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Resumo

Nesse estudo, investigamos, utilizando ferramentas computacionais, o problema do de-

senvolvimento racional de polímeros molecularmente impressos (MIP). Utilizamos vários

tipos de simulações moleculares: dinâmica molecular, simulated annealing e método de

Monte Carlo para alcançar uma seleção de monômeros funcionais baseada em uma bibli-

oteca de monômeros candidatos para uma dada substância-alvo de interesse. Aplicamos

esses métodos à simulação das soluções pré-polimerização para a construção de um MIP

para a substância 17β-estradiol, que é uma molécula orgânica de interesse médico e ambi-

ental. Fomos bem sucedidos em simular a solução pré-polimerização para nove monômeros

diferentes e construímos uma lista ordenada de possíveis melhores candidatos dentre esses

nove.

Palavras-chave: Polímeros molecularmente impressos, Simulação computacional, MIP
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Abstract

In the present study, we investigated by means of computational tools, the problem of ra-

tional design of Molecularly Impressed Polymers (MIP). We used several different types

of simulations: molecular dynamics, simulated annealing and Monte Carlo method to

achieve a selection of functional monomers based on a library of candidates for the func-

tional monomers for some given target substance of interest. We applied these methods

to pre-polimerization solutions for the design of a MIP for the substance 17β-estradiol,

which is an organic molecule of medical and environmental interest. We were successful

in simulating the pre-polimerization solutions for nine different monomers and building

an ordered list of possible best monomers among these candidates.

Keywords: Molecularly imprinted polymers, Computational simulation, MIP
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Capítulo 1

Introdução

Polímeros molecularmente impressos (MIPs, da sigla em inglês para Molecularly Imprinted

Polymers) são polímeros especificamente desenhados para serem capazes de se ligar a

uma substância alvo utilizando um comportamento chave-fechadura semelhante à ação de

enzimas ou anticorpos naturais [1]. A síntese de tais polímeros se baseia em uma solução

composta pela molécula-alvo, monômeros funcionais polimerizáveis capazes de interagir

com a mesma, e monômeros estruturais que formarão a estrutura polimérica porosa onde

se formarão espaços no formato físico-químico da molécula-alvo. Tudo isso em meio a um

solvente capaz de solvatar tais componentes, em geral em baixa concentração, já que para

o funcionamento do polímero é necessário que ele contenha poros por onde a substância

possa entrar em contato com o espaço deixado na sua forma no subsequente estágio de

religação. Tal processo se encontra esquematizado na 1.1.

O primeiro registro de MIP data de 1931 [1], com a tentativa de separar diferentes

corantes utilizando uma matriz de sílica por um processo semelhante ao utilizado atual-

mente. Durante muito tempo, até por volta dos anos 80, essa pesquisa ficou estagnada

por falta de interesse ou capacidade de desenvolvimento e síntese dos polímeros, porém,

a área vem tendo uma crescente atenção do meio acadêmico com cada vez mais trabalhos

publicados por ano, devido ao surgimento de novas técnicas computacionais e de análise,

e de computadores potentes o suficiente para as simulações necessárias [3–10]. MIPs po-

dem ser usados basicamente como sensores ou separadores dentro de uma solução, em

ambos os casos a possibilidade de reutilização do MIP é de extrema importância, porém

mais do que isso, no primeiro caso, a maior vantagem sobre outras técnicas é a capaci-

dade de detectar rapidamente, em testes que duram tipicamente segundos, contaminações
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Figura 1.1: Esquema da síntese e utilização de um MIP genérico, retirado da referência [1]

em concentrações tão baixas quanto ng/mL [11] com uma baixíssima taxa de resultados

falso-negativos. Por isso existem atualmente aplicações nas mais diversas áreas desde

detecção de agentes poluidores [11–20] até a de explosivos para aplicações militares e de

segurança [21–23]. Se feitos como membranas ou colunas de fragmentos compactados,

podem ser utilizados como separadores ou extratores, sendo capazes de diferenciar até

um isômero ótico com uma ótima margem de precisão [11], e serem usados na área médica

como detectores de marcadores para doenças ou drogas [24–27] e matrizes de liberação

controlada de medicamentos [28–30].

As propriedades comuns a todos os MIPs que os tornam mais desejáveis que as outras

alternativas como imunoassays [31] são a sua alta estabilidade física e química, sendo

um plástico basicamente ele é resistente às mudanças de temperatura e contato com

ácidos e bases, além de serem reutilizáveis, já que para retirar a substância do MIP uma

vez que um teste tenha sido feito basta lavá-lo novamente com solvente. Isso torna a

produção e utilização de um MIP muito mais eficiente em termos de tempo e recursos

financeiros do que outros métodos. Além do que, MIPs tem sido desenvolvidos para os

mais variados tipos de substâncias, desde estruturas muito pequenas como aminoácidos

isolados, passando por macro-moléculas de proteínas, até células inteiras, com um variável
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Tabela 1.1: Substâncias-alvo para as quais já foram registrados MIPs na literatura [1]

Substâncias Exemplos

Aminoácidos Aminoácidos livres e derivados
Peptídeos Encefalina, oxitocina
Esteróides Colesterol, testosterona, estrogênio

Carboidratos Açúcares derivados, glicosídeos
Nucleotídeos Adenosina 5’-monofosfato, Inosina 5’-monofosfato

Pesticidas Atrazina
Íons metálicos Cu2+, Ca2+

Drogas Propanolol, morfina, nicotina, penicilina
Proteinas Transferrina, mioglobina, uroquinase

Micro-organismos Saccharomyces cerevisae, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes
Cristais Calcita

grau de sucesso, no entanto o maior interesse se concentra em substâncias que sejam

poluidoras, tóxicas, ou de interesse médico. Um apanhado das substâncias para as quais

já foram registrados MIPs aplicáveis se encontra na tabela 1.1.

As características finais de um MIP dependem tanto dos monômeros e solvente uti-

lizados [32–35] quanto das condições de síntese tais como temperatura e concentrações

[36, 37]. O método utilizado hoje para a determinação desses parâmetros ótimos durante

a síntese é baseado em análise combinatória empírica em laboratório [38]. Inicialmente, é

proposta uma biblioteca de monômeros e solventes candidatos para a substância de inte-

resse baseada em considerações químicas sobre as interações desejadas entre monômeros

funcionais e molécula-alvo, e então essa biblioteca é testada fazendo-se todas as combina-

ções possíveis entre esses 3 fatores, sintetizando e testando cada polímero destes em um

processo esquematizado na figura 1.2 onde uma pequena quantidade de polímero é feita

no fundo de um tubo de teste, e depois ajustando finamente as condições de síntese para

o monômero que for julgado mais apropriado nessa primeira etapa. Esse processo é cus-

toso tanto em termos financeiros quanto de tempo, e portanto é um dos empecilhos para

uma adoção mais ampla da tecnologia de MIPs, em favor das tecnologias mais antigas de

ensaios com anticorpos ou enzimas.

É essa parte do processo de desenvolvimento de um MIP que desejamos investigar

com o presente trabalho, tentando propor estratégias para os métodos de escolha dos me-

lhores monômeros candidatos sem a necessidade dos testes laboratoriais. Aplicamos uma
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Figura 1.2: Processo de síntese dos MIPs para teste em laboratório, adaptado da referência [1]

variedade de métodos computacionais na simulação da solução pré-polimerização bus-

cando uma forma prática e rápida de testarmos conjuntos e concentrações de monômeros

funcionais, estruturais e solventes, sem a necessidade de síntese de cada MIP candidato.

Existem muitos métodos documentados na literatura para o mesmo propósito, variando

de dinâmica molecular clássica [10] até simulações quânticas ab initio [39]. Os métodos

escolhidos foram selecionados com base na sua rapidez e acessibilidade, tornando possível

uma análise de uma biblioteca grande de monômeros candidatos em um tempo muito

menor do que o método tradicional.

Nesse trabalho focamos nossa atenção na substância 17β-estradiol, ou mais simples-

mente estradiol ou E2, que é um hormônio considerado um grave agente poluidor de águas

fluviais capaz de causar danos à vida selvagem e humana na forma de defeitos congênitos,

anomalias no sistema reprodutivo, e elevado risco de câncer [12]. É tóxico em concen-

trações extremamente baixas, o que dificulta a sua detecção e remoção das águas usadas

para consumo humano. Portanto, tem sido uma substância que atrai grande interesse na

área de técnicas de detecção e separação em solução. Existe vasta literatura sobre polí-

meros aplicados a essa substância [12–20], e em especial um estudo por Dirion et al. [40]

onde combinações de vários monômeros funcionais, estruturais e solventes foram testados

para essa substância, gerando resultados com os quais comparamos os obtidos pelo nosso

estudo. Testamos uma seleção de 9 monômeros candidatos, cujas estruturas, assim como

a da molécula-alvo, estão representadas na figura 1.3, e um dos nossos objetivos foi extrair
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informações das simulações computacionais que permitam obter uma ordem na lista de

monômeros, do melhor candidato ao pior, para o acoplamento seletivo do estradiol.

Existem dois conceitos de importância quando consideramos a eficiência de um MIP,

que são a afinidade e a seletividade do mesmo[1]. Afinidade diz respeito a quão fortemente

o MIP é capaz de se ligar à molécula-alvo. A medida da afinidade é dada pela quantidade

de moléculas-alvo que o MIP é capaz de reter quando posto em contato com uma solução

que a contém. A outra medida, seletividade, é a razão entre a afinidade do MIP com a

molécula-alvo e a afinidade do mesmo com outra molécula análoga com alguma pequena

modificação. Em outras palavras, um MIP é perfeito se é capaz de reter com muita

eficiência a molécula-alvo ao mesmo tempo em que deixa passar totalmente moléculas

muito semelhantes a ela.

O processo laboratorial pelo qual se avalia um MIP consiste em sintetizar para cada

conjunto de monômeros candidatos um MIP e um não-MIP (ou nMIP), que é um po-

límero sintetizado nas mesmas condições do MIP mas na ausência da molécula-alvo,

gerando portanto um polímero de estrutura aleatória não relacionada à molécula-alvo.

Em seguida, mede-se a absorção dos dois para a substância-alvo, em geral por HPLC

(High Performance Liquid Cromatography). Se a absorção do MIP é significativamente

maior que a do nMIP, podemos concluir que existe uma afinidade, e na próxima etapa,

utilizando substâncias semelhantes à molécula-alvo podemos avaliar a seletividade como

a razão entre a absorção do alvo e a da substância análoga [2].

Os 4 elementos que participam da síntese do MIP e podem influenciar nos dois fatores

de qualidade do MIP são: a molécula-alvo, monômero estrutural, monômero funcional

e solvente. Cada um desses elementos deve ser considerado na hora de desenvolvermos

um novo MIP. Existem atualmente MIPs para várias classes de substâncias-alvo variando

de coisas tão pequenas quanto íons, a grandes como células completas [41]. Os casos

mais promissores são para moléculas médias (até 100 átomos constituintes), orgânicas, e

rígidas, já que uma molécula capaz de deformações muito grandes, como é o caso da mai-

oria das proteínas e outras biomoléculas grandes, podem gerar poros dentro do MIP que

dependem de uma certa configuração só alcançável durante o processo de polimerização

e não encontrada livre em solução [42]. Outros fatores como a existência de mais de um

ponto de interação também são importantes para a afinidade e seletividade do MIP.

Quanto aos monômeros funcionais, são escolhidos de acordo com a interação que de-

sejamos obter com a molécula-alvo. Essas interações podem ser do tipo covalente, onde o

monômero se liga covalentemente à molécula-alvo com a vantagem que tal ligação garante
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Figura 1.3: Fórmulas químicas para a substância alvo e os 9 monômeros funcionais, e monômero estrutural
testados
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Figura 1.4: Exemplos representativos das interações não covalentes possíveis

uma alta energia de ligação (da ordem de 500 kJ/mol) [43]. Isso permite, portanto, uma

afinidade maior, além de fornecer automaticamente proporções estequiométricas entre o

alvo e os monômeros funcionais e viabilizar uma previsão teórica inicial do formato dos

poros formados dentro do polímero. Isso não acontece com as interações não-covalentes

que, além de mais fracas, não permitem uma previsão exata da proporção ideal entre

monômeros e alvo. Em contrapartida, nem todas as moléculas-alvo de interesse possuem

pontos possíveis de serem explorados dessa maneira. Retirar a molécula-alvo de dentro

do polímero uma vez que esse tenha sido sintetizado é muito mais difícil, pois envolve a

quebra de ligações covalentes, e isso tem que ser feito entre cada uso do MIP, o que torna

esse primeiro método de aplicação lenta, e também de baixa seletividade, já que a ligação

é forte o suficiente para acontecer com substâncias semelhantes se elas possuírem sítios

de ligação e tamanhos aproximados da molécula-alvo. Por essas razões um MIP feito

com interações não-covalentes, apesar de mais fraco, é em geral mais versátil, e portanto

esse é o método utilizado nesse trabalho, mais especificamente ligações de hidrogênio, que

possuem energias de ligação da ordem de 40 kJ/mol [44]. As interações não-covalentes

possíveis estão representadas na Figura 1.4. O estradiol possui dois sítios capazes de inte-

ragir com os monômeros escolhidos por ligação de hidrogênio, no carbono 3 e no carbono

17, rotulados então de sítios 3-OH e 17-OH (Figura 1.3).

Para o monômero estrutural, em geral, o único pré-requisito é que ele seja solúvel na

solução pre-polimerização e que não interfira com as ligações que são pretendidas de serem

formadas entre monômeros funcionais e molécula-alvo. Se for possível que ele contribua
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para a estabilidade dos poros tanto melhor, mas não é a sua função primária. No nosso

caso, como o estradiol possui um anel aromático o DVB (Divinilbenzeno) escolhido como

monômero estrutural pode interagir favoravelmente para a estabilização das cavidades

por empilhamento π − π, outro tipo de interação não-covalente [32].

Por último, o solvente deve ser capaz de solvatar todos esses componentes na proporção

desejada, e deve ser de tal forma que favoreça a formação de um polímero poroso. De

nada adiantaria um polímero compacto cujos poros não fossem capazes de entrar em

contato com a solução. Estudos indicam que os melhores solventes são aqueles que só

são capazes de dissolver a substância-alvo na presença dos monômeros funcionais [45], no

nosso caso o solvente escolhido foi a acetona, de acordo com os outros estudos já citados

da literatura sobre MIPs para o 17β-estradiol.

Nos capítulos seguintes, apresentamos a metodologia e os resultados obtidos.



Capítulo 2

Metodologia

A presente dissertação se baseia em simulações computacionais de vários tipos para ten-

tar estabelecer uma ordem de monômeros funcionais dentro de uma lista de possíveis

candidatos em um problema específico de MIP, no caso o 17β-estradiol. Neste capítulo

apresentamos de maneira sucinta informações sobre os métodos utilizados, que foram si-

mulação de dinâmica molecular direta, simulated annealing [46] e método de Monte Carlo

[47]. Na maioria dos casos existe mais de uma forma para implementar os métodos ou

algoritmos utilizados, e o resumo trata das técnicas como empregadas no trabalho através

de pacotes de programas desenvolvidos para tal.

2.1 Dinâmica molecular clássica

Em simulações de dinâmica molecular, as moléculas são codificadas como parâmetros que

indicam as características físicas dos átomos (massa, carga, posição) e as características

das ligações entre eles. Esses parâmetros são inseridos em uma fórmula para a forma

tradicional de energia em um campo de força. No nosso caso utilizamos o campo de

forças AMBER definido por uma equação de energia empírica [48],

Etotal =
∑

Kr(r − req)
2 +

∑

KΘ(Θ−Θeq)
2 +

∑ Vn

2
[1 + cos(nφ − γ)] +

∑

{ǫij [(
rm

rij
)12 − 2(

rm

rij
)6] +

qiqj

ǫrij
}. (2.1)

Essa energia é calculada para cada átomo, onde o primeiro termo é um potencial
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harmônico simples que modela as ligações entre átomos dentro das moléculas, Kr é uma

constante elástica, req a distância interatômica de equilíbrio, e a somatória é sobre todas

as ligações que o átomo participa. O termo seguinte é também um potencial harmônico

para o ângulo das ligações e, assim como no termo anterior, KΘ é uma constante elástica

e Θeq é o ângulo de equilíbrio. O terceiro termo é uma soma sobre os ângulos sólidos e

modela a energia de torção das ligações em torno dos ângulos de equilíbrio. Esse termo

permite modelar as barreiras estéricas e manter a quiralidade e planaridade das moléculas,

Vn é uma constante de força, γ é uma fase que pode ser 0 ou 180 graus, e φ é o ângulo

de torção. O último termo trata das interações entre átomos separados por 3 ou mais

ligações covalentes (ou simplesmente não ligados), a somatória é sobre todos os pares

de átomos e é dividida em dois termos que são respectivamente o potencial de Lennard-

Jones e interação eletrostática. ǫij é uma constante, ǫ é a permissividade elétrica, rij a

separação entre os átomos e rm a separação de equilíbrio no potencial de Lennard-Jones.

Todos os parâmetros relevantes que não são constantes naturais ou dependem da posição

dos átomos (Kr, req, KΘ, Θeq, Vn, φ, ǫij , rm) são obtidos de simulações quânticas ab

initio das ligações envolvidas ou de dados experimentais sobre moléculas pequenas que

servem de modelo. No nosso caso o conjunto desses parâmetros utilizados nas simulações

é conhecido como GAFF [49] (General AMBER Force-field), que é o mais indicado para

moléculas orgânicas pequenas que é exatamente o caso do qual tratamos.

Da derivada dessa energia em relação à posição obtemos para cada átomo uma força

instantânea e integramos a equação de movimento através de, geralmente, um algoritmo

de Verlet [50], que é um método numérico onde aproximamos derivadas temporais por

diferenças finitas discretizando o tempo em intervalos de tamanho h. Descrevemos o

algoritmo para uma dimensão pois a extensão para mais dimensões é direta. Partindo da

equação de movimento,

ẍ(t) = F [x(t), t], (2.2)

e utilizamos a expansão de Taylor para x em t = ±h em torno de t = 0

x(h) = x(0) + hẋ(0) +
h2

2
F [x(0), 0] +

h3

6

...
x (0) +O(h4), (2.3)

x(−h) = x(0)− hẋ(0) +
h2

2
F [x(0), 0]−

h3

6

...
x (0) +O(h4). (2.4)
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As duas equações acima somadas nos dão finalmente

x(h) = 2x(0)− x(−h) + h2F [x(0), 0] +O(h4). (2.5)

Logo, sabendo os valores de x(0), e x(−h) podemos calcular o valor de x(h) com erros

da ordem de h4. Para o caso especial do primeiro passo, quando só temos x(0) e v(0)

(velocidade em t = 0) que é o estado inicial, aproximamos o primeiro x(h) por

x(h) = x(0) + v(0)h+
h2

2
F [x(0), 0] +O(h3). (2.6)

Podemos constatar que uma das vantagens do método de Verlet é que ele é reversível

no tempo, se invertermos os dois valores mais recentes de x recuperamos exatamente

a trajetória contrária da que estávamos seguindo. Além disso, o erro acumulado em x

depois de sucessivas aplicações do método se mantém da ordem de h2[50].

Se utilizarmos apenas a força gerada pelo campo de forças, desprezando efeitos de

temperatura, a esse tipo de simulação dá-se o nome de NVE (ensemble microcanônico),

que significa número, volume e energia constantes, uma vez que durante a simulação a

energia total do sistema se conserva e é possível apenas a transferência de energia entre

os constituintes do sistema nas formas de energia cinética e potencial.

2.2 Termostato de Nosé-Hoover

A formulação para a energia apresentada em 2.1 nos permite simular um ensemble mi-

crocanônico, porém, como pretendemos tratar também de alterações na temperatura

especialmente na seção sobre simulated annealing, é necessário saber como a energia tér-

mica é inserida dentro da simulação para obtermos um ensemble canônico (NVT) e isso

acontece com uma formulação conhecida como termostato de Nosé-Hoover [51], onde a

equação de movimento integrada pelo algoritmo integrador é derivada de uma Hamilto-

niana modificada inicialmente proposta por Nosé da forma

H =
∑

i

p2i
2mis2

+
1

2

∑

i,j,iÓ=j

U(þri − þrj) +
p2s
2Q

+ gkT ln(s). (2.7)
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Vamos provar de forma resumida, seguindo as referências [51, 52] que tal Hamiltoniana

modificada gera de fato um ensemble canônico através de uma trajetória determinística,

suave, e reversível no tempo. A função partição decorrente de tal Hamiltoniana pode ser

calculada como

Z =
1

N !

∫

dps

∫

dp

∫

dq

∫

dsδ





∑

i

p2i
2mis2

+
1

2

∑

i,j,iÓ=j

U(þri − þrj) +
p2s
2Q

+ gkT ln(s)− E



(2.8)

Onde δ é a função delta de Dirac, dp = dp1dp2dp3...dpN e dr = dr1dr2dr3...drN .

Se tomarnos a definição p′ = p/s substituimos o termo
∑

i
p2

i

2mis2 da Hamiltoniana que

aparece na integral por
∑

i
p′2

i

2mi
e, trocando a ordem de integração de dp′ e ds obtemos

depois de efetuadas as integrais

Z =
1

g

(

2πQ

kT

)1/2

exp

(

E

kT

)

Zc,

Zc =
1

N !

∫

dp′

∫

dr exp
[

−H(p′/q)/kT
]

. (2.9)

Onde Zc é a função partição do ensemble canônico, provando que recuperamos a

mesma média temporal de qualquer variável dinâmica que o ensemble canônico à tempe-

ratura T. O desenvolvimento até aqui foi feito por Nosé, sendo melhorado por Hoover que

descobriu uma forma de eliminar a variável de escalonamento de tempo s. As equações

de movimento obtidas de 2.7 são, sendo qi posição e pi momento

q̇i =
pi

ms2
, ṗi = Fi(q), ṡ =

ps

Q
,

ṗs =
∑

i

p2i
mis3

−
gkT

s
. (2.10)

Essas equações assumem uma forma mais simples se escalonarmos o tempo multipli-

cando por s, ou seja dt = sdt′, e expressamos todas as equações em 2.10 em função de

t′:
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q̇i =
pi

ms
, ṗi = sFi(q), ṡ =

sps

Q
,

ṗs =
∑ p2i

ms2
− gkT. (2.11)

Omitiremos o índice i em todos os momentos, posições e funções dos mesmos por

simplicidade de notação daqui para frente, onde também entendemos que os somatórios

são sempre sobre i. Podemos eliminar a variável s reescrevendo as equações em termos

de q, q̇, e q̈:

q̈ =
ṗ

ms
− (

p

ms
)
ṡ

s
=

F (q)

m
−

q̇ps

Q
≡

F (q)

m
− ξq̇, ṗ = sF (q), ṡ =

sps

Q
. (2.12)

O fator ξ que aparece em 2.12 evolui de acordo com a equação de primeira ordem

ξ̇ =

∑

mq̇2 − gkT

Q
. (2.13)

Como temos a prova anterior de que essa dinâmica reproduz o ensemble canônico,

descartamos a variável s usando as equações 2.12 que só dependem de q e ξ e suas

derivadas, e, definindo p ≡ mq̇ obtemos:

q̇ =
p

m
, ṗ = F (q)− ξp, ξ̇ =

∑

p2/m − gkT

Q
. (2.14)

Como as variáveis q, p e ξ são independentes, podemos calcular o fluxo de probabi-

lidade f(q, p, ξ), e como a equação de movimento é não-hamiltoniana as derivadas ∂q̇
∂q e

∂ṗ
∂p não se anulam, portanto a equação análoga ao teorema de Liouville [53], incluindo o

fluxo na direção ξ é

∂f

∂t
+ q̇

∂f

∂q
+ ṗ

∂f

∂p
+ ξ̇

∂f

∂ξ
+ f [

∂q̇

∂q
+

∂ṗ

∂p
+

∂ξ̇

∂ξ
] = 0. (2.15)
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Assumindo uma função densidade fNV T proporcional a exp[
−U(q)+

∑

p2

2m
+Qξ2

2

kT ], temos

finalmente os termos não-nulos da equação 2.15

q̇
∂f

∂q
= (

f

kT
)

∑ F (q)p

m
,

ṗ
∂f

∂p
= (

f

kT
)

∑ (−F (q) + ξp)p

m
,

ξ̇
∂f

∂ξ
= (

f

kT
)(

−
∑

p2/m+ gkT

Q
)ξQ,

f
∂ṗ

∂p
= (

f

kT
)(−gkTξ). (2.16)

Esses termos somam zero somente se tomarmos g, o coeficiente de kT , igual ao número

de graus de liberdade do meu sistema, portanto g na equação original 2.7 tem esse valor, e

recuperamos uma distribuição de ensemble microcanônico em contato comum reservatório

à temperatura T em estado estacionário com fluxo de probabilidade zero, e obtemos a

evolução do sistema através de uma integração de movimento do tipo algoritmo de Verlet

já descrito.

2.3 Simulated Annealing

O termo simulated annealing (arrefecimento simulado) pode se referir a qualquer método

estocástico de amostragem de conformações possíveis para obtermos uma de energia mais

baixa. No nosso caso ele se refere ao processo computacional de, dentro de uma simula-

ção de dinâmica molecular, efetivamente esquentar e esfriar o sistema muitas vezes para

amostrarmos várias conformações que são mínimos locais de energia em relação ao posici-

onamento dos átomos no espaço da simulação. O primeiro trabalho a relacionar o processo

de simulated annealing matemático (basicamente uma evolução é um tipo de cadeia de

Markov [54]) com a simulação molecular diretamente data de 1983 [46]. Tal simulação se

aproxima bastante de simulações de Monte Carlo na sua capacidade de amostrar vales de

funções, com uma vantagem na amostragem de poços de potencial muito estreitos. Pode-

mos resumidamente explicar o processo da seguinte forma: quando esquentamos o sistema

a uma temperatura muito alta, vários estados passam a estar acessíveis e o sistema evolui

por esses estados rapidamente de forma aleatória. Quando começamos o resfriamento até
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Figura 2.1: Figura ilustrativa do processo de simulated annealing, paisagem de energia para uma mudança
arbitrária de conformação na solução

perto de zero Kelvin os estados vão se restringindo cada vez mais à media que a solução

cai dentro de um poço de potencial alcançando finalmente um estado de menor energia

no fundo desse poço.

Para explicarmos melhor o propósito do simulated annealing usamos a figura 2.1 como

um exemplo ilustrativo do que acontece com um sistema quando posto em uma configura-

ção inicial. Assumindo o eixo das abscissas como uma variação qualquer na conformação

das moléculas na solução, e as ordenadas como o valor de energia correspondente, pode-

mos iniciar a simulação em um estado que está preso dentro de um poço de potencial

acessível dentro da energia disponível para o sistema a uma dada temperatura (repre-

sentada pela região abaixo da linha vermelha no gráfico) e jamais explorarmos todas

as soluções acessíveis para o sistema na realidade. Durante o processo de aquecimento,

damos condição para que o sistema evolua por toda a paisagem de energia e quando o

resfriamos ele vai novamente cair em um dos vales acessíveis abaixo de 300K, com maior

probabilidade de se encontrar na menor energia possível se fizermos a simulação durante

vezes o suficiente, e resfriarmos o mais lentamente possível.
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É provável que a cada simulação de resfriamento o sistema se encontre no fundo de um

vale de potencial, que são na realidade os estados termodinamicamente mais prováveis de

encontramos o sistema real a qualquer tempo. Portanto, contando a quantidade de vezes

que atingimos um estado que possui ligações de hidrogênio, estamos contando quantos

fundos de poços de potenciais possuem tais ligações, um bom indicador da prevalência

dessas ligações entre o monômero funcional e molécula-alvo em solução.

2.4 Método de Monte Carlo

Qualquer método estatístico de amostragem baseado em números aleatórios pode ser cha-

mado método de Monte Carlo, porém no nosso caso em particular utilizamos o algoritmo

de Metropolis [47], que funciona da seguinte maneira: a partir de uma condição inicial

do sistema, amostramos um ensemble com uma dada distribuição de probabilidade que

queremos, nesse caso o ensemble NVT (canônico), gerando novas configurações em um

processo conhecido como cadeia de Markov, onde a nova configuração é gerada com base

na configuração anterior. No caso, queremos gerar uma amostragem de estados acessíveis

do sistema com uma distribuição de Boltzmann P (X) = e−βEX , β = 1
kT .

Uma cadeia de Markov [54] é definida pela probabilidade de transição P (X → X ′)

que é a probabilidade de evolução do sistema do estado X para o estado X ′. Em outras

palavras, se aplicarmos P a cada estado do ensemble X obteremos o ensemble X ′. Se

pensarmos em Q(a) como um vetor representando a probabilidade de um ensemble a,

então P (X → X ′) é uma matriz que aplicada a Q(X) nos dá Q′(X ′), onde X e X ′ são

características que definem cada estado:

Q′(X ′) =
∑

X

P (X → X ′)Q(X), (2.17)

ou em notação compactada:

Q′ = PQ. (2.18)

Definimos um ponto fixo, ou estado estacionário da cadeia, W como o ensemble que

não se altera após repetidas aplicações da matriz P ao mesmo,
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lim
n→+∞

P nQ0 = W, (2.19)

PW = W. (2.20)

Para que W exista e seja único, algumas condições tem que ser seguidas pela cadeia

de Markov aplicada. Para que a probabilidade total se conserve e P leve sempre algum

estado em outro estado temos

∑

X′

P (X → X ′) = 1. (2.21)

Exigimos também que a cadeia seja ‘fortemente ergódica’, ou seja, todos os estados

tem que ser acessíveis a partir de qualquer estado inicial, em um único passo da cadeia,

e obviamente, o sistema tem que estar em algum ponto permitido a qualquer passo da

evolução da cadeia:

1 ≥ P (X → X ′) ≥ 0, (2.22)
∑

X

Q(X) = 1. (2.23)

Por último, impomos uma condição chamada de ‘balanço detalhado’:

P (X → X ′)W (X) = P (X ′ → X)W (X ′). (2.24)

Finalmente, todas essas condições garantem que W existe, e é um auto-vetor de P

com autovalor 1

∑

X

P (X → X ′)W (X) =
∑

X

P (X ′ → X)W (X ′) = W (X ′). (2.25)

Como visto, em uma cadeia de Markov, começamos em um estado e evoluímos o

sistema passando por vários estados diferentes onde cada evolução é baseada apenas no
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estado atual, e não no histórico de estados anteriores. A cada mudança de estado dessa

maneira chamamos um ‘passo’ de Monte Carlo. Esperamos que depois de uma grande

quantidade de passos o sistema tenha esquecido o estado inicial e estejamos amostrando

uma distribuição de probabilidade final que nos interessa, no nosso caso, P (X) = e−βEX .

Para tal basta garantir que as condições impostas sobre a cadeia de Markov anteriormente

estejam cumpridas pelo algoritmo.

Poderíamos escolher qualquer taxa de transição que quiséssemos e que respeitasse as

duas regras, mas mais usual é fazermos o processo representado pelo conjunto completo

de equações 2.26, que é conhecido por algoritmo de Metropolis-Hastings [47].

T (X → X ′) = ΩXX′AXX′ ; (2.26a)
∑

X′

ΩXX′ = 1; (2.26b)

ΩXX′ = ΩX′X ; (2.26c)

ΩXX′ ≥ 0 para todo X, X ′; (2.26d)

Se E(X ′) > E(X) : AXX′ = e−β(EX′ −EX); (2.26e)

Se E(X ′) ≤ E(X) : AXX′ = 1. (2.26f)

Onde ΩXX′ é a probabilidade de escolhermos como próximo estado candidato o estado

X ′ a partir do estado X e AXX′ é a taxa de aceitação do estado X ′ a partir do estado X.

Na prática, o que isso significa é que a partir de uma condição inicial, mantendo todos os

outros graus de liberdade fixos, o algoritmo escolhe um grau de liberdade aleatoriamente

com igual probabilidade para cada um para ser variado e compara a energia do estado

obtido após a variação (EX′) com a energia do estado anterior (EX). Se a energia do

estado candidato for menor que a do anterior, a mudança é automaticamente aceita, se

for maior, a mudança é aceita com probabilidade e−β(EX′ −EX). É fácil notar que esse

processo obedece a todos os critérios expostos no conjunto de equações se considerarmos

que cada passo na cadeia de Markov corresponde a uma quantidade de passos do algoritmo

igual ao número de graus de liberdade do sistema 2.26 e portanto amostra o ensemble que

queremos, dado que sejam feitos passos suficientes para que o algoritmo ‘esqueça’ o estado

inicial em que foi colocado e convirja para um conjunto de estados estacionários. No nosso

caso as simulações de Monte Carlo foram realizadas utilizando o pacote computacional

DICE [55].
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Resultados

Nessa seção apresentamos os resultados das simulações realizadas no trabalho. Todas as

simulações foram feitas utilizando o pacote de programas LAMMPS [56], exceto o método

de Monte Carlo onde foi utilizado o pacote DICE [55]. Outras ferramentas utilizadas

incluem os pacotes Packmol [57], para geração de soluções iniciais, AMBER 9.0 [48] para

geração de arquivos de parâmetros e coordenadas e Hyperchem [58] para geração de

arquivos de coordenadas.

Para obter as simulações é necessário gerar arquivos de coordenadas e parâmetros

para todas as substâncias envolvidas. Esses são os arquivos que contém informações

sobre as coordenadas dos átomos na conformação mais estável da molécula, assim como

as cargas parciais de cada átomo e os parâmetros necessários para a equação de energia

do campo de força (eq. 2.1). Primeiramente modelamos as moléculas no programa

Hyperchem, que é capaz de aproximar uma estrutura ótima a partir da fórmula estrutural

e gerar um arquivo de coordenadas. A partir desse arquivo usamos programas do pacote

AMBER para gerar os arquivos de parâmetros utilizando parâmetros GAFF [49] para

os parâmetros do campo de forças, e o método AM1-BCC [59] para o cálculo das cargas

parciais. Ambos foram escolhidos por serem os mais indicados para o caso de pequenas

moléculas orgânicas que é a maioria dos casos que estamos tratando. Esses arquivos

foram testados individualmente dentro do LAMMPS rodando uma simulação curta em

vácuo para garantir uma consistência interna e foram considerados satisfatórios.

Sempre que falarmos de uma solução inicial nos referimos a uma solução pré-polimerização

composta da molécula-alvo e monômeros funcionais e estruturais em uma proporção fixa

de 1:8:40 respectivamente, que são concentrações experimentalmente razoáveis segundo
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outros trabalhos da literatura [13–15, 40]. Nessa solução é adicionada moléculas de ace-

tona em número suficiente, como solvente, para atingir a densidade experimental da

mistura em uma caixa periódica de contorno de 30nm de lado. Assumimos por hipótese

que a força responsável pela formação de complexos entre a substância alvo e os monô-

meros funcionais são as ligações de hidrogênio e baseamos as simulações na contagem do

número ou intensidade da força dessas ligações.

3.1 Simulação direta

O primeiro teste foi composto de duas etapas: na primeira realizamos simulações simples

com apenas uma molécula da substância-alvo e duas moléculas de cada monômero fun-

cional, em vácuo, a uma temperatura fixa de 300K. Mantivemos a molécula-alvo fixa no

centro da caixa e adicionamos forças externas entre os grupos 17-OH e 3-OH da mesma e

o grupo funcional relevante nos monômeros funcionais com os quais desejamos formar as

ligações de hidrogênio, obtendo assim um complexo formado pela molécula-alvo ao centro

ligada às outras duas moléculas como mostra, por exemplo, a figura 3.1. Excluímos em

seguida a força externa que une as moléculas e deixamos essa simulação rodar por 1ns

e confirmamos que as ligações de hidrogênio permanecem estáveis a essa temperatura,

validando todos os monômeros como possíveis candidatos.

Figura 3.1: Monômero funcional 4VP ligado ao estradiol em vácuo

A segunda etapa começa em um estado inicial gerado pelo Packmol, onde temos a
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solução completa na caixa periódica não mais em vácuo. Esse estado inicial é composto

com a molécula-alvo ao centro inicialmente, com duas ligações de hidrogênio formadas

com monômeros funcionais como no caso anterior, e com as outras seis moléculas de

monômero funcional dispostas em torno da mesma. O resto das moléculas é distribuído

aleatoriamente e a temperatura foi mantida constante a 300K. A razão para começarmos

desse estado em particular é que nos interessava amostrar a ocorrência de ligações de

hidrogênio e portanto convinha iniciarmos de um estado onde os monômeros funcionais

já estejam próximos da molécula-alvo. A partir dessa solução inicial realizamos uma si-

mulação de 4ns com timestep de 1fs, da qual a cada 100fs obtivemos uma ‘foto’ (snapshot)

da simulação e contamos a quantidade desses que continham ligações de hidrogênio pre-

sentes entre a molécula-alvo e qualquer molécula de monômero funcional. Ao mesmo

tempo calculamos o abaixamento de energia causado pelo posicionamento instantâneo

da molécula-alvo e todas as moléculas de monômeros funcionais. Quanto menor essa

energia, mais fortemente ligado estaria o complexo formado por eles e, portanto, maior a

chance que esse complexo permanecesse após o processo de polimerização. Assim, temos

já dois modos de organizar em uma lista em ordem de melhor para pior os candidatos. A

primeira forma é baseado na energia mínima de ligação, e a segunda, na quantidade de

snapshots que possuem ligações de hidrogênio.

A primeira coisa que notamos quando realizamos a simulação direta da solução é que

apesar das ligações de hidrogênio terem se mostrado estáveis para 300K para todos os

monômeros funcionais, elas não são permanentes quando em solução, pois, por agitação

térmica e competição com o solvente, que também forma ligações de hidrogênio com

o estradiol, as ligações na verdade tendem a formarem-se e desfazerem-se várias vezes

durante um curto espaço de tempo, tendo uma duração medida nesse caso da ordem de

picossegundos. Na figura 3.2 temos snapshots que mostram a formação e quebra de uma

ligação de hidrogênio, onde inicialmente na figura 3.2a temos o estradiol ligado a uma

molécula de monômero estrutural de um lado (esquerda da figura) e a uma molécula de

acetona do outro (direito da figura), no próximo quadro 3.2b a ligação com o monômero

funcional é quebrada, e por fim, no último quadro 3.2c temos uma nova ligação formada

com outra molécula de acetona que tomou o lugar do monômero funcional que por sua vez

formou ligações com outra molécula de monômero funcional que estava nas vizinhanças.

Observamos também, como esperado, que os monômeros com a menor energia de

ligação são os que formam ligações que duram mais tempo em média. A tabela 3.1

mostra a sequência obtida para os monômeros funcionais em ordem de menor energia de
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(a) Monômero funcional ligado (b) Quebra da ligação

(c) Acetona toma o lugar na ligação

Figura 3.2: Estágios na formação e quebra de uma ponte de hidrogênio entre o estradiol e o monômero estrutural

ligação. Como se trata de uma simulação computacional não faz sentido falarmos de um

‘erro de medida’ absoluto associado aos valores apresentados na tabela, já que esse valor

depende sensivelmente do modelo utilizado para o campo de força, dos parâmetros GAFF

e particularmente do método usado para o cálculo das cargas já que estamos medindo

primariamente interações eletrostáticas. Porém como nos interessa apenas estabelecer

uma ordem de melhor para pior monômero basta para os nossos propósitos utilizarmos a

precisão necessária para ‘desempatar’ todos os valores.

A figura 3.3 mostra um gráfico com a porcentagem de snapshots que possuem liga-

ções de hidrogênio nas posições 3-OH e 17-OH da molécula-alvo. O gráfico está assim
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Tabela 3.1: Ordem dos monômeros funcionais candidatos por energia mínima de ligação

Monômero Emin (kcal/mol)

NVP -35,9
MAAM -29,7

DEAEMA -22,6
MAA -21,4
4VP -20,6

TFMAA -15,6
HEMA -10,1
AST -9,9
2VP -7,0

distribuído pois um monômero que forme ligações apenas com um dos pontos, embora

as forme muito fortemente, provavelmente não será um bom monômero funcional para o

imprinting considerando que poderá ter alta afinidade (o polímero liga-se fortemente à

substância alvo) mas baixa seletividade (o polímero aceita também qualquer substância

parecida, já que a cavidade de ligação tem apenas um ponto de conexão entre o polímero

e a molécula-alvo), portanto, para ordenamento dos polímeros nesse caso utilizamos o

critério de maior média entre as ligações no 3-OH e 17-OH.

3.2 Simulated annealing

Para o simulated annealing, a simulação parte da mesma situação inicial da simulação

anterior, mas dessa vez ajustamos a temperatura para 1200K e realizamos rodadas de

simulações por 25ns para cada solução. Isso causa uma enorme variação nas posições

e velocidades dos átomos do sistema. Dentre os milhares de configurações geradas no

processo, amostramos o sistema extraindo snapshots a cada 25ps da simulação, obtendo

dessa forma 1000 distribuições. Considerando cada uma dessas conformações como uma

nova condição inicial, resfriamos a solução até perto de 0K durante um período de 100ps,

obtendo, portanto, 1000 configurações de mínimos locais bem distribuídos e contamos em

quantas dessas posições existem ligações de hidrogênio entre a molécula-alvo e moléculas

de monômero funcional.

Durante o simulated annealing, exceto em alguns poucos casos, a molécula-alvo ter-
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Figura 3.3: Porcentagem de snapshots que possuem ligações de hidrogênio entre monômero funcional e 3-OH
ou 17-OH do estradiol

mina a simulação com ligações de hidrogênio feitas nas duas extremidades 3-OH e 17-OH

com o monômero funcional ou o solvente, logo, podemos concluir que os monômeros fun-

cionais mais capazes de competir com a acetona são os que mais aparecem ligados ao

estradiol. A tabela 3.2 mostra a ordem obtida com esse método.

Tabela 3.2: Ordem dos monômeros funcionais candidatos por simulated annealing

Monômero Snapshots (%)

NVP 35,0
MAAM 18,1
HEMA 17,3

DEAEMA 17,3
MAA 17,2

TFMAA 15,8
2VP 12,4
4VP 9,7
AST 5,5
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Tabela 3.3: Ordem dos monômeros funcionais candidatos por Monte Carlo

Monômero Snapshots

NVP 372
MAAM 621
MAA 41
2VP 35
4VP 23

TFMAA 9

3.3 Monte Carlo

Na simulação de Monte Carlo utilizamos o programa DICE [55] para, partindo das mes-

mas configurações iniciais, amostrarmos a distribuição canônica como descrito no item

2.4 realizando 500000 passos de simulação de Monte Carlo e contamos quantas dessas

configurações possuem ligações de hidrogênio relativamente estáveis. Em contraste com

o simulated annealing esse método visa buscar, utilizando novamente o gráfico ilustrativo

de exemplo (figura 2.1) regiões que possuem vales largos, porém não muito profundos,

onde um sistema pode permanecer por muito tempo da simulação, já que esse método

amostra igualmente toda a área acessível sem se importar com barreiras de potencial.

Ao contrário do simulated annealing, ou da simulação direta por dinâmica molecular,

onde já começamos com um estado favorável a observarmos ligações de hidrogênio, na

simulação de Monte Carlo estamos amostrando estatisticamente os estados acessíveis

do sistema de acordo com a distribuição de Boltzmann. Logo, não devemos esperar

de fato que de todos os estados aleatórios disponíveis existam muitos onde há ligações

de hidrogênio formadas com o estradiol. Porém, como a distribuição dá mais peso às

configurações com menor energia total, devemos esperar uma diferença observável por

ordem de menor energia entre os monômeros. Devido às limitações do programa utilizado

para as simulações, que considera todas as moléculas como rígidas e portanto não capazes

de torções, dos 9 monômeros candidatos propostos apenas 6 puderam ser analisados, já

que os outros 3 precisam sofrer torções para poder se ligar ao estradiol. A ordem obtida

com o número de snapshots que continham ligações de hidrogênio relevantes está na tabela

3.3.
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Inicialmente, levando em conta apenas a análise por simulação direta de dinâmica mole-

cular e contagem de ligações de hidrogênio chegamos a um resultado não completamente

consistente com a maior parte do conhecimento estabelecido na literatura sobre os monô-

meros funcionais aplicados ao 17-β-estradiol, que foram obtidos em sua maioria por meio

de testes laboratoriais por método combinatório. No entanto, os outros métodos aplicados

ao mesmo problema geram ordenamentos semelhantes entre os monômeros candidatos.

Logo, além de cumprir o objetivo secundário do projeto de dissertação de permitir o

aprendizado de várias técnicas, esse estudo permitiu estabelecer de maneira mais confiá-

vel estatisticamente a confiabilidade do ordenamento dos monômeros. De maneira geral,

com inversões de alguns casos, os diversos métodos colocam de maneira robusta e con-

sistente o ordenamento dos melhores candidatos para esse problema específico do MIP

como apresentados na tabela 4.1.

Como tratamos apenas de simulações da solução pré-polimerização, o que acontece

com as ligações e formação dos poros durante o processo de polimerização em si e formato

final dos poros dentro do material continua não esclarecido e pode influenciar no resultado

final do polímero depois de sintetizado. O que podemos afirmar baseados nos dados é

que o ranking apresentado ilustra os melhores monômeros, na solução pré-polimerização,

que seriam os mais capazes de formar ligações de hidrogênio e mantê-las nos dois sítios

de ligação do estradiol.

Todos os métodos concordam sobre os primeiros dois monômeros da lista. Como o

resultado obtido por método mais semelhante a outros estudos apresentados na litera-

tura foi o obtido por simulação direta e contagem de ligações de hidrogênio, escolhemos
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Tabela 4.1: Resumo das ordens encontradas por todos os métodos de análise

Energia de interação
Simulação direta

H-bonds
Simulated Annealing Monte Carlo

NVP MAAM NVP NVP

MAAM NVP MAAM MAAM

DEAEMA HEMA HEMA MAA

MAA DEAEMA DEAEMA 2VP

4VP MAA MAA 4VP

TFMAA TFMAA TFMAA TFMAA

HEMA 2VP 2VP

AST 4VP 4VP

2VP AST AST

esse para codificar a tabela 4.1 em um gradiente de cor para explicitar as inversões na

lista nos outros métodos. O cálculo simples da energia de interação em solução é o que

mais diverge dos outros métodos, possivelmente porque a agitação térmica e competição

com o solvente não entrem nessa primeira aproximação. O simulated annealing concorda

quase totalmente, invertendo apenas a posição dos primeiros dois colocados. O método

de Monte Carlo faz o mesmo e, além disso, rebaixa o TFMAA. A diferença entre o simu-

lated annealing e Monte Carlo pode ser explicada pelo funcionamento dos dois métodos

estocásticos. No primeiro temos os monômeros ordenados pela profundidade dos vales de

energia potencial, e no segundo, pela largura dos mesmos.

A literatura atual é discordante sobre os melhores monômeros para o imprinting do

17-β-estradiol, como era de se esperar devido ao fato de que a eficácia de um MIP depende

muito das condições de síntese e o processo inteiro de análise como é feito hoje é muito

empírico e sujeito a flutuações experimentais. Usualmente aceita-se o MAA como melhor

por vários fatores, inclusive facilidade de síntese do polímero. Comparamos nossos resul-

tados com o de um estudo recente utilizando os mesmos monômeros funcionais, solvente,

e monômero estrutural [2], cujos resultados estão apresentados na tabela 4.2.

Notamos uma concordância entre os resultados obtidos e a tabela 4.2 no que diz

respeito à afinidade, exceto pela elevação de posição do 2VP e 4VP, de onde supomos que

existe algum fenômeno não esclarecido pelas simulações envolvendo esses dois monômeros,

possivelmente devido aos anéis aromáticos. A discordância na seletividade se dá pelo fato

de que a seletividade depende muito mais fortemente do formato final do polímero, que
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Tabela 4.2: Ordenação dos monômeros encontradas na literatura[2]

Ordem de afinidade Ordem de seletividade

2VP TFMAA

4VP MAA

NVP DEAEMA

MAAM MAAM

HEMA 2VP

DEAEMA 4VP

MAA AST

TFMAA NVP

AST HEMA

não foi simulado, do que da solução pré-polimerização. Em resumo, simular a solução de

monômeros e moléculas-alvo na síntese nos dá uma noção da força de interação entre eles

(ou seja, da sua afinidade final) mas não nos dá informação sobre a seletividade. Para

tanto, simulações contendo substâncias análogas ao estradiol poderiam ser utilizadas no

futuro.

Futuramente, uma possível extensão desse trabalho é tratar não somente a solução

pré-polimerização, como também o processo de polimerização, chegando a prever o for-

mato das cavidades presentes no polímero depois de formado. Isso permitiria melhores

previsões verificáveis experimentalmente e obtermos uma imagem mais realista da inte-

ração da substância-alvo com o polímero na etapa de detecção e não de síntese. Outra

possível rota de investigação seria utilizar um algoritmo genético [60] ou semelhante para

automatizar o processo de fazer as simulações, efetuar os ajustes finos nas condições de

temperatura e concentrações, e ordenar os polímeros dentro de um banco de dados com

a maior quantidade de monômeros funcionais possível. Estudos nessas direções estão em

andamento.
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