UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE FISICA GLEB WATAGHIN

FRANCISCO ALIRIO ALMEIDA GOMES DE
MOURA

ESTRATEGIAS COMPUTACIONAIS PARA
ESCOLHA DE MONOMEROS PARA SINTESE

DE POLIMEROS MOLECULARMENTE
IMPRESSOS (MIPs).

DISSERTACAO de MESTRADO
APRESENTADA AO INSTITUTO
DE FiSICA DA UNICAMP PARA
OBTENCAO DO TITULO DE
MESTRE em FISICA

ORIENTADOR: DOUGLAS SOARES GALVAO

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA DISSERTAGAO

DEFENDIDA PELO ALUNO, E ORIENTADA PELO PROF. DR.

ik

Douglas Soares Galvao

Campinas, 2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
VALKIRIA SUCCIVICENTE - CRB8/5398 - BIBLIOTECA DO IFGW
UNICAMP

Moura, Francisco Alirio Almeida Gomes de, 1985-

MB65e Estratéglas computacionais para escolha de mondmeros
para sintese de polimeros molecularmente impressos (MIPs) /
Francisco Alirio Almeida Gomes de Moura. — Campinas, SP :
[s.n.] 2012,

Orientador: Douglas Soares Galvao.
Dissertagdo (mestrade) — Universidade Estadual de
Campinas, Insttuto de Fisica "Gleb Wataghin™.

1. Polimeros molecularmente impressos. 2, Simulagao

computacional. |. Galwdo, Douglas Soares, 1961-
Il. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Fisica
“Gleb Wataghin"  11l. Tiwlo.

Informag@es para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Computational strategies for manomers selection for the synthesis
of molecularly Imprinted polymers {(MIPg)
Palavras-chave em inglés:

Molecularly imprinted polymers
Computational simulation

Area de Concentracdo: Fisica
Titulagao: Mestre em Fisica

Banca Examinadora:

Douglas Soares Galvao [Orientador]
Antonio Riul ] dnier

Maric Noboru Tamashira

Data da Defesa: 15-05-2012

Programa de Péds-Graduacdo em: Fisica



iii

#IFGW "

Fatfine e s Cht Vilsti®.  UNICAMP

MEMBROS DA COMISSAO JULGADORA DA DISSERTAGAO DE MESTRADO DE
FRANCISCO ALIRIO ALMEIDA GOMES DE MOURA - R.A. 060927 APRESENTADA
E APROVADA AO INSTITUTO DE FISICA “GLEB WATAGHIN”, DA UNIVERSIDADE
ESTADUAL DE CAMPINAS, EM 15/05/2012.

COMISSAO JULGADORA:

Prof. Dr. Douglas Soares Galvao - Orientador do Candidato
DFA/IFGW/UNICAMP

revio Rl

Prof. Dr. Antonio Riul Jinior — DPF/UNESP

~

Prof. Dr. Mario Noboru. Tamaghiro — DFA/IFGW/UNICAMP



iv

Agradecimentos

Agradeco a todos que tornaram possivel essa dissertacdo. Aos meus pais, que me
deram as condigoes para que eu chegasse até aqui, ao meu orientador Douglas Galvao que
me ensinou muito desde a graduacao, e aos colegas do grupo de pesquisa que me ajudaram

durante a minha trajetéria. Agradeco também ao CNPq pelo suporte financeiro.



Resumo

Nesse estudo, investigamos, utilizando ferramentas computacionais, o problema do de-
senvolvimento racional de polimeros molecularmente impressos (MIP). Utilizamos vérios
tipos de simulagoes moleculares: dinamica molecular, simulated annealing e método de
Monte Carlo para alcancar uma sele¢do de monoémeros funcionais baseada em uma bibli-
oteca de mondomeros candidatos para uma dada substancia-alvo de interesse. Aplicamos
esses métodos a simulagao das solugoes pré-polimerizacao para a construgao de um MIP
para a substancia 173-estradiol, que é uma molécula organica de interesse médico e ambi-
ental. Fomos bem sucedidos em simular a solugdo pré-polimerizacao para nove monomeros
diferentes e construimos uma lista ordenada de possiveis melhores candidatos dentre esses

nove.

Palavras-chave: Polimeros molecularmente impressos, Simulacdo 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 173-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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Capitulo 1
Introducao

Polimeros molecularmente impressos (MIPs, da sigla em inglés para Molecularly Imprinted
Polymers) sao polimeros especificamente desenhados para serem capazes de se ligar a
uma substancia alvo utilizando um comportamento chave-fechadura semelhante a agao de
enzimas ou anticorpos naturais [1]. A sintese de tais polimeros se baseia em uma solucao
composta pela molécula-alvo, mondémeros funcionais polimerizaveis capazes de interagir
com a mesma, e monomeros estruturais que formarao a estrutura polimérica porosa onde
se formarao espacos no formato fisico-quimico da molécula-alvo. Tudo isso em meio a um
solvente capaz de solvatar tais componentes, em geral em baixa concentracgao, ja que para
o funcionamento do polimero é necessario que ele contenha poros por onde a substancia
possa entrar em contato com o espago deixado na sua forma no subsequente estagio de
religacao. 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 silica 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 sintese dos polimeros, porém,
a area vem tendo uma crescente atencao do meio académico com cada vez mais trabalhos
publicados por ano, devido ao surgimento de novas técnicas computacionais e de andlise,
e de computadores potentes o suficiente para as simulagdes necessarias [3-10]. MIPs po-
dem ser usados basicamente como sensores ou separadores dentro de uma solugao, em
ambos os casos a possibilidade de reutilizagdo do MIP é de extrema importancia, 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, contaminagoes



j |"
Interagoes nao covalentes
——————y
b g ;’
a Liga(;ées covalentes

[
Alvo
— —_—

Troca de ligantes
B e

a

Polimerizagac
P ———

Associacado

Remocé&o do alvo Dissociagéo
—_—

Figura 1.1: Esquema da sintese e utilizagio de um MIP genérico, retirado da referéncia [1]

em concentragoes tao baixas quanto ng/mL [11] com uma baixissima taxa de resultados
falso-negativos. Por isso existem atualmente aplicacbes nas mais diversas areas desde
detecgao de agentes poluidores [11-20] até a de explosivos para aplicagoes militares e de
seguranca [21-23]. Se feitos como membranas ou colunas de fragmentos compactados,
podem ser utilizados como separadores ou extratores, sendo capazes de diferenciar até
um isémero 6tico com uma 6tima margem de precisdo [11], e serem usados na area médica
como detectores de marcadores para doengas ou drogas [24-27] e matrizes de liberacao
controlada de medicamentos [28-30].

As propriedades comuns a todos os MIPs que os tornam mais desejaveis que as outras
alternativas como imunoassays [31] sdo a sua alta estabilidade fisica e quimica, sendo
um plastico basicamente ele é resistente as mudancas de temperatura e contato com
acidos e bases, além de serem reutilizaveis, ja que para retirar a substancia do MIP uma
vez que um teste tenha sido feito basta lavd-lo novamente com solvente. Isso torna a
producao e utilizacdo 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 substancias, desde estruturas muito pequenas como aminoacidos

isolados, passando por macro-moléculas de proteinas, até células inteiras, com um variavel
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Tabela 1.1: Substancias-alvo para as quais ja foram registrados MIPs na literatura [1]

Substancias Exemplos

Aminoacidos Aminoacidos livres e derivados
Peptideos Encefalina, oxitocina
Esterdides  Colesterol, testosterona, estrogénio
Carboidratos  Actcares derivados, glicosideos
Nucleotideos  Adenosina 5’-monofosfato, Inosina 5’-monofosfato
Pesticidas  Atrazina
Ions metélicos Cu?t, Ca2t
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 substancias que sejam
poluidoras, téxicas, ou de interesse médico. Um apanhado das substancias para as quais
ja foram registrados MIPs aplicaveis se encontra na tabela 1.1.

As caracteristicas finais de um MIP dependem tanto dos monomeros e solvente uti-
lizados [32-35] quanto das condigdes de sintese tais como temperatura e concentragoes
[36, 37]. O método utilizado hoje para a determinagéo desses pardmetros étimos durante
a sintese é baseado em analise combinatéria empirica em laboratério [38]. Inicialmente, é
proposta uma biblioteca de mondémeros e solventes candidatos para a substancia de inte-
resse baseada em consideragoes quimicas sobre as interacoes desejadas entre mondmeros
funcionais e molécula-alvo, e entao essa biblioteca é testada fazendo-se todas as combina-
¢Oes possiveis entre esses 3 fatores, sintetizando e testando cada polimero destes em um
processo esquematizado na figura 1.2 onde uma pequena quantidade de polimero é feita
no fundo de um tubo de teste, e depois ajustando finamente as condi¢oes de sintese para
o mondmero 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 ado¢do mais ampla da tecnologia de MIPs, em favor das tecnologias mais antigas de
ensaios com anticorpos ou enzimas.

E 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 monémeros candidatos sem a necessidade dos testes laboratoriais. Aplicamos uma
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Figura 1.2: Processo de sintese dos MIPs para teste em laboratério, adaptado da referéncia (1]

variedade de métodos computacionais na simulagdo da solugdo pré-polimerizacao bus-
cando uma forma pratica e rapida de testarmos conjuntos e concentragoes de monomeros
funcionais, estruturais e solventes, sem a necessidade de sintese de cada MIP candidato.
Existem muitos métodos documentados na literatura para o mesmo propdsito, variando
de dindmica molecular classica [10] até simulagoes quanticas ab initio [39]. Os métodos
escolhidos foram selecionados com base na sua rapidez e acessibilidade, tornando possivel
uma analise de uma biblioteca grande de mondémeros candidatos em um tempo muito
menor do que o método tradicional.

Nesse trabalho focamos nossa atencao na substancia 173-estradiol, ou mais simples-
mente estradiol ou E2, que é um hormonio considerado um grave agente poluidor de aguas
fluviais capaz de causar danos a vida selvagem e humana na forma de defeitos congénitos,
anomalias no sistema reprodutivo, e elevado risco de cancer [12]. E téxico em concen-
tragoes extremamente baixas, o que dificulta a sua detec¢do e remocao das aguas usadas
para consumo humano. Portanto, tem sido uma substancia que atrai grande interesse na
area de técnicas de deteccao e separacao em solucdo. Existe vasta literatura sobre poli-
meros aplicados a essa substancia [12-20], e em especial um estudo por Dirion et al. [40]
onde combinagoes de varios mondmeros funcionais, estruturais e solventes foram testados
para essa substancia, gerando resultados com os quais comparamos os obtidos pelo nosso
estudo. Testamos uma selecao de 9 mondémeros candidatos, cujas estruturas, assim como

a da molécula-alvo, estao representadas na figura 1.3, e um dos nossos objetivos foi extrair



Capitulo 1. Introducao 6

informacoes das simulagées computacionais que permitam obter uma ordem na lista de
monomeros, do melhor candidato ao pior, para o acoplamento seletivo do estradiol.

Existem dois conceitos de importancia quando consideramos a eficiéncia de um MIP,
que sdo a afinidade e a seletividade do mesmo[1]. Afinidade diz respeito a quao fortemente
o MIP é capaz de se ligar a 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 solugao
que a contém. A outra medida, seletividade, é a razao entre a afinidade do MIP com a
molécula-alvo e a afinidade do mesmo com outra molécula andloga com alguma pequena
modificagdo. Em outras palavras, um MIP é perfeito se é capaz de reter com muita
eficiéncia 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 monomeros candidatos um MIP e um nao-MIP (ou nMIP), que é um po-
limero sintetizado nas mesmas condi¢cbes do MIP mas na auséncia da molécula-alvo,
gerando portanto um polimero de estrutura aleatéria nao relacionada a molécula-alvo.
Em seguida, mede-se a absorcao dos dois para a substancia-alvo, em geral por HPLC
(High Performance Liquid Cromatography). Se a absor¢ao do MIP ¢é significativamente
maior que a do nMIP, podemos concluir que existe uma afinidade, e na proxima etapa,
utilizando substancias semelhantes a molécula-alvo podemos avaliar a seletividade como
a razao entre a absor¢ao do alvo e a da substancia andloga [2].

Os 4 elementos que participam da sintese do MIP e podem influenciar nos dois fatores
de qualidade do MIP sdo: a molécula-alvo, mondémero estrutural, mondémero funcional
e solvente. Cada um desses elementos deve ser considerado na hora de desenvolvermos
um novo MIP. Existem atualmente MIPs para varias classes de substancias-alvo variando
de coisas tdo pequenas quanto ions, a grandes como células completas [41]. Os casos
mais promissores sdo para moléculas médias (até 100 dtomos constituintes), organicas, e
rigidas, ja que uma molécula capaz de deformacdes muito grandes, como é o caso da mai-
oria das proteinas e outras biomoléculas grandes, podem gerar poros dentro do MIP que
dependem de uma certa configuragao sé alcangavel durante o processo de polimerizagao
e nao encontrada livre em solugdo [42]. Outros fatores como a existéncia de mais de um
ponto de interacao também sao importantes para a afinidade e seletividade do MIP.

Quanto aos monomeros funcionais, sao escolhidos de acordo com a interagao que de-
sejamos obter com a molécula-alvo. Essas interagées podem ser do tipo covalente, onde o

mondmero se liga covalentemente a molécula-alvo com a vantagem que tal ligagao garante
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uma alta energia de ligagdo (da ordem de 500 kJ/mol) [43]. Isso permite, portanto, uma
afinidade maior, além de fornecer automaticamente proporg¢oes estequiométricas entre o
alvo e os monomeros funcionais e viabilizar uma previsao teérica inicial do formato dos
poros formados dentro do polimero. Isso nao acontece com as interagoes nao-covalentes
que, além de mais fracas, nao permitem uma previsao exata da proporcao ideal entre
monomeros e alvo. Em contrapartida, nem todas as moléculas-alvo de interesse possuem
pontos possiveis de serem explorados dessa maneira. Retirar a molécula-alvo de dentro
do polimero uma vez que esse tenha sido sintetizado é muito mais dificil, pois envolve a
quebra de ligagbes covalentes, e isso tem que ser feito entre cada uso do MIP, o que torna
esse primeiro método de aplicacdo lenta, e também de baixa seletividade, ja que a ligagao
¢é forte o suficiente para acontecer com substincias semelhantes se elas possuirem sitios
de ligacao e tamanhos aproximados da molécula-alvo. Por essas razdoes um MIP feito
com interagoes nao-covalentes, apesar de mais fraco, é em geral mais versatil, e portanto
esse é o método utilizado nesse trabalho, mais especificamente ligagoes de hidrogénio, que
possuem energias de ligacdo da ordem de 40 kJ/mol [44]. As interag¢oes nao-covalentes
possiveis estao representadas na Figura 1.4. O estradiol possui dois sitios capazes de inte-
ragir com os monomeros escolhidos por ligacao de hidrogénio, no carbono 3 e no carbono
17, rotulados entdo de sitios 3-OH e 17-OH (Figura 1.3).

Para o mondémero estrutural, em geral, o inico pré-requisito é que ele seja soliivel na
solucgao pre-polimerizacao e que nao interfira com as ligagoes que sao pretendidas de serem

formadas entre mondémeros funcionais e molécula-alvo. Se for possivel que ele contribua



para a estabilidade dos poros tanto melhor, mas nao é a sua funcdo priméaria. No nosso
caso, como o estradiol possui um anel aroméatico o DVB (Divinilbenzeno) escolhido como
mondmero estrutural pode interagir favoravelmente para a estabilizagdo das cavidades
por empilhamento 7 — 7, outro tipo de interagdo nao-covalente [32].

Por dltimo, o solvente deve ser capaz de solvatar todos esses componentes na proporgao
desejada, e deve ser de tal forma que favoreca a formacdo de um polimero poroso. De
nada adiantaria um polimero compacto cujos poros nao fossem capazes de entrar em
contato com a solucao. Estudos indicam que os melhores solventes sdo aqueles que sé
sao capazes de dissolver a substancia-alvo na presenca dos mondémeros funcionais [45], no
nosso caso o solvente escolhido foi a acetona, de acordo com os outros estudos ja citados
da literatura sobre MIPs para o 173-estradiol.

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



Capitulo 2
Metodologia

A presente dissertacdo se baseia em simulagées computacionais de varios tipos para ten-
tar estabelecer uma ordem de mondémeros funcionais dentro de uma lista de possiveis
candidatos em um problema especifico de MIP, no caso o 173-estradiol. Neste capitulo
apresentamos de maneira sucinta informagoes sobre os métodos utilizados, que foram si-
mulacao de dindmica 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 Dinamica molecular classica

Em simulagoes de dindmica molecular, as moléculas sao codificadas como pardmetros que
indicam as caracteristicas fisicas dos dtomos (massa, carga, posigdo) e as caracteristicas
das ligacoes entre eles. Esses parametros sao inseridos em uma férmula para a forma
tradicional de energia em um campo de forca. No nosso caso utilizamos o campo de

forcas AMBER definido por uma equagao de energia empirica [48],

Etot(zl = Z KT(T’ — Teq)2 + Z K@(@ — @eq)2 +
5 L+ cos(ng )]+ Y- fel(Z2)2 — o704 Ly (21)

ij Tij €Tij

Essa energia é calculada para cada atomo, onde o primeiro termo é um potencial
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harmoénico simples que modela as ligacdes entre &tomos dentro das moléculas, K, é uma
constante elastica, re, a distancia interatomica de equilibrio, e a somatoéria é sobre todas
as ligacoes que o dtomo participa. O termo seguinte é também um potencial harmdnico
para o angulo das ligacoes e, assim como no termo anterior, Kg é uma constante elastica
e B¢y ¢ 0 angulo de equilibrio. O terceiro termo é uma soma sobre os angulos sélidos e
modela a energia de torcao das ligagoes em torno dos angulos de equilibrio. Esse termo
permite modelar as barreiras estéricas e manter a quiralidade e planaridade das moléculas,
V, é uma constante de forga, v é uma fase que pode ser 0 ou 180 graus, e ¢ é o angulo
de tor¢ao. O 1ultimo termo trata das interagdes entre dtomos separados por 3 ou mais
ligagoes covalentes (ou simplesmente nao ligados), a somatoéria é sobre todos os pares
de atomos e é dividida em dois termos que sdo respectivamente o potencial de Lennard-
Jones e interagao eletrostatica. €;; ¢ uma constante, € é a permissividade elétrica, r;; a
separacao entre os atomos e r,, a separacao de equilibrio no potencial de Lennard-Jones.
Todos os parametros relevantes que nao sao constantes naturais ou dependem da posi¢ao
dos atomos (K, 7eq, Ko, Ocq, Vn, &, €ij, ™m) sao obtidos de simulacoes quanticas ab
initio das ligagoes envolvidas ou de dados experimentais sobre moléculas pequenas que
servem de modelo. No nosso caso o conjunto desses parametros utilizados nas simulagoes
é conhecido como GAFF [49] (General AMBER Force-field), que é o mais indicado para
moléculas organicas pequenas que é exatamente o caso do qual tratamos.

Da derivada dessa energia em relagdo a posicao obtemos para cada atomo uma forca
instantanea e integramos a equagao de movimento através de, geralmente, um algoritmo
de Verlet [50], que é um método numérico onde aproximamos derivadas temporais por
diferencas finitas discretizando o tempo em intervalos de tamanho h. Descrevemos o
algoritmo para uma dimensao pois a extensao para mais dimensoes é direta. Partindo da

equacao de movimento,

#(t) = Flz(t), 1), (2.2)

2(h) = 2(0) + hi(0) + %F[x(()), 0] + %33(0) + o), (2.3)
2 3
z(—h) = z(0) — ha(0) + %F[x(o),o] — %'@'(0) + O(h%). (2.4)



Capitulo 2. Metodologia 12

As duas equagoes acima somadas nos dao finalmente

z(h) = 22(0) — x(—h) + h2F[z(0),0] + O(h%). (2.5)

Logo, sabendo os valores de z(0), e z(—h) podemos calcular o valor de x(h) com erros
da ordem de h*. Para o caso especial do primeiro passo, quando s6 temos x(0) e v(0)

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

() = 2(0) + v(0)h + h;F[x(O),O] +O(R). (2.6)

Podemos constatar que uma das vantagens do método de Verlet é que ele é reversivel
no tempo, se invertermos os dois valores mais recentes de x recuperamos exatamente
a trajetéria contraria da que estdvamos seguindo. Além disso, o erro acumulado em x
depois de sucessivas aplicacdes do método se mantém da ordem de h2[50].

Se utilizarmos apenas a forga gerada pelo campo de forgas, desprezando efeitos de
temperatura, a esse tipo de simulagdo da-se o nome de NVE (ensemble microcanénico),
que significa nimero, volume e energia constantes, uma vez que durante a simulagao a
energia total do sistema se conserva e é possivel apenas a transferéncia de energia entre

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

2.2 Termostato de Nosé-Hoover

A formulacao para a energia apresentada em 2.1 nos permite simular um ensemble mi-
crocanénico, porém, como pretendemos tratar também de alteracoes na temperatura
especialmente na secdo sobre simulated annealing, é necessario saber como a energia tér-
mica ¢ inserida dentro da simulac¢@o para obtermos um ensemble canénico (NVT) e isso
acontece com uma formulagdo conhecida como termostato de Nosé-Hoover [51], onde a
equacao de movimento integrada pelo algoritmo integrador é derivada de uma Hamilto-

niana modificada inicialmente proposta por Nosé da forma

2
Z U(r; — ;) + @ + gkT In(s). (2.7)
2 jati

’HZ

2m132
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Vamos provar de forma resumida, seguindo as referéncias [51, 52] que tal Hamiltoniana
modificada gera de fato um ensemble candnico através de uma trajetéria deterministica,
suave, e reversivel no tempo. A func¢ao particio decorrente de tal Hamiltoniana pode ser

calculada como

_ 1 p; 1 ,
Z—m/dps/dp/dq/d% | 2mi52+§.Z.U(T )+7Q+gk:Tln() E |(2.8)
¢ 1,5,0#]
Onde § é a funcao delta de Dirac, dp = dpidpadps...dpy e dr = dridrodrs...dry.
2
Se tomarnos a defini¢do p’ = p/s substituimos o termo =, 5 5,z da Hamiltoniana que
2

aparece na integral por >, 2—;“ e, trocando a ordem de 1ntegra§ao de dp’ e ds obtemos

depois de efetuadas as integrais

Z:1<@§2>l/zexp(£)z
Zo= 57 [0’ [ drexo (=1 fa) /KT (29)

Onde Z. é a funcao particao do ensemble canoénico, provando que recuperamos a
mesma média temporal de qualquer varidvel dinamica que o ensemble candnico a tempe-
ratura T. O desenvolvimento até aqui foi feito por Nosé, sendo melhorado por Hoover que
descobriu uma forma de eliminar a varidvel de escalonamento de tempo s. As equacoes

de movimento obtidas de 2.7 sdo, sendo ¢; posicdo e p; momento

Di
ms

2 pZ:-F’L(q)v S:%a

2 kT
]js:Z ?Z L

- m;ss s

Gi =

(2.10)

Essas equacoes assumem uma forma mais simples se escalonarmos o tempo multipli-
cando por s, ou seja dt = sdt’, e expressamos todas as equagoes em 2.10 em func¢io de
'
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bi Sp
qi = mZS, Z_SFi(q)’ s = QS>
p?
pe=S" L gk (2.11)

Omitiremos o indice i em todos os momentos, posicoes e fung¢des dos mesmos por
simplicidade de notacdo daqui para frente, onde também entendemos que os somatorios

sao sempre sobre i. Podemos eliminar a varidvel s reescrevendo as equagoes em termos
de g, ¢, e g
=L (B2 M T g k), =T (21y)

O fator £ que aparece em 2.12 evolui de acordo com a equagao de primeira ordem

> mg® — gkT
=

Como temos a prova anterior de que essa dindmica reproduz o ensemble canénico,

= (2.13)

descartamos a variavel s usando as equagoes 2.12 que s6 dependem de ¢ e £ e suas

derivadas, e, definindo p = mg obtemos:

> p*/m — gkT

5 (2.14)

i=L p=Flg)—¢p, E=
m

Como as variaveis ¢, p e £ sdo independentes, podemos calcular o fluxo de probabi-

lidade f(q,p,&), e como a equagdo de movimento é ndo-hamiltoniana as derivadas g—g e

g—f) nao se anulam, portanto a equagdo andloga ao teorema de Liouville [53], incluindo o

fluxo na direcao £ é

+f[ +—+a§] 0. (2.15)

of .of .of
+
3

5 T 5, TP

0f

585
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_ »2 Q¢
Assumindo uma fungao densidade fyy 7 proporcional a exp| U(qH%Tngr 2|, temos
finalmente os termos nao-nulos da equacao 2.15

of  f F(q)p
of _ f (—F(q) +&p)p

0 f [ =X /m+ gkT

OF — (Lyxrime ot

o€ kT Q

op f

— = (==)(—gkT¢). 2.1
= (p)ekTY (216)

Esses termos somam zero somente se tomarmos g, o coeficiente de kT, igual ao ntimero
de graus de liberdade do meu sistema, portanto g na equacao original 2.7 tem esse valor, e
recuperamos uma distribui¢cao de ensemble microcanénico em contato comum reservatério
a temperatura T em estado estacionario com fluxo de probabilidade zero, e obtemos a
evolugao do sistema através de uma integracdo de movimento do tipo algoritmo de Verlet

ja descrito.

2.3 Simulated Annealing

O termo simulated annealing (arrefecimento simulado) pode se referir a qualquer método
estocdstico de amostragem de conformacoes possiveis para obtermos uma de energia mais
baixa. No nosso caso ele se refere ao processo computacional de, dentro de uma simula-
¢ao de dinamica molecular, efetivamente esquentar e esfriar o sistema muitas vezes para
amostrarmos varias conformagoes que sao minimos locais de energia em relagao ao posici-
onamento dos atomos no espaco da simulacdo. O primeiro trabalho a relacionar o processo
de simulated annealing matemético (basicamente uma evolu¢ao é um tipo de cadeia de
Markov [54]) com a simulacao molecular diretamente data de 1983 [46]. Tal simulacao se
aproxima bastante de simulacdes de Monte Carlo na sua capacidade de amostrar vales de
fungdes, com uma vantagem na amostragem de pocos de potencial muito estreitos. Pode-
mos resumidamente explicar o processo da seguinte forma: quando esquentamos o sistema
a uma temperatura muito alta, varios estados passam a estar acessiveis e o sistema evolui

por esses estados rapidamente de forma aleatéria. Quando comegamos o resfriamento até
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Conformacodes

Figura 2.1: Figura ilustrativa do processo de simulated annealing, paisagem de energia para uma mudanca
arbitraria de conformagao na solugao

perto de zero Kelvin os estados vao se restringindo cada vez mais & media que a solugao
cai dentro de um poco de potencial alcancando finalmente um estado de menor energia
no fundo desse poco.

Para explicarmos melhor o propésito do simulated annealing usamos a figura 2.1 como
um exemplo ilustrativo do que acontece com um sistema quando posto em uma configura-
¢ao inicial. Assumindo o eixo das abscissas como uma variagdo qualquer na conformacao
das moléculas na solucao, e as ordenadas como o valor de energia correspondente, pode-
mos iniciar a simulagdo em um estado que estd preso dentro de um pogo de potencial
acessivel dentro da energia disponivel para o sistema a uma dada temperatura (repre-
sentada pela regidao abaixo da linha vermelha no grafico) e jamais explorarmos todas
as solucoes acessiveis para o sistema na realidade. Durante o processo de aquecimento,
damos condicdo para que o sistema evolua por toda a paisagem de energia e quando o
resfriamos ele vai novamente cair em um dos vales acessiveis abaixo de 300K, com maior
probabilidade de se encontrar na menor energia possivel se fizermos a simulagdo durante

vezes o suficiente, e resfriarmos o mais lentamente possivel.
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E provavel que a cada simulacdo de resfriamento o sistema se encontre no fundo de um
vale de potencial, que sdo na realidade os estados termodinamicamente mais provaveis de
encontramos o sistema real a qualquer tempo. Portanto, contando a quantidade de vezes
que atingimos um estado que possui ligagoes de hidrogénio, estamos contando quantos
fundos de pogos de potenciais possuem tais ligagoes, um bom indicador da prevaléncia

dessas ligagoes entre o monoémero funcional e molécula-alvo em solucao.

2.4 Meétodo de Monte Carlo

Qualquer método estatistico de amostragem baseado em ntimeros aleatérios 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 condigao inicial
do sistema, amostramos um ensemble com uma dada distribuicao de probabilidade que
queremos, nesse caso o ensemble NVT (canonico), gerando novas configuragdes em um
processo conhecido como cadeia de Markov, onde a nova configuragao é gerada com base
na configuracdo anterior. No caso, queremos gerar uma amostragem de estados acessiveis
do sistema com uma distribui¢do de Boltzmann P(X) = e #Ex g = ..

Uma cadeia de Markov [54] é definida pela probabilidade de transicio P(X — X')
que ¢é a probabilidade de evolucao 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,
entdo P(X — X’) é uma matriz que aplicada a Q(X) nos d& Q'(X’), onde X e X’ sdo

caracteristicas que definem cada estado:

Q'(X')=> P(X = X)Q(X), (2.17)

X

ou em notagdo compactada:

Q' = PQ. (2.18)

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

nao se altera apés repetidas aplicagdes da matriz P ao mesmo,
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lim P"Qy=W, (2.19)
n—-+o0o
PW =W. (2.20)
Para que W exista e seja tnico, algumas condi¢bes 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

Y P(X—»X)=1 (2.21)
<

Exigimos também que a cadeia seja ‘fortemente ergddica’, ou seja, todos os estados
tem que ser acessiveis a partir de qualquer estado inicial, em um tnico passo da cadeia,
e obviamente, o sistema tem que estar em algum ponto permitido a qualquer passo da

evolucao da cadeia:

1>P(X = X')>0, (2.22)
dRX)=1. (2.23)
X

Por ltimo, impomos uma condi¢do chamada de ‘balanco detalhado’:

P(X = XW(X)=P(X = X)W(X'). (2.24)

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

com autovalor 1

Y P(X - X"W(X)=> P(X' - X)W(X')=W(X). (2.25)
X X

Como visto, em uma cadeia de Markov, comecamos em um estado e evoluimos o

sistema passando por varios estados diferentes onde cada evolucao é baseada apenas no



19 2.4. Método de Monte Carlo

estado atual, e ndo no histérico de estados anteriores. A cada mudanca 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 distribuicio de probabilidade final que nos interessa, no nosso caso, P(X) = e #Fx,
Para tal basta garantir que as condi¢ées impostas sobre a cadeia de Markov anteriormente
estejam cumpridas pelo algoritmo.

Poderiamos escolher qualquer taxa de transicdo que quiséssemos e que respeitasse as
duas regras, mas mais usual é fazermos o processo representado pelo conjunto completo

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

T(X — X/) = QXX’AXX’§ (226&)
X/
Oxx = Qxrx; (2.26¢)
Qxx’ > 0 para todo X, X'; (2.26d)
Se BE(X') > E(X): Axxr = e PEx—Ex), (2.26¢)

Onde Qx x+ é a probabilidade de escolhermos como préximo estado candidato o estado
X' a partir do estado X e Axx é a taxa de aceitacdo do estado X' a partir do estado X.
Na prética, o que isso significa é que a partir de uma condicdo 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 apés a variagdo (Ex/) com a energia do estado anterior (Ex). Se a energia do
estado candidato for menor que a do anterior, a mudanca é automaticamente aceita, se
for maior, a mudanca é aceita com probabilidade e PlEx—Ex) E f4cil notar que esse
processo obedece a todos os critérios expostos no conjunto de equacoes se considerarmos
que cada passo na cadeia de Markov corresponde a uma quantidade de passos do algoritmo
igual ao niimero 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 ‘esquega’ o estado
inicial em que foi colocado e convirja para um conjunto de estados estacionarios. No nosso

caso as simulagoes de Monte Carlo foram realizadas utilizando o pacote computacional
DICE [55].
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Resultados

Nessa secao apresentamos os resultados das simulagoes realizadas no trabalho. Todas as
simulagoes 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 geragao de solugdes iniciais, AMBER 9.0 [48] para
geragdo de arquivos de pardmetros e coordenadas e Hyperchem [58] para geracdo de
arquivos de coordenadas.

Para obter as simulagbes é necessario gerar arquivos de coordenadas e parametros
para todas as substancias envolvidas. Esses sao os arquivos que contém informagoes
sobre as coordenadas dos atomos na conformacao mais estavel da molécula, assim como
as cargas parciais de cada atomo e os parametros necessarios para a equacao de energia
do campo de forga (eq. 2.1). Primeiramente modelamos as moléculas no programa
Hyperchem, que é capaz de aproximar uma estrutura étima a partir da férmula estrutural
e gerar um arquivo de coordenadas. A partir desse arquivo usamos programas do pacote
AMBER para gerar os arquivos de pardmetros utilizando pardmetros GAFF [49] para
os pardmetros do campo de forgas, e o método AM1-BCC [59] para o célculo das cargas
parciais. Ambos foram escolhidos por serem os mais indicados para o caso de pequenas
moléculas organicas que é a maioria dos casos que estamos tratando. Esses arquivos
foram testados individualmente dentro do LAMMPS rodando uma simulacado curta em
vacuo para garantir uma consisténcia interna e foram considerados satisfatérios.

Sempre que falarmos de uma solucao inicial nos referimos a uma solugao pré-polimerizacao
composta da molécula-alvo e monoémeros funcionais e estruturais em uma proporc¢ao fixa

de 1:8:40 respectivamente, que sao concentragdes experimentalmente razoaveis segundo
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outros trabalhos da literatura [13-15, 40]. Nessa solugdo é adicionada moléculas de ace-
tona em numero suficiente, como solvente, para atingir a densidade experimental da
mistura em uma caixa peridédica de contorno de 30nm de lado. Assumimos por hipdtese
que a forca responsavel pela formacao de complexos entre a substancia alvo e os mond-
meros funcionais sdo as ligagoes de hidrogénio e baseamos as simulagoes na contagem do

nimero ou intensidade da forca dessas ligagoes.

3.1 Simulacao direta

O primeiro teste foi composto de duas etapas: na primeira realizamos simulagoes simples
com apenas uma molécula da substancia-alvo e duas moléculas de cada mondémero fun-
cional, em vacuo, a uma temperatura fixa de 300K. Mantivemos a molécula-alvo fixa no
centro da caixa e adicionamos forcas externas entre os grupos 17-OH e 3-OH da mesma e
o grupo funcional relevante nos monoémeros funcionais com os quais desejamos formar as
ligacoes de hidrogénio, obtendo assim um complexo formado pela molécula-alvo ao centro
ligada as outras duas moléculas como mostra, por exemplo, a figura 3.1. Excluimos em
seguida a forca externa que une as moléculas e deixamos essa simulagao rodar por lns
e confirmamos que as ligagoes de hidrogénio permanecem estaveis a essa temperatura,

validando todos os monomeros como possiveis candidatos.

Figura 3.1: Monémero funcional 4VP ligado ao estradiol em vécuo

A segunda etapa comeca em um estado inicial gerado pelo Packmol, onde temos a
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solucao completa na caixa periédica ndo mais em vacuo. Esse estado inicial é composto
com a molécula-alvo ao centro inicialmente, com duas ligagoes de hidrogénio formadas
com monomeros funcionais como no caso anterior, e com as outras seis moléculas de
mondmero funcional dispostas em torno da mesma. O resto das moléculas é distribuido
aleatoriamente e a temperatura foi mantida constante a 300K. A razao para comegarmos
desse estado em particular é que nos interessava amostrar a ocorréncia de ligagoes de
hidrogénio e portanto convinha iniciarmos de um estado onde os mondémeros funcionais
ja estejam préximos da molécula-alvo. A partir dessa solucdo inicial realizamos uma si-
mulagdo de 4ns com timestep de 1fs, da qual a cada 100fs obtivemos uma ‘foto’ (snapshot)
da simulac¢do e contamos a quantidade desses que continham ligacoes de hidrogénio pre-
sentes entre a molécula-alvo e qualquer molécula de monoémero funcional. Ao mesmo
tempo calculamos o abaixamento de energia causado pelo posicionamento instantaneo
da molécula-alvo e todas as moléculas de monoémeros funcionais. Quanto menor essa
energia, mais fortemente ligado estaria o complexo formado por eles e, portanto, maior a
chance que esse complexo permanecesse apds o processo de polimerizacao. Assim, temos
ja dois modos de organizar em uma lista em ordem de melhor para pior os candidatos. A
primeira forma é baseado na energia minima de ligacao, e a segunda, na quantidade de
snapshots que possuem ligagoes de hidrogénio.

A primeira coisa que notamos quando realizamos a simulagao direta da solucdo é que
apesar das ligagoes de hidrogénio terem se mostrado estéveis para 300K para todos os
monomeros funcionais, elas ndo sdo permanentes quando em solucao, pois, por agitacao
térmica e competicdo com o solvente, que também forma ligacbes de hidrogénio com
o estradiol, as ligagoes na verdade tendem a formarem-se e desfazerem-se varias vezes
durante um curto espaco de tempo, tendo uma duragao medida nesse caso da ordem de
picossegundos. Na figura 3.2 temos snapshots que mostram a formagao e quebra de uma
ligagdo de hidrogénio, onde inicialmente na figura 3.2a temos o estradiol ligado a uma
molécula de monoémero estrutural de um lado (esquerda da figura) e a uma molécula de
acetona do outro (direito da figura), no préximo quadro 3.2b a ligacdo com o mondémero
funcional é quebrada, e por fim, no tltimo quadro 3.2c temos uma nova ligagao formada
com outra molécula de acetona que tomou o lugar do monoémero funcional que por sua vez
formou ligacGes com outra molécula de mondémero funcional que estava nas vizinhancas.

Observamos também, como esperado, que os mondémeros com a menor energia de
ligacdo sao os que formam ligagdbes que duram mais tempo em média. A tabela 3.1

mostra a sequéncia obtida para os mondémeros funcionais em ordem de menor energia de
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(a) Monoémero funcional ligado (b) Quebra da ligacao

(C) Acetona toma o lugar na ligacao

Flgura 3.2: Estégios na formacio e quebra de uma ponte de hidrogénio entre o estradiol e o monémero estrutural

ligagdo. Como se trata de uma simulagdo computacional nao faz sentido falarmos de um
‘erro de medida’ absoluto associado aos valores apresentados na tabela, ja que esse valor
depende sensivelmente do modelo utilizado para o campo de forga, dos parametros GAFF
e particularmente do método usado para o calculo das cargas ja que estamos medindo
primariamente interagoes eletrostaticas. Porém como nos interessa apenas estabelecer
uma ordem de melhor para pior mondémero basta para os nossos propoésitos utilizarmos a
precisao necessiria para ‘desempatar’ todos os valores.

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

¢oes de hidrogénio nas posicoes 3-OH e 17-OH da molécula-alvo. O grafico estd assim
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Tabela 3.1: Ordem dos mondémeros funcionais candidatos por energia minima de ligagao

Monémero  E,,;y, (kcal/mol)

NVP -35,9
MAAM 29,7
DEAEMA 22,6
MAA 21,4
AVP -20,6
TFMAA -15,6
HEMA -10,1
AST 9,9

2VP 7,0

distribuido pois um mondémero que forme liga¢bes apenas com um dos pontos, embora
as forme muito fortemente, provavelmente ndo serd um bom mondémero funcional para o
imprinting considerando que poderd ter alta afinidade (o polimero liga-se fortemente &
substancia alvo) mas baixa seletividade (o polimero aceita também qualquer substancia
parecida, ja que a cavidade de ligacao tem apenas um ponto de conexao entre o polimero
e a molécula-alvo), portanto, para ordenamento dos polimeros nesse caso utilizamos o

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

3.2 Simulated annealing

Para o simulated annealing, a simulacao parte da mesma situagdo inicial da simulagao
anterior, mas dessa vez ajustamos a temperatura para 1200K e realizamos rodadas de
simulaces por 25ns para cada solugdo. Isso causa uma enorme variacao nas posicoes
e velocidades dos atomos do sistema. Dentre os milhares de configuragoes geradas no
processo, amostramos o sistema extraindo snapshots a cada 25ps da simulagao, obtendo
dessa forma 1000 distribui¢oes. Considerando cada uma dessas conformagdes como uma
nova condicao inicial, resfriamos a solucao até perto de 0K durante um periodo de 100ps,
obtendo, portanto, 1000 configuracoes de minimos locais bem distribuidos e contamos em
quantas dessas posicoes existem ligacoes de hidrogénio entre a molécula-alvo e moléculas
de monémero 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 ligacdes de hidrogénio entre monémero funcional e 3-OH
ou 17-OH do estradiol

mina a simulagdo com ligagdes de hidrogénio feitas nas duas extremidades 3-OH e 17-OH
com o monomero funcional ou o solvente, logo, podemos concluir que os monoémeros fun-
cionais mais capazes de competir com a acetona sdo os que mais aparecem ligados ao

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

Tabela 3.2: Ordem dos monémeros funcionais candidatos por simulated annealing

Monémero  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 monémeros funcionais candidatos por Monte Carlo

Monoémero  Snapshots

NVP 372

MAAM 621
MAA 41
2VP 35
4VP 23
TFMAA 9

3.3 Monte Carlo

Na simulagdo de Monte Carlo utilizamos o programa DICE [55] para, partindo das mes-
mas configuracoes iniciais, amostrarmos a distribuicdo canonica como descrito no item
2.4 realizando 500000 passos de simulacao de Monte Carlo e contamos quantas dessas
configuracdes possuem ligacOes de hidrogénio relativamente estaveis. Em contraste com
o simulated annealing esse método visa buscar, utilizando novamente o grafico ilustrativo
de exemplo (figura 2.1) regides que possuem vales largos, porém nao muito profundos,
onde um sistema pode permanecer por muito tempo da simulagdo, ja que esse método
amostra igualmente toda a area acessivel sem se importar com barreiras de potencial.

Ao contrario do stmulated annealing, ou da simulacao direta por dinamica molecular,
onde ja comecamos com um estado favoravel a observarmos ligacoes de hidrogénio, na
simulacdo de Monte Carlo estamos amostrando estatisticamente os estados acessiveis
do sistema de acordo com a distribuicdo de Boltzmann. Logo, nao devemos esperar
de fato que de todos os estados aleatérios disponiveis existam muitos onde ha ligagoes
de hidrogénio formadas com o estradiol. Porém, como a distribuicdo d4 mais peso as
configuracdes com menor energia total, devemos esperar uma diferenga observavel por
ordem de menor energia entre os monoémeros. Devido as limitacdes do programa utilizado
para as simulagoes, que considera todas as moléculas como rigidas e portanto nao capazes
de torcoes, dos 9 mondémeros candidatos propostos apenas 6 puderam ser analisados, ja
que os outros 3 precisam sofrer tor¢oes para poder se ligar ao estradiol. A ordem obtida
com o numero de snapshots que continham ligacdes de hidrogénio relevantes esta na tabela
3.3.
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Conclusoes

Inicialmente, levando em conta apenas a analise por simulagao direta de dindmica mole-
cular e contagem de ligacoes de hidrogénio chegamos a um resultado ndo completamente
consistente com a maior parte do conhecimento estabelecido na literatura sobre os mond-
meros funcionais aplicados ao 17-3-estradiol, que foram obtidos em sua maioria por meio
de testes laboratoriais por método combinatoério. No entanto, os outros métodos aplicados
ao mesmo problema geram ordenamentos semelhantes entre os monoémeros candidatos.
Logo, além de cumprir o objetivo secundario do projeto de dissertacdo de permitir o
aprendizado de varias técnicas, esse estudo permitiu estabelecer de maneira mais confia-
vel estatisticamente a confiabilidade do ordenamento dos mondémeros. De maneira geral,
com inversoes de alguns casos, os diversos métodos colocam de maneira robusta e con-
sistente o ordenamento dos melhores candidatos para esse problema especifico do MIP
como apresentados na tabela 4.1.

Como tratamos apenas de simulagoes da solucao pré-polimerizacao, o que acontece
com as ligagoes e formacao dos poros durante o processo de polimerizacao em si e formato
final dos poros dentro do material continua nao esclarecido e pode influenciar no resultado
final do polimero depois de sintetizado. O que podemos afirmar baseados nos dados é
que o ranking apresentado ilustra os melhores monoémeros, na solu¢ao pré-polimerizacao,
que seriam os mais capazes de formar ligagoes de hidrogénio e manté-las nos dois sitios
de ligacao do estradiol.

Todos os métodos concordam sobre os primeiros dois mondémeros da lista. Como o
resultado obtido por método mais semelhante a outros estudos apresentados na litera-

tura foi o obtido por simulagao direta e contagem de ligacoes de hidrogénio, escolhemos
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Tabela 4.1: Resumo das ordens encontradas por todos os métodos de anélise

Simulacao direta

Energia de interacao Simulated Annealing Monte Carlo

H-bonds
NVP MAAM NVP NVP
MAAM NVP MAAM MAAM

esse para codificar a tabela 4.1 em um gradiente de cor para explicitar as inversdes na
lista nos outros métodos. O calculo simples da energia de interagdo em solucao é o que
mais diverge dos outros métodos, possivelmente porque a agitacdo térmica e competicao
com o solvente nao entrem nessa primeira aproximacao. O simulated annealing concorda
quase totalmente, invertendo apenas a posicao dos primeiros dois colocados. O método
de Monte Carlo faz 0 mesmo e, além disso, rebaixa o TEFMAA. A diferenca entre o simu-
lated annealing e Monte Carlo pode ser explicada pelo funcionamento dos dois métodos
estocdsticos. No primeiro temos os monomeros ordenados pela profundidade dos vales de
energia potencial, e no segundo, pela largura dos mesmos.

A literatura atual é discordante sobre os melhores monémeros para o imprinting do
17-p-estradiol, como era de se esperar devido ao fato de que a eficidcia de um MIP depende
muito das condicOes de sintese e o processo inteiro de andlise como é feito hoje é muito
empirico e sujeito a flutuagoes experimentais. Usualmente aceita-se 0 MAA como melhor
por varios fatores, inclusive facilidade de sintese do polimero. Comparamos nossos resul-
tados com o de um estudo recente utilizando os mesmos mondémeros funcionais, solvente,
e mondmero estrutural [2], cujos resultados estdo apresentados na tabela 4.2.

Notamos uma concordancia entre os resultados obtidos e a tabela 4.2 no que diz
respeito a afinidade, exceto pela elevagao de posigdo do 2VP e 4VP, de onde supomos que
existe algum fendmeno nao esclarecido pelas simulagoes envolvendo esses dois mondémeros,
possivelmente devido aos anéis arométicos. A discordancia na seletividade se dé pelo fato

de que a seletividade depende muito mais fortemente do formato final do polimero, que
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Tabela 4.2: Ordenagio dos mondémeros encontradas na literatura[2]

Ordem de afinidade Ordem de seletividade

MAAM MAAM

nao foi simulado, do que da solu¢ao pré-polimerizagao. Em resumo, simular a solucao de
mondmeros e moléculas-alvo na sintese nos da uma nocao da forga de interacao entre eles
(ou seja, da sua afinidade final) mas nao nos da informacao sobre a seletividade. Para
tanto, simulacoes contendo substancias andlogas ao estradiol poderiam ser utilizadas no
futuro.

Futuramente, uma possivel extensao desse trabalho é tratar ndao somente a solucao
pré-polimerizagao, como também o processo de polimerizacio, chegando a prever o for-
mato das cavidades presentes no polimero depois de formado. Isso permitiria melhores
previsoes verificaveis experimentalmente e obtermos uma imagem mais realista da inte-
racao da substancia-alvo com o polimero na etapa de deteccdo e ndo de sintese. Outra
possivel rota de investigacao seria utilizar um algoritmo genético [60] ou semelhante para
automatizar o processo de fazer as simulagoes, efetuar os ajustes finos nas condigdes de
temperatura e concentragoes, e ordenar os polimeros dentro de um banco de dados com
a maior quantidade de monoémeros funcionais possivel. Estudos nessas dire¢oes estao em

andamento.
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