Funcional da Densidade (DFT),
utilizando o funcional de troca-correlacio PBEh-3¢ com o def2-mSVP como funcao de

base, gerando energias mais precisas na fase gasosa com menor custo computacional.

Os calculos do CID foram conduzidos pelo QCxMS v5.2.1. Os parametros padrao
do programa foram mantidos, exceto pela troca do argénio pelo nitrogénio molecular como
géas de colisao. Para melhor visualizacao das rotas de fragmentacao, foi utilizado o Visual
Molecular Dynamics (VMD) para identificacio dos fons moleculares mais estéveis e melhor
entendimento da dissociagao induzida por colisaio (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN,
1996).
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5 RESULTADOS

5.1 Estudos dos analogos

Os analogos estudados sao semelhantes aos compostos A-232 e A-242 sendo no-
meados como Cp 1 até Cp 4. Os compostos foram selecionados pelo IDQBRN pela
semelhanca estrutural e rota sintética previamente conhecida por ensaios experimentais
e computacionais anteriores(CARVALHO-SILVA et al., 2023). OS compostos diferem
pelo tipo e tamanho da cadeia do grupo O-alquila e na troca de um halogénio por um
grupo metil para gerar um composto menos volatil e menos téxico para manipulacao
experimental( TOROPOV et al., 2014).

Todas os compostos foram desenhados no Avogadro e, aplicando o método steepest
descent, uma otimizacao geométrica grosseira pode ser realizada para melhor simular a
molécula neutra(HANWELL; CURTIS, 2012).

Com a geometria otimizada, as coordenadas sao utilizadas no calculo de XTB para

uma melhor otimizagao, pois o programa utiliza uma hessiana de tipo Lindh através de

um célculo single point(KOOPMAN; GRIMME, 2019).

5.2 Obtencao dos protomeros

Para simular os substratos no LC-MS/MS, é necessario obter o protémero como pro-
duto da ionizagao por electrospray(HOSSEIN, 2016). Com isso, o uso do programa CREST
possibilita determinar o local da molécula onde ocorrera a protonagao apartir dos elétrons
nao ligantes e insaturagdes a partir da estrutura de menor energia de Gibbs(PRACHT;
BOHLE; GRIMME, 2020).

A partir dos protomeros, o célculo do CENSO ¢ realizado mediante calculos de
DFT.Sendo assim, as estruturas serao melhor otimizadas a partir de um refinamento por
peso de Boltzmann e por simular uma molécula em fase gasosa, ou seja, ideal para as
condigbes do espectrometro de massa(GRIMME et al., 2021).

No final do célculo, os seguintes protémeros foram determinados e expostos na
figura 13. Pelos resultados mostrados, é notavel a protonacao do nitrogénio ligado ao
fosforo. Pelas condigoes acidas necessarias pelo acréscimo de acido férmico ao analito na
técnica de LC-MS/MS (D’AGOSTINO, 2003), o mecanismo ¢ semelhante ao que ocorre
durante a hidrélise dos agentes da série A em meio acido (FINLAND, 2023) e que esté

indicando na figura 14.
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Figura 13 — Estruturas dos 4 protomeros obtidos pelo CREST.
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Figura 14 — Produtos de hidrélise dos agentes da série A. (FINLAND, 2023)

5.3 Obtencao dos espectros tedricos

5.3.1 Composto Cp 1

Seguindo a metodologia computacional, a rotina de programagao do QCxMS gera
como arquivo de saida um conjunto de rotas de fragmentacao que, pelo uso do PlotMS,
representam o espectro de massa do respectivo composto (KOOPMAN; GRIMME, 2021).

Para o primeiro ensaio tedrico, a molécula escolhida com o composto Cp 1 e

resultado teorico se encontra na Figura 15

No espectro gerado pelo programa, quatro picos se destacam com as razoes m/z
sendo 93, 114, 207 e 208. A quantidade baixa de picos se justifica, pois como ocorre a
simulacao da ionizacao pelo método ESI, a energia interna média é baixa e ndo permite
tantas fragmentac¢oes(OYLER et al., 2006).

Os picos com m/z iguais a 207 e 208 representam o ion quasi-molecular porque a
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204

Figura 15 — Espectro in silico do composto Cp 1.

massa molecular do composto é de 206,23 u e, como ¢é simulado uma ionizag¢ao de modo
positivo, o [M + H|T apresentaria o m/z como 207 e o 208 ocorre em decorréncia da razao
isotépica do carbono (ESKANDARI et al., 2022). Esse fenémeno ocorre, pois a interagao

do protémero com o gés interno nao atingiu a energia interna minima para a ocorréncia
da fragmentagao (KOOPMAN; GRIMME, 2021).

Os outros dois picos surgem da quebra da ligacgao P—N na figura 16 e essa cisao
gera dois fragmentos que, advindo do [M + H|" de m/z igual a 207, possuiriam m/z igual
a 93,n0 fragmento contendo fésforo, e m/z igual a 114, no fragmento contendo nitrogénio.
Esse tipo de mecanismo de quebra envolvendo heteroatomos e amplamente observado na
andlise de organofosforados e ocorre por meio da cisao heterolitica e/ou homolitica desse
sistema (ESKANDARI et al., 2022) e isso pode ser visulaizado na figura 17

0
N

J’;\H ™~ N
\
m/z 93 m/z 114

Figura 16 — Fragmentacao do composto Cp I por meio da ligacao P—N.

Além disso, as simulacoes identificaram fragmentagoes envolvendo o grupo fosfonato

Mz
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Figura 17 — Fragmentacao tedrica do protémero do Cp 1 através colisao com o gas nitro-
génio.

cujo m/z é igual a 79 na figura 18. Pela literatura, esse fon é comum na anélise de
organofosforados, pois consiste no subproduto do adcido metilfosfénico(VALDEZ; LEIF,
2021).

Figura 18 — Formacao tedrica do fon de m/z = 78 através da dissociacdo CID.

Com a realizagdo do experimento no LC-MS/MS, o espectro experimental do
composto Cp 1 estd exposto a Figura 19. Podemos observar picos adicionais nao previstos
pelos calculos adicionais. Por exemplo, o pico com m/z igual a 299,9 se caracteriza
como um aduto(D’AGOSTINO, 2003).Pelos métodos de calculo do QCxMS, esse tipo
de estrutura nao pode ser previsto pelo programa, pois somente as fragmentagoes sao
estimadas (KOOPMAN; GRIMME, 2021).Além disso, o pico com m/z = 134, 2 representa
uma eliminagao da dietilamina e a respectiva amina protonada em m/z = 74, 2(LEE; KIM;
JIM, 2021).Por fim, o pico em m/z = 111 representa o fragmento envolve o fosfonato e 2
grupos metil.(FINLAND, 2023).

5.3.2 Composto Cp 2

O ensaio tedrico para o composto Cp 2 foi realizado e o espectro gerado estd exposto
na figura 20. Nesse caso, a razao isotépica surge novamente na regiao de m/z = 221 e
m/z = 222. Outra semelhanga que ocorre é a fragmentagao na ligacdo P—N (indicada na

figura 21 para a formacao dos ions de m/z = 114 e m/z = 107.

Com a realizagdo do experimento no LC-MS/MS, o espectro experimental foi
obtido e esta exibido na Figura . Dos picos observados, é possivel identificar os fons de
m/z = 107 (visto na figura 23 ¢ m/z = 221 (visto na figura 22 encontrados na simulagdo

computacional.
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Figura 19 — Fragmentacao do composto Cp 1 no LC-MS/MS.
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475

Figura 20 — Espectro in silico do composto Cp 2.

Dos outros picos indicados na figura 24, o pico de m/z = 148,2 é explicado
pela eliminagao da dietilamina pela clivagem alfa (LEE; KIM; JIM, 2021) e o pico com

m/z = 134,3 é explicada pela clivagem na ligacdo carbono-nitrogénio e na figura 25.

O fon detectado em m/z = 97 (indicado na figura 26) consiste no acido metil-
fosfonico protonado sendo encontrado nas analises dos agentes neurotoxicos em ambiente
aquoso(FINLAND, 2023). O fon em m/z = 180, 3 é o produto de hidrolise do composto
Cp 2 (WANG, 2021).

Mz
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Figura 21 — Fragmentacao do composto Cp 2 através da ligagao P—N.

Figura 22 — Fragmentacgao tedrica do protémero do Cp 2 através colisao com o gas nitro-
génio.

(S 14 <

Figura 23 — Surgimento do fon molecular de m/z = 107 apds a dissociagao do tipo CID.

5.3.3 Composto Cp 3

Os célculos tedricos da fragmentacao para o composto Cp 3 formam realizados e os
ions predominantes foram plotados na fgura 27. Além da presenca do ion quase-molecular,
ocorre novamente a clivagem na ligagao fésforo-nitrogénio (indicada na figura 28, também
é encontrado o ion proveniente da cadeia propil HOUSMAN; SWIFT; OYLER, 2014). Isso
ocorre, pois o aumento da cadeia alquila promove a maior possibilidade de fragmentacao
pelo efeito indutivo(D’AGOSTINO, 2003). e quebra estd indicada na figura 29.

Nas condigoes de solugao aquosa, o composto foi analisado pelo LC-MS/MS e o
espectro experimental estd exposto na figra 30. Dos picos mais predominantes, podemos

observar o fon quase-molecular, o fon de m/z = 162,1 proveniente da eliminacao da
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Figura 24 — Fragmentagao do composto Cp 2 no LC-MS/MS.
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Figura 25 — Fragmentacao do composto Cp 2 através da ligagdo C—N.
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Figura 26 — fon com m/z = 97 advindo do MPA protonado (FINLAND, 2023).

dietilamina (LEE; KIM; JIM, 2021) pela retengao de carga e o ion de m/z = 121, 1 cuja

fragmentacao por retencao de carga foi prevista pelos calculos computacionais.
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Figura 27 — Espectro in silico do composto Cp 3.
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Figura 28 — Fragmentacao do composto Cp & através da ligacao P—N.
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Figura 29 — Fragmentacao do composto Cp & através da cadeia propil.
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Figura 30 — Fragmentacao do composto Cp § no LC-MS/MS.

5.3.4 Composto Cp 4

Os célculos computacionais forma realizados e o espectro experimental esta exposto
na figura 31. Semelhante ao composto Cp 3, é possivel observar a fragmentacao da cadeia

propil (visto na figura 34 e 33) e da ligagdo carbono-nitrogénio (visto na figura 32 e 33) .

04
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Figura 31 — Espectro in silico do composto Cp 4.

Com a realizagdo do experimento no LC-MS/MS, o espectro experimental foi
obtido na figura 36. Pelos picos, é possivel observar a fragmentacao da cadeia propil
com retencao de carga na regiao de m/z = 193,2 e também a fragmentagao da ligacao
carbono-nitrogénio a partir de uma migracao de carga na regiao de m/z = 120, 1. Os outros
picos sao decorrentes da cadeia ramificada do isopropil que permite maiores possibilidades
de rotas de fragmentagao(LEE; KIM; JIM, 2021).

MZ
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Figura 32 — Fragmentacao do composto Cp 4 através da ligacao P—N.

Figura 34 — Surgimento do fon molecular de m/z = 192 apéds a dissociacao do tipo CID.
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Figura 35 — Fragmentacao do composto Cp 4 através da cadeia propil.
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Figura 36 — Fragmentacao do composto Cp 4 no LC-MS/MS.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho necessitou de varias etapas tedricas para prever as rotas de frag-
mentagao dos compostos analogos aos agentes da série A. Nesse processo, foi realizada
uma revisao para entender a arquitetura do espectrometro de massa de triplo quadrupolo
e prever as possiveis rotas de fragmentagao para essa classe de organofosforados. Além
disso, foram discutidos os métodos computacionais do tipo ab initio baseados em dinamica

molecular e na aproximacao de Born-Oppenheimer.

Analisando os resultados, os protémeros dos compostos analogos foram obtidos a
partir da andlise da estrutura molecular com parametros termodinamicos, e os candidatos
para a fragmentagdo foram escolhidos numa faixa de 30 kcal/mol. Os resultados foram

condizentes com observacoes experimentais em solu¢ao aquosa e mediante hidrolise.

Utilizando os protomeros mais estaveis obtidos anteriormente, as rotas de frag-
mentacao foram previstas através da dindmica molecular para simular a dissociagao pelo
método CID, e a estabilidade dos produtos foi avaliada através de célculos de DF'T.
Com os espectros obtidos, foi possivel prever a existéncia de diversos ions-produto que,
devido a similaridade estrutural dos compostos estudados, eram encontrados em todos os
analogos ou apresentavam mecanismos de dissociagdo semelhantes. No entanto, a taxa de
fragmentacao foi mais baixa do que a encontrada experimentalmente, embora os mesmos
parametros utilizados no espectrometro de massa tenham sido empregados em todas as
simulagoes. Com o uso dos outros protomeros menos estaveis, outras rotas de fragmentacao
seriam simuladas pela diferenga na localizacao da carga e/ou no comprimento das ligac¢oes

do composto.

De maneira geral, o trabalho explorou as varias possibilidades do uso da Quimica
Computacional para auxiliar no estudo de compostos perigosos. Foi demonstrado que uma
analise tedrica pode gerar resultados que concordam com dados experimentais e que, para
melhor uso em projetos futuros, seria necessaria uma melhor escolha de parametros iniciais

para o calculo.
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