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The article aims to critically evaluate the use of computational chemistry for
the theoretical study of molecularly imprinted polymers intended for the
detection of microtoxins, such as cercosporin. Thus, the Density Functional
Theory (DFT) was used by the authors of the article in reference to the
interaction energies between the template molecule and various functional
monomers, with the aim of discovering the most stable non-covalent
complexes. Furthermore, the effects of the solvent and inclusion of cross-
linking agents on the stability of van der Waals complexes were evaluated. It
was concluded that the best functional monomer was acrylamide. In addition,
pDVB was a cross-linking agent that most favored polymerization, in a
nonpolar solvent system.

Introducéo

A impressdo molecular consiste em um ramo da
guimica que tem se aproveitado das ferramentas
computacionais para o desenvolvimento de estratégias
para a producdo de diversos tipos de materiais, sendo um
deles os polimeros molecularmente impressos (MIPS), ou
seja Polimeros Molecularmente Impressos (MIPs) séo
materiais com seletividade direcionada a uma espécie
quimica de interesse.! Os MIPs por sua vez desempenham
um papel crucial na indUstria, especialmente em processos
de separacdo e quantificacio de substancias, devido a sua
destacada seletividade vinculada ao reconhecimento
molecular. Assim, os principais fatores que determinam as
propriedades dos MIPs incluem a natureza molecular do
mondmero funcional (MF), que interage de forma nao-
covalente com a molécula-alvo (T-Template), a relagéo de
concentracdo MF-T, o agente de ligacdo cruzada, e as
condig¢des de polimerizagao, como temperatura e solvente.

O primeiro aspecto estd vinculado & influéncia
significativa do mondmero funcional nas intera¢fes nos locais
de reconhecimento. Para que ocorra a complexago, é essencial
que o mondmero funcional e a molécula modelo sejam
complementares, como, por exemplo, um atuando como
doador de prétons e o outro como aceptor de prétons. O

O artigo tem como objetivo a avaliagdo critica da utilizagdo da quimica
computacional para o estudo teérico de polimeros molecularmente impressos
destinados a deteccdo de microtoxinas, como cercosporina. Dessa forma, a
Teoria Fundamental da Densidade (DFT) foi utilizada pelos os autores do
artigo em referéncia para as energias de interagdo entre a molécula template e
diversos mondmeros funcionais, com o intuito descobrir o complexos nao-
covalentes mais estavel. Além disso, foram avaliados os efeitos do solvente e
inclusdo de agentes de ligagdo cruzada na estabilidade dos complexos de van
der Waals. Chegou-se que a conclusao do melhor monémero funcional foi a
acrilamida. Além de que o pDVB foi um agente de ligacdo cruzada que mais
favoreceu a polimerizacao, em um sistema de solvente ndo polar.
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segundo elemento destaca a necessidade de utilizar um excesso
de mondmeros funcionais em relacdo ao nimero de moléculas
modelo, a fim de favorecer a complexacdo e,
consequentemente, a polimerizacdo. Comumente, sdo
escolhidas razdes MF-T da ordem de 3:1 e superiores. O
terceiro fator desempenha um papel crucial na estabilizacéo
dos sitios de ligacdo com capacidade de reconhecimento
molecular. Assim, os agentes de ligacdo cruzada possibilitam
a formagao de mais ligac@es lineares, resultando em polimeros
de alta massa molar e estrutura mais rigida. Por ultimo, o quarto
fator estd relacionado ao ambiente reacional. Em geral,

solventes apolares séo preferiveis devido a sua habilidade para
estabilizar ligagGes de hidrogénio.?

Nesse contexto, a quimica computacional se destaca
como uma ferramenta de extrema importancia, oferecendo
suporte aos estudos experimentais tanto na compreensdo dos
processos quimicos em nivel molecular quanto na reducéo do
nimero de testes de triagem necessarios para a sele¢do do
melhor composto em um experimento especifico. Os célculos
tedricos desempenham, assim, um papel crucial ao garantir a
produgdo racional de polimeros com alta afinidade, resultando
em economia de tempo e recursos. A esséncia desses calculos
tedricos reside nas estruturas moleculares, na distribuicdo
eletrénica que conduz & formacéo de dipolos e nas forgas fracas
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de longo alcance de natureza dispersiva.® Todos esses fatores
contribuem para a associacdo molecular e a energia de
interacdo correspondente. Ao se basear na interagdo mais forte
(AE mais negativo), ¢ possivel selecionar o complexo mais
estavel formado entre o template e 0 mondmero funcional 2

Metodologia

O artigo em referéncia de Sales e colaboradores* tem
como objetivo estudar as interacfes da molécula template
cercosporina com os mondmeros funcionais acido acrilico
(AA), acido itaconico (IA), acrilamida (ACI), acroleina
(ACO), acido metacrilico (MA), estireno (ST), é&cido
metilmetacrilato (MMA), 4&cido vinil benzoico (VBA) e
vinilpiridina (VP), como mostra a Figura 1, visando identificar
o melhor MF para interagir com o template. Os autores também
propuseram analisar a influéncia dos agentes de ligacéo
cruzada  etileno  glicol  dimetacrilato  (EGDMA),
trimetilpropano trimetacrilato (TRIM), divinilzeno (DVB),
metileno bisacrilamida (NNMB), alilmetacrilato (AMA) e
divinilbenzeno (pDVB),

Figura 1. Estrutura das mondmeros funcionais
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Dessa forma, para o desenvolvimento da pesquisa
explicitada no artigo referencial foram realizadas 5 etapas,
sendo elas a validagdo do método tedrico, pré-polimerizagao
do complexo, polimerizacdo do complexo, inclusdo do
solvente e producdo da cavidade.

Validacdo do método tedrico

Os célculos teoricos foram realizados utilizando o
programa Gaussian 09,° assim a Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) foi a aproximacéo escolhida para a resolucéo
da Equacdo de Schrodinger. Dessa forma, o primeiro passo
para o estudo de interagdo do template com os mon6meros
funcionais foi a investigacdo do melhor protocolo tedrico
visando identificar o funcional que melhor se aplica a situacéo.
Assim, testaram-se 8 funcionais, sendo eles: LCWPBE,5"8
B3LYP, CAM-B3LYP,® M062-X,° mPW1PPW91,'* PBEQ,
TPSSh'?1® e wB97xD,** utilizando o mesmo conjunto de
funcGes de base 6-31G(d,p) que representam o0s orbitais
atbmicos que formardo os orbitais moleculares. E importante
ressaltar que os funcionais supracitados foram escolhidos
considerando outros estudos tedricos que apontaram uma boa
descricdo das interagdes de dispersdo do tipo London para a
formagdo de complexos ndo-covalentes.

Dessa forma, a molécula de cercosporina e as
moléculas dos mondmeros funcionais foram otimizadas
utilizando todos os funcionais supracitados. Para a escolha do
melhor funcional, espectros de ressonancia magnética nuclear
de prétons (RMN *H) da cercosporina foram feitos para fins de
comparagdo com um espectro experimental. Em adicdo,
célculos de frequéncia foram realizados para verificar se a
estrutura atingiu o seu minimo energético ap6s a otimizacao.

Pré-polimerizacado do complexo

Essa etapa consistiu em envolver a molécula de
cercosporina com cada molécula de monémero funcional na
proporcédo de 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4 para simular a interagdo néo-
covalente. O melhor funcional selecionado na etapa anterior,
juntamente com o conjunto de funcBes de base 6-31G(d,p),
foram utilizados para os célculos DFT. Assim, a energia de
interacdo AE entre template e monémero funcional foi
calculada a partir da Equacéo 1:

AE=Ec—[YEm+E7] (1)

em que Ec corresponde a energia do complexo, Em e Et
correspondem a energia do monémero funcional e do template,
respectivamente. Dessa forma, pode-se determinar o melhor
mondmero funcional.

Polimerizacdo do complexo

Nessa etapa, o pré-complexo, formando pelo template
e 0 melhor mondmero funcional, foi envolvido pelos agentes
de ligagdo cruzada (ALC) selecionados para simular a
polimerizacdo por completo. Da mesma forma como na etapa
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anterior, as energias de interacdo AE foram calculadas de
acordo com a Equacéo 1 para determinar o melhor ALC.

Inclusdo do solvente

A sintese de polimeros molecularmente impressos é
feita sob acdo de um solvente. Dessa forma, os célculos
tedricos visando reproduzir a realidade experimental devem
incluir os efeitos do solvente, ou seja, a energia de solvatacéo.
Portanto, nessa etapa, o0 complexo polimerizado com o melhor
agente de ligacdo cruzada foi otimizado em solventes com
diferentes constantes dielétricas, sendo eles: dimetilsulfoxido
(DMSO), metanol, cloroférmio e acetonitrila utilizando o
modelo de solvente continuo polarizavel (Polarizable
Continnum Model), especificamente o0 modelo IEFPCM, que é
0 modelo padrdo dentro do programa Gaussian 09.5

Producéo da cavidade

O objetivo dessa etapa € testar a seletividade do MIP
formado em torno da molécula template. Dessa forma, o
mondmero funcional foi mantido congelado na melhor
conformacdo e nas razoes molares ja citadas. Ap0s isso,
moleculares com propriedades quimicas semelhantes foram
substituidas no lugar da molécula template e novamente a
energia de interacdo AE foi calculada utilizando a Equacéo 2.

AEreI = Esistema - AEtempIate (2)

onde Esisema COrresponde a energia do sistema no qual a
molécula de template foi substituida por uma molécula similar
e AEwemplae COrresponde ao sistema original, ou seja, a molécula
de cercosporina interagindo com o melhor monbmero
funcional.

Por fim, é importante ressaltar que em todas as etapas,
os calculos propostos foram corrigidos pelo erro de
superposicao de base (Basis Set Superposition Error - BSSE).

Resultados e discusséao
Validacdo do método tedrico

A resolucdo analitica da equacgdo de Schrddinger é
possivel para sistemas hidrogenoides, contudo, no caso de
sistemas polieletronicos, é necessario recorrer a calculos
computacionais. Dessa forma, o método escolhido deve
ponderar tanto o custo computacional, ou seja, tempo de
calculo quanto uma boa aproximagdo no que tange a
comparacdo entre resultados tedricos e experimentais.*®

No estudo de Sales e colaboradores o funcional
TPSSh foi o que apresentou melhor resultado apds comparar o
espectro de RMN de 'H experimental da molécula de
cercosporina com o tedrico dessa forma, o erro com relagéo ao
deslocamento quimico dos hidrogénios para esse funcional foi
EE = 10%. Em segundo lugar, o funcional CAM-B3LYP com
um erro de EE = 19% e em terceiro o funcional B3LYP com
um erro de EE = 20%. Essa etapa do estudo em resenha é
interessante visto que a validagcdo do método tedrico deveria
ser algo feito para todos os estudos que tangem modelagem
para confirmar se determinado funcional de fato apresenta
resultados satisfatorios, principalmente em estudo de
modelagem polimérica nos quais diversas pesquisas apontam
que o funcional mais indicado é o M062-X. Contudo, nesse
caso 0 M062-X foi o funcional que apresentou o maior erro,
com EE = 54%, portanto a validagdo tedrica se mostrou
indispensavel para o estudo.

Além disso, a otimizagdo por si s6 é um passo muito
importante na modelagem visto que ao desenhar a molécula no
programa GaussView, muitos fatores sdo arbitrarios do
usuario. Dessa forma, apds a otimizacao, observa-se alteracGes
na molécula template em estudo. Em termos gerais, houve
modificacbes nos angulos e comprimentos das ligagdes. O
primeiro aspecto se refere ao angulo mais reduzido formado
pelos segmentos de reta que conectam o nucleo do atomo
central aos ndcleos dos atomos aos quais estd ligado. O
segundo aspecto esta associado a distancia média entre os
nicleos de dois atomos ligados na posicdo de maior
estabilidade, ou seja, aquela que apresenta menor energia.
Assim, pode-se afirmar que o programa cumpriu com com a
sua funcdo inicial de deixar a molécula um pouco mais
préximas & realidade a partir da comparacdo dos espectro
tedrico com o experimental.

Outro ponto muito importante foi a escolha de utilizar
0 RMN de 'H em si, visto que é uma técnica analitica que se
baseia na absorcéo e reemissdo de ondas eletromagnéticas, que
é de extrema relevancia para diversas areas devido a sua ampla
utilidade, apresentando um excelente custo-beneficio,
permitindo a quantificagdo e caracterizacdo de moléculas, e a
identificacdo de compostos. Assim, essa parte da pesquisa de
Sales e colaboradores, demonstra ndo somente a importancia
do RMN para elucidar uma estrutura como mostra que a
guimica tedrica e experimental sdo extremamente
corroborativas.

Pré-polimerizacdo do complexo
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Utilizando o método TPSSh/6-31G(d,p), todos os
mondmeros funcionais foram otimizados e as energias de
interagdo AE com a molécula template foram calculadas na
razdo molar de 1:1, 2:1, 3:1 e 4:1. Dessa forma, pode-se afirmar
gque com 0 aumento das proporgdes T:M, observa-se uma
estabilizacdo crescente dos complexos com o aumento do
nimero de mondmeros funcionais. Este efeito pode ser
atribuido ao aumento do nimero de interacdes atrativas com a
presenga de mais moléculas vizinhas. Além disso, observa-se
que estas interacbes sdo majoritariamente atrativas, isto €, com
0 aumento de mondmeros funcionais, existem mais interac6es
Van der Waals evidenciada pelo AE negativo. A Tabela 1
mostra os resultados obtidos pelos autores.

Tabela 1.* Energia de interagéo entre a molécula template e
0s mondmeros funcionais nas razdes molares de 1:1, 2:1, 3:1

ed:l.
Mondmero AE kcal.mol*
funcional 411 311 2:1 11
AA 478 -3166 -1732  -6,39
1A -443 =304 -1217  -7,79
MA 41,41 -261  -1376  -6,69
VBA -46,19 -2882 -1357  -6,30
ACI 77,89 -5449 3476  -17,67
ACO 20,38 -1601  -3,78 -1,78
ST 1416 -7,99  -6,77 -4,25
MMA 2844  -2294  -756 -6,31
VP 171 -822  -519 -1,82

Dessa forma, o melhor mon6émero funcional no
estudo em resenha foi a ACI, com uma energia de interacdo AE
de -77,89 kcal.moll. E importante ressaltar que a correcio
BSSE foi aplicada, contudo ndo interferiu muito no estudo
visto que a variagdo energética ndo passou de 1 kcal.mol™.

Ademais, o0s autores plotaram espectros de
infravermelho do melhor monémero funcional, da molécula
template e da interagdo MF-T para confirmar a formacéo das
ligagcBes quimicas. Assim, para o terceiro espectro, ou seja, 0
que diz respeito ao inicio da complexa¢do, foram observados
picos intensos nas regides de 3435 cm™, 3474 cm™?, 3573 cm'?
e 3641 cm?, o que demonstra a formacdo de ligacdo de
hidrogénio, mais especificamente ligacdes do tipo N-H
envolvendo o grupo hidroxila da cercosporina.

E importante ressaltar que a espectroscopia de
infravermelho médio (FTIR) é uma técnica baseada na de
absorcdo energética. Assim, as ligagdes quimicas possuem
frequéncias de vibracdo especificas, as quais correspondem aos
niveis de energia das moléculas, denominados niveis
vibracionais. Quando a molécula é exposta a radiagdo
eletromagnética com energia exatamente equivalente a uma
dessas vibracBGes, ocorre a absorcdo da luz, desde que
determinadas condicBes sejam atendidas. Para que a vibracéo
da ligagdo quimica seja evidenciada no espectro de
infravermelho, a molécula deve experimentar uma variacdo em
seu momento dipolar devido a essa vibracdo. A semelhanca de
outras técnicas espectroscopicas, ela também é utilizada para a
identificacdo de compostos ou para a analise da composi¢ao de
uma amostra. Dessa forma, mais uma vez o estudo em analise
apresentou uma juncdo entre a quimica tedrica a quimica
experimental.

Polimerizacéo do complexo

Os agentes de ligacdo cruzada, também conhecidos
como agentes reticulantes, tém sido amplamente empregado
devido ao seu potencial aprimoramento das propriedades do
polimero. Entre essas melhorias, destacam-se a resisténcia
mecanica, termoestabilidade, permeabilidade, rigidez, entre
outras. Nesse contexto, a combinagdo de MIPs (polimeros de
impressdo molecular) e agentes de ligacdo cruzada deve ser
cuidadosamente planejada para otimizar a formacao de sitios
de ligacéo ativos, evitando competicdo do meio reacional.®

Dessa forma, € de extrema importancia que a
interacdo mondmero funcional e molécula template ndo sejam
afetadas, portanto diferentes dos casos anteriores, a escolha do
ALG é com base na sua interagdo minima com o template para
ndo ocasionar competicdo do meio reacional. Sales e
colaboradores analisaram as energias de interacdo entre o
complexo M-F e o agente de ligacdo cruzada. O melhor ALC
foi o pDVB com um AE de -17,81 kcal.mol! e em segunda
lugar o AMA com um AE de -22 kcal.mol™.

Inclusdo do solvente e producéo da cavidade

O solvente é responsavel por fornecer o ambiente para
a formacdo de MIP. No trabalho de Sales e colaboradores
foram exploradas as constantes dielétricas dos solventes, ou
seja, um valor resultante de uma medida aproximada da
polaridade de um solvente. Esse fator esta ligado diretamente
a complexacdo pois interfere na interacdo da molécula template
com o mondmero funcional, podendo surgir, ou né&o,
competicdo de ligacBes quimicas.”'® Portanto, o melhor
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sistema obtido, (acrilamida como mondmero funcional na
proporcéo de 4:1 em interagéo com a cercosporina sob agéo do
agente de ligacdo cruzada pDVB) foi otimizado nos diferentes
solventes selecionados pelos autores utilizando o método IEF-
PCM TPSSh/6-31G(d,p)). A Tabela 2 apresenta a constantes
dielétricas dos solventes utilizados.

Tabela 2. Constantes dielétricas dos solventes utilizados no
estudo em resenha.*

Solventes utilizados Constante dielétrica (er)

Cloroférmio 4,8
Acetona 21,3
Metanol 33,6
DMSO 48,0

Agua 80,4

Visto que o objetivo dos autores era redugdo da
interacdo MF-T afim de remover o a molécula template da
cavidade, solventes com constante dielétricas mais baixas, ou
seja, solventes apolares foram os que apresentam melhores
resultados. No artigo de referéncias, os autores fizeram um
grafico da energia de interacdo com relagdo a constante
dielétrica. Dessa forma, o AE do sistema otimizado com o
cloroférmio foi de aproximadamente -92,5 kcal.mol?,
enquanto para o solvente mais polar, ou seja, a agua, o AE foi
de aproximadamente 107,5 kcal.mol ™.

A anélise desenvolvida pelos autores traz informacdes
importantes com relacdo a complexacdo de polimeros
molecularmente impressos. Para os solventes polares, foi
observada uma diminuicdo na energia, indicando uma
competicdo no meio reacional entre o préprio solvente e o
mondmero funcional para estabelecer as interacfes de van der
Waals com a molécula template. De maneira geral, ao
empregar um elevado valor de solvatacdo no processo de
sintese de um MIP, o solvente atua na preservagdo do local de
interacdo molecular e enfraquece a solida ligagdo entre o
monbémero e o template, resultando em uma reducdo na
capacidade de reconhecimento molecular do MIP.

Em concluséo, para a analise do impacto do solvente,
é crucial salientar que os resultados estdo em concordancia
com as expectativas da literatura. MIPs sdo comumente
sintetizados empregando solventes organicos, uma vez que
estes favorecem o incremento das ligacdes de hidrogénio e das
interagdes entre o template e 0 monémero, conforme

evidenciado nos resultado de Sales e colaboradores.
Adicionalmente, solventes menos polares propiciam uma
maior formacdo do complexo mondémero-template, ao passo
que solventes mais polares interferem nas interacOes
mondmero-template, como pode ser observado pelo
diminuigdo dos valores de energia de interacdo AE.

Por fim, para a producdo da cavidade e teste de
seletividade do polimero molecularmente impresso modelado,
a molécula template cercosporina foi substituida no input do
calculo por moléculas com propriedades quimicas
semelhantes, como é mostrado na Figura 2.

Figura 2. Estrutura das moléculas templates

Fleicrom Hipericina

Conclui-se que a elsinocromo € a molécula template
mais similar a cercosporina visto que ambas tém possuem um
oxigénio aceptor para realizar a ligacdo a ligacdo de Van der
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Waals em posicbes similares. Dessa forma, o mondémero
funcional acrilamida interage exatamente nessa regido. Para as
demais moléculas testadas, a energia de interacdo AE foi
positiva, ou seja, a complexacdo nesse caso ndo favorecida.
Portanto, os estudos realizados por Sales e colaboradores
comprovaram a seletividade do polimero molecularmente
impresso proposto, visto que a Unica interacdo dos mondmeros
funcionais se deu devido a estrutura extremamente parecida da
elsinocromo e da cercosporina.

Conclusdes

De acordo com Sales e Colaboradores, o solvente
exerce uma limitada influéncia sobre a energética do sistema.
No entanto, para a formacéo da cavidade, é ideal que o solvente
possua uma constante dielétrica baixa, portando o que mais se
destacou com relacdo aos resultados foi o cloroférmio. Dessa
forma, conclui-se que a interacdo entre o solvente e 0 modelo
aumenta com a polaridade crescente do solvente, resultando
em uma diminuicdo da interacdo com o mondmero funcional.
E importante ressaltar que os MIPs carregam consigo um forte
aspecto ambiental, assim para demais pesquisas na area seria
interessante a utilizacdo de solvente menos téxicos ao meio
ambiente, considerando a possivel reproducdo experimental do
estudo.

Adicionalmente, a molécula template interagiu
melhor com o monémero funcional acrilamida. Notou-se que
0 com a aumenta da razdo molar, mais a energia do sistema
tendia a valores mais baixos, 0 que mostra que o0 aumento do
namero de interac6es foi muito importante para a estabilizacéo
do complexo ndo covalente. Em complemento, poderiam ser
feito uma andlise da energia livre de Gibbs a fim de
compreender a formacdo dos complexos a medida que a
temperatura aumenta, analisando se seriam menos ou mais
favoréveis devido ao aumento da desordem no sistema.

O pDVB foi a agente de ligagdo cruzada que mais
favoreceu a polimerizagdo, atuando como um recurso para
aumentar os sitios de ligacdo entre monémero funcional e
molécula template, sem gerar uma alta competicdo no meio
reacional.

Por fim, a cavidade testada se mostrou seletiva, assim
pode-se se afirmar que o estudo em analise cumpriu com o
objetivo de simular um polimero molecularmente impresso,
visto que quando a molécula template foi trocada por outras
estruturas com propriedade quimicas semelhantes, a energia de
sistema foi para valores positivos. Ademais, pode-se concluir
que Teoria do Funcional de Densidade demonstrou ser um
método quantico confiavel e eficiente para descrever as

energias dos sistemas quimicos ao comparar os resultados
tedricos obtidos pelos autores com resultados experimentais
descritos em literatura.
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