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Recentemente uma nova e simples metodologia foi proposta com o objetivo de

correlacionar indices eletrénicos a atividade bioldgica de alguns compostos
carcinogénicos denominados Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPs ou PAHSs).
Tal metodologia baseia-se na analise da separagao em energia entre os chamados
orbitais de fronteira e das suas contribuicdes relativas para a densidade local de
estados calculada sobre regides especificas das moléculas. No presente trabalho,
adaptamos essa metodologia ao estudo de alguns novos compostos inibidores da
proteina integrase do virus HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus type 1 ou Virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 1), uma das enzimas essenciais a replicacao do mesmo.
Nossos calculos foram efetuados utilizando o método semi-empirico PM3 (Parametric
Method 3) disponivel no pacote MOPAC, com o auxilio de dois outros programas por
nés independentemente desenvolvidos. Nossos resultados mostram que, similarmente
ao caso dos PAHs, é possivel estabelecer regras simples correlacionando a atividade

biolégica de inibigdo da integrase a certos indices eletrdnicos.

IX



Recently a new and simple methodology has been proposed to correlate electronic

indices to the biological activity of a class of carcinogenic Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons (PAHs). This methodology is based on the energy separation values
between frontier orbitals and in their relative contribution to the local density of
electronic states over specific molecular regions. In this work we adapted this
methodology to the study of some new HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus type 1)
Integrase inhibitors. Integrase is a HIV enzyme essential for effective viral replication.
Our calculations were carried out using the semi-empirical Parametric Method 3 (PM3)
available in MOPAC package as well as two other independent programs developed as
part of this work. Our results show that similarly to the PAHs it is possible to derive very

simple rules correlating inhibitory integrase activity to electronic indices.



A rapida disseminag¢ao da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS ou

SIDA)" e as dificuldades encontradas no desenvolvimento de drogas eficientes e
baratas e/ou uma vacina para a mesma, tém estimulado uma intensa pesquisa tanto
académica como industrial.

Acredita-se que o agente causador da AIDS seja o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV)®, um retrovirus. Retrovirus s&o virus que carregam seu material
genetico na forma de RNA, que precisa ser transcrito reversamente em DNA
complementar antes que o processo usual de sintese de proteinas possa ocorrert.
Este aspecto tem sido largamente explorado do ponto de vista farmacolégico, pois
uma grande variedade de drogas anti-HIV baseia-se na inibicdo das enzimas
essenciais ao ciclo de vida do virus.

Entre tais enzimas, trés foram identificadas como sendo essenciais ao
processo de replicagdo virdtica, e tém sido os principais alvos dos recentes
desenvolvimentos de farmacos anti-AlDS: transcriptase reversa, protease e
integrase!. As duas primeiras tém sido amplamente estudadas com inGmeros
inibidores aprovados pela FDA (Federal Drug Administration) e disponiveis no
mercado. Como exemplo temos o AZT (3'-azido-3’-deoxythymidine) e indinavir®.

A terceira e menos estudada enzima é a integrase, que se tornou conhecida
por seu papel fundamental no processo de replicagdo do HIV®. Tal caracteristica,
em associacido ao fato de ndo ser nativa ao corpo humano, torna-a um alvo muito

importante para um ataque seletivo e eficiente ao virus.



Com o aumento da expectativa de vida dos pacientes de AIDS, o alto poder
toxico dos atuais inibidores comercialmente disponiveis € o desenvolvimento de
resisténcia por parte do virus tornaram-se fatores de extrema importancia®®. Uma
solugao promissora para tais problemas tem sido o uso de coquetéis de drogas
capazes de atacar simultaneamente as trés diferentes enzimas virais citadas
anteriormente.

No final de 1996 foi anunciado na Xl conferéncia internacional sobre AIDS,
realizada em Vancouver, casos de pacientes nos quais o nivel de infecgéo pelo HIV
tinha caido a indices quase nulos®. Eles haviam recebido alguns meses de terapia
com os coquetéis disponiveis na época, que incluiam pelo menos um tipo de inibidor
de protease!l'. Nos primeiros seis meses de 1997, entretanto, constatou-se que
aquele 1% de virus que restara nos organismos dos doentes voltara a se multiplicar.
Desta vez em linhagens mais resistentes ao coquetel de drogas”’.

A busca por novos inibidores continua e aqueles baseados na inibicao da
enzima integrase tém se mostrado os mais promissores para que novos coqueteis
mais efetivos possam ser desenvolvidos.

A integrase &€ uma enzima que catalisa a integragéo de uma copia do DNA
viral, sintetizado previamente pela enzima transcriptase reversa, no nlcleo das
células do sistema imunolégico, os alvos do virus HIVI'™®. Sua atividade famacologica
in vitro tem sido investigada nos ultimos anos por muitos grupos de pesquisa e
classificada através do indice IC,,. Este mede a concentragéo efetiva do composto
inibidor, necessaria para inibir 50% de uma determinada amostra de integrase!'?.

Dos estudos mais recentes sobre os inibidores de integrase, distingue-se

claramente um padrdo estrutural especifico, onde a maioria dos compostos



apresenta multiplas unidades aromaticas. Este padrao pode ser descrito de maneira
geral como consistindo de duas arilas” separadas por um conector apropriado. Pelo

menos uma delas deve conter o padrao 1,2-dihidréxido.

O padrao, | arila hidroxilada — conector — arila (hidroxilada) |, € observado na

esmagadora maioria de inibidores de integrase com poténcia inibitéria significativa.
Alguns exemplos podem ser vistos na figura 1, a seguir. Vale ressaltar, no entanto,
que nem toda molécula que apresentar este padrdo sera necessariamente um

inibidor de integrase.

0
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= 0 =
HO N N OH
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FIGURA 1: Alguns exemplos de inibidores de Integrase do HIV que obedecem ao

padrao topolagico proposto pelos experimentais!'?,

Fugindo a esta “regra topologica” destacam-se alguns compostos sintetizados
recentemente pelo mesmo grupo de pesquisa que propds o padrao anterior’? e que,

ao contrario do que se esperava, apresentam atividade inibitoria significativa. Alguns

" Tipicamente anéis benzénicos contendo ou ndo heteroatomos.



deles podem ser vistos na figura 2 e a explicagdo para tal atividade anti-HIV
permanece ainda como uma questdo em aberto. Exatamente por isto tais
compostos sao atraentes do ponto de vista tedrico.

No primeiro capitulo desta tese, apresentaremos alguns dados sobre a AIDS,
uma descri¢cao sobre a anatomia do virus HIV e a forma como este infecta as células
do sistema imunologico. Voltaremos também a descrever alguns detalhes sobre as

pesquisas de farmacos inibidores da integrase e as perspectivas desses estudos.
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FIGURA 2: Alguns compostos que fogem ao padrédo topologico da maioria dos

inibidores de integrase, mas que possuem poténcia inibitéria significativa.



No capitulo 2 discutiremos com algum detalhe a motivagdo para o presente
trabalho: uma simples e nova metodologia recentemente proposta com o objetivo de
relacionar indices eletrdnicos a atividade biolégica de uma classe de compostos
carcinogénicos denominados Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (PAHs)!".
Esta metodologia, batizada recentemente de “Teoria de indices Eletrénicos™, esta
baseada na separacdo em energia entre os orbitais de fronteira (HOMOQ = Highest
Occupied Molecular Orbital e LUMO = Lowest Unoccupied Molecular Orbital), bem
como na contribuigdo relativa destes orbitais para a densidade de estados
eletrénicos calculada sobre regides especificas das moléculas.

O objetivo do presente trabalho & basicamente adaptar a metodologia da
Teoria de indices Eletrénicos ac estudo de alguns novos compostos inibidores da
enzima i'ntegrase do virus HIV-1.

Pretendemos investigar a aplicagdo do método a sistemas mais complexos
que os PAHs'. Para tal, além das ferramentas comumente utilizadas para calculos
semi-empiricos, como o pacote de programas MOPAC!® desenvolvemos outros
dois programas adicionais que fazem parte do material desta tese.

Estes dois programas foram muito uteis, facilitando bastante os calculos
envolvidos e a interpretagcdo dos resultados da presente tese e de trabalhos
realizados por outros membros de nosso grupo. Como exemplo temos uma tese de
mestrado recentemente defendida em nosso instituto!*, que estendeu a Teoria de
indices Eletrénicos ao estudo dos compostos derivados do Taxol com relativo

sucesso e que fez uso desses programas em varios passos de seu

' Os PAHSs, por serem essencialmente planares, apresentam muitas simplificacées no que se refere ao
calculo de densidade de estados e a sua interpretacao.



desenvolvimento. Apesar de suas complexidades individuais, os programas
desenvolvidos sao razoavelmente faceis de serem utilizados e capazes de fornecer
as informagdes mais relevantes ao tipo de estudo que parte de nosso grupo vem
realizando nos ultimos anos.

No capitulo 3 descreveremaos os procedimentos utilizados na adaptagao da
metodologia utilizada, enquanto que os capitulos 4 e 5 serdo reservados para a
apresentacdo dos dois programas desenvolvidos. Finalmente, no capitulo ©,
descreveremos os resultados e as conclusdes obtidas para o estudo dos inibidores
de integrase!'®, além de apresentarmos nossas perspectivas futuras.

Apresentamos ainda dois apéndices: o apéndice A dedica-se a um
aprofundamento nos meétodos de mecanica quantica e na descricdo de alguns
meétodos semi-empiricos; o apéndice B descreve algumas rotinas especiais escritas

em Visual Basic, que utilizamos neste trabalho como parte dos programas

desenvolvidos.
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Capitulo |

AIDS, HIV e a enzima Integrase

AIDS, SIDA ou Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida tornou-se um dos

mais significativos focos das preocupagdes humanas da atualidade, sendo um
grande consumidor de recursos materiais e humanos, bem como fator de
desequilibrio social emergente!’. Desde sua identificacao em 1980, a AIDS ja
dizimou cerca de 8 milhdes de pessoas em todo o mundo. Estima-se ainda que mais
de 20 milhdes carreguem atualmente o virus HIV em seus organismos!'l. Tais
doentes em potencial contribuem cada vez mais para o alastramento da epidemia
que ja ndo possui alvos preferenciais, como eram os grupos de risco; homossexuais
e usuériros de drogas.

Acredita-se que Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) seja o agente
causador da AIDSP. As poucas controvérsias que surgiram a este respeito s&o
desacreditadas cada vez mais pela importancia que os ataques ao HIV vém
alcangando no tratamento anti-AIDSE45878,

O HIV foi isolado pela primeira vez por Robert Gallo em 1984, Desde entéao,
uma verdadeira batalha tem sido travada no sentido de decifrar os detalhes da
infeccdo e multiplicacdo do virus e suas mutagdes, procurando os mais alternativos
meios de ataca-los dentro e fora das célutas humanas™9.

Como seu proprio nome sugere, o HIV infecta as células do sistema

imunolégico. O alvo mais provavel é composto pelas células CD-4, que sao as



comandantes das defesas do nosso organismo. Por atacar justamente as células
designadas a defender o organismo humano contra invasores, o HiV é um alvo
muito dificil do ponto de vista farmacolagico.

Além disso, o HIV & um retrovirus, que sao virus que carregam sua
informacao genética na forma de RNA (acido ribonucleico) em vez do usual DNA
(4cido desoxirribonucleico)®. Esta é uma caracteristica comum aos virus primitivos,
que apesar de terem uma estrutura bastante simples, cometem muitos erros durante
seu processo de replicagdo. Como resultado, tem-se virus com um altissimo grau de
mutabilidade, o caso do HIV!'"Y. Este fato, contraditoriamente, coloca este virus em
vantagem frente as mais sofisticadas terapias que visam elimina-lo dos pacientes
com AIDS, pois uma droga que se mostre eficiente num dado momento pode
simplesmente perder seus efeitos quando uma nova linhagem de virus mais
resistentes aparecer. Estima-se que isso possa acontecer em um prazo de 12
semanas a contar da data de inicio do tratamento com uma determinada droga!®.

A explicagdo para essa rapidez no desenvolvimento de tolerancia
fundamenta-se na teoria de evolugio das espécies e na velocidade de replicagao do
HIV: cerca de 10 bilhées de virus sdo produzidos diariamente no organismo de um
doente de AIDS!", a maior parte deles sendo derrotada pelo sistema imunoldgico e
remedios como 0 AZT. Porém, devido ao grande numero de mutagdes sofridas pelo
HIV, novas linhagens mais resistentes aparecem e se multiplicam. Logo apés o
curto periodo em que o paciente parece melhorar, 0 virus em suas novas formas,

toma conta novamente do organismo.



As mutagdes podem ocorrer em varias posigdes do genoma do HIV, o que
afeta a estrutura de certas proteinas virais que serdo produzidas. Em alguns casos
os erros podem afetar cerca de 5 em 10 virus replicados in vivol'.

Antes de partirmos para mais detalhes sobre as formas de se atacar o HIV,

vamos descrever brevemente sua anatomia e seu processo basico de replicagéo.

1.2.1 Os virus|

Os virus sao estruturas razoavelmente simples, despojadas das
organelas reprodutivas que praticamente toda célula possui. Por ndo terem a
capacidade de se reproduzir sozinhos, ndo sao considerados, por alguns
pesquisadores, como sendo seres vivos e necessitam infectar uma célula
viva para se replicarem. Utilizam para isso o aparato reprodutivo das
mesmas.

Logo apds a infecgdo, conseguem integrar seu material genético com
o da célula normal, cujc DNA passara a conter todas as informacoes
necessarias para a producgdo de novos virus. Como o DNA comanda a
sintese de novas proteinas (através do RNA mensageiro), a célula infectada
produzira cdpias de novos virus desenfreadamente, até que se esgotem as

fontes de energia e ela morra.

" NZo pretendemos colocar este aspecto em discuss@o, dadas as controvérsias que o cercam.

10
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Dois tipos de HIV foram identificados até o momento: HIV-1 e HIV-2,
sendo que este ultimo, uma variedade mutante do primeiro, € bem menos
frequente nos doentes de AIDS e semelhante ao SIV (Simian
Immunodeficiency Virus), o virus da imunodeficiéncia dos simios, que e
também um retrovirus muito parecido estruturalmente com o HIV®,

Vamos descrever agora os componentes da estrutura do HIV em

referéncia aos numeros da figura 1.1 anterior.

1.2.3 A capa protetora|

E > E o envelope formado por uma camada dupla de lipideo similar a

membrana plasmatica das células humanas. Contém trés proteinas:
¢ A que forma a camada externa, gp120' (knob-like surface protein);
e A que faz a interface entre o interior e o exterior do virus, gp41
(transmembrane protein),

¢ A que forma a camada interna, p17 (matrix protein).

1.2.4 O nucleo|

- O nicleo tem uma forma alongada e protege em seu interior o
material genético, bem como as proteinas essenciais a replicagdo do
virus. Possui em sua superficie uma capa protetora formada pela

proteina p24, chamada de capsideo®™. Tal proteina ficou famosa por

' O indice gp significa glicoproteina e p proteina; j& os numeros que os seguem ddo o tamanho
aproximado da molécula em kilodaltons, medido em experiéncias de eletroforese.
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servir de rastro: pela quantidade de moléculas p24 no sangue é possivel

estimar o nimero de virus que circulam pelo corpol'.

E¥] > A informagao genética esta armazenada na forma de duas fitas de

RNA (caracteristica dos retrovirus), cada uma delas coberta pela proteina p7
(nucleocapsid protein) que as protege formando um complexo protéico®®. As

extremidades dessas fitas recebem nomes especiais: terminais 3’ e 5’ ¥,

P} > As proteinas, neste caso também enzimas, importantes ao processo

de replicagéo do HIV e presentes no seu nicleo, sao trés:
¢ atranscriptase reversa (p66), abreviaremos TR;
¢ a protease (p11), abreviaremos PR,

¢ aintegrase (p32), abreviaremos IN.

O HIV possui também uma proteina com fungdo ainda ndo identificada,

chamada de p6.

Como dito anteriormente, as enzimas TR, PR e IN sao essenciais ao

processo de replicagédo do HIV. A maioria das drogas desenvolvidas até o momento,
com o objetivo de bloquear a agao do HIV, é baseada na inibicdo das mesmas. Isto
ocorre pelo usual processo de competigdo: uma enzima € inibida quando algum

outro elemento liga-se a ela no lugar de seu substrato “natural”. Esta ligagao ocorre
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no mesmo sitio ativo em que o substrato se ligaria a enzima, na auséncia do

"l A concentragdo de inibidor & um

inibidor, pelo processo de chave-fechadura
pardmetro muito importante, pois determina a maior ou menor probabilidade de a

enzima se ligar a ele.

FIGURA 1.2: Representagédo esquematica do processo de replicacéo do HIV-1.
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Um inibidor eficiente deve, portanto, “imitar’ estruturalmente o substrato da

.....

RNA viral, da IN o DNA viral e o da PR a poliproteina viral Pr160, cuja origem ficara

clara mais adiante®®.

Vamos separar o processo de replicacao do HIV em seus estagios mais

importantes, referenciados aos nimeros da figura 1.2 acima

1.3.1 A invasiao

Bl > A molécula gp120 é a chave feita sob medida para abrir as células do

sistema imunolégico, as chamadas células T. Uma vez que esta proteina se
ligue ao receptor de uma célula T (no exemplo da figura acima uma célula
T4), o processo de invasdo se inicia com a gp41 fundindo-se a membrana
plasmatica e o nicleo do virus conseguindo atingir o citoplasma celular™?, Ali
sua parede & desfeita*, liberando seu contetdo: as fitas de RNA e enzimas; o
processo de invasio, entao, continuara.

Tem-se investigado recentemente a agido de algumas substancias
chamadas quemoquinas que, a principio, seriam capazes de se ligar melhor a
agp120 que os receptores da célula T, servindo como um tipo de inibidor™: o
virus ficaria preso fora da célula com seus receptores “ocupados”; nao se
trata porem de uma inibigdo enzimatica como discutimos anteriormente.

A vantagem no uso das quemoquinas reside no fato de serem
substancias nao toxicas ao organismo humano, pois sdc secretadas pelo

proprio sistema imunoldgico. Tal fato contrasta-se com o alto poder téxico da
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maioria dos inibidores de TR e PR testados até o momento. A utilizagao
pratica das quemoquinas esbarra, porém, na dificuldade de controlar sua

producdo a concentragdes suficientes para uma inibigao significatival.

1.3.2 A transcri¢do do RNA|

E - Como dito anteriormente, o HIV possui sua informagao genética na

forma de duas fitas de RNA em vez de uma fita dupla de DNA. Para que o
genoma do HIV possa ser integrado ao nuclec da célula hospedeira, &
necessario primeiramente que o seu RNA seja convertido em DNA
complementar. Tal processo € catalisado pela enzima transcriptase reversa
(TR) e ocorre no citoplasma da célula hospedeira. Os inibidores de TR
atuariam neste momento, substituindo o seu substrato, 0 RNA viral. Um dos
mais conhecidos & o AZT (3'-azido-3'-deoxythimidina), pioneiramente utilizado
nos tratamentos anti-AIDS com bons resultados iniciais®. Seu uso é
atualmente limitado pelo desenvolvimento de resisténcia e alto poder tdxico.
Além do AZT, temos outras substancias derivadas: ddl, ddC, d4T e 3tC, todas

aprovadas pela FDA (Food and Drug Association)™.

1.3.3 A fusdo do genoma viral com o da cé!ula{

Kl > Uma vez transcrito na forma de DNA, o genoma do HIV precisa ser

integrado ao coédigo genético (DNA), da célula hospedeira. Para tal, é

transportado ao nucleo juntamente com a enzima integrase (IN). Esta catalisa

* Processo ainda desconhecido®.
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as duas etapas necessarias para a completa integracdo dos coédigos

geneticos:

¢ Inicialmente dois nucleotideos sao retirados de cada terminal 3' do
DNA viral. Esta etapa é chamada de 3"-processing®®'?,

e O processo de integragdo pode, entao, continuar com uma série de
reagdes tipo cortar e colar capazes de emendar o DNA viral ao DNA da
célula hospedeira. Esta etapa € chamada de strand transfer e

executada em ambas as extremidades 3' e 5' 12,

O pedacgo de DNA proveniente do virus, apds passar por essas duas
etapas e ter se integrado totalmente ao DNA da célula hospedeira, &
chamado de provirus e é composto por 9749 pares de bases®.

Um inibidor eficiente de integrase deve ser capaz de inibir as duas
etapas supracitadas. As pesquisas mais recentes mostram que, justamente
por este motivo, os inibidores de integrase podem ser mais eficientes que os
demais, baseados na inibicdo das outras duas enzimas®'?, pois o processo
inibitério aconteceria em dois momentos, aumentando a probabilidade de
uma inibicao mais eficiente.

N&o ha ainda nenhum inibidor de integrase aprovado pela FDA, apesar

da imensa quantidade de compostos propostos e testados!'2' 4181,
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1.3.4 A maturacao dos novos virus

Apds o processo de integragao descrito anteriormente, tem inicio uma
fase de “trégua”, guando o provirus pode permanecer inativo por periodo
indeterminado e, por fazer parte do propric DNA celular, ndo pode ser
detectado pelo sistema imunoldgico como intruso.

A continuidade da infeccdo pode, no entanto, ser desencadeada
repentinamentel®. Em grande parte dos casos isto acontece quando outra

doenga ativa o sistema imunolégico.

- Apo6s a ativagdo do HIV, o DNA infectado (através da enzima RNA

polimerase) comandara a sintese de RNAs mensageiros {(mRNAs) com o
tamanho igual ao do genoma do virus®. Estes deixam o nlcleo em diregéo
aos ribossomos, onde servem de modelo para a sintese das proteinas que
formardao um novo H!V. Estas proteinas estardo concentradas na forma de
grandes poliproteinas (Pr160), que possuem em sua estrutura quase todos
0os componentes para a formagdo de um novo virus, ligados uns aos

outrosi™,

WSW; - A enzima protease (PR) catalisa a quebra dos pedacgos da Pr160 de

maneira a separar aqueles que fardo parte do novo virus'?. Apés se
juntarem, o novo virus fica na forma de um virion {(um virus imaturo), que

precisa passar por um processo de maturagao antes de poder deixar a célula.
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Neste processo final, a PR exerce um papel fundamental®, hidrolizando

certas reagoes.

Como dito anteriormente, a maior parte das proteinas virais vém da
poliproteina Pr160. Desta nido fazem parte, porém, as moléculas que
constituirao a nova capa protetora do virus que sao obtidas através de
pedacos de RNA viral presente no citoplasmaPl,

Os inibidores de protease atuariam impedindo o processo de
maturacao do virus, sendo muito importantes na situacdo em que a doenga ja
esta ativa no organismo do paciente. Muitos deles vem sendo testados nos
Gltimos anos com excelentes resultados iniciais!’ e alguns foram inclusive
aprovados pela FDA, sendo utilizados em novas terapias baseadas no ataque

a multiplas enzimas!™.

Como discutido anteriormente, a principal e mais promissora forma de se

atacar o HIV consiste na inibicdo das trés enzimas fundamentais ao seu processo
de replicagao: TR, PR e IN. As duas primeiras tém sido extensivamente estudadas
nos ultimos anos: suas estruturas cristalograficas foram determinadas, inclusive
quando ligadas aos seus substratos!®?*? e inumeros testes in vitro foram
realizados. Tais informagdes sdo fundamentais ao desenvolvimento de compostos
inibidores mais eficientes e de novas estratégias de ataque®'™.

No final de 1996, foi realizada em Vancouver a Xl conferéncia internacional

sobre AIDS, onde foi apresentada pelo pesquisador David Ho, 0 que seria quase a
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“cura” para a AIDS!"'®#3 Ho, utilizando um coquetel de drogas contendo o AZT, o
dd| {(parente do AZT) e alguns inibidores de protease, mostrou que a carga viral no
sangue de seus pacientes tinha caido a niveis quase indetectaveis®d.
Aproximadamente 98 9% do total de virus dos doentes tinham sido eliminados,
restando a duvida de onde estariam os restantes 1,1% e de como poderiam ter
escapado ac ataque das drogas!'.

Alguns meses depois, porém, foi constatado que esses resultados tinham
sido superestimados e que o tratamento biterapico®, como o de Ho, deveria ser
expandido™..

A integrase, a menos estudada das trés enzimas do HIV, aparece como
esperanga no desenvolvimento de drogas mais eficientes. Sua estrutura
cristalografica ja foi determinada, mas nenhuma informagao desse tipo sobre a
ligacdo com seu substrato esta disponivel até o momento, o que dificulta o processo
de desenvolvimento de inibidores.

Acredita-se que um coquetel contendo drogas capazes de inibir as trés
enzimas virais simultaneamente seja muito mais promissor, porque as mutacdes
simuitdneas de mais de uma enzima, mesmo para o HIV, ocorreriam mais
raramente®®. Algumas drogas vém sendo testadas com o objetivo de inibir a

integrase e alguns resultados tem sido promissores!''%1413],

¥ Atacando dois alvos virais simultaneamente.
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Com o aumento da expectativa de vida dos pacientes de AIDS, gragas ao

fato de a doenga estar cada vez mais controlavel, o poder téxico das drogas
utilizadas nas terapias passou a ser um parametro muito importante.

Quando o tempo de vida de um aidético era medido em meses, n&do havia
tempo para que ele sentisse os efeitos colaterais das drogas utilizadas no combate
ao HIV. Sabe-se que a maioria dos inibidores de TR e PR, além dos efeitos
colaterais mais simples como nauseas constantes e diarréias, podem causar um
comprometimento permanente da medula 6ssea e alguns tipos de cancer'!l,

Muitos dos compostos com grande atividade anti-AIDS sdo também, em
contrapartida, muito toxicos. Na busca por compostos menos tdxicos, encontram-se
aqueles com menor atividade!'3. Muitas vezes & necessario optar por elementos
mais téxicos e que possuam grande atividade inibitoria, para que, ministrados em
menores concentragdes, déem melhores resultados!?,

O desenvolvimento de novas drogas € demorado e caro. Para se ter uma
idéia, no ano passado a industria de inibidores de protease movimentou cerca de
800 milhdées de ddlares com previsdo de aumento significativo em 88. Novos
coqueteis, incluindo inibidores de integrase, devem ser aprovados até o final deste
ano.

Um dos métodos atualmente mais utilizados para se encontrar novos
compostos que possuam atividade anti-HIV é denominado pharmacofore search.
Consiste basicamente em escolher um composto bastante ativo como padrao e,
escolhendo algumas caracteristicas estruturais do mesmo como referéncia, procurar

por compostos semelhantes que possam ser ativos. As buscas sao feitas em bases
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de dados bastante completas como a do NCI (National Cancer institute) que contem
as estruturas 2D e 3D de grande parte dos compostos ja estudados na pesquisa
contra o cancer®®. Estas pesquisas sédo rapidas e abrangentes, o que confere a
esse método uma importancia bastante significatival'™.

No entanto, os testes in vifro devem ser realizados em algum momento para
verificar se as moléculas escolhidas possuem realmente atividade biolégica
significativa. Na maioria do casos a resposta é negativa, o que causa perda de
tempo e dinheiro.

Um método mais eficiente capaz de apontar os compostos potencialmente
mais ativos seria de enorme valia. Nosso trabalho pretende trilhar os primeiros

passos neste sentido.
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i Capitulo Il

Teoria de Indices Eletronicos

Neste capitulo discutiremos o estudo da teoria desenvolvida recentemente

por Barone et al!!, como parte de uma tese de doutoramento defendida neste
instituto, que foi capaz de classificar em termos qualitativos os compostos
conhecidos como Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (PAHs} quanto a
presenca ou auséncia de atividade carcinogénica.

Esta metodologia, chamada de Teoria de Indices Eletrénicos, pretende
relacionar indices eletrénicos de moléculas de interesse bioldgico as suas
atividades.

A figura 2.1 mostra os 26 compostos estudados inicialmente naquele
trabalho, colocando-os em ordem decrescente de atividade carcinogénica:
aproximadamente até o décimo sexto estdo os elementos muito cancerigenos’, os
demais apresentam atividade bastante t&nue ou nula.

Os PAHSs tém sido objeto de intensas pesquisas nos ultimos anos, sendo que
em varias frentes, muitos grupos trabalharam no intuito de obter parametros teéricos
confiaveis que permitissem distinguir, ao menos qualitativamente, quais deles séo

cancerigenos.

" Os primeiros s&o capazes de causar cancer em 80% dos ratos em que sdo aplicados via tintura de
pele.
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FIGURA 2.1: os 26 Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos estudados inicialmente

com a Teoria de indices Eletronicos. No quadro menor temos as regides K, L e de

Baia (B) e a estrutura do Pireno.
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Estes compostos tém estruturas bastante semelhantes embora seu poder
carcinogénico, medido pelo indice de Iball® varie muito. Este indice & definido como
a porcentagem de cancer de pele ou papiloma induzido em ratos submetidos a
aplicacao de tintura do composto carcinogénico na pele, dividido pelo periodo de
laténcia e multiplicado por 100. A atividade cancerigena destes compostos foi
estudada de maneira sisteméatica na década de 30 por Cook e colaboradores®™.
Testes experimentais mostraram a existéncia de algumas correlagbes entre a
intensidade da atividade biologica (expressa pelo indice de Iball) e certos aspectos
topoldgicos dessas moléculas.

Os primeiros estudos tedricos, realizados por Coulson®, Schmidt® e
Svarthdlm®, exploraram tais aspectos na tentativa de correlacionar a atividade
quimica as geometrias e as caracteristicas eletrdnicas das moléculas. Schmidt e
Svarthdlm mostraram que certas regides dos PAHs deveriam ter densidades
eletronicas mais altas que outras e, conseqiientemente, seriam mais susceptiveis a
reagoes eletrofilicas. Svarthdlm calculou as valéncias livres dos elétrons n e as
associou com a reatividade das molécuias. Naquele trabalho surgiram os conceitos
que depois serviriam de base para a chamada teoria das regides KL e Baial"
{quadro menor da figura 2.1).

O desenvolvimento de uma teoria completa de carcinogénese quimica,
baseada em calculos quéanticos, foi realizado por Pullman e Pullman®”, que
demonstraram (utilizando o método de Hickel®) que os PAHs apresentavam alta
densidade eletronica na regido K. indices eletrdnicos para os elétrons n das regides

K e L foram utilizados por Pullman na tentativa de correlaciona-los a dados
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experimentais de acao cancerigena. Nenhum indice isolado foi suficiente para

descrever os dados disponiveis, mas alguns indices compostos foram propostos®.

A teoria das regides K e L e teorias similares baseadas em indices

gletrébnicos tém sido testadas ha décadas, mas nenhuma delas € totalmente
consistente com os dados experimentais de carcinogénese disponiveis na literatura.
O mesmo acontece com outras teorias mais recentes, que incluem um grande
numero de parametros e técnicas sofisticadas de analise de dados ou mesmo de
redes neurais e inteligéncia artificial, enquanto outras tentam encontrar correlagbes
por meio de analise estatistica, ou reconhecimento de padrées®®'®'" 121314,

Mesmo com o uso de todas essas técnicas sofisticadas nao foi possivel
encontrar, pelo menos de maneira satisfatéria, correlagdes que pudessem distinguir
de maneira completa as moléculas ativas das inativas.

Com esse objetivo foi desenvolvida a Teoria de Indices Eletrénicos. Esta
langa mao de recursos computacionais bastante simples, pois utiliza como
ferramenta de calculo o método de Hickel, que € 0 modelo mais simples para tratar
sistemas moleculares utilizando mecanica quantica e uma parametrizagéo
experimental. O método de Hiickel, apesar da simplicidade de sua forma,
justamente por estar baseado nos resultados experimentais com os quais foi
calibrado, pode reproduzir 6timos resultados qualitativos!™'"®,

A calibracado experimental aparece quando as integrais, decorrentes da
formulagdo da equagcdo de Schrédinger e da aproximagdo LCAQO (Linear

Combination of Atomic Orbitals), séo substituidas por valores obtidos com a
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comparacgao de resultados experimentais para um conjunto de moléculas escolhido
como padréo. Por este motivo o método de Hiickel é conhecido como um método
empirico, pois apesar de partir de uma formulagao tebrica, ndo resclve as integrais
decorrentes.

Quando um método resolve parte dessas integrais e parametriza as outras
ele € denominado de “semi-empirico”. Como exemplo temos o MNDQO (Modified
Neglect of Differential Overlap)'”, AM1 (Austin Method 1)1, PM3 (Parametric
Method 3)1'¥, etc., que diferem entre si pelas simplificacdes utilizadas na resolugao
das integrais e pela forma como as parametrizam.

A Teoria de Indices Eletrdnicos baseia-se na densidade de estados
eletrénicos calculada sobre regides quimicamente ativas das moléculas, o que
resulta em regras simples de identificagdo da atividade cancerigena dos PAHs.
Foram estudados com sucesso os 26 PAHs da figura 2.1, que ja haviam sido
investigados por Puliman.

Basicamente, a teoria utiliza os conceitos de densidade local e total de
estados eletronicos. A densidade total de estados eletrénicos (DOS) é definida como
o numerc de estados eletrénicos por unidade de energia, enquanto que a local
(LDOS), & esta densidade calculada sobre uma certa regido da molécula. Essas
grandezas tém como vantagem o fato de trazerem informagdes a respeito do
comportamento bioquimico, reatividade quimica, etc., sem que seja necessario
recorrer aos conceitos de regiées K-L ou Baial'l

Procurou-se analisar a DOS e LDOS calculadas sobre diversas regides das
moléculas, incluindo as regides K-L e Baia, que normalmente s&o usadas para

definir indices criticos para a atividade carcinogénica. Tal analise preliminar n&o
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revelou a existéncia de um padrio que pudesse ser correlacionado a atividade
biolégica dos compostos, porém foram encontradas outras regides mais promissoras
levando em consideragao o conceito de ordem de ligagao.

A ordem de ligacao entre dois atomos mede a contribuicio total dos elétrons
n para a ligacdo entre eles!’. A andlise da LDOS foi feita sobre os calculos para o
anel que contém a mais alta ordem de ligagdo nas moléculas {estes anéis podem
ser vistos na figura 2.1 pela ligagdo em negrito). Destes calculos surgiram padrées
bem definidos que englobaram todas as 26 moléculas consideradas e se traduziram
em 3 regras simples explicitadas a seguir'™:

A primeira regra € baseada na arquitetura molecular e na diferenga em
energia entre os o_rbitais HOMO (ultimo orbital ocupado) e seu antecessor em
energia, o HOMO-1 (a esta diferenga daremos ¢ nome de A), sendo aplicada
somente as moléculas que contém estruturas tipo pireno {ver quadro menor da

figura 2.1):

+ Se a molécula contiver uma estrutura tipo pireno e A > 0.253 (B=~2.4 eV € um
parametro do método de Hiickel), sera fortemente carcinogénica; do contrario

sera inativa.

As demais estruturas sdo analisadas com duas outras regras semelhantes
que além da separagdo em energia, referenciam-se pelas contribuicbes as

densidades de estados:
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s Se a contribuicao do HOMO para a LDOS for a maior de todas (maior pico), a
molecula sera compietamente inativa.

e Se a contribuicdo do HOMO para a LDOS for maior que a do HOMO-1 (mas nao
for o maior pico) e se A > 0.153 a molécula tera atividade carcinogénica forte ou
moderada; ja se a contribuicdo do HOMO-1 for maior que a do HOMO, a

molécula apresentara atividade fraca ou sera inativa.

Como dito anteriormente, tais regras podem ser utilizadas para qualquer uma
das moléculas da figura 2.1 com 100% de acerto.

Uma analise destas regras mostra que a atividade carcinogénica dos PAHs é
determinada basicamente por trés fatores: a arquitetura molecular, um valor minimo
para a diferengca em energia A e as contribuigdes relativas dos orbitais HOMO e
HOMO-1 para a LDOS calculada no anel de maior ordem de ligagdo. Esta ultima
poderia também ser traduzida entre as contribuigbes para os orbitais LUMO
(primeiro orbital desocupado) e LUMO+1, ja que os resultados de densidade de
estados com o método de Hiickel para o caso dos PAHs (moléculas altamente
simétricas) sao simétricos em relagao ao gap HOMO-LUMO.

O resultado que mais se destaca desse trabalho é justamente a existéncia de
um valor minimo para a diferenga em energia A para que exista atividade
carcinogénica. Esse indice indica que um orbital de fronteira mais isolado, ou seja
um HOMO proporcionalmente afastado do HOMO-1, é a primeira condicdo para a
agao cancerigena da substancia; no caso das moléculas pirénicas, tal condigéo é

suficiente, enquanto que para as outras € apenas condigdo necessaria onde faz-se
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necessaria ainda a analise da competicdo entre as contribuigdes relativas para a
LDOS desses dois orbitais moleculares.

Uma limitagdo natural do metodo de Hickel é nao poder ser aplicado
diretamente a moléculas ndo planares, pois esta baseado na separagao c—n e nao
considera explicitamente as geometrias dos sistemas, mas apenas suas topologias
(os tipos de atomos e com quem eles estdo ligados). Levando este fato em
consideragao, o passo seguinte no estudo da aplicagdao da presente teoria foi
verificar sua extensibilidade. A idéia foi, entdo, ufilizar para os calculos mecéanico-
quanticos o método semi-empirico mais sofisticado PM3, que leva em consideragao
ndo s6 a topologia, mas também a geometria das moléculas™. Tal método esta
disponivel em varias implementagées comerciais e de dominio publico.

O objetivo de tal esforco foi desenvolver uma metodologia que pudesse ser
aplicada também aos compostos ndo planares. Uma confirmag¢do importante da
teoria viria com a concordancia entre os indices eletrdnicos derivados pelos dois

métodos diferentes.

As moléculas tiveram sua geometria optimizada através do método semi-

empirico PM3 contido no pacote MOPAC!™ e como resultado dos calculos tem-se,
além de muitas informag¢des como calor de formagédo, momentos de dipolo, etc., o
anel de maior ordem de ligagcdo para cada uma delas. Estes coincidiram com os

valores obtidos com o método de Hiickei.

' Os métodos semiempiricos podem, inclusive, ser utilizados para optimizar geometrias de moléculas.
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Além disso, a partir dos elementos da matriz de coeficientes, pode-se calcular
as densidades de estados. Maiores detalhes sobre como esses calculos foram feitos
serédo apresentados no capitulo 5.

Como resultado para os PAHs, observou-se que os indicadores eletrénicos
foram os mesmos que os obtidos com o método de Hiickel®® e que a diferenga entre
as regras encontradas anteriormente e as obtidas com o PM3, ficava por conta de
uma nova calibragao no valor da diferenga em energia A.

Tal fato é compreensivel, pois a parametrizacdo dos dois métodos é
diferente: o PM3 descreve melhor a fungdo de onda do sistema, ja que despreza
menos integrais que o método de Hickel, como por exemplo as integrais de
exchange.

As novas regras séo as seguintes?*?":

1- Se a molécula contiver uma estrutura tipo pireno e A > 0.5 eV, sera fortemente

carcinogénica; do contrario, sera inativa.

Para as outras moléculas, a classificagdo é feita com a analise do A e
também da competicdo de contribuicdo relativa dos orbitais HOMO e HOMO-1 para

a LDOS na regido do anel com maior ordem de ligagéo:

2- Se a contribuicdo do HOMO para a LDOS for maior que a do HOMO-1 e se A >
0.3 eV, a molécula apresentara atividade carcinogénica forte ou moderada; se A

< 0.3 eV, a molécula tera atividade fraca ou sera completamente inativa.
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3- Se a contribuicdo do HOMO-1 for maior que a do HOMO, a molécula

apresentara atividade fraca ou sera inativa.

Como no caso anterior, esse conjunto de regras pode ser aplicado com 100%

de eficacia aos HAPs da figura 2.1 e sendo assim, temos:

Regra | Aplica-se as moléculas (ver figura 2.1)
1 12,3,4,5,6,7,8,10,17 e 24
2 7.9,13,14,18,19,21,22, e 25
3 11,12,15,16,20,23 e 26

O significado destas regras &, basicamente, o mesmo ja determinado no
calculo com o método de Hiickel.

Recentemente decidimos investigar se as regras obtidas com o PM3
poderiam também ser alternativamente expressas em termos dos orbitais LUMO e
LUMO+1, no lugar de HOMO e HOMO-1. Como dito anteriormente isso era possivel
com os resultados do método de Hickel para os PAHs, gragas a simetria que
aparece na matriz de autovetores. Surpreendentemente, também no caso do PM3,
as regras podem ser rescritas, apesar da perda de simetria nos resultados com este
método semi-empirico.

Sugerimos também mudangas no método de calculo da densidade de
estados, passando de uma situagdo continua e com ajuste Lorentziano para uma
situagao discreta. Isso foi importante nas andlises de sistemas mais complexos que
os PAHs, onde o nimero de niveis de energia € muito maior. Essa quantidade muito
maior de estados causava uma sobreposi¢ao indesejavel dos picos de densidade e

uma ma descrigdo das fungbes Lorentzianas. O calculo discreto foi feito em
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trabalhos posteriores®?** e revelou-se mais interessante. Os detalhes serdo

discutidos no capitulo 5.

A teoria desenvolvida conseguiu de maneira muito simples resolver

satisfatoriamente um problema que estava em aberto desde a década de 30 e isso
sem a utilizacdo de grandes recursos computacionais®.

A caracteristica mais interessante do método & a seguinte: sem considerar os
detalhes do processo biolégico, o que tornaria o problema complicadissimo ou
mesmo insollvel do ponto de vista fisico, pode-se tirar informagao qualitativa sobre
a atuacao biologica das moléculas, bastando para isso analisar suas caracteristicas
estruturais. Poderiamos entao dizer que a atuacao biolégica, pelo menos no caso
dos PAHSs, estaria vinculada a uma assinatura eletrénica que dependeria nac do
meio em que o processo ocorre, mas apenas das moléculas em si.

Com tal possibilidade, na extensibilidade desse método a novos compostos e
situagdes bioldgicas diferentes, reside uma perspectiva bastante atraente: poder
selecionar dentre um grande numero de compostos aqueles com maior
potencialidade biolégica para uma posterior analise quimica detalhada. Com isso
poder-se-ia poupar muito tempo e dinheiro, ja que testes in vitro e in vivo sao muito
demorados e caros.

Com essa perspectiva, muito trabalho a nivel teérico vem sendo realizado no

nosso grupo. O primeiro deles foi a expansdo da analise, usando o método de

' Um cdleulo tipico de Hickel para uma molécuta de porte médio demora alguns segundos em um
PC486.
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Hiicke!, para os PAHs metilados”?. Tais compostos, cerca de 90, nao sido mais
planares devido a presenga dos grupos metil (CH,). Na figura 2.2 a seguir, podemos
ver alguns dos compostos estudados. Para que seja possivel usar o método de
Hickel estes grupos sdo tratados como uma perturbagido no paradmetro do atomo
em que estdo ligados. As mesmas regras levam a 90% de acerto, considerando
todos os 90 compostos, um resultado excelente, pois devemos considerar ainda que
ha muitas incertezas na determinacgio do indice de |ball para parte dos compostos.

A andlise para os compostos metilados usando-se o0 PM3 também foi feita e,
como sugerido, com densidade de estados discreta. Tal estudo resultou em regras
mais simples ainda e também com cerca de 90% de acerto'®®,

Estes resultados nos levam a concluir que, apesar de ser dificil explicar como
um processo biolégico tao complexo possa ser explicado do ponto de vista fisico de
maneira tdo simples, essa motodologia deve ser ainda extensivamente investigada,
pois mostra uma potencialidade muito Gtil @ promissora.

Surge, entdo, a seguinte pergunta: sera que podemos expandir a teoria a
situagdes mais complexas e para os mais variados problemas biolégicos? Dados os
ultimos trabalhos realizados por nosso grupo®®! e os resultados da presente tese,
podemos dizer que a resposta a essa pergunta &, a priori, afirmativa.

Vale ressaltar, no entanto, que a adaptagdo da metodologia inicial ndo é
simples e direta. Para cada problema biolégico diferente, em principio, a assinatura
eletrbnica pode aparecer de maneiras completamente distintas e com regras
diferentes daquelas para os PAHs. Tais regras podem também simplesmente nao

aparecer, indicando que a atividade biolégica € dependente do processo biologico
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em si e do meio em que ocorre. Estudos com efeitos de solventes para essas regras

ainda devem ser realizados.
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FIGURA 2.1: Alguns dos Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos metilados

estudados na extensdo da teoria de indices eletrénicos.

- A verificagdo da validade das regras para os PAHs com a densidade de
estados calculadas atraveés de calculos ab initio também foi proposta. No entanto,

temos motivos suficientes para acreditar que tais regras ndo sao “fabricadas” pelos

37



métodos, ja que Hickel e PM3 sao bastante diferentes em suas implementagbes e
forneceram resultados compativeis neste estudo. Além disso, a estatistica vem
ficando mais confiavel & medida que o numero de compostos englobados na teoria e

adaptacdes dela cresce consideravelmente.
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Capitulo Il

Problema e metodologia

No capitulo anterior descrevemos a potencialidade da teoria de indices

eletrdbnicos e nos propusemos a adapta-la ao estudo de aiguns inibidores da
integrase do HIV. Como no caso da andlise dos PAHs!", pretendemos investigar a
existéncia de indicadores eletrdnicos que possam ser correlacionados a presenga
ou auséncia de atividade biolégica desses compostos anti-HIV.

Devemos frisar que trata-se de um estudo teérico com resultado qualitativo.
Para que fosse possivel obter informagao quantitativa a respeito do poder inibitério
dos compostos, outros fatores deveriam ser levados em conta: solubilidade,
hidratagéo, efeitos de solvente, interagdo enzima-substrato, etc., o que tornaria o
problema muito mais dificil ou mesmo insolivel do ponto de vista fisico, dada a
capacidade dos atuais computadores. Além disso, como ja mencionado no capitulo
1, a interagéo enzima-substrato para a integrase é ainda desconhecida.

A razdo da escolha por um processo enzimatico como objeto de estudo,
deve-se ao fato de a ligacdo entre a enzima e o substrato nao alterar, a prior, a
estrutL;ra deste e de nao haver processos de transferéncia de carga®. Estes fatos
possibili_{am a especulagao de que a estrutura eletrénica possa funcionar como
indicador da atividade bioldgica dos compostos.

b sucesso da teoria de indices eletrdnicos para o caso dos PAHs foi a grande

motivagdo para o presente trabalho. Neste capitulo mostraremos quais foram os
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passos necessarios a adaptacdo da metodologia base, bem como alguns outros
detalhes sobre os inibidores de integrase, que nao foram discutidos nos capitulos
anteriores, e uma pequena introducdo sobre os métodos de calculo comumente

utilizados em quimica computacional.

Como discutido no capitulo 1, um dos focos da atual pesquisa anti-AIDS

concentra-se na investigagdo de compostos capazes de inibir a enzima integrase
(IN) do HIV. A IN tem a vantagem de ndo ser nativa ao corpo humano; a protease
viral (PR), em contrapartida, possui similares nas células humanas gue também séo
combatidas pelos inibidores anti-HIVEL Além disso, por ser um “alvo” ainda muito
pouco estudado, existe a perspectiva de que resultados mais eficientes possam ser
obtidos.

Varios trabalhos experimentais vém investigando intensivamente os requisitos
Necessarios para se desenvolver inibidores de integrase mais potentes e menos
téxicos para um tratamento mais eficiente contra a AIDSP*%9

O compromisso entre a alta atividade biologica € a baixa toxicidade das
drogas.é um dos mais importantes tdpicos no desenvolvimento de farmacos. Muitas
vezes é necessario abrir mao de compostos menos téxicos em prol de alta atividade
biolégicg para que estes, ministrados em menores concentragdes, produzam efeitos
mais cohpensadoresls].

O indice utiizado para medir a eficiéncia de um composto anti-HIV é
chamado de IC,,. Este da a concentragdo de inibidor necessaria para inibir 50% de

uma certa amostra de integrase®. Sendo assim, quanto menor ele for, maior sera a
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atividade inibitéria do composto a ele relacionado. O IC,, € medido através de uma
interpolégéo de valores de concentragédo obtida por experiéncias de eletroforese®® e
tem como unidade o micro molar (uM)’.

bos muitos trabalhos experimentais que analisamos em busca de um
conjunto de compostos para o nosso estudo®**® um deles nos chamou muito a
atencao®: trata-se de um resumo dos Ultimos resultados da época, mostrando o
aparecimento de um padrao ou modelo topolégico presente na grande maioria dos
compostos que apresentavam atividade biolégica significativa. De maneira geral

podemos descrevé-lo da seguinte maneira:

[arila hidroxilada — conector — anla (hidroxilada) |,

como-'esquematizado na figura 3.1 a seguir, onde arila € um conjunto de anéis
aromaticos ligados entre si direta ou indiretamente. O padrao dihidroxi-arila &
chamado de catecol e ¢ altamente toxico para as células humanas®.

Os principais resultados daquele trabalho experimental® podem ser
resumidos da seguinte forma:

s A tentativa de se diminuir o poder tdxico dos compostos, eliminando o padrao
catecol dos mesmaos, conduziu a inibidores com pouca atividade inibitoria;

o« Como resultado de diversas sinteses intermediarias, descobriu-se 4
compostos entre 6 que, apesar de ndo se encaixarem no modelo topoldgico
da figura 3.1, apresentavam atividade biolégica bastante significativa. Estas
moléculas podem ser vistas na figura 3.2 a seguir e passaremos a identifica-

las por “mondmeros”, pois possuem metade da topologia sugerida acima;

" 1uM de uma substancia cujo peso molecular é dado por x, por exemplo, equivale a uma
concentragio da mesma de (10%.x) g/l.
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Através de um processo de “dimerizagao” dos compostos da figura 3.2,
chegou-se a 2 compostos de um conjunto de 6 (figura 3.3), que
apresentavam atividade inibitéria bastante alta. Daremos o nome de

“dimeros” a estes compostos, mesmo nao sendo a terminologia mais correta,

COMo vVeremaos;

FIGURA 3.1: padrao topolégico apresentado pela grande maioria dos compostos

inibidores de integrase. Alguns exemplos de compostos que se encaixam nesse

modelo foram dados na introdugao deste trabalho.

[ ]

Tanto os “mondmeros” quanto os “dimeros” possuem o padrdo toxico catecol.
Entretanto, como alguns deles sdo muito ativos (IC; < 1uM), tornam-se
elementos mais interessantes que outros menos toxicos e menos ativos;

Os compostos com dihidroxilagdo s&o mais ativos que aqueles com

hidroxilacdo simples, dai a dificuldade de se eliminar o padriao catecol

mantendo a atividade biolégica das moléculas;

44



Se compararmos o composto 2 (muito ativo) com o composto 5 (inativo),

chegaremos a conclusao de que a esterificacdo (substituicdo do hidrogénio

por metil ao lado do oxigénio) tornaria um composto deste grupo inativo.

A conclusdo anterior & contrariada pela comparagcao dos compostos 3 € 6.

Neste caso a esterificacdo teve pouco ou quase nenhum efeito sobre a

atividade do composto 3. A atividade do composto 6 permaneceu sem

explicacao plausivel. Comentou-se apenas que este fato seria um indicio de

que os inibidores estariam interagindo com a enzima de maneiras

notadamente distintas.

HO,
SO
HO 2
0 0]
O
HO 3 H 4
OH
O
HO
HO
5
# | NOME IC,, (LM)* ATIVIDADE
1 | 6-hydroxy-2-naphtoic acid 172.3 Pouca
2 | 6,7-dihydroxy-2-naphtoic acid 4.7+0.6 Muita
3 | 5 6-dihydroxy-2-naphtoic acid 62.4+1.1 Média
4 | 6-hydroxy-2-naphtoic acid methyl ester >200 Inativo
5 | 6 7-dihydroxy-2-naphtoic acid methy! ester >200 Inativo
6 | 5 6-dihydroxy-2-naphtoic acid methyl ester 52.7+8.9 Media

*valores para o 3' processing.

FIGURA 3.2: Os “mondmeros” inibidores de integrase.
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Estrutura geral:

# R IC;, (uM)* ATIVIDADE
(o]
7 >200 inativo
MeQ
o)
8 OO >200 inativo
HO
0
MeO
9 OO >200 inativo
MeO
0
MeO
MeQ
0
HO
11 ‘O 0.89 alta
HO
o)
12 OO 0.17 alta
HO

*média dos valores para 3' processing e strand transfer.

Figura 3.3: Os “dimeros” inibidores de integrase
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e Analisando os compostos da figura 3.3 conclui-se que, através de um
processo de “dimerizacao”, a tendéncia apresentada pelos “monémeros”
da figura 3.2 € amplificada: o composto 8, que deriva de 1, é
completamente inativo, pois a atividade de 1 era baixa e muito
provavelmente teria a tendéncia de ser inativo. Ja os compostos 11 e 12,
que derivam de 2 e 3 respectivamente, tém atividade bastante

amplificadas em relagao os “mondmeros” de que derivam.

Vale ressaltar que nao se pode concordar totalmente com esta ultima analise,
pois o conceito de “dimeriza¢dao” ndo é aplicavel de forma rigorosa neste caso.
Tomemos por exemplo o composto 11 da figura 3.3; observando-se agora a figura
3.2, podemos dizer que ele poderia ser igualmente derivado dos compostos 2 e 5,
ndo sendo portanto a “dimerizagdo” (com o conector da figura 3.3) de um desses
compostos em particular. Alem disso, o composto 2 € ativo enguanto o § € inativo.

Airavés das discussdes anteriores, conclui-se que os compostos das figuras
3.2 e 3.3 devem ser tratados como doze compostos independentes apesar de
possuirem muitas caracteristicas estruturais em comum. S30 exatamente essas
doze moléculas que compdem o objeto de nosso estudo.

Os “mondmeros” se encaixam perfeitamente ao tipo de estudo realizado com
os PAHs por serem também sistemas conjugados!”, isto &, sistemas com alternancia
de ligagdes simples e duplas. Tal caracteristica confere a essas moléculas algumas
caracteristicas importantes como planaridade (exce¢do para aquelas que possuem
o grupo metil) e a separagdo dos orbitais ¢ e n, simplificando a analise eletrénica

das mesmas.
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Uma observacao atenta dos compostos da figura 3.2 leva-nos a perguntar o
porqué de possuirem atividades tao distintas se suas estruturas sao tao
semelhantes. Podemos ainda nos perguntar se existe alguma caracteristica
eletrénica que possa ser correlacionada a esse comportamento.

Sabemos que em um sistema conjugado, uma perturbagdo na nuvem
eletrbnica em algum ponto & transmitida por toda a molécula, alterando sua
distribuicio global de cargal”. Sendo assim, poderiamos dizer que essas pequenas
alteracGes estruturais seriam responsaveis por alteragdes eletrdnicas significativas
no sitio ativo, resultando na atividade ou néo atividade do composto. A intensidade
da atividade seria, no entanto, determinada por muitos outros fatores quimicos e
biolégicos, como ja mencionado anteriormente.

Ja os “dimeros” da figura 3.3 representam uma situagao deveras diferente:
nao sdo compostos conjugados, pois o conector ndo € um elemento conjugado. Isto
faz com que as duas unidades “monoméricas” fiquem quase iscladas, em termos de
carga, uma da outra. Por este motivo esses compostos nao sédo planares e, como
veremos adiante, apresentam um espago conformacional muito rico, o que torna a

aplicagao da teoria de indices eletrénicos nao trivial e de estratégia dificil.

Nesta segao pretendemos fazer um rapido sumario sobre os principais

métodos utilizados em quimica computacional, sem ¢ intuito de nos aprofundarmos
nos muitos detalhes envolvidos em cada um deles.
Dado um sistema molecular, ou seja, um conjunto de diversos atomos ligados

entre si, podemos sobre ele realizar varios tipos de calculos, cuja escolha ira
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depender do tipo de estudo a que estamos nos propondo. Podemos dividi-los em
dois grandes grupos genéricos: mecdnica molecular (tratamento “classico”) e
métodos mecanico-quanticos. Estes concentram ainda os métodos: empiricos (tipo
Hiickel), semi-empiricos e ab initio.

0Os métodos supracitados consideram o sistema molecular em repouso e no
vacuo. Para uma analise dinamica deve-se utilizar os métodos de dinamica
molecular, que podem levar em conta os métodos de mecéanica molecular, semi-
empiricos ou ab initio para cada passo da evolugdo temporal do sistema. Nao
discutiremos os aspectos de dindmica molecular, pois ndo analisamos resultados
deste tipo de célculo em nosso estudo.

Efeitos de solventes podem ser levados em conta direta ou indiretamente,
seja via adicdo de moléculas de solvente ao sistema ou via parametrizagéo,
respectivamente. Neste trabalho nac pretendemos estudar os efeitos de solventes,
porém esta € uma extensdo necessaria que sera levada a cabo brevemente,
inclusive para o caso dos PAHSs.

Se usarmos um dos metodos supracitados para calcularmos alguma
propriedade do sistema quando este esta em uma dada configuragdo de atomos
(um ponto em sua hipersuperficie de energia), diremos que efetuamos um calculo
single point. Podemos ir mais longe e usar varios calculos deste tipo para varrer o
hiperespago de fase, enquanto se altera a disposigdo dos atomos, em busca de
regides onde o gradiente € baixo e o sistema estavel. Esta busca por minimos de

energia e chamada de optimizagéo de geometria e utiliza métodos especiais que a

tornam eficiente®®. A maioria desses métodos utiliza uma varredura sistematica na
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diregéo contraria a do vetor gradiente, que sempre da a dire¢éo de maior variagéo
da fungao, até que a variagdo de energia seja menor que um limite predefinido.

Os calculos de optimizagao de geometria sdo bastante custosos do ponto de
vista computacional, dado o grande nimero de ciclos de calculo que precisam ser
realizados. Sdo também muito importantes, pois na maioria dos casos néo se tem a
informégéo sobre a estrutura dos compostos que se quer estudar e uma analise
conformacional' se faz necessaria. Este é o caso do presente estudo, ja que
nenhuma informacgéo sobre a geometria 3D das moléculas das figuras 3.2 e 3.3 esta

disponivel na literatura.

1.3.1 Mecénica Molecular|

A filosofia basica dos métodos de mecénica molecular & usar fungées
analiticas parametrizaveis para descrever as diversas interacbes entre os
atomos que compdem a molécula, ou seja, fundamenta-se na possibilidade
de particionar a energia total do sistema em termos independentes. A forma
de tais fungdes depende da interacdo que se quer descrever. Seus
pardmetros s&o obtidos, dependendo dos atomos que participam da
interagao, pela comparagio com dados experimentais.

A figura 3.4 a seguir mostra um exemplo de campo de forga, como é
chamado o conjunto de expressbes parametrizaveis que compdem um
método de mecénica molecular.

Em um campo de forga genérico podemos, como no exemplo da figura

3.4, descrever a ligacdo entre dois atomos a e b por um oscilador harménico
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simples. Os parametros ajustaveis K e r” representando respectivamente

a constante de forga e a distancia de equilibrio do oscilador, dependem dos
atomos que estdo participando da ligagdo e seus valores sdo obtidos atraves
da comparagdo com dados experimentais, extraidos de um conjunto de

moléculas escolhido como padrao.

Exemplo de Campo de Forca:

E

total

=V +V,+V+V, +V +.. 4V,

V=V = S K=

stretch —
bonds V4 = VVdW = Z{

% @
Aﬁ Bii :l

i<j R-‘lz - R..6
V2 = Vbend = Z ng(e _9(0))2 J if if
angles _ _ q,qj
V(ﬂ) » VS - V[-,'f - Z g(a)R
]73 = Vdihedruls = Z L[l + COS(]’I@— @())] i<j if

dihedrals

FIGURA 3.4: exemplo de um campo de forga tipico, mostrandoc cinco termos
parametrizaveis da energia total. Os parametros ajustaveis sdo indexados com o

valor (0) a direita e acima, por exemplo: ¢

' Cada ponto estavel na superficie de energia define um conformero.
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O angulo entre trés atomos também pode ser descrito como um
oscilador, como se pode ver pela expressdo V, anterior. Os &angulos
dihedrais* sdo0 apropriadamente descritos por séries truncadas de Fourier (V3),
pois estas os conferem o carater de simetria e os varios minimos sempre
presentes. A interacdo eletrostatica é dada pela expressdoc comum de
Coulomb (V). A interagdo de van der Walls, que define os impedimentos
estéricos, pode ser descrita de varias formas; no exemplo apresentado, usa-
se o potencial de Lenard-Jones, que é relativamente facil de se calcular e
parametrizar (V). Muitas outras interagoes, inclusive termos cruzados, podem
ser incluidas para tornar o campo de forga mais preciso e abrangente!'?,

Um dado campo de forga, em associagdo a um conjunto de
parametros, define um método especifico de mecénica molecular. Muitos
métodos estao disponiveis hoje em dia, a maioria deles parametrizados para
sistemas orgénicos, fornecendo Otimos resultados qualitativos!'!'2'3, Qg
resultados serdo tanto melhores quanto mais préxima estiver a estrutura da
molecula que esta sendo estudada daquelas usadas como padréo, ja que em
Ultima analise os métodos de mecanica molecular podem ser descritos como
procedimentos de fitting.

Um exemplo de campo de forca muito difundido é o MM2I"
desenvolvido com o intuito de descrever pequenos sistemas organicos. Um
outro exemplo, aplicavel principalmente a macromoléculas de interesse

biolégico, como proteinas e acidos nucléicos, € c AMBER!M2.

t O angulo dihedral formado pelos atomos a-b-c-d define o quanto este Ultimo distancia-se do plano
formado pelos outros trés.
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A grande vantagem dos metodos de mecanica molecular é a rapidez
com que podem ser processados, uma vez que a maioria das fungdes

analiticas utilizadas € de calculo trivial para os computadores de hoje em dia.

I11.3.2 Métodos mecanico-quinticos|

Os métodos baseados na mecanica quantica partem da formulagao da
equacdo de Schriodinger independente do tempo (Hy=Eyw). Diversos
tratamentos sao dados a esta equagdo cuja solucao & composta pelas
funcbes de onda do sistema (i, ou orbital molecular) e as correspondentes
energias (E), com as quais se pode extrair todas as informagbes de
relevancia quimica ou fisica sobre o sistema molecuiar.

O que difere um método de outro é a forma como simplificam as
integrais decorrentes da formulacdo de Schrédinger. O hamiltoniano H
também pode ser simplificado de varias formas, dependendo do tipo de
interagdes que se considerem presentes entre nucleos e elétrons.

A aproximag&@o que praticamente todes os métodos utilizam € a de
Born-Oppenheimer’™, que separa o Hamiltoniano nuclear do eletrénico,
baseando-se no fato de os nucleos serem muito mais pesados que os
elétrons. Estes podem, entao, ser considerados como movendo-se no campo
produzido pelos nicleos estacionarios em cada instante de tempo em que a
fun¢ado de onda eletrbnica é calculada.

Um hamiltoniano eletrénico tipico inclui as interagbes elétron-nucleo,

elétron-elétron e a energia cinética dos elétrons. O hamiltiano molecular inclui
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ainda as interages ndlcleo-nicleo e a energia cinética dos mesmos (veja
apéndice A).

Entre os métodos baseados em mecanica quantica e utilizados para o
estudo da estrutura eletronica de compostos organicos, destacam-se os ab
}nitio € 0s semi-empiricos.

O calculo ab initio utiliza o hamiltoniano molecular e somente os
valores das constantes fisicas fundamentais, sendo que todas as integrais
decorrentes da formulagdo de Schriodinger sao calculadas. A uUnica
aproximagao significativa é feita sobre a base que define a fun¢éo de onda do
sistema: usualmente expande-se os orbitais moleculares em termos de
fungdes gaussianas. A qualidade das bases € medida pela forma e nimero
de gaussianas utilizadas. Os métodos ab initio sdo muito custosos para
moléculas de médio e grande portes, quando o calculo computacional pode
tornar-se inviavel dado o grande numero de integrais a resolver.

Em contraste, os métodos semi-empiricos utilizam um hamiltoniano
mais simples e pardmetros cujos valores sao ajustados baseados em dados
experimentais. Os métodos semi-empiricos vém sendo desenvolvidos nas
altimas décadas e s&o capazes de produzir 6timos resultados quantitativos!™.
Dependendo da forma como aproximam as integrais decorrentes da
formulagdo de Schrédinger e dos tipos de parametrizagdo utilizada, dao
origem a diversos métodos. Como exemplo temos o MNDO (Modified Neglect

of Differential Overlap), MINDO (Modified Intermediate Neglect of Differential

Overlap), AM1 (Austin Method 1), PM3 (Parametric Method 3)'"\. No apéndice

54



A, analisamos mais detalhadamente o método de Hartree-Fock e alguns dos
métodos semi-empiricos mais utilizados.

O método de Hiickel € muito mais simples que qualguer método semi-
empirico. A simplificagao feita sobre o hamiltoniano do sistema é tao grande,
que ndo se calcula nenhuma integral, todos os valores sendo substituidos por
pardmetros extraidos de resultados experimentais. Por este motivo é
considerado um método empirico. Em contrapartida, 0 método de Huckel sé
pode ser utilizado para sistemas conjugados (planares), onde ha uma grande
separacido em energia entre os orbitais o e . A metodologia néo leva em
conta todos os elétrons de valéncia, tratando apenas aqueles que estao
ocupando orbitais n. Para os sistemas conjugados, onde as propriedades
quimicas sdo determinadas por esse tipo de elétrons™'® isto & valido e
simplifica muito a descricao do problema.

Um calculo tipico de Hiickel envolve apenas uma construgdo e
diagonalizagdo de uma matriz bastante simples, que contém a informacgao
topolégica da conectividade atdmica da molécula. Vamos descrever melhor o
método de Hiickel no capitulo 5 com o intuito de introduzir o calculo de
densidade local de estados (LDOS).

Os nossos calculos foram realizados utilizando-se © programa
MOPAC!™ (Molecular Package - Quantum chemistry Exchange Program n.
464), um “pacote” de programas para o estudo de reagbdes quimicas e
optimizagdo de geometrias, onde os hamiltonianos MNDO, MINDO/3, AM1 e
‘PM3 estao implementados de forma integrada. Existe um consenso de que

tanto o AM1 quanto o PM3 sejam melhores que o MNDO e o MINDQO/3 para
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optimizacbes geomeétricas. O PM3 é basicamente uma melhoria, em termos
de parametrizagdo, do método AM1 (veja apéndice A) e por este motivo foi o
método escolhido para os célculos semi-empiricos desenvolvidos no presente
trabalho.

Dada a complexidade do espago de fase dos “dimeros”, como
mostraremos a seguir, outros programas foram utilizados (HyperChem) e
desenvolvidos (HyperSpin e Chem2Pac), como explicitaremos nos capitulos

posteriores.

Para o calculo da densidade de estados sobre diversas regiées das

moléculas, necessitamos dos autovetores da matriz de Fock/hamiltoniano, ou seja,
dos coeficientes da expansdo dos orbitais moleculares em termos de orbitais
atémic:bs'. Estes coeficientes podem ser obtidos por qualquer um dos métodos de
mecéanica quantica descritos na se¢éo anterior.

.0 uso do método de Hiicke! foi impossibilitado pela ndo planaridade dos
“dimerés", pois neste caso nao existe a separagao dos orbitais o e =. Mesmo para o
caso dos “mondmeros”, o uso do método de Hickel € impedido pela falta de
pardmetros para o grupoc O — Me ou O — CH;, que, a priori, poderia ser tratado
como uma perturbagao aos parametros dos atomos de carbono em que € ligado.

‘N‘o outro extremo, o uso de um método ab initio, descrito com uma base boa,
esbarra.- na capacidade dos computadores atualmente disponiveis. A titulo de

exemplo, um Unico calculo de optimizagdo de geometria (base 6-31G*) para um dos

“‘dimeros” pode levar varios dias de calculo na maquina ODIN (a de melhor
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desempenho na rede do IFGW). A busca pelo minimo global de todas as 6
moleculas da figura 3.3, usando métodos sofisticados de primeiros principios, levaria
muito mais que o prazo de um ano e meio que tivemos para o desenvolvimento do
projeto como um todo.

Como Gnica alternativa restou-nos o uso dos métodos semi-empiricos. Dentre
as varias possibilidades dentro desta categoria, escolhemos o PM3. Tal escolha
deve-se ao 6timo resultado obtido para o caso dos PAHSs e por se tratar de um dos
mais sofisticados métodos de sua classe.

Os calculos semi-empiricos sao muito mais rapidos que os ab initio e estes
nem sempre oferecem melhores resultados!'™. Um caélculo de optimizagdo de
geometria, utilizando o PM3, para um dos “dimeros” ndo demoraria mais que alguns
minutos na ODIN, levando menos de uma hora em um PC-486. Mesmo assim, para
uma busca conformacional refinada, muito recurso computacional é requerido e
decidimos utilizar uma pré-optimizagao via mecéanica molecular para entao optimizar
usando o PM3. Mais detalhes e justificativas para tal procedimento serdo dados no
proximo capitulo.

Pretendemos dar agora uma idéia da complexidade envolvida numa busca
conformacional. Em referéncia a figura 3.5 apresentada a seguir, vamos calcular a
energia total da molécula de n-butano com respeito a apenas um de seus graus de

liberdade (coincidentemente o mais importante): o angulo dihedral central (1-2-3-4).
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(@) (b)

FIGURA 3.5: (a) representagao grafica da molécula de n-butano C,H,,.

(b) representacao 3D de seu dltimo orbital ocupado (HOMO)"™.,

A figura 3.6 a seguir mostra que a superficie unidimensional, obtida
utilizando-se o método de mecanica molecular MM+"" esta longe de ser simples:
apresenta trés minimos, sendo que apenas um deles € o minimo global. Além disso,
uma vez que a molécula caia em um dos minimos locais (B e F na figura), pode ser
altamente improvavel que ela “saia” desta regido para atingir o minimo global,
necessitando para tal vencer uma alta barreira de potencial (no exemplo algo em
torno de 2 Kcal/mol = 11meV). O resultado da analise conformacional para o n-
butano concorda com o observado experimentalmente!'”.

Muitas vezes a molécula consegue obter do meio em que esta imersa a
energia necessaria para atravessar barreiras conformacionais, mas ha situagdes
onde a possibilidade de se cair em um minimo local profundo possa representar

umasituagéo irreversivel®,
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MM+ Energia total {Kcal/maol)

L 1 . I : 1 ; 1 : 1 L I

0 60 120 180 240 300 360

Angulo dihedral 1-2-3-4 (ligagédo central) (graus)

FIGURA 3.6: Analise conformacional de um dos graus de liberdade da molécula de

n-butano vista na figura 3.4.

."A complexidade das superficies hiperdimensionais fica clara se imaginarmos
uma molécula muito maior em tamanho e apresentando muito mais graus de
liberdade que o n-butano. A exemplo, mostramos na figura 3.6 o “dimero” 7 (o mais
simples dos seis), ja em sua conformacao de minimo global, que obtivemos através

de uma analise conformacional minuciosa e o método PM3.



FIGURA 3.7: O “dimero” 7 da figura 3.3 visto em sua conformagdo de menor

energia. Resultado obtido com o método PM3.

No préximo capitulo apresentaremos um software especialmente
desenvolvido para facilitar, e muito, a busca conformacional de moléculas de porte
médio e que foi fundamental para a realizagdo desse projeto no curto espaco de
tempo disponivel. A optimizagdo da molécula acima tornou-se muito simplificada
com o uso deste programa, que permitiu seleciona-la como minimo global dentre um

grupo de mais de 50 conférmeros encontrados.
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Capitulo IV

Analise conformacional: software HyperSpin

e s
s
e

No capitulo anterior descrevemos a dificuldade de se realizar uma analise
conforr.ﬁacional conclusiva sobre moléculas de médio ou grande portes, pois nestes
casos o numero de graus de liberdade cresce rapidamente, tornando a
hipersuperficie de fase bastante complexa. Neste capitulo apresentaremos um
software especialmente desenvolvido com o objetivo de facilitar este trabalho. Ele
possibilita efetuar a varredura automatica de partes da superficie de energia e
substituir um trabalho manual bastante repetitivo e exaustivo.

O programa, batizado de HyperSpin', tem como versdo final um maédulo
32bits *rodando no ambiente Windows95 e se comunicando com o software
comercial HyperChem?, que atuara como seu servidor de dados. Além do mddulo
principal, varios outros itens foram implementados com o objetivo de facilitar a
andlise de resultados e a criagdo de futuros programas que interajam com o
HyperChem.

Para gue figuem claros a importancia dos programas desenvolvidos e a
dificuldade de implementa-los de maneira eficiente, vamos apresentar
primeiramente um resumo sobre o HyperChem e seus recursos. Logo em seguida,
vamos.descrever o trabalho que deveria ser manualmente realizado para o estudo

conformacional das moléculas que pretendemos analisar. Por fim apresentaremos

os detalhes do programa e dos outros componentes que com ele formam um pacote
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de utilitarios especiais para o HyperChem e que tem sido bastante utilizado por
alguns membros de nosso grupo de pesquisa. Vale ressaltar que, a despeito de

suas utilidades, ferramentas similares n2o estdo comercialmente disponiveis.

O programa comercial HyperChem é uma interface grafica que permite ao

usuario, de uma forma bastante simples e muitas vezes eficiente, desenhar
moléculas e efetuar sobre elas calculos de quimica computacional utilizando
técnicas de mecanica e dindmica molecular com métodos ab intio ou semi-
empiricos. Pelo fato de operar em uma plataforma PC, os métodos semi-empiricos e
principalmente ab initio, tornam-se bastante lentos e ineficientes. Foi por esse
motivo que nossos calculos com o PM3 foram realizados em estagées de trabalho,
através do pacote MOPACP!, apresentando eficiéncia varias ordens de grandeza
maior que os mesmos calculos com o HyperChem.

Por outro lado, dadas as facilidades de edigdo e visualizagdo 3D e aos
métodos de mecanica e dindmica molecular que o HyperChem proporcicna, este
programé foi utilizado em muitas etapas deste trabalho, como nos seguintes
proced'i.mentos: |

1. Desenho 2D das moléculas e modelo 3D inicial;

2. Pré-optimizagédo de geometria das moléculas com mecénica molecular;

3. Uso de dindmica molecular com a finalidade de gerar o maior nimero de

confébrmeros possivel, que mais uma vez terdo suas geometrias

optimizadas pela mecéanica molecular,
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'4. Refinamento da analise conformacional das moléculas escolhidas durante
0 passo anterior, observando os graus de liberdade mais instaveis, como
angulos dihedrais. E nesta etapa que o programa HyperSpin mostra a sua
maior utilidade;

5. Preparo dos inputs para o MOPAC;

6. Visualizagdo dos resultados do MOPAC (oufpuls) e desenho 3D de
orbitais moleculares (como exemplificado na figura 3.5b do capitulo

anterior), além de outras operag¢des envolvendo a analise dos resultados.

A figura 4.1 a seguir mostra a tela principal do HyperChem apds um calculo
single point para a molécula de antraceno. A renderizagdo da molécula foi feita com
esferas de van der Walls.

O processo de desenho, usando os recursos de edigdo do HyperChem é
bastante simples, mesmo para moléculas de estrutura complexa, e nao fosse a sua
ineficiéncia nos calculos mais avancadas, seria a principal ferramenta para os
estudos realizados por nosso grupo. O seu uso, ainda sim, & fundamental aos
passos 1-4 mencionados anteriormente e muito fregliente em nossos trabalhos.

b paéso de nimero 4 é muito importante a localizagdo do minimo global. A
busca pelo estado de menor energia das moléculas faz-se necessaria ao nosso
estudo, pois acreditamos que um inibidor enzimatico possa ser caracterizado como
ativo ou inativo quando se encontra nesta situagdo (desde que ndo haja
transfe_'réncia de ;::arga no processo). Isto baseia-se no fato de que a grande maioria

dos compostos de interesse bioldgico apresentam atividade quando em seus

minimos globais ou préximos deles. Lembramos que este poderia ndo ser o caso
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se estivéssemos analisando proteinas, pois ainda ndo ha um consenso de que elas

nao possam atuar biologicamente em conformacdes fora de seus minimos globais®.

FIGURA 4.1: HyperChem, a interface grafica que permite desenhar as moleculas e

efetuar varios calculos de quimica computacional (mecanica molecular, semi-

empiricos, ab initio, Hlickel Estendido, dinamica, etc.).

Como dito anteriormente, os graus de liberdade mais susceptiveis sdo os

angulos dihedrais, pois apresentam varios minimos em que podem permanecer de
maneira estavel. Angulos dihedrais mal descritos podem levar a conformagoes
distantes do minimo global das moléculas e é por este motivo que devemos dar

especial atencao a eles.
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O processo de analise da variagéo da energia total com os dngulos dihedrais
foi inicialmente bastante exaustivo, pois utilizava os seguintes passos com o
HyperChem':
1. Colocar manualmente o dihedro (definido por 4 atomos) na posi¢ao ¢,
2. “Setar” o calculo para que nao afetasse o valor do dihedro (restraint);
3. Efetuar optimizagéo de geometria (mecéanica molecular ou semi-empirico):;
4. Anotar o valor do angulo e o resultado para a energia total do sistema
definindo um ponto de calculo;
5. Incrementar o valor de ¢ por um valor que depende da resolugdo da
analise, tipicamente de 15 graus.
6. Reiniciar o processo até que ¢ = ¢ + 2n, ou, aproveitando a simetria que

em muitos casos aparece, até que ¢ = ¢ + .

Para cada angulo dihedral analisado separadamente (uma curva 1D sobre a
hipersuperficie de energia), um minimo de 30 pontos deve ser levantado de forma a
caracteriza-lo apropriadamente. Uma molécula de porte médio pode possuir varios
dihedros e muitas vezes assimétricos, requerendo mais pontos.

..O procedimento acima, para cada dihedro, pode levar em média de uma a
duas horas para se completar, dependendo da experiéncia do usuario com o
HyperChem. Se quiséssemos analisar uma superficie 2D (dois dihedros
simultaneamente), o nimero de pontos cresceria rapidamente: 30x30 = 900 pontos

(450 pontos se houver simetria), tornando inviavel o levantamento manual. Analises

de ordem superior seriam irrealizaveis.

" Este tipo de levantamento & chamado de calculo de barreira de torsao, pois relaciona a variagdo de
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O programa HyperSpin foi escrito com a idéia de automatizar este processo e
foi se desenvolvendo através das necessidades que foram surgindo durante a sua

implementacao, cujo histérico e mais detalhes apresentamos a seguir.

A histéria deste programa iniciou-se em meados de Margo de 1997. Sua

primeira versao nascera de um programa bem simples escrito em PASCAL para o
DOS (GetEnergy 1.0), que colhia alguns parametros fornecidos pelo usuario
(método de calculo, angulo dihedral, limites, etc.) e gerava um script, na linguagem
que o‘.HyperChem reconhece, com a finalidade de orienta-lo na rotagdo de um
dihedro e no calculo de sua barreira de torsao.

Ao final da rotacdo, permitia a leitura e extragéo de dados do arquivo de “log™"
geradp pelo HyperChem e montava uma tabela que podia ser lida por outros
aplicativos para a geragao grafica dos resultados (dngulo versus energia total da
molécula). O layout da primeira versao do programa pode ser visto nas figuras 4.2(a
e b) a seguir.

Apesar de muito simples e de todas as suas limitagdes, tal programa
mostrou-se bastante (til, poupando muito tempo de trabalho repetitivo e sujeito a
falhas hhumanas f;lutomatizando de forma muito simples os passos 1-6 citados

anteriormenie: o processo que levava cerca de uma hora ja podia ser reduzido a

alguns minutos.

energia do sistema com um anguic dihedral {tambem chamado angulo de torsao),
' Os arquivos de “log” do HyperChem contém grande parte das informag&es sobre os célculos
realizados.
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FIGURA 4.2a: Tela principal do programa que deu origem ao HyperSpin. Escrito em

PASCAL e rodando em DOS.

Home e extensao do arquive log: molecula. log
Home e extensao do arquluu dat: molecula.dat

fingulo inicial
fingulo final
Incremento
Regressao
Rendering
Calculation method
Hol. Hech. Hethod
Semi-emp. Method
Calculation

M| Angulo dihedral que

sera

atom1-atom2-atom3-atomd

350
1

10l # pontos para minimos quadrados

Sticks /7 2 - Disks /F 3 - Spheres
Molecular Mechanics /7 2 - Semi-empirical
mnt £f 2 - amber /7 3 - bio+ JFF & - opls
aml // 2 -pn3 FFf 3 - zindol /7 & - zindes
Single Point /7 2 - Geometry Dptimization

analisadeo:

Script file name: _ scr

Em amarele opcoes default.

FIGURA 4.2b: GetEnergy 1.0 e a tela onde o usuario entra

calculo.

com as opgdes do
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Ao final da rotagao do dihedro, no entanto, este era mantido na posigéo final
de busca, que na maioria das vezes ndo representava a situagao de menor energia.
Naturalmente surgiu a idéia de fazer com que o HyperChem recebesse de volta a
informégéo sobre o angulo que minimizava a energia total, obtido pela interpolagéo
de todos os pontos lidos.

Algumas semanas foram investidas na tentativa de se fazer uma
comunicacao entre os dois programas, mas constatamos que isto seria impossivel,
dada a assincronia de execucao de programas existente entre os sistemas MSDOS
e Windows 3.11 ou 95. Isto se deve ao fato de problemas de design destes
sistemas. O Windows deveria ser um ambiente independente, mas até a sua versao
chamada de 95, nada ou pouco foi feito nesse sentido. Tem-se, entdo, um sistema
operacional sofisticado, dependendo de outrc bem mais simples (o DOS) e nao
podendo se comunicér com este de forma eficiente. Aquele que ja tenha tentado
sair do Windows com uma janela do DOS (onde um programa esteja rodando)
aberta, entendera melhor o que queremos dizer.

A Unica alternativa seria escrever o GetEnergy dentro do sistema Windows e
para isso ter que mudar o programa e sua estrutura radicalmente. Escolhemos o
Visual Basic (VB3.0), pois tornaria possivel o desenvolvimento de programas
amigaveis ao usuario através de seus recursos avancados de programacéao
orientada a objetos (OOP ou Object Oriented Programming) e janelas. Alguns
meses foram necessarios para que confianga e conhecimentos basicos fossem
adquiridos e fosse possivel dar inicio ao desenvolvimento do programa.

O conceito basico e mais importante que foi aprendido, envolve o protocolo

de comunicagado DDE (Dynamic Data Exchange) do Windows, que permite a troca
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dindmica de dados entre os programas rodando sobre esse sistema operacional. O
apéndice B traz exemplos de rotinas VB para estabelecer as conexdes DDE com o
HyperChem.

A versao zero do programa (obtida através do VB3.0 16-bit) e ja rebatizada
de HyperSpin, implementava muitos recursos adicionais em relagdo ao GetEnergy:
a energia do sistema era minimizada em relagéo ao dihedro analisado e, via DDE,
esta informagéo era reenviada ao HyperChem, que entao colocava a molécula na
conformagao de menor energia e a salvava em disco.

Entretanto, a coleta de dados ainda acontecia pela analise dos arquivos de
“log”, © que poderia gerar incompatibilidades futuras com novas versées do

HyperChem.

IV.5.1 HyperSpin 1.0 (16-bit)|

O HyperSpin 1.0 (16-bit) surgiu logo em seguida (uso do VB 4.0) e

apresentava muitas novidades. Dentre elas podemos destacar:

e um modulo capaz de “plotar” a energia do sistema enquanto ©
HyperChem rodava o dihedro (HyperGraph), imitando as antigas
placas de interface GPIB muito utilizadas pelos experimentais;

e um outro capaz de acionar variaveis e executar comandos do

HyperChem remotamente (Energy Watcher);
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e outros detalhes importantes como busca multidimensional e interface
com o software Mathematica™!,

¢ a implementagéo de rotinas DDE mais eficientes permitiu a troca de
todos os dados necessarios entre o HyperChem e o HyperSpin,
dispensando as leituras de arquivos de “log”. Ao final do calculo um

relatorio era apresentado com os resultados, tudo acontecendo

automaticamente.

FIGURA 4.3a: HyperSpin 1.0 (16-bit) para Windows 3.11 ou 95, médulo responsavel

pela geragao dos scripts de rotagéo de dihedros.



1500

750

i on 180 27 360

FIGURA 4.3b: HyperGraph 1.0 (16-bit), médulo capaz de plotar “on-line” a energia
do sistema enquanto o HyperChem efetua os calculos de barreira de torséao,

orientado pelo HyperSpin.

As figuras 4.3(a e b) anteriores, mostram os layouts do HyperSpin (o
editor de scripts) e do HyperGraph, respectivamente. A janela da figura 4.3b
mostra a barreira de torsdo obtida na analise conformacional do n-butano

para o angulo dihedral central, como mostrado no capitulo anterior.
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IV.5.2 HyperSpin 2.0 (32-bit)|

Esta &€ a versdo final do programa até o momento. Em relacdo as
versdes anteriores, implementamos muitos recursos adicionais que tornaram
a comunicag¢ao e troca de dados com o HyperChem mais eficiente e rapida.
O uso da tecnologia ActiveX, implementada com o VB 5.0 Professional
Edition e técnicas avancadas de OOP, conferiram um carater profissional e
enxuto ao cédigo do programa. O modo de processamento com 32 bits
tornou-se possivel com ¢ uso do nove compilador no ambiente Windows95.

Muitos detalhes de edigdo e apresentagdo de dados foram
‘ definitivamente incluidos, como por exemplo a geragéo de um notebook para
o Mathematica™ capaz de desenhar superficies 3D e de nivel, quando na
analise de dois ou trés angulos dihedrais simultaneos (busca nD).

Até o presente momento, com todas as versdes geradas e todas as
rotinas necessarias, mais de 40000 linhas de cadigo foram escritas. Isto sem
contar as constantes alteracdes e o complexo processo de desenho das
janelas do programa. Mais de 80% do programa é composto de cédigo
original, o restante tendo sido reaproveitado de rotinas de exemplo do VB da
Microsoft.
| A seguir vamos descrever o programa mais detalhadamente,
apresentando suas opg¢des e forma de operagdo. Como foi dito
anteriormente, seu principio basico de funcionamento consiste em gerar um
script apropriado para o HyperChem, aléem das comunicagbes DDE
necessarias a perfeita troca de dados entre os dois programas. Um script

"basico que o HyperChem reconhece é mostrado a seguir:
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exemplo determinado pelos atomos 1,

questao;

1. ;Script File generated by HyperSpin on Monday, 24 November 1997, 12:07:29 pm
2. ;Rotates dihedrals doing calculations and collecting data.
3. ;By M. Cyrillo - cyrillo@ifi.unicamp.br
L R e e e e e e e e e
5. select-none
6. multiple-selections Yes
7. selection-target atoms
8. show-hydrogens Yes
9. render-method sticks
0. ;- -—————————————
11. calculation-method molecular-mechanics
12. molecular-mechanics-method mm+
13, poems s s s s s s s s s R
14. errors-are-not-omsgs
15, g e e s e R s s S e S S e S e i e
l6. guery-response-has-tag (No)
17. select-atom 1,1
18. select-atom 2,1
19. select-atom 3,1
20. select-atom 4,1
21. name-selection dihedral
220 rmmmeme e e s e s e e T e T
23. write-file c:\hyper5\program\anth000.hin
24. select-name dihedral
25. set-bond-torsicn 0.0
26. select-none
27. do-single-point
28. append-omsgs-to-file C:\HSPIN\Work\hspin.get
29. query-value named-selection-value
30. query-value total-energy
31. omsgs-not-to-file
32
33. ;e e
34. select-name dihedral
35. set-bond-torsion
36. select-none
37. do-single-point
38. append-omsgs-to-file C:\HSPIN\Work\hspin.get
39, gquery-value named-selection-value
40. query-value total-energy
41. omsgs-not-to-file
42,
B o e e e i e S T
44. select-name dihedral
45. set-bond-torsion 360.0
46. select-none
47. do-single-point
48. append-omsgs-to-file C:\HSPIN\Work\hspin.get
49. gquery-value named-selection-value
50. query-value total-energy
51. omsgs-not-to-file
R R e e Lttt e e e e s e T

. 53. select-none
54, image-destination-file Yes
55. write-file c:\hyperS5\program\anth000.hin
56. execute-client C:\HSPIN\hspin
57, j-——m——————————
58. write-file c:\hyperS5\program\anth000.hin
59. status-message “HyperSpin calculations done.”
60. exit-script

Onde temos:
e linhas 1-22: “Setam” o tipo de calculo e o angulo dihedral, neste

2, 3 e 4 da molécula em
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e linhas 22-53. rodam o dihedro de 0 a 360 graus (angulos
intermediarios omitidos), efetuam um calculo single-point e coletam o
resultado, que é colocado em um arquivo texto temporario;

e linhas 53-60: executam o programa de analise de dados que ira se
comunicar com o HyperChem, analisar os dados e colocar a molécula
no seu minimo, além de apresentar um sumario com os resultados

obtidos.

Como pode ser visto pela estrutura dos scripts do HyperChem, seu
carater sequencial e de comandos sem estruturas de comparagao e
condicdes, limita e muito seu uso pratico. A rotina para a busca
multidimensional tornou-se possivel gragas a uma inteligente utilizagdo de

scripts recursivos, como exemplificado a seguir:

dihedro_ 2...pos =inicio
{Script _1(dihedro _1...pos = inicio)} - - > | Script _2| dihedro_2...pos =........
dieddro_2...pos = fim

Schipt2D = £Seript . Wdihedio. 1. 088 = sundf—— 3| ssvmsmvimnnnaneiinnmemsg

{Script _1(dihedro _1...p0s = fim..)0} == > | .ot e i e

Descobrimos que o esquema acima funcionava apesar de nao haver
nenhuma documentacdo sobre scripts recursivos presente no manual do
HyperChem. O algoritmo de coleta de dados para o esquema acima é

bastante complicado, mas foi implementado com sucesso utilizando multiplos
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' arquivos de dados. Um algoritmo ainda mais compiexo foi necessario para
tratar o caso de trés dihedros simultdneos. No momento, a busca nD limita-se
a este caso e a extensdo para ordens superiores € desencorajada pela
imensa quantidade de arquivos que seriam necessarios, ja que a busca é
sistematica: todo o espaco de fase dos dihedros selecionados é percorrido e
o minimo global deste subespaco encontrado.

Gostariamos de frisar que rotinas de busca conformacional eficientes
sd0 raras em programas comerciais € nenhum deles oferece o tipo de busca
implementado pelo HyperSpin. A melhor das possibilidades é oferecida pelo
software Spartan™0 um programa caro e de acesso restrito, que utiliza
algoritmos genéticos ou busca sistematica para efetuar este trabalho, mas
ainda assim nao da forma clara e completa como a apresentada pelo
HyperSpin, apesar de muito mais rapida.

Pode-se, atraves de um modulo comprado separadamente
{ChemPlus), tornar o HyperChem capaz de efetuar buscas conformacionais.
Este médulo, poréem, € de uso complicado e ineficiente como constatamos ao
adquiri-lo. Versdes mais novas do HyperChem oferecem linguagens de script
mais completas, incluindo instrugdes de condigdes, testes, etc., porém com
recursos ainda muito limitados, impossibilitando a construgdo de um médulo
como o HyperSpin.

Descreveremos a seguir as principais operagdes disponiveis com esta
ultima versao do HyperSpin, que foi o nome dado a um pacote de programas

composto pelo Script Editor, o HyperGraph, o HyperRemote e o LogViewer.
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Muitos detalhes serdo omitidos e poderao ser encontrados no manual do

usuario ou no help on-line, que estao sendo escritos.

»

HyperSpin
IV.5.3 Script Editor|

As figuras 4.4a, b e ¢ a seguir mostram as trés guias acessiveis a partir
da janela principal do Script Edifor em seu novo fayout (apenas Windows95
ou superior). Este médulo € o principal, pois € onde o usuario define como

sera a busca conformacional. Nos campos definidos pela guia

1. apenas um angulo dihedral sera analisado;

D) 999 dihedros podem ser analisados,
mas a busca sera feita um a um, ou seja, apenas uma curva 1D do
espago de fase sera percorrida, cada dihedro sendo varrido quando
seu predecessor tiver sido colocado em seu minimo.

e Modo-3 1. um maximo de 3 dihedros pode ser

analisado simultaneamente, todo o subespago de fase sendo
percorrido. Além dos dados comuns as opgdes anteriores,
notebooks auto-explicativos para o Mathematica versao 2.2, serao

gerados para visualizagao 3D das subsuperficies obtidas.
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in021_o001.zmt

in021_o001000.

Molecularkd echanics

FIGURA 4.4a: A tela principal do Script Editor, o primeiro passo para definir a busca

conformacional de um ou mais dihedros de uma molécula.

Durante uma busca no Modo-3 para dois dihedros, apenas uma
superficie sera obtida, correspondendo a energia do sistema para cada um
dos valores dos dois angulos dihedrais numa grade definida pelo range e
nimero de pontos escolhidos pelo usuario. Para o caso de trés dihedros,
obtém-se v superficies de energia deste tipo para os dois ultimos dihedros
selecionados, sendo que cada uma delas corresponde a uma das v posi¢des
possiveis do primeiro dihedro. Este tipo de analise pode ser interessante, pois

permite observar como a posi¢do de um determinado dihedro pode alterar o
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subespaco de fase de outros dois. Nenhum pacote comercial oferece este
tipo de opgéao.

A guia mostrada na figura 4.4b a seguir §

permite
-a0 usuario selecionar o método de calculo que sera usado durante a busca
conformacional e seus parametros mais importantes como critérios de
convergéncia.

Além disso, o usuario pode testar se o(s) dihedro(s) selecionado(s) na
"guia anterior sdo proprios para rotagdo, ja4 que, dependendo da definicdo do
angulo dihedral, ele pode ou nao ser rotacionado sem deformar a estrutura da
molécula. Dihedrais improprios causam um erro no HyperChem, por isso €
melhor testa-los antes de colocar os calculos em andamento.

Outros detalhes menos importantes, como a renderizagdo da
molécula, a presenga de um arquivo de “fog” e scripts que giram a molécula
somente para visualizacdo, podem ser “setados” nesta guia. Nao é
aconselhavel utilizar a renderizagdo “esferas de van der Walls” para os
calculos com o HyperSpin, pois este procedimento torna o processo mais
lento.

A figura 4.4c mostra a ultima guia do Script Editor (]

representando também o UGitimo passo no preparo do HyperChem para a
busca conformacional. Nela pode-se selecionar as variaveis que serao
coletadas durante o processo e aquela que deve ser minimizada (seus pontos

serao interpolados & o minimo encontrado).
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ind21_o001. log

FIGURA 4.4b: Segundo passo: definindo o tipo de calculo para a busca
conformacional, bem como seus parametros especificos mais relevantes.
Ha ainda as seguintes opc¢des, como pode ser visto na terceira guia:

a molécula inicial e o valor inicial dos

angulos dihedrais serdo carregados no workspace do HyperChem
em cada passo da busca. Este procedimento é importante ja que,
no caso de optimizacdes de geometria, partes da molécula podem
ser afetadas por uma posigcao especifica de um dihedro, como no

caso em que ocorrem impedimentos estéricos;
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FIGURA 4.4c: Os ultimos passos para definir a busca conformacional e preparar o

HyperChem para incluir as opgées oferecidas pelo HyperSpin.

todos os conférmeros gerados durante a busca

seréo salvos no diretério .\Conformers. Quando o programa termina
e executado um modulo (figura 4.5 a seguir), que permite ao
usuario selecionar duas moléculas para serem superpostas em um
plano comum especificado. Esta pode ser uma ferramenta (til para
a comparagéo de diferentes conformacdes obtidas da optimizagao
da mesma molécula a partir de diferentes posicdes para um mesmo

dihedro;
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: O script de busca ira solicitar ao usuario o
método de calculo antes de iniciar o processo. Importante
quando a comparagao dos resultados por diferentes métodos &

desejada, ndo havendo a necessidade de se reeditar o script

principal;

Ha duas formas de o HyperSpin incorporar suas
facilidades ao HyperChem: gerando seu préprio menu chamado
de HyperSpin, ou utilizando o menu Script do HyperSpin. A
primeira possibilidade s6 & possivel para o HyperChem 4.5 ou

superior,

21 o 000 zmt
ind21_o_015.zmt
in021_n_030.zmt
in021_o_045. zmt
in021_o_0B0.zmkt
ind21_ao_075.zmt
in021_a_090.zmt
in021_o_105.zmt

in021_o_120.zmt
in021_o_135.zmt
in021 o 150.zmt

FIGURA 4.5: Médulo que permite a superposi¢cdo de duas moléculas através de um

plano comum. Esta janela aparecerd automaticamente se a opgéo

tiver sido selecionada.
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O HyperGraph é acessivel através do menu que o
HyperSpin incorpora ao HyperChem. No entanto, através desta
opgdo, o HyperGraph sera automaticamente executado e
preparado para coletar os dados assim que o usuario selecionar a

busca conformacional e dé inicio ao processo.

Com apenas um clique no botao

o HyperChem sera preparado
para conter as opgdes de busca conformacional em seus menus. As opgoes

incluidas sao as seguintes:

inicia a busca conformacional;

carrega o moédulo de visualizagdo grafica. S6 sera

necessario se a opgao

| n&o tiver sido selecionada;
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carrega a molécula em questdo no workspace do
HyperChem, onde xxxx € 0 seu nome;

: roda o dihedro dihedral para visualizagdo (nao efetua

calculos).

Um detalhe importante sobre o Script Editor € que a maioria de seus
campos esta ligada via DDE com suas variaveis correspondentes no
HyperChem. Logo, se o usuario carregar uma molécula nova no HyperChem,

seu nome aparecera automaticamente no campo [roleaiie| do editor (figura

4.4a) ou vice-versa.

Uma edigado particular pode ser salva em disco e recuperada em outra
ocasiao, permitindo a organizacdo dos calculos realizados. Além disso, &
possivel ao toque de um botao, recuperar a ultima edig¢ao.

Apds a execucgao do script principal, acionado através da primeira
op¢do do menu HyperSpin/Script do HyperChem, um moédulo sera
automaticamente executado e efetuara a analise dos resultados alem de
apresenta-los. Este mdédulo pode ser visto na figura 4.6a a seguir, juntamente

com um exemplo de arquivo texto de resultados.
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Saturday, 22 November 1997, 08:08:36 pm
HyperSpin 2.0 =nD search= results file:
cluser\cyrillotintegraselin0214n021 o001 txt

Idolecule: clusercynllolmtegrasein0214n021_o.zmt
26 atoms

ethod: Mg}emﬂar Mech

Minima Vector
i

Saturday, 22 November 1997, 08:08:36 pm
HyperSpin 2.0 =nD search= results file:
c:\user\cyrillo\integrase\in021\in021 o001.txt

Molecule: c:\user\cyrillo\integrase\in021\in021 o.zmt
26 atoms

Method: Molecular Mechanics
Molecular Mechanics method: mm+
Single Point Calculations

Variable being minimized: Total energy
Global minimum found.

Emin = 31.06848

Emax = 39.88676

Mean: 35.31

Minima wector:

4-3-15-25 = 8.537736e-007°
1-2-16-26 = 180°

There is another identical minimum

HyperSpin set the molecule in the first global minimum.

Molecule in the minimum: c:\user\cyrillol\integrase\in021\in021 o001.zmt
Additional files in c:\user\cyrillcl\integrase\in021:

inLst000.dat that is a Mathematica file.

Read it with the notebook c:\user\cyrillolintegrase\in021\in021 o.ma.

inXYZ000.dat that is a 3-column-text file with the following meaning:
first column - x = dihedral angle 1-2-16-26

second column - y = dihedral angle 4-3-15-25

third column - z = Total energy of the molecule.

FIGURA 4.6: Tela do mdédulo que analisa e apresenta os resultados da analise
conformacional, juntamente com um exemplo de texto apresentado apés um calculo

de busca 2D.
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HyperGraph
IV.5.4 HyperGraph|

A ultima versdao do HyperGraph acompanhou o desenvolvimento do

HyperSpin, langando méo das comunicagbes DDE para um melhor

desempenho na coleta on-line de dados. O seu uso limita-se a calculos de

mecanica molecular, pois s&o mais rapidos e justificam a visualizagdo

instantanea, o que nao acontece nos casos de calculos semi-empiricos ou ab

initio.

O HyperGraph é capaz de coletar e visualizar as trés formas de

operag¢ao do HyperSpin:

no Modo-1 os dados serao coletados e plotados para o dihedro que esta
sendo analisado pelo HyperSpin. Ao final do calculo, o HyperGraph traga
uma cruz marcando o ponto de minimo global (se houver mais de um
idéntico, marcara apenas o primeiro);

noc Modo-2, a operacgéo € parecida com a do Modo-1, com o adendo de o
HyperGraph detectar automaticamente a mudanga de dihedros e mudar a
cor do grafico correspondente;

no Modo-3 (somente para 2D) pode-se visualizar um dos dois angulos
separadamente, mas apenas um de cada vez. Uma janela extra coleta a
energia para cada valor do vetor formado pelos dois dihedros. Ao final,
pode-se com um cligue em um dado vetor, ordenar o HyperChem para

gue coloque a molécula na configuragao correspondente.
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O programa foi dotado das opg¢cdes mais comuns presentes em
utilitarios de visualizacao grafica: mudanca de escala e espessura das linhas,
cursor que mostra as coordenadas dos pontos sobre os quais desliza, etc.
Duas variaveis podem ser visualizadas de cada vez e devem ser
selecionadas antes que a comunicagéo com o HyperChem se estabelecga.

A figura 4.7 a seguir mostra o HyperGraph logo apds um calculo tipico

de barreira de torséo de apenas um dihedro.

HyperSpin + HyperGraph

_tota onbon

30.56289 16.14058
30.57295 16.11267
30.60448 16.0314
30.66109 15.90385
30.74758 15.74039
30.86845 15.55314
31.0265 15.35421
31,2217 15.15446
31.45081 14, 96265
31.70739 14.78511

oLl
e

11
I

=Tt R T
==1=1=1—1—1-1—1

o e

FIGURA 4.7: Tela tipica do Windows95 mostrando o HyperChem, o maédulo final do

HyperSpin e o HyperGraph.
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HyperBemate
IV.5.5 HyperRemote|

Durante o aprendizado do protocolo de comunicagao DDE, bem como
da linguagem de scripts do HyperChem, percebemos que muito tempo foi
perdido na catalogacdo dos comandos e variaveis, bem como nos ajustes
dos parametros ideais a uma comunica¢cido mais eficiente e livre de erros.
Pensando na possibilidade de tornar este trabalho mais simples a futuros
desenvolvedores de interfaces para o HyperChem, construimos o programa
HyperRemote, que substituiu o antigo Energy Waltcher.

Como seu nome indica, o programa funciona como um controle remoto
do HyperChem, permitindo executar um comando ou ler uma variavel
remotamente. Assim como o Script Editor, ele também foi dividido em trés
guias; as duas primeiras podem ser vistas na figura 4.8 a seguir. Na primeira
delas, tem-se o controle remoto propriamente dito: os comandos efou
variaveis podem ser acessados pelos menus que imitam os menus do
HyperChem, possibilitando uma busca rapida e organizada ao item desejado.

Utilizar este controle remoto ¢ uma forma eficiente e rapida de se
conhecer todos os comandos e/ou variaveis do HyperChem, seus usos e
suas sintaxes, poupando muito tempo a quem desejar construir novos
programas que interajam com o HyperChem via DDE. No apéndice B
encontram-se exemplos de rotinas DDE para comunicagdo com o
HyperChem (versdes do VB >= 3.0), que podem ser adaptadas para a

comunicagao entre dois programas genéricos.

88



Na segunda guia temos campos com todas as variaveis de energia
correspondentes aos calculos mais comuns que podem ser feitos com o
HyperChem, tornando possivel a monitorizagédo on-line das componentes de
energia de um determinado calculo. Pode ser um recurso interessante, pois o
HyperChem s6 permite a visualizacdo da energia total e do modulo de seu
gradiente em seu display de status.

Na terceira guia temos o status da ultima configuragdo do HyperSpin,
permitindo visualizar o(s) dihedro(s) e seu(s) valor(es) enquanto o
HyperChem efetua a busca conformacional, bem como a maior e a menor

energia lidas até o momento.

tal-energy = 0
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FIGURA 4.8: as duas telas mais importantes do HyperRemote onde o usuario tem
completo acesso a todas as variaveis e comando do HyperChem e é capaz de

observar “on-line” as mudancgas das variaveis de calculo.

o

Logifiewer

O HyperChem permite que grande parte das informagdes pertinentes a
um determinado calculo sejam colocadas em um arquivo de “log” escolhido
pelo usuario. Este arquivo é atualizado periodicamente toda vez que um
detalhe novo sobre o calculo aparece, por exemplo a cada ciclo SCF de um
calculo semi-empirico. Apesar disso, estas informagdes s6 podem ser vistas
pelo usuario ao final do calculo, quando entédo € possivel a edigao do arquivo.

Com o objetivo de suprir esta deficiéncia, surgiu a idéia do programa

LogViewer, que & capaz de mostrar o conteido de um arquivo enquanto este
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€ manipulado por um outro aplicativo, ajustando-se perfeitamente ao caso do
HyperChem e seus arquivos de “log”.

Alguns trugues foram necessarios para que o sistema nao acusasse
erros durante a leitura de um arquivo aberto por outro programa e para que
ele fosse atualizado rapidamente, permitindo ac usuario observar cada
detalhe do calculo “on-line”.

A tela principal do programa € vista na figura 4.9 e o seu uso é
bastante simples, dispensando maiores detalhes. A versao 1.0.0 foi
rapidamente atualizada para a 1.1.1 com novos recursos de edi¢o.

Este programa encerra em si uma idéia muito simples e preeche uma

das lacunas presentes no HyperChem.

HyperChem log start — Tue Mov 18 10:53:44 1997.
Geometry optimization, SemiEmpirical, molecule =
C:AHyper5\Program\CHRY SENE.HIN.

PM3

PolakRibiere optimizer

Convergence limit = 0.0100000 Heration limit = 50

Accelerate convergence = YES

Optimization algorithm = Polak-Ribiere

Criterion of RMS gradient = 0.1000 kcal/{A mol] Maximum cycles = 450
RHF Calculation:

Singlet state calculation

NMumber of electrons = 84

Number of Double Occupied Levels = 42
Charge on the System =0

FIGURA 4.9: Tela principal do LogViewer, programa capaz de mostrar o contetido
do arquivo “log” do HyperChem durante o processo de calculo, suprindo uma

deficiéncia deste software comercial
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Mencionamos anteriormente que mostrariamos a validade de se usar
mecanica molecular para a pré-optimizagdo de geometria das moléculas antes de
submeté-las aos métodos semi-empiricos, muito mais custosos do ponto de vista
compu-tacional. A figura 4.10a a seguir mostra o monémero nimero 5 do grupo de
moléculas que estamos estudando: enfocando o problema conformacional, uma das
perguntas que podemos fazer & a respeito da posigao relativa dos dois grupos OH
(16-26 e 15-25) que podem adquiri, num mesmo plano, quatro configuracdes
distintéé (por razdes de simetria, ndo ha motivos para estas estruturas estarem em

planos distintos).

FIGURA 4.10a: O mondmerc nimero 5 e dois angulos dihedrais criticos (4-3-15-26

e 1-2-16-26) para a analise conformacional.

Vamos utilizar o HyperSpin e uma busca 2D para descobrir qual delas é a

configuracao de menor energia. Os dihedrais que posicionam as duas hidroxilas
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sdo: 1-2-16-26 e 4-3-15-25. Escolhemos um grid de 24x24 pontos, o que € mais do
que suficiente para uma boa analise qualitativa.

A escolha de um método de mecanica molecular ou semi-empirico é crucial,

dependendo dos objetivos do calculo. De fato, pretendemos mostrar que,

qualitativamente, os resultados sdo semelhantes, justificando o uso de mecanica
molecular no caso de analises prévias.

As figuras 4.10(b,c) a seguir mostram os resultados obtidos com os

programas HyperSpin e Mathematica: na figura 4.10a usando mecanica molecular
(MM+) e na figura 4.10c, o semi-empirico PM3.

431525

100

43-15-25
100
200
1.2-16-26

300

0 a0

100

4 1-2-16-28
120 200 230 300 330

FIGURA 4.10b: Superficies de energia obtidas com o programa HyperSpin e o
métode MM+ (mecénica molecular).
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200
4.3-15-25

4.3-15-23

] 500100 150 200 250 300 350

FIGURA 4.10c: Superficies de energia obtidas com o programa HyperSpin e o

método semi-empirico PM3.

A observacao, tanto das superficies 3D quanto das superficies de nivel,
revela que o resultado qualitativo é praticamente o mesmo, mostrando a
configuragédo de minimos e maximos.

E por este motivo que nos sentimos confiantes ao usarmos a mecénica
molecular como método para gerar as estruturas iniciais para os calculos semi-
empiricos, ganhando com isso muito tempo na realizagdo dos calculos e preparo

das moléculas.
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Ja que o programa HyperSpin incorpora muitas facilidades néo disponiveis

com d HyperChem e outros programas comerciais, achamos por bem anuncia-lo e
torna-lo gratuitamente disponivel a comunidade cientifica. Este processo foi gradual,
o programa tendo sido distribuido a algumas poucas pessoas que se dispuseram a
testa-lo.

Um dos usuarios escolhidos gentilmente enviou para lista de usuarios do
HyperChem uma mensagem entusiastica falando sobre sua experiéncia com o
programa. Esta mensagem pode ser vista na pagina seguinte.

Algumas semanas depois decidimos colocar o programa disponivel a
qualquer usuario interessado. Primeiramente apresentamos o programa ao Dr.
Krassimir Stravrev da empresa HyperCube Inc., responsavel pela assisténcia
técnica aos usuarios do HyperChem, que elogiou muito o programa e tornou

possivel o seu downfoad através da pagina oficial do HyperChem: hitp://www.hyper.com

Os links para download séo:

e http://www.hyper.con/support/software/Other/other_index. himl

e ftp!//ftp.hyper.com/pub/other/hspin.zip

Basta descompactar o arquivo “zip” e rodar o programa SETUP.EXE que
guiara a instalagao automatica do programa.
Procuramos também deixar o programa disponivel em um fink mais rapido,

confeccionando uma pequena e simples homepage local que devera ser atualizada

e incrementada em breve:

95



¢  htip://www.ifi.unicamp.br/~cvrilio/hyperspin/hspin. html

Somente a partir deste link, cerca de 390 pessoas ja efetuaram o download
desde Dezémbro do ano passado até o momento. Cerca de 80% delas, dos mais
diversos pontos do mundo {mais de 15 paises), enviaram-nos um registro pessoal
dizendo-se interessados em receber mais informacdes e/ou novas versdes do

programa.

From: Sandy Yates <prrls08fhclyrcod.ed.ac.uk>
To: hyperchem@hyper.com
Subject: Add-on to HyperChem

Data: Sat, 13 Dec 1997 00:59:10 +0000 (GMT)

Hi HC users,

I have had the chance to use HyperSpin from Marcic {cyrillefifi.unicamp.br).It is easy
to install and functions very smoothly! Within a few minutes I was able to calculate the
rotamer conformational energies for butane. This program graphed these data at my selected
angular step wvalues. This program is a delight te use. I was excited by the watching the
molecules being manipulated and the energy being calculated before my eyes. This third-party
HyperChem add-on is capable of plotting a wide range of parameters (dipole moment etc ete) as
a functicn of the dihedral angle. I wused this program with HyperChem 5.02 under Win85.
Basically there might ke a few minor refinements that I could suggest, but all in all the
program made it wery easy wvisualize this type of calculaticn. The script necessary for the
scripts used in the caliculation could be edited separately as they are stored to disk. I have
asked the author if he could develop the program further by allowing other type of adjustments
to be ingluded. If wyou have the oppertunity to download this program and try it I strongly
recommend that you do. It would ke nice to see other such programs being developed.
Personally, this program provided me with just the type of “live” graphing facilities which I
was locking for. It allowed me to track the conforamtional energies. I can imagine that it
would be a great teaching aid. It looks likely that HyperCude may make this add-on available
from their server in their FTP suppert direcpory
Sandy Yates / University of Edinburgh / Dept of Chemistry {Physical)

Joseph Black Building / West Mains Road / EH% 3JJ T1lf: (+44) 131

650 4734 or 4799 / Fax: (+44) 131 650 4743 email: S.Yates@ed.ac.uk
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Muitos usuarios estao contribuindo para o desenvolvimento dos programas,
sugerindo algumas modificagbes e novas implementagdes. O programa LogViewer
foi bastante elogiado pela sua simplicidade, originalidade e utilidade.

O mais importante € que até o momento poucos bugs foram reportados,
indicando que o programa, além de sua utilidade, foi bastante bem construido.
Apesar de nao estar documentado em detalhes, qualquer usuario com experiéncia
em Visual Basic sera capaz de altera-lo de forma a atender necessidades
especificas.

Os usuarios interessados em obter uma cépia do codigo fonte do programa,

ou parte dele, devem entrar em contato com o seguinte enderego eletrénico:

cyrillof@ifi.unicamp.br
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' Cyrillo, M. e Galvao, D.S., "HyperSpin conformational search program, version 2.0 for Windows 95",

em preparacao.
%2 HyperChem™ Molecular Visualization and Simulation program, © HyperCube inc.
(http://www.hyper.com)

3 Stewart, J.J.P., J. Comp. Chem. 1991, 10, 209-221; MOPAC program, version 6.0, Quantum

Chemistry Exchange Program No. 455.

4 Marzzoco, A. e Torres, B.B., *Bioquimica basica”, Editora Guanabara, 1990,
3 Enzyme and Protein, 1993, 47; 1994/1995, 48 e 1996, 49, IB - UNICAMP.

® Mathematica™ 2.2 para Windows, © 1993 Wolfram Research inc.

7 Spartan™ for UNIX Workstations, © Wavefunction, Inc. (hitp://iwww.wavefun.com)
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Capitulo V

Calculo da densidade de estados: software ChemsyPac

Neste capitulo vamos formalizar a definicao de densidade de estados

eletrénicos, bem como apresentar um programa especialmente desenvolvido para
efetuar esse tipo de calculo. o Chem2Pac. Assim como o HyperSpin', esse
programa tem sido muito util ao nosso grupo de pesquisa, tendo sido uma das
principais ferramentas em alguns de nossos trabalhos realizados recentemente®”

Iniciaremos com uma breve descricdo do método de Huckel, que servira
como ponte para introduzirmos o conceito de densidade local de estados eletrénicos
(LDOS). Apesar de ndo termos empregado este método diretamente em nosso
estudo, acreditamos que ele seja a maneira mais simples de se introduzir a filosofia
dos metodos de quimica computacional.

Em seguida introduziremos a parte pratica dos calculos LDOS, enfocando os
principais problemas computacionais encontrados e as solugbes aplicadas.

Por fim, descreveremos o programa Chem2Pac e suas facilidades, que vém
crescendo dia a dia através de novas implementagdes sugeridas por seus usuarios.

Futuras implementagdes e projetos serdo também sugeridos.
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Descreveremos aqui o metodo de Hiickel simplificado (HMO ou Hiicke!

Molecular Orbital Theory), na forma usada por Pullman e Pullman em seus trabalhos
com os PAHs" e discutiremos os conceitos envolvidos nesse método empirico e nos

calculos LDOS.

V.2.1 O Método HMO|

Dado um sistema molecular, nosso objetivo é resolver a equacao de

Schrédinger independente do tempo:

Hy=Evy,
(5. 1)

porém de forma bastante aproximada, como mostraremos a seguir.

O hamiltoniano de Hickel é escrito como a soma dos hamiltonianos
monoeletrénicos efetivos para os elétrons n do sistema®, ou seja, pressupde
uma separagao o-n €, consequentemente, limita-se a sistemas planares.

Dentro da aproximagao de Born-Oppenheimer, podemos escrever entéo:
H=> H"(i).

(5. 2)

Os elétrons ¢ sdo explicitamente ignorados' e suas interagées com os

elétrons n sdo levadas em conta apenas implicitamente, via parametrizacao.

* Dentro da idéia da expanséo dos orbitais moleculares em termos de orbitais atémicos, os elétrons
7 580 aqueles que ocupam os orbitais moleculares formados a partir de orbitais atémicos do tipo p,.
' Os elétrons ¢ ocupam orbitais moleculares formados por orbitais atémicos de valéncia do tipo s ou
sp
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Aplicamos a seguir a aproximagao LCAO (Linear Combination of
Atomic Orbitals), que estabelece a expansadao dos orbitais moleculares em

termos de orbitais atémicos dos atomos que formam o sistema molecular:
V= chkq)k )
k

(5. 3)

onde y,refere-se aos orbitais moleculares, ¢, aos orbitais atémicos e ¢,

aos coeficientes da expansdo. A somatdria estende-se sobre todos os

elétrons n presentes. Os coeficientes ¢, podem ser obtidos através do

método variacional que minimiza a energia eletrdnica do sistema:

o _,
oc,
(5. 4)

onde ¢, € um coeficiente fixo. A energia do estado fundamental, sendo dada

por

g oo SWIH v >
<Yy lwa >

(5.5)

pode ser escrita entdao como

ZZCOrCOs J‘QD’,HEQSdSI‘
E,=—2 _

Z Z CorCos I(Drgosd 37’

(5. B)

Derivando a expressao (5.6) acima em relagdo a ¢, e igualando o

resultado a zero, chegamos a seguinte expressao:
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Z[( Izn _SkmE.'}lm,']z 0,

L

(5. 7)

e para que haja solugao nao trivial, devemos ter:
det(HIZn - Skm En') = 0

(5. 8)

Resolvendo a equacgao secular acima, teremos nido somente os

valores dos coeficientes da expansdo (¢, ), mas também os autovalores de
energia (£, ).
Nas equagdes acima, as seguintes definigcbes foram utilizadas:
H, = [o,H (D p,d’r
(5.9)
St = [@iend’r,

(5. 10)

ou seja, H,, sao os elementos de matriz do hamiltoniano e S,, sé@o as

integrais de overlap, que medem o grau de recobrimento dos orbitais

atémicos ¢, e ¢,,.

A forma de aproximacac das integrais provenientes da equacao
secular (8) define o método de quimica computacional. Se o hamiltoniano do
sistema incluir varios termos, como por exemplo interagdes entre os elétrons,
elas tornam-se rapidamente complexas € numerosas.

Quando as integrais decorrentes s&o resolvidas integralmente, dao
origem aos métodos ab initio, quando aproximadas via parametrizagdo, aos

métodos semi-empiricos (em ambos os casos todos os elétrons de valéncia
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séo levados em consideragcdo e o método autoconsistente de Hartree-Fock
utilizado)*. Este ndo é o caso do HMO: as aproximagbes s&o radicais,
considerando que todas as integrais envolvendo os elétrons =« possam ser
parametrizadas através de resultados experimentais e nao diretamente
resolvidas. As demais integrais séo desprezadas.

Temos:

e H, =a para todo atomo de carbono. Sera uma fragdo de o no

caso de outros atomos (s&do os pardmetros do tipo 1 ou integrais de

Coulomb);
o H, =p para dois atomos de carbono ligados. Sera uma fragao de

B no caso de outras combinagdes entre atomos (sdo os parametros
do tipo 2 ou integrais de ressonancia);

o H, =0 para atomos no ligados;

e S, =9,, (Delta de Kronecker), para a matriz de recobrimento. N

Os parametros utilizados tém carater empirico, pois sdo determinados
através da comparagdo com resultados experimentais para certas
caracteristicas de sistemas moleculares escolhidos como padrao, como por
exemplo potenciais de ionizagao, eletronegatividades, eletroafinidades, etc.
Varios trabalhos apresentam a calibragdo de parametros para diversos
atomos em pequenos sistemas organicos®l.

Apesar de sua simplicidade, o método de Hlickel e teorias similares

sao ainda muito uteis, pois sdo capazes de fornecer informagbes fisicas

* 0 hamiltoniano, rescrito de maneira conveniente, & chamado de operador de Fock (F). No apéndice A
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relevantes para uma boa analise qualitativa de propriedades eletrénicas e

estruturais de compostos organicos®’.

V.2.2 Definigdes de DOS e LDOS|

A densidade de estados eletrénicos (DOS) é definida como o numero
de estados eletrénicos por unidade de energia. Para um conjunto de niveis
discretos nao degenerados ( £, ) de um dado sistema molecular, por exemplo,
teriamos simplesmente:

DOS(E)=8(E~E,).

(5. 11)

O conceito de densidade local de estados (LDOS) e introduzido para
que se possa descrever a distribuicdo espacial dos estados sobre o sistema
que se esta estudando. A contribuigdo de cada atomo para um dado nivel
eletrénico pode ser ponderada de diversas formas. A definicao de “peso”
mais usada pelos quimicos leva em conta a densidade de probabilidade

calculada no sitio em questao®, com o fator sendo dado, por:
W;r (EI) = leuvci#cr'v ’

(5.12)
onde a soma deve se estender sobre os sitios delimitados pelo orbitais
atémicos envolvidos.

Nossa metodologia leva em conta um conceito um pouco diferente: a

modulagdo pelos elementos da matriz densidade, dados simplesmente pela

discutimos em detalhes 0 método de Hartree-Fock.
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soma dos quadrados dos coeficientes que compdem o orbital molecular em

questao:
W (E) =D el =2 ()},
v v
(5. 13)
ja que os coeficientes serao reais para 0s méetodos semi-empiricos.

Vale ressaltar que, dentro da formulagao de Huckel, as duas fungdes
de peso acima serdo idénticas, pois neste método a matriz de overlap S &
uma matriz n-identidade. Temos ainda que os pesos W sao sistematicamente
menores que W, pois os elementos da matriz S, para os métodos semi-
empiricos, sdo sempre menores que 0.25",

Ambas as definigdes para a LDOS podem fornecer informagées sobre
as contribui¢des relativas de regies especificas das moléculas para a
reatividade quimica, reposta optica, etc. e conseqlentemente para seus
comportamentos bioquimicos ™.

Para tornar o resultado visualmente mais proximo do que se espera
fisicamente, podemos ainda incluir um envelope Lorentziano, o que leva a
seguinte expressdo para a densidade local de estados (de acordo com nossa
definigao):

n, 2 ny
4
LDOS(E):Z{W Z}
i

=1 m=n,

(5. 14)

O parametro y é muite importante, pois controla a largura dos

envelopes. Se mal dimensionado, pode causar resultados artificiais com a
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superposicao indevida de niveis muito proximos. Um valor tipico é y»=0.014"
para o método de Hlckel, onde fvale aproximadamente 2.4eV.

A teoria de indices eletrdnicos tem como objetivo analisar os valores
criticos da LDOS, como definida acima, e tentar relaciona-los a presenga ou
auséncia de atividade em moleculas organicas de interesse biolégico. No
primeiro e mais importante trabalho que a utilizou® para estudar a atividade
carcinogénica dos PAHs, foram empregados o método de Hiickel e a
modulagao com fungdes Lorentzianas.

O presente trabalho foi um dos primeiros na extens&o do método dos
indices eletrbnicos a sistemas mais complexos que os PAHs utlizando
métodos semi-empiricos e por isso esteve sujeito a varios problemas na
adaptacao desta teoria. O desenvolvimento paralelo do programa Chem2Pac
possibilitou examinar de maneira mais eficiente as dificuldades que foram
surgindo.

Notadamente, o primeiro grande problema detectado foi a
superposi¢cdo indesejavel dos niveis eletrénicos mais proximos devida ao
envelope Lorenztiano. Observamos que era dificil encontrar um valor ideal de
y para evitar este problema e aoc mesmo tempo permitir uma boa visualizagao
dos niveis.

Concluimos que deveriamos analisar os espectros discretos da LDOS
para as moléculas mais complexas e para os metodos que levassem em

conta todos os elétrons de valéncia:

106



V finat
LDOS(E)= Y c,6(E-E,).

Vinicial

(5. 15)

Alguns trabalhos que haviam estudado os espectros alargados foram

refeitos com os espectros discretos e melhoraram seus resultados™ ™,

O calculo LDOS ¢é extremamente simples: consiste apenas em somas sobre

os elementos da matriz de coeficientes provenientes de um método de calculo
apropriado, como por exemplo o PM3. Estas somas podem ser moduladas por
fungbes lorentzianas ou mantidas em seu carater discreto (expressdes (5.14) e
(5.15) respectivamente).

Computacionalmente, tal tarefa resume-se em ler os autovetores da matriz de
Fock/hamiltoniano e efetuar os calculos observando os parametros relevantes: sitio
inicial, final, opgéo de calculo discreto ou continuo, valor de y, etc.

A figura 5.1 a seguir mostra um pedago de uma matriz de coeficientes. As

somas LDOS varrem esta matriz da seguinte forma:

¢ nos calculos discretos: um calculo LDOS (eq. 5.15) é realizado para cada
nivel de energia molecular, varrendo os sitios atdmicos® selecionados para
o célculo. Um grafico LDOS versus energia orbital &€ entdo montado; A

figura 5.2 mostra um exemplo desta situagao.

§ Sitios neste caso referem-se aos orbitais atémicos.
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0.27330 -0.26169

-0.01583 -0.00560
0.02737 -0.02888
-0.00031 0.00059
0.19354 0.21703
-0.04032 0.03713
0.03333 -0.04403
-0.00036 0.00107
016773 -0.20526
-0.04764 0.05511
nnndast N nNNloR

FIGURA 5.1: parte de uma matriz de coeficientes. As linhas mostram os diferentes

orbitais atémicos e as colunas os diferentes orbitais moleculares e suas energias.

14 T T T T T T T T T T T T T T

Exemplo de calcule LDOS

representacao discreta
20 orbitais atémicos de uma molécula teste

1.2

1.0

0.8 - LUI‘Q\

/HOMO

0.6 -

LDOS

0.4

0.2

0.0 ‘ ‘ 1 il 1 L 1 L 1 L 1 . 1 L |
-15.0 125 -100 -75 -5.0 -2.5 0.0 2.5 5.0

Energia (eV)

FIGURA 5.2: Exemplo de calculo LDOS no modo discreto. A unidade da LDOS nao
€ arbitraria, pois ela pode assumir um valor entre 0 e 2, que € o numero maximo

para a ocupac¢ao de um orbital molecular.
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e no continuo: A expressao (5.14) é utilizada e gera um grafico suave de

LDOS versus energia orbital. O pardmetro », determina os niveis
moleculares que serdo varridos e », € n, 0s orbitais atbmicos envolvidos.

A figura 5.3 a seguir mostra um exemplo.

8000 J T i T J T i T T T J T r T

Exemplo de calculo LDOS
representagéo continua
20 orbitais atdmicos de uma molécula teste

6000

4000

T

LDOS (u.a.)

LUMO

™~

2000 +

‘///,HOMO

0 I i L . 1 . 1 . 1 e \ ﬁ
-15.0 125 -100 7.5 -5.0 2.5 0.0 25 5.0

Energia (eV)

FIGURA 5.3: Exemplo de calculo LDOS no modo continuo. Neste caso a LDOS &
medida em unidades arbitrarias, pois nao ha limites para seu valor, que dependera

das somas efetuadas, do numero de pontos escolhidos, etc.
A dificuldade na implementac¢do de um algoritmo computacional para efetuar

estas tarefas aparece quando observamos uma parte da saida de dados do

programa MOPAC mostrado a seguir.
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EIGENVECTORS

ROOT NO. 1 2 3 4 5 3]

-42.13669 -40.18544 -38.48902 -37.41224 -35.75382 -332.8789¢

5 C 1 -0.25143 -0.07783 0.08807 -0.12457 0.06753 0.26326
P¥X C 1 -0,02838 -0.03741 -0.04021 -0.03979 -0.00414 0.04876
PY C 1 -0.05172 0.00145 0.04745 0.02224 0.02127 0.06562
PZ C 1 -0.00001 0.00000 0.00001 0.00000 0.00002 0.00004

s C 2 =-0.29720 -0.19252 -0.09830 -0.24603 0.01359 0.17449
PX C 2 -0.00335 -0.03757 -0.080¢c4 ~-0.03750 -0.03092 -0.10932
PY C 2 -0.01078 0.02331 0.0567¢6 0.1649% 0.03311 0.13454
PZ C 2 0.00000 0.00001 0.00002 -0.00002 0.00003 0.00004

{...]
ROOT NO. 73 74
6.12802 7.186¢68

s C 1 0.04345 -0.00127
PX C 1 0.10811 0.00650
PY C 1 0.26797 -0.0012¢
PZ C 1 0.00007 -0.00007

5 C 2 0.00143 -0.000594
PX C 2 0.13883 0.00350
PY C 2 -0.31556 0.00166
Pz C 2 0.00019 0.00013

** gutros programas come o0 SPARTAN tém saida de dados semelhante.

As diferentes colunas correspondem aos diferentes niveis de energia, cujos
valores em eV sdo mostrados abaixo do numero sequencial que identifica as
energias moleculares {roor x0.):

e a primeira coluna mostra o tipo de orbital atémico envolvido: s, p,, p, ou p,,
etc.;

s asegunda, o simbolo do atomo correspondente;

* a terceira, o numero do atomo: note que para um atomo de carbono temos
quatro orbitais de valéncia;

¢ as demais colunas mostram os coeficientes para diferentes niveis de energia.
O fato de o nimero de colunas néo ser fixo complica o algoritmo de leitura de

dados. O exemplo acima mostra que este nimero variou de seis para dois no fim do

110




relatorio. Algumas tentativas foram feitas, mas nenhum programa que cobrisse
todas as possibilidades pdde ser desenvolvido usando a linguagem FORTRAN.

Um outro problema aparece devido ao fato de os orbitais atémicos
aparecerem em ordem sequencial na saida de dados. Como as somas nas
expressoes (5.14) e (5.15) varrem desde o sitio inicial até o sitio final, um algoritmo
especial deve ser implementado para permitir a inclusao de regides distantes das
moléculas, que correspondem a conjuntos de orbitais atdmicos fora de seqliéncia.

Além disso as moléculas sdo desenhadas utilizando o HyperChem™ e o
processo de desenho influencia a disposigdo dos atomos: a organizacdo deles
aparecera na sequéncia em que forem desenhados. Isto implica em um cuidado
especial para manter regies de interesse dentro de uma seqiiéncia continua. O
algoritmo citado anteriormente resolveria este problema evitando que uma mesma
molécula tivesse que ser desenhada diversas vezes para que todas as regides de
interesse pudessem ser analisadas. Um programa em FORTRAN para lidar com
todas as possibilidades, se factivel, seria de imensa complexidade.

Aproveitando a experiéncia adquirida no desenvolvimento do software
HyperSpin, desenvolvemos o programa Chem2Pac. Este permite realizar os
calculos LDOS de maneira simples, eficiente e livre dos problemas enfrentados nos
trabalhos iniciais, que utilizavam a teoria de indices eletrénicos e programas em
FORTRAN para a leitura dos autovetores, que tinham de ser editados manualmente
antes de serem lidos.

Descreveremos a seguir as principais fungées do programa Chem2Pac, pois
muitas delas s&o de uso facil e imediato, obedecendo os principais padroes

encontrados no sistema Windows95.
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A figura 5.4 a seguir mostra a janela inicial do Chem2Pac. O programa foi
desenvolvido em ambiente VB 5.0 e possui todas as caracteristicas de um editor de

textos do nivel do WordPad (componente do sistema Windows).

0.0000000Q |
1.5268000
1.5268000
1.4767000
1.4767000
1.4292000
1.429%000
221000

QO EzZ a0

FIGURA 5.4: A tela principal do programa Chem2Pac, um editor de textos voltado

para os calculos LDOS e preparo de inputs para o programa MOPAC.,

112



A idéia foi construir um sistema integrado de edigdo com utilitarios que
auxiliassem o preparo dos arquivos provenientes do programa HyperChem para que
estes pudessem ser processados pelo pacote MOPAC. Além disso, outras opgoes
estariam disponiveis para a analise das saidas de dados, com a finalidade de
automatizar a coleta e organizagéo dos resultados provenientes dos calculos semi-
empiricos e efetuar automaticamente os calculos LDOS.

O histérico de desenvolvimento do programa foi bastante parecido com o do
programa HyperSpin: varias versdes estiveram disponiveis (16 e 32-bit} até que a
versao final ficasse pronta em Margo deste ano com mais de 20000 linhas de cédigo
tendo sido escritas e testadas exaustivamente.

A maior parte do programa & composta por rotinas simples que utilizam
inteligentemente os recursos disponiveis com a tecnologia ActiveX incorporada nas
linguagens visuais. No entanto, algumas rotinas para a manipulagéo de arquivos
texto razoavelmente complexas tiveram que ser desenvolvidas, pelo fato de nao
estarem disponiveis na linguagem VB como acontece com a linguagem C.

Todas as dificuldades encontradas em se desenvolver um programa em
FORTRAN que fosse capaz de ler as saidas de dados do MOPAC foram resolvidas
e uma interface amigavel foi construida a fim de facilitar as especificagcbes e a
execugao dos calculos LDOS.

Explicitaremos a seguir o funcionamento do programa dentro das duas
etapas em que é mais utilizado: preparo de inputs para o MOPAC com arquivos
provenientes do HyperChem (onde as moléculas sdo desenhadas) e célculos LDOS

utilizando as saidas de dados dos calculos semi-empiricos.
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V.4.1 O preparo de inputs para o MOPAC|

O sistema molecular pode ser manualmente desenhado com a
utilizagdo do programa HyperChem, como vimos no capitulo 4. O HyperChem
possibilita entdo a geragdo de um arquive no formato Matriz-Z (coordenadas
internas), que o MOPAC reconhece. Porém, o usuario deve editar este
arquivo colocando nele palavras-chaves que definirdo o tipo de calculo que
sera efetuado e os parametros pertinentes ao mesmo, como critérios de
convergéncia, algoritmos de optimizagao, etc.

Mostramos a seguir um arquivo do tipo zmt (MOPAC Z-Matrix) para

uma das moléculas que estudamos neste trabalho:

PRECISE VECTORS PM3 MOINTER NOXYZ T=36H EF GNORM=0.001
Name: C:\USER\CYRILLO\MESTRADONINTEGR~1\INO21,ZMT
MOPAC file created on 25/8 13:40:17 1997 by HYPERCHEM

C 0.0000C00 O 0.000000 O 0.000000 0 o 0 0 -0.1347
C 1.3782537 1 0.000000 O 0.000000 O 1 0 0 0.0851
C 1.4378400 1 119.8820936 1 0.000000 O 2 1 0 0.0370
C 1.3756210 1 120.548417 1 0.000000 O 3 2 1 -0.151z2
C 1.4206290 1 119.835643 1 0.000000 © 4 3 2 -0.0509
C 1.4195Z66 1 120.033065 1 0.000000 0O 1 2 3 -0.0050
C 1.4206828 1 120.907361 1 180.000000 O 3 1 2 ~0.0983
C 1.3685653 1 120.628122 1 180.000000 © 7 6 1 -0.0607
C 1.41847C7 1 120.199629 1 0.000000 O 8 7 3 -0.1264
C 1.3758862 1 120.288387 1 0.000000 0O 9 8 7 -0.0234
C 1.486186% 1 120.688214 1 180.000000 O 9 8 7 0.4220
0 1.2167875 1 127.137100 1 ~180.000000 0 11 9 8 -0.3833
8] 1.3687035 1 114.115695 1 00.0000C0 Q 11 9 8 -0.2639
C 1.4114407 1 118.525780 1 0.000000 0O 13 11 12 0.0763
o] 1.37235%90 1 116.034265 1 180.000000 O 3 2 1 -0.2422
o} 1.3669158 1 116.448679 1 180.000000 O 2 1 6 -0.2202
H 1.0972312 1 120.703113 1 180.000000 © 1 2 3 0.1282
H 1.087%415 1 121.409838 1 0.000000 O 4 3 15 0.1167
H 1.0861783 1 118.808781 1 0.000000 © 7 6 1 0.1108
H 1.0960188 1 120.235675 1 -180.000000 O 8 7 6 0.1169
H 1.0978463 1 120.668716 1 180.000000 © 10 9 8 0.1191
H 1.0929348 1 102.288893 1 180.000000 O 14 i3 11 0.0438
H 1.0952185 1 111.839463 1 -62.125763 1 14 13 11 0.0357
H 1.0952159% 1 111,8%1810 1 61.416210 1 14 13 11 0.0355
H 0.9487793 1 107.708423 1 180.000000 O 15 3 2 0.2116
H 0.9483270 1 108.848467 1 0.000000 1 16 2 3 0.2116

A primeira linha contém uma lista das palavras-chaves para um calculo

particular. Neste caso temos um célculo PM3 com os autovetores sendo
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gerados na saida de dados (vzcrors), além de outras opgbes. Estas

palavras-chaves devem iniciar na primeira linha e ocupar um maximo de 80

colunas. Se o limite for ultrapassado, sinais de “+" devem ser incorporados no

finais das linhas para dizer ao programa que mais uma linha de parametros

deve ser lida, num limite maximo de trés linhas;

A segunda e terceiras linhas s&o comentarios sobre a molécula. Neste

caso introduzidos pelo programa HyperChem onde ela foi desenhada;

Da quarta linha em diante temos as defini¢des dos atomos em termos

de coordenadas internas, que obedecem ao seguinte esquema:

A bond X1 angle X2 dihedral X3 Al A2 A3 Q
onde temos:
o A A1, A2 A3 atomos (simbolo e numeragdes respectivamente);
o bond, angle,
dihedral: graus de liberdade associados ao atomo A;
n X1, X2 e X3: digitos de controle dos graus de liberdade;
o Q: carga liquida sobre o atomo {opcional}.

com os seguintes significados:

A simbolo do atomo em questéo;

bond: distancia em Angstrons entre os atomos A e A1l (a
numeragdo obedece a ordem continua, o primeiro atomo A da lista
sendo o numero 1);

X1: se 1, bond sera optimizada, sendo sera mantida fixa;
angle: angulo formado pelos atomos A, A1 e AZ;
X2: se 1, angle sera optimizada, sendo sera mantida fixa;

dihedral: angulo dihedral formado pelos atomos A, A1, A2 e A3
nesta ordem;

X3: como X1 e X2, para a variavel dihedral.
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Se o usuario desejar controlar as variaveis que serao optimizadas e as

que serdo mantidas fixas, deve editar os campos X1, X2 e X3 para cada

atomo. Se um destes campos tiver o valor -1 (somente um em cada input

pode ter este valor), a varidvel correspondente sera tratada como coordenada

de reacgdo. O MOPAC lera entao uma linha adicional, que deve ser colocada

no final do arquivo, com os valores que esta variavel ira possuir em cada

passo do célculo de caminho de reagéo.

Os valores para bond, angle e dihedral que vemos no exemplo anterior

sdo apenas valores iniciais que se modificardo durante o calculo de

optimizagao de geometria. Como em todo método numerico, as condigbes

iniciais influenciam sua eficiéncia e convergéncia.

O programa Chem2Pac possibilita trabalhar sobre o arquivo texto de

input {ou uma colecéo deles)” de maneira bastante simples e rapida. As

opgbes estdo acessiveis do menu MOPAC, como vemos na figura 5.5 a

seguir.

Deste menu muitas opgdes para o preparo de inputs e tratamento dos

outputs estdo acessiveis: geragdo de arquivos de lote para trabalhar com

varias moléculas, conversido de output em input, leitura de dados de

coordenadas de reacdo'™ (com a geragdo automatica da tabela no formato

coordenada versus calor de formagéo), etc.

Pode-se ainda acessar o editor de palavras-chaves e de travamento

gue auxiliam a edi¢do desses parametros.

" O programa Chem2Pac & um editor do tipo MDI (Muitiple Document Interface), que permite a
manipulagaol/visualizagao simultdnea de um grande numero de arquivos texto.

" Coordenadas de reacdo podem ser usadas para utilizar o MOPAC em buscas conformacionais.
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e e

ég’ Chem2Pac 2.1.8

FIGURA 5.5: O menu MOPAC do Chem2Pac que oferece varias ferramentas

comumente utilizadas no preparo de inputs para esse programa.

A figura 5.6 a seguir mostra o editor de palavras-chaves. Ele permite
ao usuario o acesso a todas as keywords presentes na versdo 6.0 do
MOPAC, que podem ser selecionadas em menus organizados quanto as

suas fungdes.

FIGURA 5.6: O editor de palavras-chaves, que permite montar a linha de palavras-

chaves do MOPAC automaticamente no arquivo de input.

117



Ao se selecionar um item que requeira um ou mais argumentos, o
editor pedira que usuario os digite. Nao & preciso se preocupar em como
coloca-las no arquivo texto: logo apés selecionar o conjunto desejado, ao

simples toque do botdo

isto sera automaticamente efetuado,

colocando-as em ordem alfabética no lugar correto e adicionando os sinais de

“+” quando necessario. Quaisquer alteragdes posteriores, podem ser

aplicadas no texto ja editado.

] faz com que todos os arquivos abertos
no ambiente do Chem2Pac sejam afetados pela edigao. Isto permite que um
grande conjunto de moléculas possa ser preparado rapidamente.

Como dito anteriormente, para se controlar os graus de liberdade que
serdo optimizados e aqueles que serdo mantidos fixos, € necessario editar
manualmente o arquivo de input e “setar” os valores dos campos X1, X2 e X3
nos atomos correspondentes.

Um exemplo de utllizacdo deste recurso consiste em travar os
comprimentos de ligagdo dos hidrogénios em moléculas orgéanicas no valor
de 1.1A (valor mais provavel), pois tal procedimento reduz o niimero de graus
de liberdade, n, em prol da velocidade do calculo, que diminui com n® I'®L

Para moléculas grandes o procedimento de edicdo do arquivo de
entrada pode ser trabalhoso e sujeito a erros. Com o objetivo de torna-lo
simples e rapido, algumas opg¢des deste tipo foram incluidas no menu
MOPAC. Além disto um editor de travamento/destravamento automatico de

graus de liberdade foi criado, como vemos na figura 5.7 a seguir.
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Basta escolher o tipo de atomo (H, C, all, etc.), os campos que devem
ser afetados pela operagéo e clicar no botao correspondente. A opgéo de
atuacdo em todos os documentos aberios tambem esta disponivél. Os
arquivos serdo automaticamente manipulados e reformatados. Pode-se

aplicar este procedimento em qualquer arquivo que obedeg¢a o formato de

coordenadas internas.

ST

FIGURA 5.7: O editor de op¢des de optimizagao, que permite travar ou destravar os

graus de liberdade que devem ou nao devem ser optimizados durante o céalculo

semi-empirico.
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V.4.2 Calculos LDOS|

do menu MOPAC o usuario seleciona

Com a opgéo JEeiDers
um de seus arquivo de saida (normalmente referenciado por FOR006), que
sera lido e processado automaticamente. O programa verifica se os
autovetores estdo presentes e aborta o processo em caso negativo.

E possivel acompanhar a leitura dos blocos de dados, compostos por
conjuntos de 4 orbitais moleculares, e uma barra mével mostra o status do
processo até sua finalizagdo. Um arquivo contendo os resultados sera entdo
automaticamente aberto. Ele contera todas as informagdes que puderem ser
extraidas do arquivo FORO0O06: calor de formagao, partes da energia total, o
espectro de energia em forma de tabela, o tempo de calculo entre outros.

Alem disso o programa colhe algumas informacdes que julgamos
pertinentes a teoria de indices eletrénicos e que se relacionam a estrutura
eletronica das moléculas: posigdo do HOMO (H) e LUMO (L), orbitais
atdmicos que mais contribuem para H e L, varias diferengas em energia (H-L ,
H-(H-1), etc), maior @ menor separagéo entre niveis, etc.

Uma representacgdo grafica do espectro de energia é produzida e
apresentada, como pode ser visto na figura 5.8 a seguir; é possivel deslizar o
mouse sobre o diagrama e ler o valor da energia correspondente em uma

caixa de texto.
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1-19.34418
|-18.91533

-18.21134
7.79223

FIGURA 5.8: Espectro de energia obtido da leitura do arquivo de saida de um

calculo semi-empirico. O Chem2Pac permite navegar sobre seus niveis e salva-lo

em disco.

A janela que permite dar continuidade ao calculo LDOS (figura 5.9)
também e apresentada. O programa utiliza as informagbes extraidas do
arquivo FOR006 para montar uma estrutura facilmente manipulavel pelo
usuario: basta selecionar, usando o mouse, os orbitais atdmicos que definem

a regiao onde se quer calcular a densidade de estados e clicar os botdes

para adiciona-los a lista de sitios e dar continuidade ao calculo

respectivamente. Neste passo s6 é possivel selecionar orbitais atdmicos que

estejam em ordem continua.
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FIGURA 5.9: Janela onde o usuario pode selecionar os orbitais atdmicos que
entrardo no calculo LDOS. A subjanela a esquerda apresenta os orbitais que ja

foram selecionados na subjanela central.

A janela da figura 5.10 € entdo apresentada. Nela & possivel adicionar

mais orbitais atémicos manualmente, digitando seus numeros ou range (ex.

e

1, 2, 55-66), bastando para isso selecionar j;

Isto permite
gue a deficiéncia da janela anterior, de so permitir a selecao de itens que

estejam continuamente dispostos, seja corrigida.
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FIGURA 5.10: Janela onde o usuario escolhe como sera o calculo LDOS (continuo
ou discreto) e pode adicionar mais orbitais atémicos aos calculos, permitindo que

atomos fora de seqliéncia possam ser analisados.

Além disso, deve-se escolher nesta janela o tipo de calculo LDOS:
continuo (alargamento Lorentziano) ou discreto. Pode-se ainda selecionar a

rotina de calculo: se a opcéo ' estiver selecionada uma rotina

nesta linguagem sera executada via shell para o DOS, caso contrario a rotina
interna em VB sera utilizada. O uso da rotina em FORTRAN ¢é aconselhavel
para calculos com alargamento, pois € muito mais rapida. Vale ressaltar que
o algoritmo para o cédigo em FORTRAN torna-se ftrivial, porque o VB efetua
toda a conversao de dados para um formato facil de ser lido.

Um clique no botao fAggly] leva ao Gltimo passo do calculo, quando mais

uma janela aparece (figura 5.11 a seguir).



FIGURA 5.11: Janela onde o usuério define os parametros do calculo LDOS. Os

quatro Ultimos campos sé serdo habilitados no caso de calculos LDOS com

modulacgéo Lorentziana.

As quatro ultimas opg¢des s6 estardo disponiveis se um calculo com
alargamento tiver sido previamente escolhido e sdo parametros que dizem
respeito a forma do envelope (nimero de pontos, fator y, energia inicial e
final).

As outras opg¢des permitem que o usuario monitore as selecbes que
fez e possa altera-las neste ponto final sem precisar voltar para fazer uma
nova selegao (sitio inicial e final).

O botso §

finaliza o processo: o programa pede que o usuario
escolha o nome do arquivo de dados. Este sera entao gerado no formato
energia versus LDOS, podendo ser lido por aplicativos como o Microcal Origin

para a confeccao dos graficos. A opgéo _i ]

permite que o arquivo, para o
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caso discreto, seja preparado de forma especial para o Origin tornando mais
facil a producao de graficos como o da figura 5.2.

O usudrio pode ainda pedir que o Chem2Pac apresente a matriz de
coeficientes. Uma planilha no padrao do Excel sera entdo exibida como na
figura 5.12 a seguir. E possivel navegar sobre suas células e calcular somas
de quadrados de coeficientes. Tal recurso pode ser util para uma visualizagao

compreensiva dos resultados dos calculos semi-empiricos.

1ation

0.27930 -0.28169 0.03364
-0.01583 -0.06560 0.03079
0.02737 -0.03888 0.03303
-0.00031 0.00053 0.00017
019354 -0.21703 013114
-0.04032 0.03713 -0.01151
0.03333 -0.04403 003482
-0.00036 0.00107 -0.00050
016773 -0.20526 0.14813
-0.04764 0.05511 -0.03540
-0.00451 0.0028% 0.00172
-0.00086 000103 -0.00063
016822 -0.20512 0.14708
-0.02633 0.02737 001416
-0.04002 0.04753 -0.03240
-0.00022 (.0a0za -0.00603
018517 -0.21617 012698
0.01087 0.02214 0.02673
-0.05164 0.05303 -0.02563

FIGURA 5.12: A matriz de coeficientes disponivel ao usuario na forma de uma

planilha padrao do Excel. A guia contém informagdes sobre todos os

arquivos gerados pelo programa.
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Recentemente implementamos um modulo capaz de efetuar o mesmo
processo descrito acima, mas analisando os arquivos de saida do programa
SPARTAN!"l. Este passo foi fundamental para o estudo dos efeitos de
solventes sobre as regras derivadas pela teoria de indices eletrénicos, pois
calculos deste tipo estao disponiveis com este pacote comercial. No entanto,
este estudo foi adiado pelo fato de estarmos enfrentando problemas de
hardware com a maquina onde o programa estava instalado e a licenca de

uso se restringia a esta maquina em especifico.

Ao contrario do programa HyperSpin, o programa Chem2Pac nao foi

distribuido livremente pela internet. Os testes exaustivos foram feitos por alguns
membros de nosso grupo, que passaram a utiliza-lo com bastante freqiiéncia. Isto
permitiu que a maioria de seus problemas fossem solucionados rapidamente e que
novas idéias fossem implementadas.

Apesar do interesse na continuidade de seu desenvolvimento, néo
pretendemos tornar o Chem2Pac um programa de dominio publico, reservando-o
somente a utilizag&o interna.

Porem, a idéia de uma “central de edigdo para quimica computacional’
continua sendo investigada no sentido de se desenvolver um software ainda mais

util para a comunidade cientifica da area. O programa capaz de implementa-la ja
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esta sendo desenvolvido e chama-se Bab2Pac. Utiliza grande parte da estrutura do
Chem2Pac e um programa gratuito chamado Babel*, além de outros modulos.

Pretendemos fazer com que o Bab2Pac dé suporte a programas comerciais
bastante utilizados como o MOPAC!" HyperChem!™ SPARTAN!'I, Gromos!'¥,
Gaussian'®, etc. e que inclua rotinas de compressao/descompressdo de arquivos,
FTP, visualizagao de moléculas em 3D, entre outras, possibilitando a centralizagao
das tarefas mais comuns em um sé programa. Sera bastante util também a um novo
segmento de pesquisa de nosso grupo que utiliza o programa Gromos no estudo de
biomembranas.

A continuidade no desenvolvimento do Chem2Pac reside no fato de torna-lo
apto a leitura dos autovetores de outros programas que nao o MOPAC e SPARTAN.
Esta tarefa podera ser efetuada por qualquer pessoa com um conhecimento minimo
da linguagem VB.

Pretendemos ainda incluir a opgédo de leitura dos elementos da matriz de
overlap 8, de tal forma a implementar a definicdo de LDOS proveniente da equagéo
(12), para efeitos de comparagdo com nossa definigao.

A criagdo de um manual detalhado esta em fase inicial, mas é parte de
nossos objetivos efetuar a boa documentag¢ao de todo software desenvolvido por

NOssSc grupo para que possam ser futuramente alterados de acordo com as

necessidades de pesquisa.

% O programa Babe! permite traduzir entre os formatos mais comuns utilizados pelos programas
comerciais e publicos: zmt do MOPAC, hin do HyperChem, etc.
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Capitulo Vi

Resultados e Conclusoes

Neste capitulo apresentaremos os resultados da pesquisa realizada e

algumas conclusdes a respeito da adaptagao da teoria de indices eletrbnicos para
sistemas moleculares complexos. Discutiremos também sobre a continuidade
natural deste trabalho e perspectivas futuras, bem como limitagbes a que estivemos
sujeitos.

A apresentacdo dos resultados obedecerad a ordem cronolégica: o trabalho
com os “mondmeros” (figura 3.2) e posteriormente a extensdo ao casc dos
“dimeros” (figura 3.3). Em ambos os casos a utilizagio dos programas HyperSpin" e
Chem2Pac (capitulo anterior) foi muito importante no sentido de facilitar e agilizar
muitos dos procedimentos realizados.

Alguns dos conceitos ja abordados em capitulos anteriores serdo novamente

explicitados com o objetivo de contextualizar cada topico discutido.

As moléculas que compdem o grupo que chamamos de “mondmeros” sdo

apresentadas novamente na figura 6.1 a seguir. Apesar de suas estruturas serem
muito semelhantes, suas manifestagdes bioldégicas (medidas pelo indice IC,, ver

capitulo 3), apresentam notavel variagdo. Temos, por exemplo, duas moléculas
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completamente inativas (4,5) e guatro que apresentam atividade variando desde

ténue até muito intensa (1, 6, 3 e 2).

0O
HO
OH
HO 2
O @
OH OMe
HO 3 HO 4
OH
o) 0O
O
OMe OMe
HO HO
OH
# NOME 1C5 (LM) ATIVIDADE
1 | 6-hydroxy-2-naphioic acid 172.3 pouca
2 | 6,7-dihydroxy-2-naphtoic acid 47+0.6 muita
3 | 5,6-dihydroxy-2-naphtoic acid 62.4+11 media
4 | 6-hydroxy-2-naphtoic acid methyl ester >200 inativo
5 | 6,7-dihydroxy-2-naphtoic acid methyl ester >200 inativo
6 | 5 6-dihydroxy-2-naphtoic acid methyl ester 52.7+8.9 média

FIGURA 6.1: O conjunto de moléculas chamadas de "“mondmeros” e que foram
sintetizadas e estudadas quanto a capacidade de inibir a enzima integrase do virus

HIV-12,
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Pelo fato de possuirem alternancia de ligacdes simples e duplas, estes
compostos s&o classificados como sistemas conjugados. Istoc os confere a
caracteristica de serem essencialmente planares. Além disso, a nuvem eletrénica
situada em orbitais nm pode sofrer perturbagbes a partir de qualquer ponto das
moléculas, pois a carga consegue fluir livremente pelos atomos®.

As caracteristicas acima citadas colocam este grupo de moléculas em
situagdo semelhante a encontrada com os PAHs®. Esta foi a grande motivagdo que
levou-nos a submeté-las ao teste da teoria de indices eletrénicos com o objetivo de
estabelecer regras que as separassem quanto ao fato de possuirem ou néo
atividade biolégica.

Alem disso uma pergunta interessante surge da apreciagdo da figura 6.1:
ocbservamos que as moléculas 4, 5 e 6 sdo versdes “esterificadas’ das moléculas
1,2 e 3 respectivamente, ou seja, diferem entre si apenas pela presenga do grupo
OMe (ou OCH,) no lugar de um OH. Observamos que a esterificagdo tornou as
moléculas 1 e 2 inativas (4 e 5 respectivamente), mas nao afetou a atividade da
molécula de namero 6; por que? Responder a esta pergunta foi um de nossos
objetivos, e com isso preencher uma lacuna deixada no trabalho que caracterizou

experimentalmente estas moléculas®.

VI.2.1 O preparo das moléculas|

O desenho 2D das moléculas e a produgdo do modelo 3D inicial com o
HyperChem® ja sdo capazes de revelar a estabilidade planar destas
estruturas, com pequenas elevagdes dos grupos laterais em relagdo aos

anéis. Apesar disso, aplicamos varias seg¢bes de dindmica molecular
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(variando parametros como temperatura, tempo de aquecimento e
esfriamento, etc.) com o objetivo de verificar a presenca de possiveis
conférmeros néo planares. No entanto, somente pequenas variagbes de
conformagao foram encontradas, o que atestou a estrutura quase planar dos
compostos.

Como exemplo de problema conformacional, uma pergunta surge
naturalmente a respeito da posig¢ido relativa dos grupos OH duplos presentes
nas moleculas 2,36 e 6. Em um mesmo plano pode haver quatro
configuragées distintas como mostrado na figura 6.2 a seguir. A utilizagao do
programa HyperSpin (modo 2D) mostrou-se Util e eficiente na busca pelo
minimo global, gerando superficies como mostradas nas figuras 4.10a e b,

que auxiliaram muito a classificacdo dos minimos, e, neste exemplo,

apontando a configuragdo D como sendo a mais estavel.

FIGURA 6.2: As quatro conformagdes possiveis para os grupos OH presentes nas
moléculas 2,3,5 e 6 (no exemplo a nimero 5). Calculos com o programa HyperSpin

e MOPAC® concordaram que a configuragdo mostrada em D é a mais estavel.

" Processo conhecido como guenched dynamics.
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Buscas 3D foram também realizadas para incluir o grupo lateral
formado pelo oxigénio com ligagédo dupla e, no caso das moléculas 4, 5 e 6,
ainda o grupo OCH,.

Todos os conformeros (as moléculas nas diversas configuragdes que
poderiam ser os minimos globais) foram testados usando o MOPAC, o que
confirmou a eficiéncia do programa HyperSpin para a busca conformacional,
pela total concordancia dos resultados e automatizagéo de todo o processo
de busca.

Para todas as moléculas da figura 6.1, encontramos os minimos
globais (fase gasosa) e preparamos seus inputs para submeté-las a
processos de calculo PM3 com o MOPAC rodando nas estactes de trabaiho.
Estes arquivos foram gerados utilizando alguns dos recursos do programa

Chem2Pac, como foi descrito no capitulo 5.

VI.2.2 Calculos e resultados)

A reoptimizacdo de geometria efetuada com o MOPAC teve duplo
objetivo: refinar os calculos para a geometria e obter a matriz de coeficientes,
necessaria para os calculos LDOS. Pequenas variagdes na geometria e no
calor de formagado foram observados e devem-se ao fato de o algoritmo de
optimizagdo implementado no MOPAC ser mais eficiente que aquele
disponivel com o HyperChem.

A saida de dados contendo a matriz de coeficientes & pedida com a
palavra-chave “veEcTors”, que deve estar presente no input correspondente.

Os coeficientes aparecerdo em uma formatagéo especial em meio a outras
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informagdes também presentes na saida de dados, como por exemplo a
geometria final e informag¢des sobre todos os ciclos de célculo.

O programa Chem2Pac foi entao utilizado para extrair as informagoes
relevantes dos arquivos de saida do MOPAC: espectro energético, energias
dos orbitais HOMO (H) e LUMO (L), calor de formag¢ao (Cg), momentos de
dipolo, diferengas em energia entre os orbitais mais importantes para definir a
reatividade quimica (H, H-1,H-2, L, L+1, L+2), etc.

Até este momento ndo haviamos realizado nenhum calculo LDOS,
pois a assinatura eletronica da atividade biolégica poderia estar contida em
algum destes resultados, como aconteceu parciaimente em alguns trabalhos
realizados por nosso grupo™’® que serviram de guia para as estratégias de
analise que empregamos.

A tabela 6.1 a seguir apresenta um sumario com os resultados do

calculo PM3 para as moléculas 1-6 mostradas na figura 6.1.

o 970 0910

-129.451

TABELA 6.1: Resultados dos calculos semi-empiricos (PM3) para os monémeros

da figura 6.1. Para cada uma destas moléculas, temos que C; da o seu calor de

formacgao, H a energia de seu HOMO, L a energia de seu LUMO, A, a separagdo em

energia entre HOMO e HOMO-1 e A, entre LUMO e LUMO+1. O indice IC,;, mede a

intensidade de sua atividade biologica.
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Os valores para o calor de formagao (C¢), as energias para os orbitais
HOMO e o LUMO (H e L respectivamente) e as energias de separagio entre
HOMO e HOMO-1 (A,} e entre LUMO e LUMO+1 (A,) s@o apresentadas. Na
ultima coluna mostramos novamente o valor do indice ICg,. Observamos que
nenhum destes parametros pode ser utilizado separadamente como indicador
da atividade biolégica dos compostos.

Além destes parametros, analisamos também os valores para outras
diferencas em energia (H—-H-2, H- L, L+2 — L, etc.) e para os modulos dos
momentos de dipolo, bem como o formato dos orbitais de fronteira usando o
HyperChem para a renderizacao 3D (como na figura 3.5b). Nenhum resultado
conclusivo pdde ser obtido, ou seja, o uso dessas grandezas isoladas nao
nos permitiu estabelecer uma correlagao direta com a atividade biolégica das
moléculas.

Passamos entao para a analise da densidade local de estados
eletrénicos. Ainda guiados pelo trabalho realizado com os PAHs", calculamos
a LDOS para os anéis contendo a maior ordem de ligagdo. Procuramos
correlagdes entre a atividade biolégica dos compostos e os valores criticos
das contribui¢ées dos orbitais HOMO e HOMO-1 para a LDOS, observando
uma possivel dependéncia com as energias A, ou A, Além dos anéis de
maior ordem de ligagao, repetimos os calculos para os anéis terminais.

Como nenhum padrdo pdde ser observado nestas regides,
procedemos a analise sobre outras regides comprovadamente importantes
para a atividade anti-HIV?: os &tomos de oxigénio (notadamente aquele com

a ligagdo dupla, pois esta presente na grande maioria dos inibidores de
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integrase®®"®'") os grupos OH e os atomos de carbono a eles ligados.
Novamente, nenhu.ma correlagcado envolvendo as contribuicbes para o HOMO
e HOMO-1 foi encontrada.

Entretanto, quando analisamos o resultado para a LDOS calculada
sobre o atomo de carbono 2’ (figura 6.1), levando em consideragdo os valores
criticos para as contribuigdes dos orbitais LUMO e LUMO+1 (em vez de
HOMO e HOMO-1), pudemos observar um padrdao que pdde ser
perfeitamente correlacionado a presenga ou auséncia de atividade dos
compostos. Este padrao, que deu origem as regras gque enumeraremos a
seguir, incluiu todas as seis moléculas, inclusive a de namero 6, que havia
surpreendido os experimentais e cuja atividade havia ficado sem explicagao
plausivel,

E interessante frisar que as regras derivadas para os PAHs com o
método de Hiickel® podem ser rescritas em termos das contribuiges
relativas da LDOS para os orbitais LUMO e LUMO+1 (como em nosso
trabalho), ja que no método de Hickel, para o caso dos PAHs, a matriz de
coeficientes & simétrica em relagdo ao gap HOMO/LUMO. Isto, a priori, nao
aconteceria com os métodos semi-empiricos. Surpreendentemente, as regras
para os PAHs usando o PM3!'"? também poderiam ser rescritas em regras
similares envolvendo os orbitais LUMO e LUMO+1, como constatamos
posteriormente.

A tabela 6.2 a seguir mostra os resultados obtidos para as
contribuigdes para a LDOS, calculada sobre o atomo de carbono 2’, dos

orbitais LUMO (L) e LUMO+1 (L+1) e a diferenga entre seus valores (8 o).
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0.67596 0.01234

128644 124922  0.03722

> S 0068
5 035162 035665  -0.00503
6 095748 . 09493

TABELA 6.2: Contribuicbes para a LDOS, calculada sobre o atomo de carbono 2'

das moléculas da figura 6.1, dos orbitais moleculares LUMO (L) e LUMO+1 (L+1). A

diferenga LDOS(L) — LDOS(L+1) também & apresentada (3,p0s) € € um indice que

separa estas moléculas quanto as suas atividades biologicas.

A figura 6.3 mostra uma representagao grafica das contribuigbes para
a LDOS de todos os orbitais moleculares contidos no espectro de energia das
moléculas. A abscissa (LDOS) nao contém seus valores numéricos por
razdes estéticas, pois, como se pode observar pela tabela 6.2, sao numeros
muito pequenos. Este fato é justificavel, ja que a contribuicdo de um orbital
molecular para a LDOS discreta, podendo variar de 0 a no maximo 2 {(quando
calculada sobre todos os atomos da molécula), pode ser bem pequena
quando analisada em um Unico atomo ou sitio’. As diferengas entre os
valores criticos das contribuigbes do LUMO e LUMO+1 sao, por
conseqiiéncia, menores ainda. Estas diferencas (da ordem de 10°) sao,
entretanto, justificaveis por estarem dentro da barra de erro do método PM3

para os valores dos coeficientes, que utilizam seis digitos significativos.

' No nosso caso estamos calculando a LDOS sobre os quatro orbitais atémicos de um atomo de
carbono (s,p,.p, e p.)-
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FIGURA 6.3: Densidade local de estados eletronicos (LDOS) calculada sobre ¢
atomo de carbono 2’ (figura 6.1) para as moléculas de 1-6 (mondmeros). Resultados
provenientes do método semi-empiricc PM3. Os simbolos H e L correspondem ao

ultimo orbital ocupado (HOMO) e o primeiro desocupado (LUMO), respectivamente.
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~ V1.2.3 As regras|

As regras que separam os mondmeros quanto ao fato de
apresentarem ou ndo atividade anti-HIV podem ser derivadas pela

observag¢ao dos resultados da tabela 6.2 ou da figura 6.3:

Se a contribuigdo para a LDOS do LUMO for maior que a contribuigio do
LUMO+1 (8005 > 0), @ molécula apresentara atividade anti-HIV. Esta pode ser
ténue, moderada ou alta (IC,, < 200 uM);

Se, ao contrario, a contribuicdo para a LDOS do LUMO for menor que a do

LUMO+1 (8,05 < 0 ), @ molécula sera inativa (ICs, > 200 pM).

Como vemos, ndo precisamos de nenhuma correlagdo dos valores de
dLpos COM as energias A; e A,, como aconteceu para o caso dos PAHs, para
chegar a estas regras. Em outros trabalhos do grupo este tipo de correlagdo
apareceu”® parcialmente.

Apesar da estatistica pequena, ndo acreditamos que a regra
anteriormente mencionada seja acidental. Além disso, o atomo em que a
LDOS é calculada € importante, pois esta ligado a um componente que esta
presente em quase a totalidade dos compostos inibidores da integrase (o
oxigénio com ligagdo dupla). Alguns pesquisadores mencionaram que a
presen¢a deste oxigénio simula um sitio de agua importante para a ligagéo

com a enzima integrase'®.
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Poderiamos especular dizendo que o atomo de carbono 2’ funcionaria,
entdo, como um gate de carga entre um sitio ativo (0 atomo de oxigénio) e 0
resto da molécula e que a densidade de estados sobre ele poderia ser uma
medida de quao efetiva seria a atuagéo deste sitio quando na ligagdo com a
enzima. Devemos frisar, no entanto, que ndo se espera transferéncias de
carga entre os sitios ativos e a enzima.

Estes resuitados foram submetidos para publicagdo durante o IX
Simpdésio de Quimica Tedrica (SBQT) realizado em Caxambu em Novembro
de 1997 sob a forma de um artigo!®. Naquele trabalho mencionamos que um
resultado mais conclusivo poderia ser obtido com a extensdo das regras ao
conjunto de moléculas formadas pelas versées “dimerizadas” das molécuias
da figura 6.1 (ver figura 6.4 a seguir). Este trabalho até entdo estava em
estagio inicial e sabiamos que muitas dificuldades apareceriam ao se tratar
sistemas nao planares como os “dimeros” e que se regras fossem

encontradas, poderiam diferir daquelas obtidas para os monémeros.

O conjunto de moleculas que chamamos de “dimeros” € mostrado novamente

na figura 6.4. Estas moleculas sdc compostas basicamente pela jungcdo de dois
pedacos, com a estrutura dos mondmeros, interligados por um elemento conector

razoavelmente complexo: ndo conjugado e contendo atomos de nitrogénio*.

* Os atomos de nitrogénio nfo possuem parametros semi-empiricos tao bons quanto aqueles para os
atomos de carbono!®.
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Como vimos no capitulo 3 (se¢do 3.2) estas moléculas nac podem ser
consideradas versdes dimerizadas dos mondmeros e apesar das semelhancgas
estruturais com estas, devem ser tratadas como moléculas independentes.

Como o conector € um elemento nao conjugado, as moléculas como um todo
nédo serdo sistemas conjugados (ndo planares). A priori podemos dizer que a carga
ndo fluira livremente entre as por¢gdes monomeéricas, pois nao podera “passar’
facilmente pelo conector ndo conjugado. Deste fato conclui-se que perturbactes em
uma extremidade destas moléculas ndo causardo, a principio, alteragdes
significativas no extremo oposto. Esta caracteristica nos tira da situacao ideal para a
aplicacao da teoria de indices eletronicos, que foi apresentada pelos mondmeros.

A figura 3.6 deu-nos uma idéia da complexidade conformacional apresentada
por estes compostos. Devemos levar em consideragao ainda que o numero bem
maior de atomos (mais que o dobro), em relacdo aos mondémeros, trazem
dificuldades na convergéncia dos metodos semi-empiricos, seja do ponto de vista de
tempo de calculo ou de falhas em certos algoritmos de optimizagao.

Concluimos, entao, que o cenario apresentado por estas 6 novas moléculas é
bem diferente que aquele obtido para os monémeros:

e n&ao sao propriamente dimeros, no sentido estrito;

e possuem um espago conformacional muito mais complexo;

¢ nao sao sistemas conjugados.

Precisavamos tracar uma estratégia de analise para estes compostos e

procuramos levar em consideragao os seguintes aspectos:
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s o0s “dimeros” sdo formados pela duplicagdo de estruturas similares aos
mondmeros; Isto pode causar degenerescéncias (ou quase
degenerescéncias) entre niveis proximos como HOMO e HOMO-1, LUMO
e LUMO+1, etc. o que ocorreria pelo principio comum de formacao de
polimeros (os niveis moleculares vao se aproximando com a unido de
unidades similares);

+ as regides interessantes para a analise ndo estdo relacionadas a atomos
especificos, mas as fungdes que eles podem exercer. De acordo com o
resultado obtido para os monémeros, devemos procurar por atomos que
possam funcionar como gates de carga para sitios ativos das moléculas.

o Devemos encontrar as estruturas que representem os minimos de energia
globais das moléculas, mas observar os efeitos de diferentes

conformacdes para a LDOS calculadas em sitios de interesse.

Os calculos de optimizagdo de geometria para os dimeros foi trabalhoso e
delicado. Utilizamos o0s pedagos optimizados dos mondmeros, que foram
interligados pelo conector também previamente optimizado, e realizamos analises
conformacionais extensivas e detalhadas.

Procuramos analisar os angulos dihedrais mais flexiveis. Devido ao tamanho
das moléculas, a utilizacdo do programa HyperSpin foi limitada pela baixa eficiéncia
apresentada pelos calculos semi-empiricos no HyperChem. Por este motivo fomos
obrigados a fazer analises conformacionais preliminares utilizando métodos de

mecanica molecular, procedimento este justificado no capitulo 4.
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Estrutura geral:

# R IC;, (tM) ATIVIDADE
)
7 >200 Inativo
MeO

>200 Inativo

o)
MeQ
9 OO >200 Inativo
MeO
0
10 >200 Inativo
MeO
MeO

11 0.89 Alta

o]
HO
Pee
O
12 0.17 Alta
}.D
&

FIGURA 6.4: O conjunto de moléculas que chamamos de “dimeros” e que foram

sintetizados e estudados quanto a capacidade de inibir a enzima integrase do virus

HIV-12,
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Os resultados do calculos PM3 para as estruturas que acreditamos ser os

minimos podem ser vistos na tabela 6.3 abaixo:

7 -73.513 -8.928 -0.784 0.00158 0.00067 >200

9 -143.401 -9.075 -0.863 0.00041 0.00055 >200

60 893
1 -175.183 -8.068 -0.86 0.00137 . 0.0006

8 0.89

TABELA 6.3: Resultados dos calculos semi-empiricos (PM3) para os “dimeros” da
figura 6.4. Para cada uma destas moléculas, temos que C; da o seu calor de
formacgéo, H a energia de seu HOMO, L a energia de seu LUMO, A, a separagdo em
energia entre HOMO e HOMO-1 e A, entre LUMO e LUMO+1. O indice IC;; mede a

intensidade de sua atividade biolégica.

Os valores obtidos para A, € A, mostram que, como esperavamos, temos
uma quase degenerescéncia entre os niveis HOMO/HOMO-1 e LUMO/LUMO+1.
Como no caso dos mondmeros, nenhum destes indices eletrénicos pode ser
utilizado separadamente para distinguir as moléculas quanto a atividade biclogica.

Partimos, entdo, para os calculos LDOS. Vale ressaltar que, apesar do
detalhamento aplicado durante a analise conformacional, ndo podemos garantir que
0s minimos globais foram efetivamente encontrados, dada a altissima complexidade
das hipersuperficies de energia. O manual do programa HyperChem cita bons

exemplos que ddo uma idéia de como estas superficies podem ser complexas!'.
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De posse dos outputs contendo os autovetores da matriz de Fock para cada
molécula da figura 6.4, utilizamos novamente o programa Chem2Pac para os
calculos LDOS.

O primeiro procedimento foi verificar se as regras apareceriam com a LDOS
calculada no atomo 2', mas neste ponto ja surge um problema: para os dimeros ha
dois atomos 2’ correspondentes, um de cada lado do conector. Em qual deles
calcular? Testamos todas as possibilidades: calculamos de um lado, do outro e na
soma dos dois. No entanto, nenhuma regra que separasse as moléculas pdde ser
derivada. Neste ponto resolvemos estudar a sensibilidade dos calculos LDOS em
relagdo a geometria das moléculas e constatamos que variagdes significativas
poderiam ocorrer no espectro LDOS devido a variagdes conformacionais da ordem
de 0.5 Kcal/mol. Esta caracteristica sugere que devemos ser bastante criteriosos
durante as buscas conformacionais.

Convencidos de termos encontrado as geometrias de minimos globais,
concluimos, entdo, que deveriamos procurar por outras regides que poderiam estar
atuando como gates de carga para os atomos de oxigénio ligados aos carbonos 2.

Quando o sistema perde a caracteristica de ser conjugado, € natural que
concentragdes de carga estejam mais localizadas pelas moléculas®; se, para o caso
dos mondémeros, o atomo 2’ atuava como gale para a transferéncia da carga entre o
oxigénio com a ligacdo dupla e o resto das moléculas, esta situagdo poderia ter sido

modificada pela “dimerizagao”.

* Este fato foi verificado utilizando o HyperChem para calcular e “plotar” a densidade de carga sobre
05 dimeros.
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FIGURA 6.5: Densidade local de estados eletronicos (LDOS) nos atomos de
carbono 2 (figura 6.4) para as moléculas de 7-12 (dimeros). Resultados
provenientes do método semi-empirico PM3. Os simbolos L e L+2 correspondem ao

primeiro e ao terceiro orbitais desocupados respectivamente.
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O candidato natural a ser investigado seria o atomo de carbono 2 (ver figura
6.4 elemento 8), pois faz parte do primeiro trecho conjugado ligado ao conector néao
conjugado e consequentemente ao atomo de oxigénio. Calculamos a LDOS para o
atomo de carbono 2 de um lado, do outro e para a soma dos dois. Em todos os
casos, 0 padrao obtido & basicamente o0 mesmo, e esta esquematizado pela figura
6.5.

A andlise do padrao apresentado pela figura 6.5 mostra que, similarmente ao
caso dos mondmeros, podemos encontrar uma regra simples que separa as
moléculas quanto ao fato de possuirem ou nao atividade biolégica. Desta vez a
relacdo aparece entre os orbitais LUMO+1 e LUMO+2 e a regra se inverte em

relagdo a obtida para as moléculas 1-6. A tabela 6.3 a seguir mostra estes

resultados.

TABELA 6.3: Contribuicbes para a LDOS, calculada sobre a soma dos dois atomos
de carbono 2 das moléculas da figura 6.4, dos orbitais moleculares LUMO+1 (L+1) e
LUMO+2 (L+2). A diferenga LDOS(L+1) — LDOS(L+2) também é& apresentada
(8’Lnog) © € um indice capaz de separar estas moléculas quanto as suas atividades

biclégicas.
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As novas regras sao:

e Se a contribuicdo para a LDOS do LUMO for menor que a contribuicdo do
LUMO+2 (8’ 505 < 0), @a molécula apresentara atividade anti-HIV (IC, < 200 uM);
e Se, ao contrario, a contribuicdo para a LDOS do LUMO for maior que a do

LUMO+2 (8’ pos > 0), a molécula sera inativa (1C;, > 200 uM).

Como ja mencionamos anteriormente, ndo esperavamos encontrar regras
idénticas as obtidas para as moléculas 1-6, pois sabiamos que os sistemas
moleculares, apesar de semelhantes, conservavam caracteristicas bastante
distintas. Felizmente uma regra bastante similar péde ser observada, reforgando a
idéia de que a teoria de indices eletrénicos &€ uma ferramenta util na classificagdo de
substancias orgénicas semelhantes com atividades biolégicas distintas.

Além do mais, estes resultados mostram que uma teoria estatica bastante
simples pode ser capaz de explicar um dos comportamentos de um processo
dindmico bastante complexo, no nosso caso um processo enzimatico. Como ja
mencionamos anteriormente neste trabalho, imaginamos que a presenga ou
auséncia de atividade bioloégica de certas moléculas possa ser determinada por uma
assinatura eletrénica contida nas mesmas. Tal fato torna-se plausivel quando
lembramos que todos 0s processos bioldégicos acontecem dentro de uma janela de
energia de 1 a 2eV e que durante processos enzimaticos, pouca ou nenhuma
mudang¢a conformacional dos substratos sao observadas.

Novamente seria possivel afirmar que a estatistica ainda é pequena e que
poderiamos estar observando um fenémeno de incrivel coincidéncia. O teste de

prova seria analisar mais substancias estruturalmente semelhantes e verificar a
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validade das regras ou pequenas variagdes delas. Infelizmente a literatura nos
ofereceu apenas moléculas muito mais complexas®® que estas que estudamos neste
trabalho e nao tivemos tempo habil para anallisa-las. No entanto, temos a intengao
de continuar submetendo moleculas com poder anti-HIV ao teste de regras
similares, para que uma visdo mais global sobre 0 método e suas estratégias
possam ser derivadas. Recentemente tivemos a idéia de combinar diferentes
unidades monomeéricas para formar “dimeros” como os da figura 6.4 e utilizar as
mesmas regras para prever se seriam ou nao ativos.

Obtidas as regras, procuramos analisar sua sensibilidade a geometria das
moléculas. Observamos que variagdes conformacionais significativas {maiores que
0,5 Kcal/mol) levavam ao desaparecimento do padrao LDOS da figura 6.5.
Concluimos que este fato seria muito importante para a caracterizagao das
moléculas quando em solugdo: uma porcentagem delas adquiriria conformagdes
que levariam a modificacao da atividade (ativa < inativa), o restante ainda estaria
dentro do limite conformacional observado. Como resultado teriamos que o poder
inibitério de um certo composto seria determinado pela quantidade percentual de
elementos em uma determinada conformagéo.

Um possibilidade como esta poderia explicar, por exemplo, porque a moiécula
de numero 1, apesar de ser classificada como ativa por nossa regra, possui uma
atividade muito ténue, estando perto do limite de atividade mensuravel. ela poderia
possuir uma maioria de conformeros nao ativos e aqueles com atividade nao

estariam bem representados quando em solugéo.
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Este trabalho possuiu duplo objetivo: o primeiro deles foi investigar de

maneira criteriosa 0s aspectos mais relevantes na adaptacao da teoria de indices
eletronicos a sistemas moleculares complexos, repletos de graus de liberdade; em
segundo plano situou-se o desenvolvimento de ferramentas que ajudassem este
trabalho e possibilitassem optimizar os procedimentos nele envolvidos. Além disso,
colocariamos disponiveis recursos que poderiam ser utilizados por outros membros
de nosso grupo de pesquisa e que auxiliariam seus trabalhos.

Dado o curto intervalo de tempo em que este trabalho se realizou, (pouco
menos de um ano e meio) concluimos que seus resultados foram satisfatorios, pois
um conjuhto muito util de programas foi desenvolvido, 0 que tornara rapidas e
simples as futuras investigages com a teoria de indices eletrénicos.

Além do mais, analisamos de perto as dificuldades na extensio desta teoria a
sistemas complexos, conseguindo obter regras que separaram um conjunto de 12
moléculas quanto a presencalauséncia de atividade biolégica anti-HIV. Como
resultado conseguimos abordar um aspecto muito complexo, de um processo
também muito complexo, através de uma metodologia bastante simples.

Concluimos que, idealmente, a teoria de indices eletrénicos deve ser aplicada
a sistemas conjugados e que, se possivel, as moléculas devem ter caracteristicas
estruturais semelhantes. No caso de sistemas nao conjugados, isto se torna
fundamental, pois caso contrario ficaria muito dificil estabelecer regides estratégicas

para os calculos LDOS.
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Resultados experimentais s&o muito importantes, pois podem guiar as
investigacdes da teoria para as regides mais relevantes. No nosso caso, estas
informacdes foram de grande ajuda™; em outro trabalho do grupo, fundamental™.

A caracteristica mais delicada observada durante este trabalho foi a forte
dependéncia dos resultados para a LDOS com a geometria dos sistemas. Sabemos,
por exemplo, que as moléculas estao em solugédo (dentro de um organismo por
exemplo) e elas podem assumir conformagbes totalmente distintas daquelas
encontradas em fase gasosa (as conformagdes que obtivemos). Chegamos a
conclusdo que o procedimento mais correto e minucioso seria analisar a
consisténcia das regras para um conjunto de conférmeros dentro de uma
distribuicdo de Boltzmann para cada molécula, ou seja, montar um conjunto
significativo de conférmeros para cada moléecula e observar como as regras se
afetariam para cada um deles.

No entanto, um estudo como este € muito trabalhosc e ainda nao dispomos
de todas as ferramentas necessarias para coloca-lo em pratica, como programas
para gerar os conformeros automaticamente dentro da distribuicdo de Boltzmann;
alem disso, nao tivemos disponivel neste semestre o programa Spartan, que €
capaz de realizar calculos incluindo efeitos de solventes. O programa Chem2Pac, no
entanto, ja esta preparado para ler as suas saidas de dados.

Muitos detalhes para estudos mais completos que envolvam a teoria de
indices eletrénicos precisam ser ainda investigados, mas um fato incontestavel é a
capacidade desta teoria extremamente simples de ja ter classificado mais de uma

centena de compostos organicos com atividades biologicas diversasi*”',
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Teorias simples como esta, capazes de apontar a priori se um composto
possui ou nao atividade biolégica, podem ser de grande utilidade. Milhdes de
délares sdo gastos anualmente em sinteses e testes de substincias com atividade
bioldgica variada, com a finalidade de aumentar suas poténcias ou reduzir suas
toxicidades. Como a pesquisa em bancos de dados de substancias organicas”™ pode
ser feita trivialmente!'®, pode-se economizar tempo e dinheiro, apontando as

moléculas mais promissoras para testes in vilro e in vivo.

Pretendemos ainda investigar mais caracteristicas sobre a teoria de indices

eletrénicos, principalmente sobre a sua utilizagao em sistemas nao planares. O
efeito de solventes serd uma das primeiras investigagdes, juntamente com a
verificagao das regras para os PAHs usando métodos ab initio.

Dentro da impossibilidade de tornar mais explicitos 0os mecanismos que
asseguram a funcionalidade desta teoria, pretendemos, todavia, estabeiecer um
quadro bastante claro de suas potencialidades e resultados positivos nos mais
variados problemas biolégicos de interesse, que seriam muito complicados ou
mesmo intrataveis atraves de ferramentas mais sofisticadas.

Em suma, similarmente ao observado para classes de compostos com
atividade biolégica tdo diversa como cancerigenas (PAHs)®, anti-cancerigenas
(Taxol™ Tamoxifeno!'®) antibiéticos (Mitomicinal'™), antiinflamatérios (Talidomida™) e
presentemente aspectos imunoldgicos (HIVI™), a teoria de indices eletrdnicos &

capaz de correlacionar indicadores eletrdnicos a atividade biolégica, usando regras

” O banco do NCI (National Cancer Institute) contém mais de 200mil moléculas catalogadas.
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extremamente simples. E intrigante que uma teoria estatica como esta seja capaz
de esclarecer alguns aspectos biolégicos sabidamente dindAmicos. Mais pesquisa se
faz necessaria para uma melhor compreensao deste fato, mas parece-nos fora de
divida, em face das dezenas de compostos até aqui investigados, que essa teoria
pode ser usada de forma eficiente no desenvolvimento de pesquisa de mais e

melhores compostos de agéo farmacolégica e/ou biologica.
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Apéndice A

Meétodos de Mecanica Quantica

A excegdo de sistemas moleculares simples como o fon H,’, todos os outros

possuem varios nucleos e elétrons que interagem entre si. Moléculas constituem
sistemas quanticos de muitos corpos bastante complexos, para os quais ndo ha
solugao analitica exata.

Diversos metodos aproximados para lidar com este problema foram e vém
sendo desenvolvidos com o proposito de obter propriedades moleculares de
interesse e, em especial, para encontrar o estado fundamental de moléculas. Uma
das aproximagdes mais usadas foi desenvolvida por Hartree, Fock e Roothan!”
utilizando o conceito de campo médio.

Para encontrar o estado fundamental de uma molécula devemos resolver a
equagao de Schrédinger independente do tempo para a mesma:

Hlw, >=E, |y, >,
(A. 1)

onde H & o hamiltoniano para o sistema molecular e |, > é a fun¢éo de onda para
o estado fundamental do mesmo, cuja energia é E,.

Desprezando efeitos relativisticos, H pode ser escrito como:

(RTINS AT 3 I 3p S JAUSL T 39 3
el nucicos — 2 i = ’}A =l foi ri A=1 2MA A A=l B> 4 RA ,
(A. 2)
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para um sistema de M nucleos e N elétrons, em unidades atdmicas.

Desta equago temos:

e M, éarazdo da massa do nucleo 4 pela massa do elétron;

e 7, & onumero atdmico do nlcleo 4;

¢ 0s operadores Laplacianos, V; e V> envolvem diferenciagdes em relagéo
as coordenadas do i-€simo elétron e A-ésimo nacleo, respectivamente;

e O primeiro e o quarto termo representam as energias cinéticas dos
elétrons e nlcleos, tambem respectivamente;

» 0 segundo termo representa a energia de interacdo entre nucleos e

elétrons (atragcdo de Coulomb) e o terceiro termo a energia de repulsao

entre os elétrons.

Podemos simplificar ¢ problema aplicando a aproximagao de Born-
Oppenheimer, que separa o problema eletronico do problema nuclear, admitindo
que isto pode ser feito pelo fato de os nucleos serem muito mais pesados que os
elétrons. Estes movem-se, entdo, no campo produzido pelos nlcleos em cada
instante. Dentro desta aproximacao, teremos que |y, >= v, >| ¥ e >, ONdE |, >

satisfara a equagao de Schrédinger eletrénica:

Hen’ I'lyef >= Ee! IW&’I >

(A. 3)
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Aplicamos a seguir a aproximagdo de campo médio, onde escrevemos a
fungcao de onda |y, > como um produto antissimetrizado de fungées de onda de
uma particula, ou seja, como se os elétrons nao interagissem.

O spin do elétron também deve ser levado em conta. Isto é feito através de
duas fungées ortonormais, of{w) e Slo) (spin +1/2 e —1/2, respectivamente). A fungéo
que descrevera tanto a funcdo de onda espacial como a de spin € denominada spin-
orbital, y(x), onde x representa todas as coordenadas espaciais e de spin.

Teremos:

K1) =p,(Oa(@) e 1,(X) =y, ) o),

(A. 4)
onde i=1,2,....K.

Pela condigéo de ortonormalidade, os spins-orbitais, y's, devem satisfazer:
<1\ 7;>= |2 002,(0dx =5,
(A. 5)
Com as funcgbes de onda de um elétron, podemos escrever a fungao de onda

de um sistema de elétrons ndo interagentes. Um hamiltoniano H, deste sistema

pode ser descrito como uma somatdria de hamiltonianos de um elétron h(i). Estes
seréo constituidos apenas de um termo para a energia cinética e outro para a
energia potencial do i-ésimo elétron, ja que desprezaremos inicialmente a repulséo
eletron-eletron. As autofungdes dos hamiltonianos h(i) serdao os spins-orbitais y(x),
ou seja, teremos:

h()x,(x)=¢,7,(x).

(A. 6)
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A fungao de onda multieletrénica sera dada pelo produto de spins-orbitais:
F (KX Xy ) = 2, 2, (K)o 20 (X )

(A. 7)

que € uma autofungio de H,, portanto teremos:
HITHP = E[[};H]’,

(A. 8)

onde E, serd a soma dos autovalores dos spins-orbitais:
E =g +¢, +..+¢g.

(A.9)

A funcdo de onda aproximada ¥ & chamada de produto de Hartree e
podemos observar dois aspectos a respeito da mesma:
1) néo inclui os efeitos de repulséo elétron-elétron;
2) nao respeita a antissimetria requerida para uma autofung¢ao eletrénica, ou
seja, para a troca de coordenadas entre dois elétrons nao ha a necessaria

troca de sinal para a fungéao de onda para férmions.

A idéia é utilizar """ como fun¢io de onda aproximada para o sistema de
elétrons interagentes. Para antissimetriza-la corretamente utilizaremos o chamado
determinante de Slater, onde colocaremos os spins-orbitais alinhados em linhas e
colunas. Com isso, a troca de duas linhas ou colunas (coordenadas de dois
elétrons) causara a troca de sinal do determinante (da fungdo de onda). De forma
compacta podemos escrever a fungdo de onda do estado fundamental como o

seguinte determinante de Slater:
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l ¥ >:| XXy =

(A. 10)

Com o hamiltoniano eletrénico total sendo dado por

N 1 , N M ZA N N 1
He{:_zgvl _er_+zzr_’
i=1 i=1 A=l 74 i=1 j=i T
(A. 11)

e a fungao de onda total descrita acima, podemos escrever a expressao para a
energia total do sistema. Necessitamos ainda da definicdo analitica de um

determinante para escrever:

N1

o >=D (D" By, (D, (..},

i=1

(A. 12)

onde P & o operador que permuta o indice da coluna e p, € o numero de

transposicbes necessarias para restaurar uma dada permutagado i,, i,...i, para uma

ordem natural 1,2,3,....N.

Através destas expressdes, podemos chegar, apds algumas manipulagdes

algébricas, a seguinte expressao para a energia do estado fundamental:
N 1 N N
E, =<y, |Hly, >=Z<i\h\i>+522<fi|ﬂ>—<y‘|ji>.
i i

(A. 13)

Onde foram usadas as seguintes definigdes:
<ilh|j>= [ax 7 (X )h(R) 7, (X)),

(A. 14)

as integrais de um elétron e

159



.. . 1 .
<Yk >= faxidx, ] (%) 72, () 25 (%) 06,),
2

1

(A. 15)

as integrais de dois elétrons.
O caminho que nos leva as equacgdes de Hartree-Fock consiste em minimizar

a energia do sistema E,({y,}) (A. 13) em relagao aos spins-orbitais, sendo que a

ortonormalidade dos mesmos funcionara como condigdo de vinculo. Escrevemos

entdo a fungao de Lagrange L{{y,}) para a energia do estado fundamental:

L{x) =Bz -2 X 4(<i17>=8,),

(A. 16)

com A, constituindo um conjunto de multiplicadores de Lagrange.

Utilizaremos ainda duas defini¢des:

s Operador de Troca:
. 1
K,y @)= [ Idxzx ;(2) _ z;-(2)}z_, (1);
12

(A. 17)

e Operador de Coulomb:
. 1
VIAOE { Idxzz,,(z)r—z_f (2)},1/,-(1) :
12

(A. 18)

O Operador de Coulomb J(1) representa a interacéo entre o elétron 1 e a
densidade eletrénica dada por | 7,(2)|*, j4 o Operador de Troca nao possui uma

interpretagédo fisica similar. E um efeito puramente quantico que surge da
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necessidade de a fungéo de onda do sistema ser antissimétrica em relagao a troca

das coordenadas de dois elétrons. Podemos cbservar pela expressao (A. 17), que

quando K (1) opera sobre y,(1), ocorre a troca entre o elétron 1 e o elétron 2 do

lado direto de i. O resultado desta operagdo depende do valor do spin-orbital
I

i2
7:(1) em todo o espacgo.
O principio variacional consiste em tomar variagdes arbitrarias nas fungdes

obedecendo o vinculo de ortonormalidade, e impor que as mesmas levem a uma
variagao nula na energia.
Chegamos, assim, a uma expressao chamada de Forma nao Candnica das

Equagdes de Hartree-Fock, por ndo ser uma equagao de autovalores na forma

mais comum:

[h(1)+ZJ_,- (D—K_,-(l)}z, M= 2z,1),

(A. 19)

com i=1,2,3,...N. Podemos definir o operador de Fock

F= [h(l) + iJ JD-K, (1)} ,
=

(A. 20)

para rescrever {A.18) como
N
F|Zi >:Z/l;j !Z_,-‘ >
J=1

(A. 21)
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Consideremos agora um novo conjunto de spins-orbitais {y,}, que so

obtidos a partir de uma transformagao unitaria aplicada ao conjunto antigo {y, }:
=220
i
(A. 22)
que sera tambem um conjunto ortonormal. Podemos verificar que tal transformagao,
uma rotagao no sistema de coordenadas, nao afeta o significado fisico da fung¢éo de
onda, pois teremos
| W, >=¢” | ¥, >,

(A. 23)

nem tampouco a forma dos operadores de Troca e de Coulomb. Do ponto de vista
dos multiplicadores de Lagrange, %;;, uma expressao matricial envolvendo a nova e
velha matriz pode ser escrita:

A'=UTAU.

Podemos verificar que é sempre possivel encontrar uma matriz unitaria U tal
que a transformac¢do acima diagonaliza A. Nao nos preocuparemos em como obté-
la, mas somente com o fato de que ela existe e & unica. Podemos entdo escrever a
Forma Canodnica das Equagdes de Hartree-Fock:

FIZ;‘ >:/1i 'Zr‘ >

(A. 24)

A esséncia destas equagdes consiste em substituir o complicado problema
multieletrénico, por varios problemas de um elétron, de tal maneira que a repuiséo

eletrénica possa ser tratada através de um campo médio.
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Podemos limitar os spins-orbitais de tal maneira que a parte espacial dos

mesmos possa ser igual ou diferente para elétrons com spins. O primeiro caso

denomina-se restrito, o segundo irrestrito. Trataremos apenas o caso restrito (i, (r)
= y,(r) na equagao (A. 4)}, que foi empregado no nosso trabalho.

Temos um sistema molecular de N elétrons, N par, com todos eles estando
emparelhados dois a dois em cada um dos »=N/2 orbitais espaciais. Ou seja,
restringimos a discussdo a sistemas no estado fundamental e de camada fechada.
O formalismo para os estados fundamentais de camada aberta difere bastante deste
e nao sera tratado aqui.

Desejamos converter os spins-orbitais gerais da equagéo de Hartree-Fock a
uma equacao de autovalores espacial, vista a seguir, onde cada um dos orbitais
moleculares espaciais estd duplamente ocupado. Para tal, faz-se necessario
integrar sobre as fungdes de spin®.

FOOY, (1) =¢£,¥,(1),

(A. 25)

com o operador de Fock para camada fechada podendo ser escrito como:

N/2

F()=h()+ 2 2/,(D- K1),
(A. 26)
onde as definicdes de operador de Coulomb (/) € de Troca (K} sdo totaimente
analogas aquelas derivadas para os spins-orbitais, com a mudanga y=>%¥ no

integrando. Além disso, temos o fator 2 a frente do operador de Coulomb, que esta

ligado & degenerescéncia de spin.
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A.2.1 A'introducéo de uma base|

Uma vez eliminadas as coordenadas de spin, o calculo de orbitais
moleculares torna-se equivalente ao problema de resolver a seguinte
equacao espacial integro-diferencial:

F(r, W,(n)=¢,¥,(r).
(A. 27)

Em vez de tentar resolver diretamente a equacédo acima, o que nao
seria um procedimento simples, Roothaan introduziu um conjunto de fungdes
de base espaciais de forma a transformar um problema de equacio integro-
diferencial num problema matricial. Para tal, a fungdo de onda espacial deve
ser projetada em uma base de dimensido finita £. Se esta base fosse

completa, a fungdo de onda seria descrita perfeitamente.

com i=1,2,....£.

Substituindo a equagio (A. 28) acima na equagéao (A. 27) e utilizando

as seguintes definigdes:

» matriz de recobrimento™: S, = Id3n¢; g, 1) ;
(A. 29)

e matriz de Fock: F, = Id3r,¢; (WHF (g, (1),
(A. 30)

podemos chegar as equagbes de Roothaan:
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>.C, [d’rg, OF g, =5, C, [d’rg} (g, 1),

v=l v=l

(A. 31)
ou
Y F.C,=£Y8,.C,,
(A. 32)
com i=1,2,....E.

A equacao de Roothaan pode ser escrita na forma matricial:

FC=SCs¢.
(A. 33)

Para determinarmos o conjunto de orbitais moleculares espaciais {¥;}
de Hartree-Fock e as energias orbitais ¢,, teremos que resolver a equagao

matricial acima. Para simplificar o processo de diagonalizagao precisamos de
uma maneira de eliminar a matriz S desta equagao. Antes, porém, vamos

definir o conceito de matriz densidade.

A.2.2 A densidade de carga|

A fungio distribuicdo de probabilidade (densidade de carga) de um
elétron é dada pela fungdo de onda ¥,(r). Uma molécula de camada fechada
descrita por uma fungdo de onda total de determinante Unico, onde cada

orbital molecular € ocupado por dois elétrons, possui a densidade de carga

total (em unidades atdmicas ¢=1) dada por:

" Também denominada matriz de overiap.
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N2

pO=23 1,1,

(A. 34)
onde a densidade de carga total p(r)d’r & a probabilidade de se encontrar
um elétron qualquer em um volume J°r centrado em r. Integrando-se sobre
todo o espaco teremos o numero total (V) de elétrons.

A expressao final para a densidade de carga & obtida substituindo a

equagao (A.28) na equagao (A.34) acima, o que nos leva a:
pr) = P,.¢,(0)p,(r),
Hv

(A. 35)

onde usamos a definigdo de matriz densidade ou matriz de ordem de ligagao:

N/2

P,=2>C.C.

(A. 36)

A partir da expressac (A. 35), podemos observar que dado um

conjunto conhecido de fungdes de base {¢,}, bem como os seus coeficientes,

podemos obter a matriz P, que especifica completamente a densidade de
carga p(r) da molécula. Essa matriz esta diretamente relacionada aos

coeficientes de expansao (matriz C) através da equacéao (A. 36) acima.
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A.2.3 Equagées de Roothaan|

Em um procedimento auto consistente (SCF ou Self Consistent Field),
cujo esquema sera apresentado mais adiante, os coeficientes da matriz C
serao modificados até que se possa encontrar uma energia total convergente,
quando os elementos da matriz P tambem convergem.

Podemos escrever o operador de Fock para a camada fechada em

termos da matriz densidade:
| .
Fr) =h) =2 3P, | fang; )2 - o))
Ao

(A. 37)

onde p,, & o operador que permuta os indices 1 e 2.

Um outro modo de escrever a equa¢do acima, explicitando os
operadores de Coulomb e de Troca foi visto na equagao (A. 26). Podemos
utiliza-la para escrever uma nova expressdo final para os coeficientes da

matriz de Fock:
FM =H, +Gw =(Tw +V.)+G,,,
(A. 38)
utilizando as seguintes definigdes:
¢ T,= Idwé;(l)[—%ﬂ@ m;

(A. 39)

. ¥, =|dng, (1)[—2—2—}@, Wm;

A
Ha

(A. 40)
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* G, EZP15|:<ﬂV1Gﬂ>_%<ﬂ/T,|GV>i|,

Ag

(A. 41)
com < v oA >= [dnd'nd, ()3, ()44, 2.

Os dois primeiros termos da expressdo (A. 38) envolvem apenas um

elétron e sado fixos para um dado conjunto de fungbes de base {¢,} A
expressao para G, e, no entanto, um termo de dois elétrons e depende da

matriz densidade P, além de um conjunto de integrais de dois elétrons. Estas
constituem a maior dificuldade do calculo Hartree-Fock, pela grande
quantidade de calculos complexos que envolvem.

As equacgdes de Roothaan (FC=SCg) teriam somente a forma
simplificada FC=Ct se o conjunto de base fosse ortonormal, para os quais a

matriz de overfap S seria uma matriz N-indentidade.
Como na maioria dos casos o conjunto de funcdes de base {¢,} nao é

ortonormal, precisaremos de uma matriz de transformag¢éo X nao unitaria que
nos leve a um conjunto {¢,’} ortonormal:
XT$X=1;
(A. 42)
U'SU=s,
(A. 43)

onde S € uma matriz hermitiana, U unitaria e s diagonal. De (A. 42) temos
que X=S5"2= Us"?U* (usando a inversédo de (A. 43)).
Teremos:
C’=X"C ou C=XC’;

(A. 44)
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(XTFX)C’=(XISX)Cs;
(A. 45)
P=X'FX;

(A. 46)
F’C'=C’,

(A. 47)

Como a matriz S é diagonalizada através da matriz unitaria U, a matriz
diagonal s sera formada pelos autovalores de §. O método de Hartree-Fock-
Roothaan resume-se em diagonalizar a matriz F’ dada por (A. 47).

Através das ferramentas matemdticas descritas até o momento
podemos implementar um método numérico para aplicar 0 método de
Hartree-Fock-Roothaan. A figura A.1 a seguir mostra o algoritmo

computacional para efetuar esta tarefa.
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PROCEDIMENTO SCF — Hartree-Fock-Roothaan

Inicio

RalZah N g Calculo de valores
¥ esperados. FIM
K

S,uv H,uv <puvici >

Y
Diagonalizar S C.PF, etc
Obtendo X -

¥

Matriz densidade Nova matriz P sera N3 Sim
. . ) ao
tentativa P a matriz P anterior

: ]
Matriz G |

Gﬂ,,EEPAa[<;1v\oﬂ>—%<,wl|o'v>

Matriz de Fock F=H +G

carage
F

A

A

Matnzlge Fock F'e X*FX ZZ‘ P,jv _P‘;;l |2< 1059

Y

Diagonalizar F*
obtendo C’. ¢ N2

p,=2>C,C,

Calcutar C=XC’ _)l Nova matriz P

FIGURA A.1: O algoritmo computacional para a implementacao do método de

Hartree-Fock-Roothaan.
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O Calculo ab initio (primeiros principios) descrito até o momento torna-se

muito custoso do ponto de vista computacional quando aplicado a moléculas de

medio e grande portes. O numero de integrais de dois elétrons (elementos de G )

torna-se muito grande e o seu calculo inviavel para os atuais recursos
computacionais disponiveis.

A forma de contornar este problema é aplicar mais aproximag¢des ao meétodo
de Hartree-Fock-Roothaan. Dentre as diversas possibilidades, existe a técnica de
incorporar parametrizagdo empirica aos valores de algumas integrais que deveriam
ser resolvidas. Este procedimento deu origem aos chamados métodos semi-
empiricos, que vém sendo desenvolvidos nas trés Ultimas décadas e produzindo
dtimos resultados quantitativos em muitos casos de interesse!”.

Descreveremos a seguir alguns dos métodos semi-empiricos mais utilizados.

Vale ressaltar que destes, utilizamos no presente trabalho apenas ¢ método PM3.

A.3.1 O método de Hiickel Estendido (EHT)|

A teoria de Huckel estendida (EHT — Extended Hiickel Theory) foi
desenvolvida principalmente por R. Hoffmann e colaboradores da
Universidade de Cornell®. Este método é rapido e qualitativamente bom para
investigar a estrutura de orbitais de sistemas moleculares, mas nao é utilizado

em procedimentos de optimizacdo de geometria.
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O método EHT utiliza o modelo de elétron independente, admitindo a
descricdo do hamiltoniano eletrénico como a soma de hamiltonianos efetivos

de um elétron.
H, =S HY .

(A. 48)

Construimos assim uma matriz H, onde os orbitais moleculares ¥, e
suas energias orbitais ¢, sdo solugdes do problema de autovalores padréao

HC=SC¢, demonstravel pelo método da variagao linear de fungdes®. A matriz
C contém os coeficientes da combinacgdo linear que descreve os orbitais

moleculares em termos de orbitais atdmicos (aproximagao LCAQ):

q!ﬁ = Zcmtﬁu *
=1

(A. 49)
e £ &€ uma matriz diagonal contendo as energias orbitais.
Este método requer ainda que sejam especificados o conjunto de base

de orbitais atomicos {¢,}, e os elementos de matriz do hamiltoniano (#,, )
projetados sobre ele. As integrais de recobrimento S, sdo computadas
utilizando o conjunto de orbitais {4, }.

Os meétodos semi-empiricos mais comuns desprezam o0s orbitais
atdbmicos e elétrons de camadas mais internas das moléculas e usam um
conjunto de base minima de orbitais de Slater. Temos, por exemplo, que os
atomos de Carbono (2 elétrons na camada mais interna) sao descritos por um

conjunto de base minima composto por 4 orbitais: 2s, 2p,, 2p, e 2p,.
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Estes orbitais, gquando sdo descritos por fungbes hidrogendides,
apresentam nodos radiais incovenientes do ponto de vista numérico. O uso

de fungdes de Slater simplifica o problema:
8,(r.0.9)=N,, "¢ Y, 0.0),
(A.50)
onde N & uma constante de normalizagao, £ € o expoente orbital e Y € um
harménico esférico. Temos ainda que /=0,1,2,3..., etc. e m varia entre —/ e /.

Os expoentes orbitais s&o usualmente 0s mesmos para os orbitais »s e

np, mas diferentes para nd™®.
Os elementos da matriz diagonal f/,, para um orbital atdbmico ¢,

representam aproximadamente a energia necessaria para remover um elétron
deste orbital, denominada energia de ionizagado do estado de valéncia (VSIE),
que pode ser determinada experimentalmente. Esta aproximagao é

conhecida como teorema de Koopman:

H, =-VSIE.
(A. 51)

Os elementos fora da diagonal, #,,, com u=v, representam os efeitos

de ligagdo entre atomos, que estao relacionados proporcionalmente com as

integrais de recobrimento S, . A chamada aproximagéo de Mulliken, por

exemplo, trata o recobrimento diferencial da seguinte maneira:
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8,8, =55, +4D),

(A. 52)

0 que pode ser usado para estimar os elementos fora da diagonal:
1
H#V _EkSﬂv(wa +H,).

(A. 53)

A constante de Hickel ¥ & escolhida em funcdo do tipo de orbitais

envolvidos no calculo.

A.3.2 Aproximagdes NDO|

A maior dificuldade computacional do meéetodo de Hartree-Fock é o
namero de integrais de dois eletrons (A. 41) a serem resolvidas, que & da
ordem de K, onde K é o nimero de fungbes de base ou orbitais atdmicos.
Para contornar este problema, sdo utilizados métodos aproximativos para
estas integrais. A aproximacao mais simples que se pode empregar,
despreza completamente o recobrimento diferencial (CNDO - Complete

Neglect of Differential Overiap):
¢y¢v = 5#v¢;¢¢p b

(A. 54)

O sufixo NDO (Neglect of Differential Overfap) foi utilizado
subseqiientemente em outros métodos que utilizam parte deste conceito.

Uma segunda aproximacao basica consiste em desprezar o recobrimento
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diferencial diatémico, o chamado NDDO (Neglect of Diatomic Differential

Overiap).
¢l9) =06,,0"8".

(A. 55)

Estas aproximacdes levam a uma grande simplificagéo das equagdes
gerais de Hartree-Fock-Roothaan. O negligenciamento intermediario do
recobrimento diferencial foi incorporado em outros métodos como o INDO
(Intermediate Neglect of Differential Overfap), ZINDO (Zerner INDO), MNDO
(Mcdified NDO), AM1 (Austin Method 1), PM3 (Parametric Method 3), etc.

O método INDO apresenta diversos tipos de parametrizagdo, sendo
que uma das mais populares deu origem ao MNDO, este, através de
melhorias na forma de parametrizagdo de algumas integrais e nos parametros

utilizados deu origem aos métodos mais recentes AM1 e PM3.

A.3.3 Aproximagdes MNDO, AM1 e PM3|

O MNDO é um método semi-empirico, sofisticado, autoconsistente e
adequado ao estudo de geometrias moleculares e caminhos de reagéo.

Os orbitais moleculares da camada de valéncia (Y¥,) sao

representados por combinagdes lineares de um conjunto de base minima de

camada de valéncia (¢,) na aproximagcdo LCAO (A. 49). Os coeficientes da

expansac sao obtidos pelas equagbes de Roothaan, que na aproximacéao

NDDQ é escrita como:
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Z(F#v - Eié‘ﬂv k‘vf =0,

(A. 56)
onde E; € o autovalor associado ao orbital molecular ¥, e J,,, € a delta de
Kronecker.

A energia eletrénica E,; sera dada por:

1
Ee,=EZZPW(HW+Fm),
oV

(A. 57)
onde P, sdo os elemento da matriz de ordem de ligagdo e H, do
hamiltoniano de carogo.
Utilizando-se a notagao ¢, € ¢, para os orbitais atbmicos centrados em

um atomo 4 e ¢, e ¢, para aqueles centrados no atomo B (4 = B genéricos),

os elementos da matriz de Fock no formalismo MNDO serao dados por:

A 1 )i
F, :U#,u+ZV,LI#,B+ZPW[<##|VV>—5<JL‘V|#V>]+ZZPIU <pu|do>,
B v

E Ao

(A. 58)

para os termos da diagonal e

1 B
F, :ZB:V#V,B +§ZPﬂv(3<yv!pv>—<yy|vv >)+ZZPM <pv|io >,

B Ao

(A. 59)

para os termos fora da diagonal. Temos ainda:

1 4 B
F,=pB. _EZZPW <uv|io >,

(A. 60)

onde:

e P, é amatriz de ordem de ligagao (bond order);
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» U, séo as energias monoeletrénicas de um centro;

» <pulvv> e <uv|uv> sdo as integrais de Coulomb e de troca (exchange),
respectivamente;

+ B, sdo as integrais de ressonancia de dois centros;

» V., prepresenta o termo de atragdo eletrostatica;

s <pv| Ao> sdo as integrais de repulsao de dois centros.

A energia total E é escrita como a soma da energia eletronica e as

repulsées E<;™° entre os “carogos “ dos atomos 4 e B:

mol __ carago
Efo! - Eef +ZZEAB '

A<B

(A. 61)

O calor de formagao molecular Cg sera dado por:
mol maol A A
CF =Emr _ZE81+ZCF’
A A
(A.B82)
onde E™ & a energia total da molécula, £ € a energia eletronica e C; os
calores de formagao experimentais para os atomos da mesma.
Na aproximag¢do MNDO, os varios termos da matriz de Fock e as
repulsbes E™ na&o séo determinados analiticamente, mas sim

determinados através de dados experimentais ou de expressdes semi-
empiricas que contém parametros ajustaveis aos dados experimentais. A

introducdo destes pardmetros compensara, em principio, as deficiéncias
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basicas da funcdo de onda total (que despreza a correlagéo eletrdnica) e
erros inerentes as simplificagdes implementadas pelo método.

Os termos de um centro sdo obtidos através de varios estados de
valéncia do atomo e seus ions, a partir de valores espectroscopicos
correspondentes. Por outro lado, as integrais de repulsdo de dois centros

representam a energia de interagéo de carga (eg,4, ) no atomo 4 e (eg;¢,) no

atomo B, e seria inconsistente tentar calcula-las analiticamente devido as
aproximacées béasicas do MNDO. Do ponto de vista de mecanica classica,
estas integrais serdo iguais a soma sobre todas as interagbes de momentos
de multipolo (Af,,com / e m especificando a ordem e orientagédo dos mesmos)
de duas distribuicdes de carga. Desta forma, as integrais de repulsao de dois

centros sdo expandidas em termos das interagbes de multipolo-multipolo:

<uv|Ao>=> DS [M] .M 1.
L1

L, m

(A. 63)

r

Cada multipolo M,, é representado através de uma configuragéo

apropriada [A,,] de 2’ pontos de carga de magnitude %, com separagdes

D,. A interagao [M;, .M ] entre dois multipolos &, entdo, calculada pela
aplicacdo de uma férmula semi-empirica apropriada para cada uma das
interagdes entre os pontos de carga nas duas configuragdes, e atraves da
soma sobre todos eles. Denota-se a distancia entre os pontos de cargai e j

nas configuragées interagentes dos atomos 4 e B como Rj;. Teremos,

portanto:
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21 ot

2
e
[M.'fm?M;:}m]:sz|fi(Rﬁ) ’

=l j=l

(A. 64)

onde f(R,) & uma expressao semi-empirica apropriada.
Os termos de atragio elétron-carogo (V,, ;) e repulsao carogo-carogo

(ES7™ ) também serdo parametrizados através de par&metros ajustaveis.

O MNDO retém todos os termos de dois centros envolvendo
recobrimento diferencial monoatémico, inciuindo interagdes de multipolos de
ordem superior. O método, porém, falha na descrigdo das ligagbes de
hidrogénio e superestima as repulsdes entre atomos nédo ligados. Desta
forma foi necessario corrigir a forma de repulsdo carogo-caro¢o, dando
origem ao método denominado AM1. A fungao de repulsdo de carogo (CRF)
do AM1 sera dada por:

CRF(AB):ZAZB;/SS[1+F(A)+F(B)],

(A. 65)

onde:

F(d)=exp(-a yR )+ K 4 expll 4 (R 1 -M )2
F(B)=exp(-apR p)+ 3 Kp; exp[LBj(RAB—MBj)z]
J

s Z,e Z;s3do 0s numeros atdmicos dos nucleos 4 e B, respectivamente.
e [ representa parametros que determinam as larguras das fungdes
Gaussianas utilizadas na parametrizagdo. M e K sao parametros que

foram otimizados.
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O formalismo usado no AM1 é essencialmente o0 mesmo do MNDO,
com excecao do termo CRF. As integrais de repulsdo eletrénicas de um
centro permanecem inalteradas. Os parametros X, o e M, estdo contidos no
CRF. O AM1 mostrou-se superior ao MNDO devido ao fato de as geometrias
de equilibrio estarem em maior concordadncia com os resultados
experimentais.

Por fim, o método PM3 difere do AM1 somente nos valores de
pardmetros que foram derivados pela comparagédo de um nimero muito maior
de propriedades moleculares computadas versus experimento'”!. Existe um
consenso de que o AM1 e o PM3 sao ambos melhores que o MNDO, mas um
longo debate sobre os méritos relativos desses métodos foi e vem sendo
travado®., No entanto, 0 método PM3 mostra-se melhor que o AM1 em

muitos casos, principalmente quando interagées de pontes de hidrogénio

estdo presentes’’ 9",
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Apéndice B

Rotinas DDE para o HyperChem

Como mencionamos no capitulo 4 desta tese, utilizamos rotinas especiais

para a efetuar a comunicagao entre os programas HyperSpin!" e HyperChem®. Tais
rotinas foram implementadas através do protocolo DDE (Dynamic Data Exchange)
do Windows.

Neste apéndice pretendemos exemplificar o uso de algumas rotinas DDE
através de um programa exemplo bastante simples: uma caixa de texto sera
conectada ao HyperChem e, ao clique de um botéao, contera o valor da energia para
a molécula que estiver no seu workspace.

Atraves deste exemplo simples, o usuario sera capaz de desenvolver rotinas
bem mais complexas para uma perfeita e eficiente troca de dados entre os dois
programas.

Este pequeno projeto foi feito em Visual Basic versdao 5.0 (VB 5.0), mas
funcionara em qualquer versdo anterior e muito provavelmente em qualquer verséao
futura com pequenas alteragdes.

A figura B.1 a seguir mostra parte do ambiente de desenvolvimento
proporcionado pelo VB 5.0. Nela podemos ver ainda um pedago de nosso projeto
exemplo, com um formulario (Form1), uma caixa de texto (Texti) e um botdo

(commandl) necessarios para o teste do programa. Pode-se alterar suas formas e
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suas propriedades (tamanho, captions, etc.), mas para que o exemplo funcione,
mantenha seus nomes como no exemplo (Forml, Textl € Commandl).
Para desenhar estes componentes, insira um novo formulario em um projeto

vazio e utilize as ferramentas para desenhar caixas de texto e botdes.

Caixa de texto

Bot&o

44— Ferramentas para desenho

FIGURA B.1: Ambiente de desenvolvimento de programas do VB 5.0 contendo o

projeto de exemplo: Project1.vbp.

Precisamos introduzir cdédigo de programa aos componentes desenhados e
para tal basta clicar duas vezes sobre eles. Neste caso vamos fazé-lo apenas para o
formulario e para o bot&o, pois eles seréo os responsaveis pela conexao da caixa de
texto com a variavel de energia total do HyperChem (tctal-energy € nome que o

HyperChem reconhece).
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Quando o programa iniciar, o formulario sera aberto, e exibira seus
componentes (a caixa de texto e o botao). Aproveitamos o seu evento Forml Load
para introduzir o codigo que conecta a caixa de texto ao HyperChem. Assim, quando
O programa iniciar, a caixa sera automaticamente conectada.

Dois cliques no corpo do formulario abrirdo a seguinte por¢éo do codigo:

Private Sub Forml Load()}

End Sub

Colocamos entéo o codigo de conexio e o evento Forml T.cad fica:

Private Sub Forml Load{)
Conecta Textl, "total-energy", vbLinkManual
End Sub

Para VB < 5.0 use:

Private Sub Forml Load()
Conecta Textl, "total-energy"™, 2
End Sub

A seqguir, clique no botdo e introduza o seguinte cédigo no seu evento

Commandl Click (rotina que sera executado ao clique do mouse):

Private Sub Commandl Click()
Textl.LinkRegquest
End Sub

Para finalizar, falta ainda criar um médulo com as rotinas DDE necessarias ao

funcionamento do programa.

As rotinas DDE|

¢ Rotina “Conecta”

— Fungédo: € a rotina principal; deve ser chamada para conectar uma caixa de texto

a uma variavel do HyperChem.

" Os nomes em negrito correspondem aos nomes das classes ou objetos.
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- Parametros: objefo, item, modo
onde:

s objefo: é o objeto que sera conectado. Normalmente s6 pode ser uma
caixa de textos;

e jtenr & o item para a “conversa’. Sao as variaveis do HyperChem, como
por exemplo total-energy, rms-gradient, €tC.;

e modo. &€ 0o modo de conexdo. Use 1 (vbLinkAutomatic) OU 2
(vbLinkManual); @ diferenga € que no modo 1 as alteragbes da variavel
referenciada por item serdo automaticamente notificadas ao objeto. No
modo 2, estas notificagbes devem ser “manualmente” requeridas, via
evento comando LinkRequest.

- Posigdo no projeto: pode ser colocada em um médulo qualquer. Para padronizar
a posicao das outras rotinas, vamos chama-lo de HyperChem.bas,
->» Como criar: abra um novo moédulo, chame-o de HyperChem.bas e digite o texto

abaixo em seu interior.

Sub Conecta({ctl As Control, Item As String, LinkMode As Integer)

hyper_on = True
Select Case MakeConnection(etl, Item, LinkMode)
Case 0
ConnectState True

Case NO APP RESPONDED
If MsgBox ("HyperChem doesn't seem tc be running. Shculd I
start it?", vbQuestion + vbYesNo, App.Title) = vb¥es Then
If StartHyp() Then
Select Case MakeConnection(etl, Item, LinkMode)
Case 0
ConnectState True
hyper on = False
Case NO_APP RESPONDED

MsgBox "Scorry, still can't ccnnect.”,
vbCritical, App.Title

End Select
End If
End If
End Select

End Sub
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Definigoes de Variaveis e Procedimentos
Para que a rotina acima funcione precisamos ainda definir algumas variaveis

globais e escrever os procedimentos que ela chama.

e Variaveis
- Funcgbes: apenas controle e organizagao;

- Posigdes no projeto: devem ser digitas no inicio do modulo HyperChem.bas.

Global connected As Integer
Global hyper on As Integer
Global ChemDir as string

' DDE constants

Global Const NONE = 0

Global Const NO_APP_RESPCNDED = 282
Glokal Const DDE REFUSED = 285

¢ Procedimentos

> Fungdes: rotinas que separam a conexao com o HyperChem em varios passos e

permitem detectar o status da conexao.

-> Posigbes no projeto: digita-las no médulo principal HyperChem.bas

Function MakeConnection (etl As Control, Item As String, clientlinkmode As
Integer) As Integer

Dim CeonnectTxt As Integer

ConnectTxt = CreateLink{ctl, "HyperChem", "System", Item,
clientlinkmode}

If ConnectTxt = NO APP RESPONDED Then

MakeConnection = NO APP RESPCNDED

Elself ConnectTxt = 0 Then

MakeConnecticon = 0

Fnd If

End PFunction
Function Createlink({etl As Control, appname As String, topic As String,
Item As String, LinkType As Integer) As Integer
On Error Resume Next
ctl.LinkMode = NONE
ctl.LinkTopic = appname & "|" & topic
ctl.LinkItem = Ttem
ctl.LinkMode = LinkType
Createlink = Err
End Function
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Sub ConnectState (state As Integer)
connected = state

End Sub

Function StartHyp() As Integer

On Error Resume Next

StartHyp = (Shell (ChemDir$ & "\chem", vbMinimizedNoFocus) > 31)
If Err <> 0 Then MsgBox "Couldn't start HyperChem", vbCritical,
RApp.Title

StartHyp = True
frmedit.SetFocus
End Function

Estas rotinas, quando implementadas, permitem o funcionamento correto do
programa. Na fungdo startHyp mostrada acima, usa-se a variavel chemdir, que
define o caminho para se encontrar o executavel do HyperChem. Pode-se usar uma
rotina que Ié este valor diretamente do arquivo c:\windows\win.ini ou substituir um

valor fixo dentro do comando shell visto acima.

Para rodar o programa deve-se primeiramente carregar uma molécula no
HyperChem e efetuar um calculo qualquer. No caso de um calculo MM+
(optimizagéo de geometria) para a molécula Antraceno®, deve-se obter o resultado

mostrado na figura B.2 a seguir (logo apds um clique no botao

FIGURA B.2: o programa exemplo rodando e conectado ao HyperChem.

" No HyperChem 5.02, pode ser encontrada em c:\hyperS\samples\anthrace.hin.
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Rotinas adicionais

Muitas rotinas adicionais podem ser implementadas:

e Por exemplo, temos o codigo necessario para disconectar um objeto,

previamente conectado, do HyperChem:

Sub Disconnect (etl As Control)
Dim tempTimeCutVal
On Error Resume Next
tempTimeOutVal = etl.LinkTimeout
ctl.LinkTimeout = 1
ctl.LinkMode = NONE
ctl.LinkTimecut = tempTimeCutVal
End Sub

No nosso exemplo usariamos: Disconnect Textl

¢ Um outro exemplo: para executar um comando no HyperChem, basta utilizar um

objeto ja conectado e a rotina abaixo:

Sub Executa (comando As Variant)
On Error Resume Next

Forml, Textl.LinkExecute "[" & comande & "]"

End Sub

Se, por exemplo, quisermos efetuar um calculo single point para a molécula
que estiver no workspace do HyperChem, basta utilizar a seguinte linha de
programa: Executa "do-single-point™.

» Para receber os valores das variaveis sem as “fags”, que o HyperChem envia
juntamente com elas (a string “total-energy=" que vem antes do valor da energia,

por exemplo), poderiamos utilizar o seguinte comando:

Executa "query-reponse-has-tag No"
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Para aquele que estiver interessado em aprender mais sobre as rotinas DDE
e 0s comandos e variaveis do HyperChem, que podem ser acessados através delas,
aconselhamos o uso do programa HyperRemote descrito no capitulo 4.

Infelizmente, nenhuma documentagao concisa sobre estas rotinas esta
presente no manuais do VB. Versbes mais atualizadas do HyperChem oferecem
exemplos de conexao deste programa com o VB, Visual C++, Fortran, etc, mas

dentro de um nivel de detalhe que deixa muito a desejar®®.
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! Cyrille, M. e Galvao, D.S. “HyperSpin conformational search program, version 2.0 for Windows 95",

em preparacao.
2 HyperChem™, Molecular Visualization and Simulation program, © HyperCube inc.
(hitp:/Avww.hyper.com)

3 HyperChem™, Chemists Developer Kit manual, © 1997 HyperCube inc.

191



