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RESUMO

Os dendrimeros polilamido amina) (PAMAM) sido nanoestruturas que
mimetizam as proteinas globulares e apresentam um grande potencial de aplicagao
na area biomédica. Sua estrutura globular indica que o PAMAM pode ter
caracteristicas biocompativeis adequadas para o desenvolvimento de revestimentos
hemocompativeis para aplicagdes em proteses cardiovasculares. Nesse trabalho, a
hemocompatibilidade e as propriedades eletrébnicas do PAMAM de geracdes 0 (G0) e
1 (G1) foram investigadas por estudos in vitro e métodos computacionais. A relagao
entre a estrutura e a compatibilidade sanguinea do PAMAM foi investigada através da
modelagem molecular utilizando métodos da quimica quéantica. Técnicas de
microscopia e ensaios in vitro, foram utilizadas para investigar a compatibilidade entre
o dendrimero PAMAM e o sangue. A microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e
epifluorescencia indicaram que o grau de hemocompatibilidade do PAMAM esta
intimamente relacionado com o numero de sua geragao, uma vez que 0s ensaios de
adsorcgao protéica indicaram que o PAMAM de geracao 1 adsorve preferencialmente a
proteina fibrinogénio, presente no sangue humano. Os ensaios in vitro demonstraram
que tanto o PAMAM GO quanto o PAMAM G1, quando em contato com o sangue
ativam a adesdo de plaquetas, sugerindo assim que o dendrimero em estudo nao é
adequado para aplicagbes cardiovasculares. Essas propriedades também foram
investigadas teoricamente através do método semi-empirico MNDO/d. Também foi
possivel relacionar a hemocompatibilidade do PAMAM com os orbitais de fronteiras
(HOMO-LUMO). Através de calculos das propriedades eletrébnicas do PAMAM foi
possivel indicar as regides do dendrimero que séo mais eletronegativas e as regides
do dendrimero de diferentes afinidades eletrbnicas. Os calculos tedricos parecem
estar em boa concordancia com os dados experimentais sobre a compatibilidade
sanguinea do PAMAM, sugerindo que os efeitos eletrénicos, sobretudo na periferia da
macromolécula, sdo propriedades adequadas para caracterizar a

hemocompatibilidade deste dendrimero.



ABSTRACT

The poly(amido amine) (PAMAM) dendrimers are globular biomimetic
nanostructures which high potential for biomedical applications. The highly branched
PAMAM structure suggests interesting properties for the design of cardiovascular
prosthesis with hemocompatible properties. In this work, the blood compatibility of
PAMAM with 0 and 1 generation were carried out by in vitro conditions. The
relationship between the PAMAM structure and the blood compatibility was studied by
molecular modeling using quantum chemistry methods. The blood compatibility of the
PAMAM dendrimers was investigated by microscopy and in vitro assays. The
microscopy techniques such as scanning electron microscopy (SEM) and
epifluorescence indicated that the blood compatibility of PAMAM dendrimer is
dependent of their generation. The protein adsorption assays suggests that PAMAM
with G=1 adsorbs preferentially fibrinogen relatively to human albumin. After blood
contact with PAMAM it was verified by in vitro assays that both dendrimers, G=0 and
G=1 activated the platelet adhesion and activation suggesting that PAMAM is not
adequate for cardiovascular applications. The in vitro blood compatibility properties
were theoretically analyzed by the semiemprical MNDO/d quantum chemistry
methods. It was observed a relationship between the frontier orbitals (HOMO-LUMO)
and blood compatibility of PAMAM. The local properties of PAMAM were calculated to
describe the donor/acceptor character regions of the dendrimer. It was demonstrated
a strong relationship between the blood compatibility experimental results and
quantum chemistry calculations suggesting that the blood compatibility of PAMAM is

characterized by electronic effects at dendrimer periphery.
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INTRODUCAO

O universo da nanotecnologia se expande em ritmo crescente, com um fluxo
de investimentos intenso. Paises como os EUA tém destinado a esse ramo de
pesquisa mais dinheiro do que aplicaram em qualquer outra iniciativa desde o
programa Apollo, na década de 60, que levou 0 homem a Lua [1]. Em 2007 estima-se
que os Estados Unidos tenham gastos cerca de 1,2 bilhdes de dblares em pesquisa
de desenvolvimento de nanomateriais. O Japao tem investido em proporgcao quase
equivalente. Os pesquisadores chineses aderiram de tal forma a essa nova dimensao
da ciéncia que, no ano passado, a China assumiu a lideranga na publicagao de artigos
cientificos sobre o tema. A Fundacao Nacional de Ciéncia dos Estados Unidos estima
que em 2015 o mercado mundial de nanotecnologia movimentara 1 trilhdo de dolares
[1].

Todas as nagdes desenvolvidas ou em desenvolvimento tém programas de
desenvolvimento e pesquisa em nanotecnologia, com orgamentos crescentes (Figuras
1.1 e 1.2) em biotecnologia, tecnologia da informacdo e meio ambiente [1]. O
resultado destes investimentos para a sociedade vem em forma de melhoria na
qualidade de vida, e principalmente na geragdo de novos e melhores empregos.
Embora ainda ndo haja a prevaléncia dos setores tecnologicamente mais avangados
na geracao de empregos e no dinamismo regional, a sinalizagdo nos segmentos mais
dindamicos € justamente no sentido de que estes irdo adquirir papel cada vez mais
relevante nas proximas décadas. Os paises mais desenvolvidos estao se preparando
ativamente para isso [2].

A nanotecnologia ja vem sendo empregada em muitas industrias [1]. A
industria de tecidos, através de alteragdes na estrutura molecular de fibras, consegue
produzir tecidos que dificilmente se molham, pois repelem a agua.

A industria de eletro-eletrénico (celulares, cadmeras, etc.) usa visores mais
econdmicos, e com propriedades mais brilhantes gracas a nanotecnologia. Um

exemplo é o nanocristal, um nanodispositivo que funciona como lampada
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fluorescente, potencialmente muito eficiente. Este dispositivo desenvolvido por um
projeto conjunto entre dois laboratérios norte-americanos, o Los Alamos e o Sandia
[3], se usado em substituicdo as lampadas fluorescentes convencionais reduzira
significativamente o impacto ambiental evitando a contaminagao por mercurio quando

do descarte das lampadas atuais.
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Figura 1.1: Recursos governamentais para pesquisa e desenvolvimento em Nanotecnologia.
Fonte: Roco, M. M., Conference to feature progress and plans from government agencies and

nanotechnology research centers (2003) — NSF

Industrias automobilisticas como a Mercedes Benz usam a técnica em
diversos componentes, quer em espelhos retrovisores que escurecem ao receber a
luz de outro veiculo, quer em pinturas resistentes a pequenos riscos. A lista de
pesquisas inclui ainda gigantes como HP, Xerox, Kodak, General Electric e 3M.

Com todos estes exemplos fica claro que o Brasil ndo pode repetir os
mesmos erros do passado, atuando como mero exportador de matéria prima e
importador de manufaturados. E funcdo da universidade atualizar tecnologicamente a
industria nacional com a finalidade de gerar mais empregos e bem estar para sua
populacdo. Uma area estratégica é a tecnologia de farmacos, nédo apenas pelo
montante de recursos envolvidos, como também pelo forte impacto na saude publica
do pais.

O custo de desenvolvimento de wuma nova droga envolve

investimento de cerca de U$ 350 milhdes e requer de 10a15 anos de
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pesquisa até a sua introdugcao no mercado [4].
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Figura 1.2: Crescimento do investimento governamental em nanotecnologia nos (A) Estados Unidos, (B)
Japao, (C) Europa, (D) Outros e (E) Total. Fonte: Roco, M. M., Conference to feature progress

and plans from government agencies and nanotechnology research centers (2003) — NSF

O Brasii vem se firmando, entre o0s paises emergentes,
como um dos maiores produtores de pesquisas no ramo da bioquimica.
A industria farmacéutica brasileira vem investindo cerca de 1,3 bilhdes
de dolares na modernizagdo, ampliacdo e implantacdo de novas

unidades de produgdo de farmacos e medicamentos desde 1997[5].
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Fatores como o tamanho do mercado interno brasileiro, localizacao
geografica privilegiada para a exportacao para a Europa, qualificacdo da mao-de-obra,
abundancia de matérias primas e a existéncia de um parque manufatureiro moderno e
competitivo para o fornecimento de insumos, fazem com que o Brasil tenha destaque,
no grupo dos paises emergentes, no desenvolvimento de pesquisas em biotecnologia
voltada para a area de farmacos e medicamentos.

Mas para ser realmente competitivo, € necessario aumentar a eficiéncia da
pesquisa e ao mesmo tempo diminuir seus custos. Felizmente, a rapida evolucdo dos
sistemas computacionais permite atualmente o desenvolvimento de técnicas de
modelagem capazes de analisar sistemas moleculares com centenas de atomos e
prever assim suas propriedades, agilizando a criagdo de novos produtos
farmacéuticos para um mercado cada vez mais exigente e competitivo.

O estudo de relagdes entre a estrutura e a atividade biolégica é de grande
importancia na quimica e na bioquimica modernas. A analise QSAR (Relagao
Quantitativa entre Estrutura Quimica e Atividade Biologica) permite a busca por
compostos com determinadas caracteristicas bioativas usando a quimica sintética e a
quimica quéantica para o projeto de compostos bioativos com propriedades
especificas. Uma vez determinada a relacado entre uma estrutura ou propriedade com
a atividade biolégica desejada, selecionam-se os compostos mais promissores e
inicia-se a sintese laboratorial, resultando em economia de divisas e tempo.

Para obter boas correlagbes entre uma propriedade ou estrutura e a sua
atividade biologica ¢é fundamental que se utilizem descritores apropriados,
indiferentemente se eles tém origem tedrica, empirica ou derivada de medidas
experimentais obtidas a partir das estruturas moleculares. Muitos destes descritores
refletem propriedades moleculares simples, e podem ajudar na compreensao da
natureza fisico-quimica da relagao atividade/propriedade em consideragao.

A mecanica quantica, considerada uma das maiores realizagdes intelectuais
do século XX, tem sido a base conceitual para o entendimento da quimica de maneira
mais completa com implicacdes praticas em ramos diversos como espectroscopia,
microscopia eletrénica, modelagem molecular, entre outras.

A modelagem molecular utiliza a mecanica quantica, juntamente com a
termodindmica estatistica, para integrar e correlacionar as propriedades e conceitos
macroscopicos em funcao das propriedades microscopicas de atomos e moléculas [6].

O desenvolvimento de algoritmos eficientes, ou seja, que tenham um bom
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nivel de exatidao em relacdo aos experimentos e n&o utilizem muito tempo e memoria
de computador, tem possibilitado calculos de estruturas moleculares cada vez mais
complexos e abrangentes. Como resultado, parametros moleculares, tais como
estrutura geométrica molecular, estrutura eletrénica, distribuicdo de cargas, dentre
outras, configuram-se como possiveis e atrativos descritores na determinacdo de

parametros macroscopicos desejaveis a uma finalidade especifica.

1.1 — Modelagem molecular no projeto de nanomateriais

A manufatura de nanomateriais € hoje o grande desafio tecnoldgico a ser
enfrentado. Processos de sintese controlada perfeitamente adequados a projetos
académicos, freqientemente mostram-se dispendiosos e muitas vezes inviabilizam
sua producao em escala industrial.

Assim sendo, torna-se imperiosa a prévia analise de todas as potencialidades
de um novo material, antes de se iniciar sua efetiva producao.

E neste contexto que se faz importante a modelagem computacional, pelo seu
baixo custo operacional e grande versatilidade, permitindo explorar uma ampla gama
de sistemas moleculares passiveis de serem implementados, avaliando-os
rapidamente, eliminando os n&o funcionais e focando a investigacdo em sistemas
promissores.

A complexidade das equacgdes resultantes do tratamento quantico de atomos
e moléculas frequentemente conduz a situagdes em que nao € possivel a
determinacdo de wuma solugdo analitica. Tornou-se, assim, imperioso o
desenvolvimento de modelos que levassem em conta simetrias, aproximagdes ou
particularizagcdes adequadas ao sistema em analise. Muito embora modelos altamente
confiaveis tenham sido desenvolvidos, sua aplicabilidade ainda encontrava grandes
obstaculos dada a necessidade de grande numero de calculos, freqliientemente
iterativos, para a resolugdo numérica das equacgoes diferenciais resultantes.

Este impasse vem sendo superado gragas ao crescimento vertiginoso da
capacidade e velocidade de calculos dos computadores mais recentes, o que permite
o desenvolvimento de algoritmos eficientes, capazes de modelar sistemas de até
milhares de atomos [7], dependendo do modelo adotado.

A simulagdo computacional nos habilita a compreender as estruturas e o
movimento das moléculas. A analise do comportamento de moléculas em diferentes

fases da matéria permite uma avaliagdo muito mais detalhada das propriedades
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estaticas e dindmicas do sistema, do que aquelas que poderiam ser fornecidas por
medidas experimentais. Conformag¢des e movimentos moleculares sao fundamentais
para o entendimento de muitos processos fisicos em muitos materiais, como os
poliméricos, por exemplo. A relacao entre propriedades macroscopicas da matéria e a
natureza microscépica do movimento atdbmico-molecular € uma questdo importante
para o desenvolvimento de novos materiais e uma melhor compreensdo dos ja
existentes.

Existem varios métodos e técnicas para se fazer a modelagem de um
sistema. A escolha do método depende do objetivo, das caracteristicas desejadas e
das particularidades do sistema a ser investigado como também do tipo de hardware
disponivel para efetuar os calculos. Por exemplo, para um hardware limitado, com
baixa capacidade de memodria e baixa velocidade na realizagdo dos calculos a DM
(Dindmica Molecular, que através de representagdes extremamente lentas do
movimento fornece um caminho para a descricdo do movimento atdmico [8], essencial
para o entendimento da dindmica de um sistema) € um exemplo de um método que
pode ser utilizado. Apesar de sua simplicidade, pois utiliza as equacdes classicas de
movimento, e de ser capaz de fornecer informacodes diretas sobre a evolugao temporal
do sistema, a Dinamica Molecular tem sua utilidade limitada, no que diz respeito a
uma representacao realistica do movimento molecular [9]. A mesma depende do
conhecimento preciso do potencial de interacdo entre os atomos, o que s6 é possivel
com a introdugao de efeitos quanticos, ignorados pelo modelo.

Um primeiro passo na introducdo de efeitos quanticos € dado pela
Mecéanica Molecular (MM), também conhecida como método do campo de forga
empirico [9] que é uma formulagdo empirica da aproximacado de Born-Oppenheimer.
Dentro da sua aproximacéao adiabatica, a MM assume que os nucleos movimentam-se
livremente e que todas as interagdes internucleares sao aditivas [9]. Isto permite
considerar a energia do sistema como uma soma de fungdes de energia potencial.
Estas fungbes podem ser escolhidas arbitrariamente, dependendo em grande parte
dos sistemas a serem estudados. O conjunto de fungdes de energia potencial assim
definidos é conhecido como “campo de forga empirico”, o qual representa a energia
potencial molecular em um determinado sistema de coordenadas [9].

Um outro método que vem sendo muito utilizado, principalmente na
caracterizagdo e investigagdo de sistemas, desde &atomos a moléculas, e

principalmente em solidos, € a Teoria do Funcional da Densidade (DFT) [10]. Neste
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método foca-se na densidade total p(r) [11], simplificando a funcdo de onda e a

equacao de Schrddinger de N elétrons com 3N variaveis pode ser dada pela equagao
da densidade eletrbnica e com isso trabalha-se com apenas 3 variaveis [10]. O
principal motivo do sucesso do DFT deve-se ao fato de que tal método & muito
eficiente, sendo o mais, nos calculos das propriedades eletrénicas e estruturais do
estado fundamental [10].

Em relacdo a exatidao dos calculos, o mais eficiente € o método ab initio, que
trabalha resolvendo as equagbes da mecanica quantica com quase nenhuma
simplificacdo, por isso a exatiddao dos seus resultados. Os grandes defeitos deste
método sdo a lentiddo e a grande quantidade de memodria necessaria para realizar os
calculos. Assim tal método so é aplicado a sistemas muito simples, ndo sendo de uso
pratico para a grande maioria dos sistemas, que sao no minimo de complexidade
média [12].

Ja ao contrario do método ab initio, os métodos semi-empiricos utilizam varias
aproximacboes e dados oriundos de experimentos [12]. Por isso apresenta uma
velocidade muito maior e ocupa bem menos memdria do que o método ab initio,
sendo assim mais vantajosa a utilizacdo dos métodos semi-empiricos, principalmente
em sistemas mais complexos [12].

Além destes métodos citados, existem outros, como o MC (Monte Carlo) que
€ parte de um conjunto de métodos denominados estocasticos que se caracterizam
pelo emprego de uma sequéncia randémica de eventos
para calcular integrais  numericamente [13]. Esses métodos  utilizam
elementos das teorias de probabilidade e estatistica, mas suas
aplicagbes nao ficam restritas aos problemas de natureza probabilistica,
tratando também sistemas deterministicos [13].

Do que se apresentou acima, vé-se que existem diversos estudos no qual a
modelagem molecular desempenha um importante papel no desenvolvimento de
materiais na escala nanométrica, como os dendrimeros. A evolugao das ferramentas
computacionais tornou mais acessivel a utilizacdo dos métodos mecanicos-quanticos
para o desenvolvimento in silicio de nano materiais. Entretanto a utilizacdo de tais
métodos requer, ndo somente um conhecimento basico dos métodos da quimica
quantica ao nivel molecular, mas também o conhecimento preciso do potencial de
cada método. Baseados na avaliagdo dos métodos € que foi decidido pelo uso de

métodos semi-empiricos na investigagdo das caracteristicas, principalmente na

24



hemocompatibilidade do dendrimero PAMAM, que € o objetivo principal deste
trabalho.

Uma revisdo dos conceitos basicos abordados na teoria quantica molecular
sera o enfoque do proximo capitulo e no topico seguinte sera apresentado o composto

objeto da caracterizagao e investigacao deste trabalho.

1.2 — Dendrimeros

O objetivo principal deste trabalho € investigar as caracteristicas
hemocompativeis do dendrimero poli(amido amina) (PAMAM), utilizando métodos
semi-empiricos.

O termo dendrimero deriva do grego, onde dendron significa arvore e meros
significa ramos ou parte. Trata-se de uma macromolécula tridimensional altamente
ramificada composta por um nucleo ao qual sdo adicionadas unidades monoméricas.
A cada unidade monomeérica adicionada ao nucleo iniciador da
macromolécula forma-se uma geracdo. O nucleo ¢é denominado a
geragao o (zero) do dendrimero.

Suas caracteristicas estruturais os distinguem de outras macromoléculas, a
saber: forma esférica (para grande numero de geragdes), alta reatividade dos grupos
terminais e alto grau de ramificagdes em sua estrutura. Por uma selegao apropriada
dos grupos terminais é possivel se obter macromoléculas dendriticas com diferentes
propriedades, dentre as quais destaca-se a capacidade de mimetizar proteinas,
particularmente atrativa para a area de farmacos e préteses [14].

Dentre os dendrimeros mais conhecidos esta o PAMAM, que é produzido em
grande escala industrial e distribuido comercialmente. Na Figura 1.3 temos a estrutura
de um dendrimero PAMAM que cresce da geragao 2 até a geracgéo 6. Percebe-se que
da geragcado 2 para a 4 a estrutura fica mais simétrica e esférica. O esmo acontece
entre as geragdes 4 e 6, confirmando o que foi citado que quanto maior a geracao

mais a sua estrutura se torna simétrica e esférica.
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Figura 1.3 [15]: Estrutura de um dendrimero PAMAM G2, G4 e G6
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MODELAGEM MOLECULAR

2.1 — Introducgao

O significado do termo modelo é a simplificagao ou idealizagdo de um sistema
ou de um processo, que no caso da modelagem molecular pode ser expresso em
termos matematicos e visa facilitar calculos e modelar sistemas complexos. A
modelagem molecular esta preocupada com a representacdo do comportamento de
moléculas e sistemas moleculares [16].

Atualmente, a modelagem molecular esta intimamente ligada a modelagem
por computador, no entanto é perfeitamente possivel apresentar alguns modelos
moleculares simples utilizando apenas lapis, papel e calculadora, como os modelos de
varetas, hastes e bolas ou espacgos preenchidos, desenvolvidos entre 1959 e 1965
(Figura 2.1). Estes modelos permitem que a representacdo tridimensional das

estruturas das moléculas seja construida.

Modelo de varetas Haztes e bolas Ezpagos preenchicdos

-

.\"'\-\._. 1
‘
*h. {
'h k
RN

.
.

Figura 2.1:Trés diferentes modelos de representagéo da estrutura do propano. Estas formas de representagao

de moléculas foram desenvolvidas entre 1959-1965.
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Um dos aspectos importantes a serem abordados na modelagem molecular é
estabelecer a disposigao dos atomos e moléculas. Existem duas formas de fazer isso.
A abordagem mais 6bvia é especificar as coordenadas cartesianas (x, y, z) para todos
os atomos presentes. Outra forma é a utilizagcao de coordenadas internas, na qual a
posicdo de cada atomo é descrita em relagdo aos outros atomos presentes no
sistema. Ou seja, neste tipo de representagdao ndo sdo armazenadas as coordenadas
de cada atomo, mas sim sua posigcdo e angulo em relagdo a outros atomos ja
definidos no ambiente.

A apresentacao de estruturas como apresentada na Figura 2.1 fornece uma
descricdo qualitativa e, em algumas situagdes, semi-quantitativa das propriedades da
matéria. No entanto, algumas analises ndo podem ser feitas de forma quantitativa
utilizando apenas formulas estruturais. Uma outra limitacdo destes modelos € com
relacdo a determinacdo de propriedades eletrbnicas como potencial eletrostatico,
momento de dipolo elétrico, cargas formais e propriedades espectroscopicas [17].

Entdo podemos afirmar que a modelagem molecular compreende um
conjunto de ferramentas e métodos, inclusive computacionais e tedricos, que tém
como objetivo entender e prever o comportamento de sistemas reais, usados para
descrever e prever estruturas moleculares, propriedades do estado de transicédo e
equilibrio de reacodes, propriedades termodinamicas, entre outras [18].

Esses métodos abrangem estudos de minimizagcéo de energia de moléculas,
analise conformacional, simulagdes de dinamica molecular, etc [16]. Tais métodos sao
aplicados desde atomos isolados até macromoléculas bem como sistemas periddicos
ou agregados (clusters) e envolve basicamente trés estagios:

a) Selecao de um modelo que descreva, com a precisdo desejavel, interagdes
inter e intramoleculares de um sistema;

b) Realizacéo dos calculos e

c) analise dos resultados, validando ou ndo o modelo sugerido.

Variaveis como o tamanho do sistema, a precisdo dos resultados, o custo
computacional e o hardware disponivel para realizar os calculos, devem ser
cuidadosamente analisados durante a aplicacdo da modelagem computacional a um
sistema particular.

Além de fornecer dados estruturais, os calculos tedricos sdo usados na
determinacdo de parametros de interesse quimico e farmacoldgico, tais como calor

de formagao de moléculas, distancias interatbmicas, energias eletrdbnicas de HOMO
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(Orbital Molecular Ocupado de Maior Energia) e LUMO (Orbital Molecular de Menor
Energia Desocupado), energias de ionizacdo, densidades eletrbnicas, cargas
atbmicas liquidas, ordens de ligagdo, momentos dipolo, dentre outros [19].

O desenvolvimento da Modelagem Molecular deveu-se em grande parte ao
avango dos recursos computacionais em termos de hardware e software. No passado,
a utilizacdo da Modelagem Molecular era restrita a um seleto grupo de pessoas que
desenvolviam seus préprios programas. Atualmente ndo é mais necessario a um
modelista, compor seu préprio programa, dada a existéncia de pacotes
comercializados através de grandes companhias e até mesmo de laboratorios
académicos.

O objetivo maior da modelagem molecular consiste em relacionar todas as
propriedades moleculares importantes, ou seja, estabilidade, reatividade e
propriedades eletrbnicas com a estrutura molecular. Desta forma ¢é possivel
desenvolver modelos tedricos capazes de calcular uma estrutura molecular com
estéreo quimica especifica e correlaciona-la as propriedades moleculares conhecidas

ou desejaveis da substancia [20].

2.2 — Métodos Classicos — Mecanica Molecular

A mecéanica molecular engloba um conjunto de métodos baseados nas
equacgdes classicas (ndo quanticas) do movimento de corpos. A metodologia da
mecanica molecular esta baseada na aproximagao de Born-Oppenheimer [20]. Dentro
desta aproximagao os movimentos dos nucleos e dos elétrons podem ser tratados
separadamente, pois a velocidade do nucleo, em relacdo aos elétrons, € muito
pequena. Neste contexto a mecanica molecular é caracterizada por considerar os
movimentos nucleares e por tratar os elétrons indiretamente, como causa do campo
potencial agindo sobre os nucleos, diferindo dos métodos quénticos de orbitais
moleculares, caracterizados por estudar a estrutura eletrénica, para uma posigao
nuclear fixa. Na mecanica molecular supde-se que a densidade eletrénica pode
ajustar-se instantaneamente a qualquer alteragdo na configuragdo geométrica dos
nucleos, assumindo que o0s nucleos possuem movimento livre e que todas as
interacdes nucleares sao aditivas. A superficie de Born-Oppenheimer, conhecida na
mecéanica molecular como superficie de energia potencial, € multidimensional e
descreve a energia de uma molécula em termos das posi¢des nucleares. Esta

superficie possui minimos locais em relagdo a uma ou algumas conformacgbes
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moleculares estaveis e, em uma primeira aproximacédo, a molécula € descrita pela
estrutura correspondente ao minimo global da superficie potencial [20].

Calculos de mecanica molecular utilizam uma série de equacdes
derivadas empiricamente para a superficie de Born-Oppenheimer, cujo
formalismo matematico esta baseado num modelo classico
daestrutura molecular.

Na mecanica molecular é considerado que as moléculas sdo um conjunto de
atomos ligados entre si, por forgas elasticas ou harménicas. Estas forgas derivam das
fungcdes de energia potencial associadas as contribuicbes estruturais como, por
exemplo, comprimentos de ligagao (r), angulos de ligagao (6), angulos diedros (@) e
interacdes nao-ligantes (d). O conjunto destas fungdes é conhecido como campo de
forca e representa a energia potencial molecular em relagdo a uma geometria de

referéncia, em um determinado sistema de coordenadas:

U=>U+>U,+>U,+>U, (2.1)

A energia, U, de uma molécula, dentro do campo de forga, € a soma de todas
as contribuigdes de energia, onde U, conhecida como energia estérica da molécula,
€ considerada como a diferenca entre a energia da moléculareal e a
energia da molécula hipotética. Nesta ultima todos  os parametros
estruturais sdo exatamente os valores ideais ou “naturais”, definidos para uma
situacdo onde nao existem quaisquer tensdes entre as coordenadas internas do
sistema molecular. Sendo assim, os termos constantes da  Equacido 2.1 sao

definidos como: U, € a energia da i-ézima ligacao cujo comprimento r difere do seu

valor ideal 7, dado por:

U, = Z%(r 1, f (2.2)

U, = ZM (2.3)
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onde K, € a constante de forga, ¢ o angulo de ligagéo e ¢, o angulo de ligagéo ideal.

U, € a energia devido a tor¢ao em torno de uma ligagao e € dada por:

qulicos;¢¢)
U, = ; . (2.4)

sendo ¥, a constante de forga, ¢ o angulo torsional e n a periodicidade de V,.

Finalmente U, é a energia da interagdo entre atomos néo ligados, que € dada por:

U, = ZF,{—§+exp[l2(l—a)]} (2.5)

Na Equacédo 2.5, F,. representa a constante de forga, o = onde r, e r, s&o

* *

nhtn
constantes de van der Waals e r a distancia interatdmica entre os atomos nao
ligados.

Nao existem critérios rigidos acerca do numero ou tipos de fungdes de
energia potencial a serem empregados. Esta escolha é feita de acordo com as
propriedades moleculares que se deseja reproduzir, sejam elas somente geométricas,
ou também vibracionais e termodinamicas [20]. Na Tabela 2.1 ha alguns exemplos
destas funcgoes.

As expressdes da energia potencial, desenvolvidas para calculos de
mecanica molecular, sdo todas derivadas de trés tipos basicos de campo de forga:

a) Campo de Forga Central, em que considera apenas distancias
interatdmicas (inclusive comprimentos de ligagao) [20].

b) Campo de Forga de Valéncia Geral, em que considera comprimentos e
angulos de ligacao, angulos diedros, coordenadas de deformacao fora do plano e
adicionam os termos cruzados [20].

c) Campo de Forga de Urey-Bradley, em que considera comprimentos e
angulos de ligagao, angulos diedros, coordenadas de deformacéo fora do plano e as

interacdes entre atomos ligados por um centro comum [20].
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Tabela 2.1[20]: Descrigao dos Potenciais de alguns sistemas moleculares

Interacio

Tustracio

I“:.‘C[]l" ESSA0 {forma funcional)

Interagbes de valéncia (K grepee)

Esticamanto de ligagao
quimica

ED;-[I - t‘:_d:b_@m”]z
b

Varagao da angulo antre
ligagbes

S H,6-6,)

a

Wariagho do ingulo am
uma ligagao - torséo

S H,[1+ scos(no)|

d

Tensdo fora-de-plang

1
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Interagoes cruzadas (K, pmem)

Torséo dngulo-angulo

3> Fop 0 -6, 6" —8; Jcos(g)
a8 &

Esticamento quadritico

S Sy (bbb - ;)
b K

Interag3o ligagdo-Angulo

> > Flb-byJ6-6,)
& 8

quadritica
Interagdo ingulo-ingula E E Fm, | — f":"'ﬂ ]lfr'f = HG ]
quadritica 8 ¥

Inieragito tensiio fora-de-
Y3 F
planocom tensio fora-de- /_-hl. i AX
r I
plano
?5- Inieragiocntre cargas vy k !.-l',-t.'l'_._
] it i
] {Coulomb) ‘I_' ﬁ 5
£3] i ij
Interagiio entre cargas + o_ < Y 1 Au‘_r BI_-I_ : . .
‘ . —= — — |{Lennard-Jones)
induzidas (Van der Waak) — - ’,_L_E reo
FEC I | L

Enquanto propriedades como geometrias moleculares de energias

minimas, alturas de barreiras de rotacao interna, entalpias de formacao e funcodes
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termodindmicas sdo bem reproduzidas por um campo de forca de valéncia simples
(campo de forga central, incluindo os angulos de ligacdo, angulos diedros e
coordenadas de deformagédo fora do plano), o mesmo nao acontece com as
propriedades vibracionais.

A generalizagdo de uma fungdo potencial permite resultados com melhor
concordancia entre os resultados calculados e os experimentais [20]. No entanto, um
consideravel trabalho matematico € requerido devido a complexidade assumida pela
funcdo potencial. A maior dificuldade estda em selecionar quais dos termos cruzados
devem ser considerados, uma vez que, é impossivel incluir todas as interagcdes

cruzadas presentes em um sistema molecular. A escolha desses termos € empirica.

2.2.1 - AFungao de Energia Potencial para Calculos de Mecanica Molecular

A energia potencial, U, de uma molécula com N atomos ¢é definida em termos
das coordenadas espaciais de cada nucleo, x, Dada uma configuragdo com energia
U,, quando as coordenadas sofrem pequenas variagbes Ax,, a energia associada a

esta nova configuragdo pode ser determinada a partir de U,, através de uma

expansao em série de Taylor:

3N 3N 2 3N 3
U=U,+), au Ax,,+lz oy Ax,Ax, + ) _9v Ax,AX Ax, +--- (2.6)
o\ 0x; ), 27\ oxox, . i1\ OX,0x 0,

As primeiras derivadas formam as componentes do vetor gradiente da
energia potencial no espago 3N. As segundas derivadas sao os elementos da
matriz hessiana de dimensdes 3N por 3N, conhecida também como matriz das
constantes de forgas.

Considerando que os deslocamentos Ax sao infinitesimais, em torno do
ponto de equilibrio, os termos superiores aos quadraticos podem ser desconsiderados
(aproximagao harmdnica) [20].

Baseado na analise vibracional de uma molécula com
geometria molecular correspondente ao minimo de energia (geometria

de equilibrio), o termo Uy pode ser adotado como zero e aplicando

a definichio de minimo de energia nesta geometria, o termo Z—U , deve
X

1
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ser, teoricamente, igual a zero. Desta forma a energia potencial molecular depende

somente do termo correspondente as segundas derivadas:

3N
=12 Y Ax Ax, (2.7)
2 7\ oo, /

Substituindo na Equacgao 2.7, as segundas derivadas por seus simbolos fj, a

relagdo de um campo de forgca harmonico é obtida:

Zfl/Ax Ax, (2.8)

ljl

Esta equacao descreve um sistema de osciladores harménicos acoplados,
onde os subscritos i=j sdo os termos da diagonal principal e i# s&o os termos fora da
diagonal da matriz das constantes de forga. Quando apenas os termos diagonais sao

considerados os osciladores estdo desacoplados:

U:_Zﬁjmiz (29)

U = —k(Ax) (2.10)

onde k é a constante de forga do oscilador harménico. Este resultado pode ser
expresso em termos das coordenadas internas moleculares dando origem aos
campos de forga correspondentes a potenciais harmonicos.

Para os deslocamentos, Ax; fora do limite de validade da aproximacao
harmdnica, os termos de maior ordem da Equacgao 2.6 devem ser considerados. Isto
significa que efeitos anarmdnicos sao incluidos. A aproximagdo mais utilizada para
descrever os efeitos anarmoénicos, consiste em truncar a expansao em séries de
Taylor até o termo cubico, para os comprimentos de ligagdo e para os angulos de

ligacdo. A fungéo potencial para estas coordenadas assume a forma:
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U:%kr(r—r0)2+k;(r—r0)3 (2.11)

L@:%@@—@Y+@w—%f (2.12)

onde k.. k. ,k, e k, sdo os chamados pardmetros de energia e representam as

constantes de forca harménicas (os indices subscritos denotam as coordenadas
internas a que se referem). Este tipo de fungdo é bastante adequado quando os
comprimentos de ligagdo que n&o estdo muito afastados do limite demarcado pela lei
de Hooke (Figura 2.2) [20].

) Figura 2.2: “urva de energia potencial para
1'[ ! estiramento de uma ligagdo guimica,
. \I Curva sdlida, fungdo de Morse; curva
\ | 7 tracejada, lei de Hooke.
i) '
I.\ ;"
| /
"'\.
|
ru F

Caso os comprimentos de ligacdo sejam suficientemente longos, de modo
que a fungdo cubica ndo descreva a curva de energia potencial corretamente
(deslocamentos (Ax) grandes invertem a fungao cubica), existe a possibilidade de
substituir o potencial harménico por um outro tipo de funcdo de energia

potencial como a fun¢do de Morse (Figura 2.2):
U=D,1-e“t] -p, (2.13)

onde Dy é a energia potencial de interagdo entre os atomos quando r =rpe «a, um
parametro adicional que pode ser relacionado a frequéncia vibracional, v, de uma

molécula diatdmica:
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— & 2.14
2\ (2.14)

onde y € a massa reduzida do oscilador e k a constante de forgca, equivalente a

segunda derivada da fungao potencial:

k= ‘j;lf (2.15)
de forma que

k =2D,a* (2.16)
ou seja

o 22 0 (2.17)

A utilizacdo da funcado de Morse nao € muito comum em mecanica molecular.
A sua maior complexidade requer um tempo de computagdo superior quando
comparado a lei de Hooke, de modo que a maioria dos campos de for¢a disponiveis
nao incluem fungdes do tipo Morse, optando por outros tipos de refinamentos,

principalmente na fungéo torsional, onde a fungdo de energia potencial:
1
Uy =k,(6-0,) (2.18)

€ substituida por uma funcao periddica do tipo:

1
U, =5k¢(l+scosn¢) (2.19)

onde s =+1ou -1, dependendo se existe ou ndo conformacao clipsada (f= 0)
(conformacédo onde os atomos de hidrogénio estdo mais proximos e, portanto, é a

conformagao mais estavel) em algum ponto da estrutura molecular (f = O corresponde
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ao maximo ou minimo da energia torsional) e n € a periodicidade da energia potencial
torsional.

Opcionalmente o termo U, € substituido por uma expansdo em séries de

Taylor, normalmente truncada apdés o terceiro termo [20]:
1 1 1
U, = Z{EVI(I + cos¢)+EV2(l+ cos2¢)+EV3(l+ cos3¢)+--} (2.20)

onde os parametros, V;, Vo, e V3, sdo ajustados de modo que as conformacdes
previstas pela teoria reproduzam os resultados experimentais para algumas moléculas
testes.

Outro refinamento importante e bastante utilizado, consiste na inclusdo de um
termo adicional, Uygw na Equacao 2.1, para descrever, em func¢ao da distancia entre
0s nucleos, as interagbes entre atomos separados por mais do que duas ligagdes. A
energia potencial total das interagdes entre um par de atomos é a soma das energias
das forgas atrativas (forgas de dispersdo de London) e das forgas repulsivas
(repulsbes de van der Waals). As duas funcbes de energia potencial mais utilizadas

para descrever estas interagbes sdo o potencial de Lenard-Jones (U,, ) e o potencial

de Buckingham (U,,,, ):

A B
Uy=—m""=% (2.21)
r r
UBuc/c = A’exp(ij _£6 (222)
r r

onde r é a distancia entre dois nucleos e A, A’',B, B" e C sao parametros determinados
a partir de constantes atdmicas dependentes dos atomos envolvidos e sao definidos
em funcao da distancia r. Tais parametros podem ser calculados em funcédo de dois

parametros atbmicos, raios efetivos de van der Waals e ¢ (kcal) que representa a

dureza do atomo, da seguinte forma: A=c"; B=0c° onde o é a distdncia de
12,70; C- 0,0156¢ .

6
r r

equilibrio. A'=2000¢; B'=
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Alguns autores complementam as Equacgbes 2.21 e 2.22 com termos

9.4,

T

referentes as interacoes eletrostaticas [20].

O objetivo principal, na construcdo de um campo de forca, esta em poder
transferi-lo de uma molécula para outra. Os parametros sao selecionados para
reproduzir os dados experimentais para alguns compostos testes, sendo que, a meta
final a ser alcangcada consiste em aplica-los a um composto adicional cujos detalhes
estruturais ndo sejam bem conhecidos experimentalmente, de modo a utiliza-lo como

auxilio para estudos experimentais.

2.2.2 - Localizagao da Energia Potencial Minima

Varios métodos sdo aplicados em mecanica molecular, para encontrar o
minimo da fungdo de energia potencial [20]. Estes métodos podem ser divididos em
grupos, de acordo com a técnica empregada para localizar o0 minimo de energia
potencial:

a) Métodos de Primeira Ordem: calculam apenas as primeiras derivadas da
funcao de energia potencial.

b) Métodos de segunda ordem: calculam as primeiras e segundas
derivadas da funcéo de energia potencial.

As primeiras e segundas derivadas da fung¢ao de energia potencial podem ser
determinadas numericamente ou analiticamente, ou ainda, as primeiras derivadas
avaliadas analiticamente e as segundas derivadas obtidas numericamente.

Os algoritmos mais utilizados sao os métodos de Newton-Raphson (método
de segunda ordem) e o "Steepest Descent" (método de primeira ordem) [20].
Ocasionalmente o algoritmo Simplex tem sido aplicado [20].

O objetivo desses métodos consiste em encontrar a coordenada x, onde a
energia (f (x)) € um minimo, partindo de uma coordenada inicial, x.

A energia potencial, U, para uma molécula com N atomos e 3N coordenadas,
escrita segundo a Equacgéo 2.1, é expandida em série de Taylor, considerando até
termos quadraticos, em torno do ponto de equilibrio das coordenadas internas (ry, qo,
fo, do) [20]:

or 2

U=U,+ Z(aU(r)jAr +lz(azU(r)] Ar? (2.23)
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onde os termos cruzados estao negligenciados.

Para a localizagcdo do minimo da funcdo de energia potencial, o uso de
coordenadas atbmicas cartesianas € mais favoravel do que coordenadas internas,
uma vez que uma molécula com topologia qualquer pode apresentar varios vinculos
redundantes entre si [20]. Uma forma eficaz e bastante utilizada para eliminar este
problema, consiste em transformar os elementos variacionais, A, (Equacéo 2.23), em
coordenadas cartesianas, as quais, por sua condicdo de ortogonalidade, eliminam as
relagdes de redundancia existentes nas coordenadas internas.

A expressao geral para a energia potencial, U, em coordenadas cartesianas

independentes, assume a seguinte forma:
a a 1 aff p a
U=U,+ Y A°AX, +EZZCU. AXPAX, 2.24)

onde X7, X/ é o conjunto de coordenadas cartesianas (i, j= 1, ..., N; a,8 = x, y, 2),
A" sado formados pelos coeficientes que multipicam os AX” e os
elementos da matriz C;.’ﬂ sdo todos os fatores que sdo multiplicados pelos
AX?, AXT.

Aplicando a condigao necessaria de minimo, na energia potencial :

oU
ox«

=0 (2.25)
um conjunto de 3N equacgdes algébricas lineares para os elementos, X é obtido:

—A47 = > CPAXY (2.26)
0 qual, devido as aproximacdes realizadas, deve ser resolvido iterativamente
aplicando os métodos padroes (Método de Newton-Raphson, por exemplo) [20], em

que se procura encontrar uma raiz de uma funcéao f(x) através de um processo

iterativo:

X, = ¢(x,) (2.27)
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A forma geral para a fungao de interagao é dada por:
o(x) = x+ 4(x)/ (x) (2.28)

e quando x ¢ igual a raiz da fung&o, tem-se obrigatoriamente x = ¢(x).
Os valores de AX” obtidos sdo usados para calcular o novo conjunto de

coordenadas:
X (novas)= X *(antigas )+ AX (2.29)

Utilizando os valores de X, (novas), o processo sintetizado nas Equagbes

223 a 2.29 é repetido, até que os valores, AX/; da equagdo 2.29 sejam

considerados suficientemente pequenos (proximos de zero). Na iteracdo final os

valores 47 devem ser zero (ou muito proximo), de modo que as primeiras derivadas
sejam nulas e somente permanegam os termos C;‘ﬂ.

A localizagdo do minimo de energia potencial pressupde a existéncia de 3N-6
graus de liberdade para a molécula, uma vez que sua energia deve ser
invariante quanto a rotacéo e a translacdo da mesma. Estes seis movimentos devem
ser separados das vibragdes internas, retirando-os da matriz das segundas derivadas.
Para tratar a separacdo destes movimentos, existem varios métodos, dentre eles:

"Método da Matriz Inversa Generalizada" [20], onde se define como a matriz
inversa generalizada (A‘l) a matriz que atende as seguintes condigdes:
AXA=A4, XAX =X, (AX) =4X e (X4) =X4 com AeR"™ e XeR"™ ,eo0
"Método da Matriz Reduzida” [20], onde através de operagbes algébricas se
escalona uma matriz.

A energia potencial assim obtida (Equacado 2.4) pode entdo ser utilizada
para calcular os numeros de onda vibracionais. Os numeros de onda em conjunto
com os momentos de inércia, calculados a partir da geometria final, podem ser usados
para calcular as contribui¢gdes rotacionais, translacionais e vibracionais, as quais sao
utilizadas na avaliacédo das fung¢des termodinamicas para o estado gasoso.

A Figura 2.3 apresenta um fluxograma geral dos programas computacionais
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computacionais empregados nos calculos de modelagem molecular, onde o primeiro
passo € escolher o tipo de coordenadas (internas, cartesianas ou cristalograficas) a
ser adotado. Em seguida faz as sele¢des da fungdo potencial e dos parametros,
para seguida realizar os calculos de minimizagcdo de energia.Finalmente, calculam-

se os espectros vibracionais e as fungbes termodinamicas e obtém-se o resultado

final.

Comrdenadas |
Edernas Lista e
Inderagies
ou
Coordenadas
CanesiEngs Selegac da
Funcao Potlencial
ou
Comdenadas | | Selegao de
Cristakupaficas Farametros
Tipos de domas Mmamizagin
e Conecividades de Energia
Alteragtes de | Energia Final
Paramsatros e Geomelna
spacho Vibracon
Fungies
armcd inmicE
Calor de
| Fommagao
Imprassora

Figura 2.3: Fluxograma geral dos programas computacionais para Modelagem Molecular.

2.2.3 - Importancia e limitagdes da Mecanica Molecular

Entre as varias razbes que justificam o emprego a MM a que mais se destaca,
sem duvida, é a velocidade com que a MM realiza os calculos. Para se ter uma idéia
de como a MM é mais rapida, na determinagdo da geometria molecular de um
composto, por exemplo, se utilizar-se do método ab initio, somente para as integrais
de repulsdo intereletrdnicas o tempo de computacdo aumentara em até »n*, sendo n o

numero de fungdes de base para cada atomo. Se comparar com os métodos semi-
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empiricos, embora estes sejam mais rapidos do que os ab initio, também a quantidade

de memodria de computador e de tempo é demasiadamente grande, com os tempos
aumentando de n’ ou »n*> conforme e escolha do método. Ja na MM esse aumento de

tempo fica em m*, sendo m o numero de atomos existentes na molécula.

Outra razado importante que justifica a utilizacdo da MM é que a geometria
optimizada por este método € um bom ponto de partida para a realizagao dos calculos
quanticos de orbitais moleculares.

Apesar destas vantagens descritas acima, a MM apresenta algumas
desvantagens, ou limitagdes, principalmente em relagdo na determinacdo de
propriedades onde os efeitos eletrbnicos sdo predominantes. Também reduz sua
utilidade o fato de que muitas moléculas, principalmente as de interesse

farmacoldgico, ndo foram ainda devidamente parametrizadas [21].

2.3 — Tratamento Quantico de Moléculas
2.3.1 — Teoria do Orbital Molecular
Do ponto de vista quantico, a determinagao da estrutura e propriedades da

molécula se resume a resolugao da equagao de Schrédinger

Hy =Ey (2.30)

sendo H o operador Hamiltoniano do sistema e y a funcdo de onda do sistema sob

analise, com H dado por [20]:

_ 1N 1 M NMZ, NN1 MMZ,Z
H=——3V}’-—3yVi-3yZdiyy 45y y 2428 (2.31)
2=l 2 4=1 i=l4=1 1y i=lj>1T;  A=1B-4 Ryp

Na Equacéo (2.31) e=m,=h=1, Zsé acarga do atomo A e Rxp € a distancia entre
0s nucleos dos atomos A e B. Os primeiros dois termos em (2.31) representam,
respectivamente, a energia cinética dos elétrons e dos nucleos. O terceiro termo é a
energia da interagao (atrativa) entre os nucleos e os elétrons. Os ultimos dois termos
correspondem a energias repulsivas das interagdes entre os nucleos e os elétrons,

respectivamente [20].
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A equacgao de Schrédinger pode ser simplificada, se levarmos em conta a
grande diferenca entre as massas dos elétrons e dos nucleos. Uma vez que as
velocidades de movimento dos nucleos sdo muito menores do que as velocidades dos
elétrons, como consequéncia do teorema da equiparticdo de energia [20], podemos
esperar que a incerteza nas posi¢cdes dos nucleos seja muito menor e usamos este
efeito para construir uma aproximacao adiabatica. A simplificacdo é alcancada na
conhecida aproximacao de Born-Oppenheimer. Nesta aproximagcao as posicoes
espaciais de todos os nucleos sao fixas. Como conseqiéncia a energia cinética dos
nucleos é considerada desprezivel e a energia potencial de repulsdo nucleo-nucleo é
constante [20]. Essa aproximacdo permite desacoplar as equagdes de movimentos

nucleares dos eletrénicos. O hamiltoniano eletrdénico €, portanto dado por:

Ms

N N N N 1 A A A~
B DD 3N 3 S 2:32)
p it a1 By m sy

wl»—

N
Il

sendo 7 o operador associado & energia cinética eletronica, V.. © operador do

campo potencial de interag&o atrativa entre os nucleos e os elétrons e V,, o operador

do campo potencial de interagdo repulsiva entre os elétrons. A equacao de

Schrédinger toma a forma:

Hyy,=Ew,. (2.33)

onde as fungdes de onda y, dependem somente das coordenadas dos elétrons e as

coordenadas dos nucleos entram como parametros externos a equacgao. A energia

total do sistema € a soma da energia dos estados eletrénicos E,;

ETOT = Eel +ENuc’ (234)
€ a energia de interagao nuclear, dada por:
M M Z Z
Nuc ZZ — (235)
a=1 B>4 RAB
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Pressupondo que o comportamento de cada elétron em uma molécula é
ditada por uma funcdo de onda independente, na assim chamada “aproximacao

orbital”’, a fungdo de onda eletrénica total da molécula y,, passa a ser escrita como

um produto dos orbitais eletronicos spin-moleculares ¢ :
i = (0)ed(x,)e... 00, (x,) (2.36)

sendo x; as coordenadas espaciais do i-ézimo elétron de spin s e ¢ o u-ézimo

estado eletronico molecular.

Os spin-orbitais moleculares acomodam 2 elétrons de spins opostos a e B e

devem ser ortonormais, ou seja: j¢f(xi)¢f(xj)dxidxj =6,,0,3 sendo ¢, delta de

Kroning.
A Equagao (2.32) pode ser escrita na forma de uma Hamiltoniana eletrénica
do tipo [20]:

~ ~ 1 1
Hy=Xh+-%—, (2.37)
i 2ixjn;

sendo /; o operador hamiltoniano de uma particula, para o i-€zimo elétron

movendo-se no campo coulombiano nuclear, expresso por [20]:

2
ho=-Vi_yZa (2.38)
2 Aty

Num sistema com um numero par de elétrons, ou de camada fechada, sera
. L N .
necessaria a determinagao de > ¢,, cada um deles associado a um par (a ou f)
de estados de spin. Para atender ao principio de exclusao de Pauli, a fungao de onda
. N ~
total deve ser expressa como um produto anti-simétrico das 5 funcdes de onda de

um elétron. Esta condigao é satisfeita exprimindo-se  como o determinante de Slater

dos spin - orbitais moleculares [22]:
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VoSV = pal o (2:39)

A

A energia do sistema € entdo determinada pelo valor esperado do operador H,, ou

seja
E =y Hyy dv (2.40)
Utilizando o operador Fle, , conforme definido na equagdo (2.38) e

considerando que os elétrons sdo indistinguiveis, a energia do sistema eletronico

pode ser escrita como [20]:

E=25h,+%(2J,,-K,,) (2.41)
u uv

Neste caso, os termos #,, J, e K, s&o descritos por [20]:

h, =18y (x5 (x;)dv, (2.42)
v 2”4"5 (xi)(ﬂjj (xj) %(P/Sf (%) (xj)dvid"j :W’i (5 W i (i) v, (2.43)
K =1505 (%) ( j)%jgoji ()0 (x; ) dvidv; =0 R, iy, (2.44)

A Equacéao (2.42) é o operador hamiltoniano de uma particula, a equagao

(2.43) representa a interagdo coulombiana repulsiva entre as densidades eletrénicas

4.

sendo conhecido como termo de “exchange” ou troca [20].

e |¢V|2 [20]. Ja a equacéo (2.44), também repulsiva, ndo possui analogo classico
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2.3.2 — Método de Hartree-Fock

Este método tem por objetivo determinar, de forma aproximada, o estado de
menor energia de um sistema de elétrons. Para obter a solugdo aproximada da
Equacao (2.33) do estado fundamental do sistema eletrénico da molécula podemos

aplicar o método variacional [20]. Neste caso, buscaremos a fungdo de onda y que

minimiza o funcional de energia E, dado na equacéao (2.41). Num sistema de camada

fechada este funcional é determinado considerando-se somente os orbitais ocupados,
. N
ou seja, u,v s?.

Quando cada orbital molecular ¢, sofre uma variagao infinitesimal &4, a
energia também sofre uma variagédo SE . Lembrando que os orbitais moleculares sao

ortogonais, isto limita a variagédo J¢, dos orbitais, que deve satisfazer a condi¢éo [20]:

1(56,) s, +(6,08,dvdx,; =0 (2.45)

Obedecida esta restricdo, a determinacado das condigbes para que a energia
seja minima faz-se impondo JFE =0. Esta energia minima, também conhecida como

energia de Hartree-Fock E,,., representa um funcional de orbitais moleculares que

obedecem as condigdes acima, expressas pela equagdo E,,. = E[{4}].

fb,=¢,8,, u=1-N, (2.46)

sendo o orbital molecular e ¢, autovalores do operador f . se denomina
u u

operador de Fock definido por:

fu=hy, +Vye (1), (2.47)

A Equacao 2.46, conhecida como equacao de Hartree-Fock, permite determinar os

“‘melhores” orbitais, que correspondem ao menor valor de E,, [20]. Na Figura 2.4, é
ilustrado os orbitais moleculares para o Etileno, onde mostra que o MO de menor

energiaéo o’
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Figura 2.4 [23]: Diagrama do Orbital Molecular para o Etileno

Na Equagdo 2.46, as quantidades ¢, podem ser interpretadas

como energias de orbitais eletronicos. VHF € o operador potencial efetivo de

Hartree-Fock, que representa a interagdo repulsiva entre o i-ésimo elétron

e outros (N — 1) elétrons:

Var (%) =2(2J, =K, ), (2.48)

14

Portanto, o operador de Hartree-Fock descreve o sistema de N elétrons que
ndo interagem entre si, mas estdo sob influéncia do potencial efetivo V,,.. Em outras
palavras, o determinante de Slater € uma fungdo de onda exata de N elétrons nao

acoplados num campo de potencial efetivo I}HF. O operador ﬁHF € um operador

" . , ~ N
hermitiano, com raizes reais. Ao resolver a equacgao (2.48), os > menores

autovalores correspondem aos orbitais moleculares ocupados no estado fundamental
[20].

N N
HHFlr//SD = EHF'//SD = Zfi‘//SD = Zgi‘//SD (2-49)

E importante observar que o operador I:IHF depende dos orbitais ¢,’ s.

Portanto, a resolugcédo da equacéo (2.49) é feita de forma iterativa auto-consistente.
Na pratica, a aplicacdo de método de Hartree-Fock a sistemas complicados,

como por exemplo, as moléculas grandes (acima de 20 atomos), encontra dificuldades
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[20]. Uma das abordagens existentes para simplificar a solugdo do problema se
chama método de Hartree-Fock-Roothaan [24]. Neste método as equacbes sao
transformadas num problema matricial, com representacdo dos orbitais como uma

combinagao linear de orbitais atomicos (LCAO) ja conhecidos y;. Estes orbitais

formam uma base com a qual podemos escrever a funcdo de onda de um elétron

como:
N

b= cii; (2.50)
j=1

N representa o numero de orbitais atdmicos da base e o0s coeficientes

c¢; formam uma matriz ndo-degenerada. Desta maneira obtém-se N funcbes ¢,

linearmente independente e o unico problema que resta € calcular os coeficientes c,, ;.

Como primeiro passo, a Equagao 2.46 é reescrita para o elétron ocupando o orbital

molecular ¢, :

A

f¢y (1) = 8#¢# (1) (251 )
Substituindo a equacgao 2.50 pela equagao 2.51, obtém-se:
N N
chjﬂ;(jzgﬂZcm;(j(l). (2.52)
j=1 j=l

se multiplicarmos ambos os lados da equagao de Hartree-Fock (Equagao 2.53) pelas

fungdes da base (1) apos integragdo obtém-se:

S e, [ 001, 0 =5, 3,0, 1), 2.59

Para obter os LCAO-MO (Linear Combination of Atomic Orbitals —
Orbital Molecular) que melhor aproximem o estado fundamental,

impbe-se novamente a condicdo de extremo para o funcional de energia
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eletronica, objetivando a determinagéo dos coeficientes c,,. Este procedimento resulta

na equacao:

N

N
2 =2, 8¢, (2.54)
j1

J=1

sendo S, os elementos da matriz de Fock que s&o dado por:

Sy = [ 2/ Wz, (0, (2.55)
O elementos da matriz S denominada matriz de sobreposi¢ao € dado por [25]:
Fy = [ 26, (), (1)a%, (2.56)

A Equacao 2.54 chamada equacao de Roothaan-Hall, pode ser escrita em

forma matricial [25]:
Fc=&Sc. (2.57)

c € uma matriz N por N com elementos ¢,,. ¢ € uma matriz diagonal, onde os
elementos sdo energias dos orbitais ¢, .

O autovalores ¢ sao as raizes da equacgao secular:
det|FF — &S| =0. (2.58)

Os N autovalores de menor energia, correspondem aos auto-estados
ocupados e descrevem o estado fundamental eletrénico da molécula. O procedimento
usualmente utilizado para realizacdo dos calculos numeéricos de obtencdo dos

coeficientes c,, € o método de campo auto-consistente SCF (Self-Consistent Field) ja

que F depende dos orbitais a serem determinados. O processo é iterativo, onde, a

partir de uma escolha inicial F, resolve-se as equacdes (2.57) e (2.58),
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reconstréi-se F' e assim sucessivamente até que a energia se estabilize.

No caso de simulagbes numéricas de sistemas de muitos corpos, podemos
afirmar que o método de Hartree-Fock pode ser uma base para diferentes abordagens
[20]. Sua eficiéncia depende, principalmente, da complexidade do sistema sob

investigacao e do nivel das aproximagdes utilizadas.

2.3.3 — Métodos ab initio

Os métodos ab initio objetivam a determinagcédo das auto-fungdes associadas
ao Hamiltoniano fundamental, sem qualquer parametrizacdo [21], sendo por isso
considerado teoricamente puro. Os calculos sé usam as quantidades bem
estabelecidas, como, por exemplo, constantes fundamentais e numeros atémicos dos
nucleos [21]. A maior vantagem deste método é o alto nivel de confiabilidade dos
resultados obtidos. Infelizmente, apresenta também a seguinte desvantagem: os

calculos numéricos baseados neste método quase sempre levam muito tempo, que

cresce com n*, onde n é o nimero de funcdes atdbmicas de base, e consomem muita
memoria dos computadores. Geralmente emprega-se o método ab initio para conferir
os resultados obtidos dentro de outras abordagens (métodos semi-empiricos) ou para
estruturas moleculares mais simples, nos casos em que ha uma possibilidade
computacional.

Na determinagédo da energia e da fungdo de onda do estado fundamental de

um sistema através do método ab initio, ou de “primeiros principios” € envolvido um

grande numero de integrais de dois corpos </,zv|/10> (elétrons de atomos

diferentes), que trazem um alto custo computacional, para sistemas
moleculares grandes, ou seja, acima de 20 atomos. Para contornar
essas dificuldades, foram feitas varias aproximacbes e parametrizacbes
subsequentes, que na determinacdo dos elementosda matriz de Fock
dando origem aos métodos semi-empiricos cuja importancia esta relacionada a
capacidade de prever as propriedades fisicas e quimicas de um sistema,

respondendo satisfatoriamente aos parametros experimentais a serem avaliados.
2.3.4 — Métodos Semi-empiricos

Como o proprio nome diz, métodos semi-empiricos sdo aqueles que se valem

da parametrizacao a partir de dados empiricos, portanto, diferentemente dos métodos
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ab initio, a exatiddo de seus resultados dependem dos dados experimentais
fornecidos. Por utilizar dados de origem experimental ha um ganho na velocidade dos
célculos, o que os tornam mais vantajosos em aplicagbes de sistemas mais
complexos. Um dos métodos mais populares € o MNDO (Modified Neglect of Diatomic
Overlap), por sua simplicidade computacional e precisdao quimica [25]. O potencial
dos métodos semi-empiricos reside nao no rigor tedrico, mas no fato de que
parametros ajustaveis sdo otimizados de forma a reproduzir propriedades quimicas
importantes.

O objetivo fundamental dos métodos semi-empiricos € o desenvolvimento de
um tratamento quantitativo de propriedades moleculares com precisao, confiabilidade
e custo computacional suficiente para ser de valor pratico em quimica, em particular
em areas onde ha falta de dados experimentais ou onde os procedimentos
experimentais nao funcionam satisfatoriamente. A parametrizagdo criteriosa do
método quantum-mecanico desenvolvida por Hall [25] e Roothaan [24], também
conhecida por “Hartree-Fock Self-Consistent Field Linear Combination of Atomic
Orbital Molecular Orbital’ método (HF-SCF-LCAO-MO) contribuiu muito para o
sucesso de tais métodos. Porém nao foi suficiente para minimizar os custos
computacionais, sobretudo, para sistemas mais complexos.

Pode-se, entdo dizer, que os métodos semi-empiricos representam uma
abordagem a solug¢do das equagdes de Schrddinger para o sistema de muitos corpos
(atomos, moléculas ou sdlidos) usando a simulagdo numérica e computacional.

O método de Hiickel, um dos primeiros métodos semi-empiricos, ignora
completamente a repulséo entre elétrons. Este método foi desenvolvido na década de
30 com o objetivo de estudar moléculas organicas, para as quais a informagao
quimica esta ligada, particularmente, aos elétrons valéncia. No método de Hlickel, o

Hamiltoniano da molécula é escrito como [24]:

A A

PAI = Hcarog:o + H” (259)
Na Equacgao 2.59 o hamiltoniano do sistema € a soma dos hamiltonianos dos elétrons
Hiickel e o hamiltoniano do carogo (nucleo e os outros elétrons do sistema). Neste
método o hamiltoniano dos elétrons 7z se escreve aproximadamente

como a soma dos hamiltonianos de um elétron 7 num campo efetivo
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dos nucleos e dos elétrons. Logo:
A }7” ~ v
H™ = Zheff (i). (2.60)

Todos os métodos semi-empiricos negligenciam varias das integrais de

repulséo inter-eletrénicas e avaliam algumas usando os orbitais atbmicos de Slater:
X, =Nr"e 7 y(0,9) (2..61)

e parametrizam as demais visando reproduzir calculos ab-initio como o caso das
aproximacdées CNDO (Complect neglect of differential overlap), INDO (Complect
neglect of differential overlap) e NDDO (Neglect of diatomic differential overlap), ou
dados experimentais, no caso dos métodos MNDO, AM1 (Austin Model 1) ou PM3
(Parametric Method 3).

O ponto de partida de qualquer método é a aproximagao ZDO (Zero
Differential Overlap) em que se impde a ortonormalidade dos orbitais atdmicos, ou

seja
S =120 (% )2, (%) dv; =6, (2.62)

e a sobreposigao de orbitais fica restrita aos orbitais atdmicos referentes a no maximo

dois centros:

(palrs)=(pa|pa) 8,5, (2.63)

sendo

(palrs) =110 (%) 20 (%))~ 2 () 26 (5, v, (2.64)
7.

ij
Com essas aproximagdes a equacao de Hartree-Fock-Roothaan (equagao

2.54) é escrita como:
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Y F,C,=¢C (2.65)

uv i i i

Os elementos diagonais e ndo-diagonais da matriz de Fock é dado por [24]:

FW:hW—%Pﬂﬂ<yy|yy>+%}Pﬂv<yv|yv> , (2.66)

1
Fuv =Py == Pay (uv|pv) (2.67)
sendo P, o elemento da matriz densidade eletronica:
p,, =2xC,C,, (2.68)
1

No entanto, a aproximacdo ZDO nao € invariante por rotagdo das
coordenadas espaciais. A necessidade de se contornar este problema levou ao
desenvolvimento de varios métodos cuja maior diferenga reside em que grau a
aproximacéao ZDO é utilizada.

No método CNDO (Complete Neglect of Differential Overlap) [24,26], toda
superposicao dos orbitais atdmicos € desprezada. A determinagcdo dos orbitais
moleculares € feita apenas para os elétrons de valéncia, movimentando-se num
campo potencial gerado pelos “carogos”, isto €, os nucleos dos atomos constituintes
da molécula mais os elétrons das camadas fechadas internas. A superposicdo dos
orbitais atdmicos centrados em diferentes atomos é limitada a no maximo dois centros
e a contribuicdo de “exchange” € desprezada.

No método INDO (Intermediate Neglect of Differential Overlap) [27,28],
procura-se igualmente determinar os orbitais para elétrons de valéncia. Basicamente
este método difere do CNDO ao relaxar a condicdo de ortonormalidade dos orbitais
atébmicos quando estes estdo centrados em um mesmo atomo.

O método NDDO (Neglect of Diatomic Differential Overlap) se assemelha ao

INDO mas apresenta como caracteristica extra a manutencao de interagdes dipolo-
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dipolo gerando, no calculo dos elementos matriciais, o calculo de integrais

proporcionais a P73 Consequentemente, o calculo torna-se mais complexo e também
mais lentos.

A avaliacdo dos elementos na matriz de Fock depende da determinacao dos
parametros que definem as varias formas de interagao inter-eletrénicas e dos elétrons
com o “carocos” atbmicos. Esta determinacédo deve ser feita de foram independente,
com base em valores ab initio.

Alternativamente a reparametrizacdo das integrais de repulsao eletrénicas do
método NDDO permite a avaliagao dos termos presentes no modelo a partir de dados
experimentais, dando origem aos métodos MNDO (Modification Neglect Differential
Overlap), AM1(Austin Model 1) e PM3 (Parametric Method 3).

Na aproximagao MNDO as contribuicbes de elétrons do mesmo atomo
(constituinte de uma molécula) sdo obtidas através de valores experimentais oriundos
de atomos isolados, enquanto as integrais de dois centros sdo consideradas como
parametros ajustaveis do método. O que se espera é que a introducao de parametros
ajustaveis compense as deficiéncias devidas as simplificacbes do esquema NDDO e
do uso de um unico determinante de Slater. Para determinacao destes parametros
sdo usados os valores calculados para as moléculas cuja geometria, calor de
formacgado, potencial de ionizagdo e momento dipolar sdo experimentalmente
conhecidos.

Em 1985 foi publicada uma nova versao do método MNDO , o método AM1
(Austin Model 1). Neste método foram parametrizadas as integrais dos seguintes
atomos: H, B, CSi, N, O S, F, CI, Br, |, Hg € Zn. Se comparar com MNDO, o método
AM1 calcula melhor a repulsdo entre nucleos e proporciona melhores resultados de
moléculas envolvidas em processos bioldgicos, corrigindo a tendéncia do método
MNDO em superestimar as forcas de repulsdo interatbmicas a curtas
distancias.

Em 1989 foi apresentada outra versdao do MNDO, o método PM3, onde
foram parametrizados os seguintes atomos: H, C, Si, Ge, Sn, PI, N, P, As, Br, O, S,
Se, Te, F, CI, Bi, I, Al, Be, Mg, Zn, Cd e Hg. A parametrizagao proposta inclui uso da
expressao de varios termos do método NDDO em séries, visando reproduzir as
propriedades desejadas. Isto resulta em grande aumento na velocidade de calculo. E

facil verificar que a lista dos atomos parametrizados neste caso é mais ampla do que
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no caso do método AM1. Em varios casos o método PM3 proporciona melhores
resultados, especialmente para o estudo da geometria molecular e da energia de
ionizagdo, do que o método AM1, mas em outros casos a situagdo € oposta (por
exemplo, para o calculo das pontes de hidrogénio).

Atualmente os métodos AM1 e PM3 sdo os mais usados entre todos os
métodos semi-empiricos. Existe um grande numero de publicacbes onde estes
métodos sao comparados. O critério mais utilizado é a capacidade de estabelecer as
geometrias de moléculas e o espectro de energia molecular. Os resultados variam
dependendo do tipo de moléculas em investigacgao.

Entre os varios pacotes computacionais que usam os métodos semi-

empiricos podemos mencionar os HyperChem, Spartan, GAMESS e Caché 5.0.

2.4 — Propriedades Moleculares

O calculo da estrutura eletronica de uma molécula, como visto nos
itens anteriores, leva a determinacdo dos autovalores e autofuncées da Equacéao
Schrédinger. A partir destes calculos € possivel prever varias propriedades

moleculares, como sera discutido a seguir.

2.4.1 — Momento de dipolo elétrico

Para as moléculas homonucleares como H;, N2 e O, ndo ha duvida que o par
de elétrons no orbital molecular (OM) de ligacao esta igualmente distribuido entre os
dois nucleos, ja que os dois atomos que constituem a molécula sao iguais, atraindo
igualmente os elétrons de ligagao [25]. Mas para atomos heteronucleares, isto nao é
verdade. Certos atomos sao particularmente avidos por elétrons (tém alta
eletronegatividade) e, quando envolvidos numa ligagdo, tendem a tirar o par de
elétrons envolvido na ligagao quimica [25]. Os atomos mais eletronegativos sdo os da
coluna VIl da tabela periddica, seguindo-se os da coluna VI. Em uma primeira
aproximagao, a eletronegatividade diminui ao logo da tabela periddica da direita para
a esquerda, e descendo, dentro de uma mesma familia. A medida que aumenta a
diferenca entre a eletronegatividade de dois atomos numa ligacdo heteronuclear, o
OM se desloca para o atomo mais eletronegativo e o carater da ligacao se distancia
cada vez mais de uma covaléncia pura. No caso extremo de um compartilhamento

pequeno ou de um nao-compartiihamento dos elétrons entre os dois atomos, temos
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uma ligacao ibnica, isto é, um sistema formado de um ion positivo e um ion negativo
mantidos juntos por forgas eletrostaticas [25].

Entre estes extremos o compartiihamento igual e o ndo-compartilhamento,
pode-se descrever as ligagdes como sendo parcialmente idnicas ou parcialmente
covalentes; um meio particularmente adequado para descrever quantitativamente
estes sistemas € a propriedade molecular mensuravel, chamada momento de dipolo
elétrico [25].

O momento de dipolo elétrico pode ser ilustrado considerando inicialmente
uma molécula que n&do o possua, como por exemplo o H,. Num atomo de hidrogénio
isolado, o elétron no seu estado fundamental esta distribuido numa esfera envolvendo
0 nucleo, como mostra a Figura 2.5. O centro da carga positiva é o centro do nucleo e,
semelhantemente, o centro da carga negativa (a posicado média do elétron) é o centro
do nucleo. Isto pode ser considerado independentemente do tipo de orbital s, p ou d,
ocupado pelo elétron. Neste caso, os centros das cargas positivas e negativas no

atomo coincidem.

® *

®

i “ *

B
Figura 2.5: Orbital de cada atomo de hidrogénio (A) e o orbital molecular da molécula de H,. (B)

A medida que dois atomos de H se aproximam, a carga positiva do sistema
mantém-se no centro da distancia internuclear, coincidindo com o centro da carga
negativa, ja que a superposicdo dos orbitais atdmicos individuais gera um OM
simétrico em que o par eletrbnico esta igualmente distribuido. Uma molécula deste
tipo ndo tem momento de dipolo elétrico.

Para uma molécula heteronuclear, como HF, os atomos isolados ainda

possuem os centros da carga positiva e da carga negativa coincidentes. A medida
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que os atomos se aproximam o centro da carga positiva esta entre eles, mais préximo
do atomo mais pesado e, até que os pares de ligagao se recubram, o centro da carga
negativa estda no mesmo ponto. Entretanto, ao ocorrer a superposigdo dos OA, o
atomo mais eletronegativo, concentra o OM ocupado pelos elétrons de valéncia em
sua diregcao. Consequentemente, a nuvem eletrénica se distorce, ou seja a carga
negativa se deslocara e ndo mais coincidira com o centro da carga positiva (Figura
2.6). Moléculas cujos centros de carga positiva e negativa ndo coincidem, possuem
um momento de dipolo elétrico, frequentemente representado por um vetor com ponto
de aplicac&o no centro de carga positiva e apontando para o centro de carga negativa.
O comprimento do vetor representa o valor do momento de dipolo elétrico [25].
Quantitativamente, o momento de dipolo elétrico € medido em termos de uma
unidade, chamada Debye (D), definida de tal modo que uma carga positiva e uma
carga negativa, cada uma equivalente a carga do elétron, separadas por uma
distdncia de 1 A, tem um momento de dipolo de 4,8 D [25]. Em geral, o

momento de dipolo elétrico u é definido
U=z, (2.69)

sendo z o valor das cargas separadas pela distancia r,.

2]

Y

(8]

Figura 2.6: Os atomos de hidrogénio e fluor isolados (A) e o orbital molecular de HF (B).
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O momento de dipolo elétrico de uma molécula de uma substancia pode ser
determinado colocando-a entre as placas de um capacitor. Na preseng¢a de um campo
elétrico, os pequenos dipolos tendem a se alinhar (na medida em que seu movimento,
determinado pela temperatura, permita) com os pdélos positivos apontando para a
placa negativa e os polos negativos apontando para a placa positiva. Esta orientagao
resulta na diminuicdo da intensidade do campo elétrico entre as placas e no aumento
da capacitancia do capacitor. As capacitancias de um capacitor, cujas placas estejam

separadas pelo vacuo (CO) e de um capacitor, cujas placas estejam separadas por
uma substancia S (Cy), estdo relacionadas por um fator ¢ chamado constante

dielétrica da substancia S.
C, =eC, (2.70)

Medidas destas capacitancias e, consequentemente, da constante dielétrica,

permitem calcular o momento de dipolo elétrico [20,25].

@ o—0 —0

\ b) Resultante

O

a) Resultante ® O
U
® H
O O @ C
C) Resultante
7 © s

Figura 2.7: Adicdo dos vetores momentos de dipolos elétricos para. a) H.0; b) CO»; c) SO,.

Pauling [29] sugeriu que os momentos de dipolos elétricos medidos fossem
usados para avaliar a percentagem do carater idnico de uma ligagdo. Consideremos,
por exemplo, a molécula HF: a sua distancia internuclear medida € 0,9171 A. Se ela

fosse completamente idnica, isto €, se ela consistisse em dois ions H" e F~ distintos,
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seu momento de dipolo elétrico seria de 4,4 D (0,9171 vezes 4,8). No entanto, seu
momento de dipolo elétrico medido é 1,91 D. Logo ela ndo é cem por cento ibnica,
mas apenas 1,91/4,4 vezes cem, isto &, 43% idnica. De acordo com esta defini¢ao, as
moléculas HCI, HBr e HI tém carater ibnico decrescente e, portanto, carater covalente
crescente.

Na molécula de agua (Figura 2.7a), cada ligacdao O-H tem seu momento de
dipolo elétrico proprio, em fungdo da alta eletronegatividade do oxigénio. Estes
momentos adicionam-se vetorialmente, fornecendo um momento de dipolo elétrico
resultante para a molécula, neste caso com direcdo dada pelo vetor bissetriz do
angulo da ligagdo H - O — H.

O fato da molécula de CO, ter x igual a zero, muito embora C e O tenham
eletronegatividade diferentes, indica que, de algum modo, os vetores que representam
os momentos de dipolos elétricos das ligagcdes C — O se anulam. Isto sé pode ser
verdade se eles forem iguais e opostos (Figura 2.7b). Portanto, a molécula CO, deve
ser linear com o atomo de carbono no centro, evidenciando que o momento de dipolo

esta intrinsecamente relacionado a geometria da molécula.

2.4.2 - Orbitais de Fronteira

Como vimos, a estrutura eletrbnica de uma molécula pode ser estudada
através da utilizagcdo do modelo LCAO-MO em que os orbitais eletrdbnicos de uma
dada molécula sao descritos como combinacgdes lineares dos orbitais atdbmicos de
cada atomo da molécula. A contribuicdo mais significativa ao O.M. advém dos orbitais
atbmicos similares, o que, posto em outros termos, pode ser descrito como tendo
energias proximas [24].

Por exemplo, quando dois orbitais atdmicos 1s sobrepdem-se, isto resulta na
formagcdo de dois O.M. Para um deles, os orbitais atdbmicos superpdem-se
construtivamente na regido entre os atomos. Nesta regido ocorre um aumento de
densidade da carga negativa, que resulta na diminuicdo local da energia potencial.
Dessa forma, os elétrons deste orbital molecular, envolvidos na formagao da ligacao
quimica, estdo em uma regido de energia potencial menor que aquela dos orbitais
atbmicos originais, sendo necessario acrescentar energia para fazé-los retornar aos
orbitais 1s dos atomos isolados. Esse fenbmeno mantém, portanto os atomos unidos

sendo por isso chamado orbital ligante. Nesse exemplo, o orbital molecular formado &
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simétrico ao eixo da ligacdo e recebe a denominag&o sigma, o, e o simbolo o, é
usado para descrever o orbital ligante formado nesse caso particular.

O segundo orbital molecular resultante, leva a uma diminuicdo da intensidade
da carga negativa na regiao entre os atomos, aumentando a energia potencial local.
Como os elétrons sdo mais estaveis nos orbitais atbmicos 1s dos atomos isolados,
sua presencga, nesse tipo de orbital, desestabiliza a ligagdo entre os atomos, sendo
por isso chamado de orbital anti-ligante. O orbital formado é igualmente simétrico ao
eixo da ligag&o e a notagdo é o, , onde o * simboliza o orbital anti-ligante.

O diagrama da Figura 2.8, ilustra a formacao dos orbitais moleculares ligantes

e anti-ligantes, da molécula de H,, a partir da interagédo entre os dois orbitais atdmicos

J—

s 5 ~
L P = Whes — Wi

1s.

%

) e
]'SA - ~ ].SB
» N . Energia
S D =Wt Y, 7 atomica
\_f

Figura 2.8: Diagrama ilustrativo da formag&o dos orbitais moleculares & e G* , a partir da interacao dos

orbitais atdmicos 1s, da molécula Ha.

Os orbitais de um sodlido estdo fortemente sob influéncia uns dos outros e
também das moléculas adjacentes, de forma que os niveis de energia ndo séo
observados para cada um, isoladamente, mas sim, sob a forma de um conjunto de
niveis de energia muito proximos entre si, conhecidos por bandas de energia. Tais
bandas dependem da estrutura geométrica da célula unitaria do solido e da sua
composi¢cdo quimica. A banda constituida dos niveis ocupados de menor energia €
denominada banda de valéncia, enquanto que aquela contendo os niveis mais altos
de energia e desocupada é a de condugao.

A regido existente entre essas duas regibes ¢é chamada “gap”

ou banda proibida e define uma regido energeticamente  proibida
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aos elétrons e indica a natureza do material (Figura 2.9).

Quando o tamanho do gap (ou lacuna) é superior a 4 eV, o solido é
considerado um isolante, menor que 4 eV €& considerado semicondutor e, quando
existe a sobreposicdo das duas bandas, isto ¢é, nao havendo clara
distincdo entre abanda de valéncia e a banda de conducédo, tem-se
um solido condutor, como mostra a Figura 2.10.

Para os semicondutores organicos, tais como polimeros, a faixa de energia
do gap é de 1,4 a 3,3 eV, que corresponde aos comprimentos de onda da luz emitida
entre 890 a 370 nm. Assim a cor da luz emitida por estruturas moleculares emissoras
de luz visivel pode ser controlada pela construgdo de moléculas cuja estrutura

eletrbnica apresente o “gap” adequado.

" ) F
Energia Energia
sernicondutor
i Parcialmente Bande de
_ Bande l:ie i Vazia —Preenchida ~ Condugéo
\azia Condugao
] gap AE isolante  GAPJAE  condutor
| Preenchida Banda de
B\,‘aglgzc?: g Preenchida Preenchida V;Ienma

Figura 2.9: Representacao esquematica da natureza dos materiais em fungéo do gap energético.

Numa molécula também é possivel se observar o agrupamento de niveis
eletrbnicos em faixas de energia, embora os niveis energéticos sejam nitidamente
discretos. Por analogia a nomenclatura adotada para solidos, € usual a identificacao
dessas faixas como bandas de valéncia, condug¢ao ou proibida.

Na banda de valéncia, o nivel eletrbnico ocupado de maior energia é
chamado HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital). Na banda de condugéo o nivel
eletrénico desocupado de menor energia € chamado LUMO (Lowest Unoccupied
Molecular Orbital). A existéncia de um gap determinara, para macromoléculas como
polimeros, seu comportamento sob agdo de um campo elétrico, com classificagao
similar a dos solidos.

Do que se disse acima fica claro que as energias de HOMO e LUMO séao
descritores muito eficientes na descricdo das propriedades eletrbnicas de um material.

Estes orbitais tém papel fundamental na determinacao da reatividade dos compostos
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Valencia

(A) (B) (C)
Figura 2.10: Gap > 4eV (a), sobreposicao das bandas (b) e gap < 4eV (c)

Valéncia Valéncia

e das suas bandas eletrénicas. Estes orbitais também determinam a formacao de
complexos de transferéncia de carga. A formagdo dos estados de transigdes em
reacdes se deve a interagcdo entre os orbitais de fronteira HOMO e LUMO das
espécies reagentes. Portanto o tratamento diferenciado para estes orbitais
moleculares € baseado em principios gerais que governam a natureza das reagoes
quimicas.

A energia de HOMO ¢ diretamente relacionada ao Potencial de lonizacgao,
grandeza que caracteriza a suscetibilidade da molécula ao ataque de eletrofilos. A
energia do LUMO é relacionada a afinidade eletrénica, e caracteriza a suscetibilidade
ao ataque por nucledfilos. A energia de HOMO e LUMO sao importantes no caso de
reacoes radicalares. O conceito de “dureza” e “moleza” para nucledfilos e eletrofilos
também esta diretamente ligado a razao HOMO/LUMO [27]. Nucledfilos “duros” tém
HOMO de baixa energia, e nucledfilos “moles" tém LUMO de alta energia. Eletrofilos
duros tém alto LUMO e eletroéfilos moles tém baixo LUMO.

A lacuna entre HOMO e LUMO é um importante indicador de estabilidade
quimica. Uma grande diferenca entre o HOMO e LUMO significa que a molécula tem
alta estabilidade, ou baixa reatividade em reagdes quimicas. A diferenca entre HOMO
e LUMO pode ser usada para aproximar a energia de excitagcdo eletrbnica da
molécula. Porém isto ndo leva em conta que um novo estado eletrénico é formado no
momento da excitagado e pode levar a resultados conceitualmente equivocados.

O conceito de dureza de ativagdo também é derivado da diferenca de energia
entre HOMO e LUMO [27]. A dureza de ativagao distingue a reatividade da molécula
em diferentes pontos de sua estrutura, os sitios de reacdo, e portanto € util na
previsao do efeito da orientagao dos reagentes.

A definicdo qualitativa da natureza é relacionada a polarizabilidade, ja que
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geralmente a diminuicdo na diferenga de energia entre HOMO e LUMO facilita a
polarizacdo da molécula submetida a um campo eletromagnético orientado. As
densidades eletrbnicas nos orbitais de fronteira sdo uma maneira de caracterizagao
detalhada das possiveis interacdes entre doadores e receptores de elétrons. Espera-
se que a maioria das reagdes quimicas acontegca na posicdo em que as densidades

eletrénicas dos O.M.'s HOMO e LUMO dos respectivos reagentes tenham a maior

]

Figura 2.11: llustragédo dos orbitais moleculares HOMO (A) e LUMO (B) e a sobreposigéo (C) para

a molécula BFs.

sobreposicdao. No caso de uma molécula doadora de elétrons, a densidade

eletrbnica do HOMO é  critca para a  transferéncia de carga. O
descritor  utilizado para este carater da molécula no atomo ‘a”, £V, é
definido por:

HOMO a 2

Sa :Z(CHOMO) (2.71)

n

sendo Cfoy0 € n os coeficientes das “n” orbitais atdmicas da camada de valéncia do
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atomo “a” no HOMO. Analogamente para um receptor de elétrons, a densidade
eletrénica do LUMO ¢ importante. Para os orbital LUMO o descritor utilizado é definido

por:

F10 =3 (Cpo (2.72)

n

sendo Ciyyo €© n os coeficientes das n orbitais atdbmicos da camada de

valéncia do atomo “a” no orbital LUMO.
O mapa da distribuicdo espacial |V/m01|2 de um dado O.M. permite tragar uma

superficie, que delimita a regido onde a probabilidade de se encontrar um elétron que
ocupe esse orbital ndo é desprezivel. O mapa LUMO mostra as regides de uma
molécula onde a populacdo de elétrons € menor. Ja o mapa do HOMO mostra as
regides onde a populacdo de elétrons € maior. A Figura 2.11 ilustra os orbitais HOMO

— LUMO para a molécula de BF3.

2.4.3 - Cargas de Mulliken

Um orbital molecular ¢, acomoda no maximo dois elétrons. Mas, ao contrario
do que ocorre num atomo isolado, os elétrons que ocupam o orbital ¢ n&o tém a sua

movimentacao restrita a um atomo e ficam parcialmente localizados nas ligacées.

Sendo assim, a carga elétrica total de um atomo (carga nuclear Z, —

cargas eletrdnicas) em uma molécula, difere da carga elétrica total do atomo isolado.
Para o calculo da carga, adotaremos o procedimento sugerido por Mdilliken.

Num elemento de volume dv, a carga eletrénica dg é a soma das cargas eletrGnicas

dg; ocupantes de cada orbital molecular ¢, , dada por:

dg; = q; |4 dv (2.73)

Usando a aproximag¢ao LCAO-MO ja discutida, e assumindo que os OM’s sao

normalizados, integrando em todo o espago tem se que
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Vi uv

q;=4; 2 C,iCyyS (2.74)
uv

O termo ql-C:l-C,,l-SW pode ser interpretado como a carga na regido de
superposigao dos orbitais atbmicos y, e z, centrados em atomos distintos, que
chamaremos de chamaremos de “regido uv”. A carga total nesta regiao, ¢,, € a

soma da contribuigdo de carga de todos os orbitais, ou seja

q,uv = Zqu;iniS,uv (275)
1
Aqui C,, e C, sao os coeficientes das fungbes de base e S,, matriz de sobreposicao.

Definindo o elemento da matriz densidade P, por [27]:
P,uv = Zqu/ﬂ'Cvi (276)

A carga ¢,, € dada por [27]:
9uv = LuySpy (2.77)
Mdilliken prop6s a divisdo da carga da regido uv em duas partes iguais, uma

pertencente ao atomo A e outra ao atomo B.

Desta forma a carga total do orbital «#, no atomo A pode ser escrita como

[27]:

1
Nﬂ - PﬂAﬂB +B§A z E(PﬂAVB S#AVB +1)"BﬂASVBﬂA) (2.78)
VB
A carga no atomo A é dada por [27]:
0,=2,-XN, (2.79)

Fatores como a facilidade de calculo e a possibilidade de obtencdo da

66



da analise populacional de forma direta a um baixo
custo computacional, levaram a ampla difusao do método
populacional de  Mdulliken na interpretacao da densidade eletrénica
da molécula.

Informagdes importantes para a caracterizacdo de uma molécula, como a
regiao mais “pobre” ou mais “rica’” em elétrons, podem ser obtidas com o auxilio

desse método.

2.4.4 — Potencial Eletrostatico

Também conhecido como potencial elétrico, € a capacidade
que um corpo tem de atrair ou repelir outras cargas. A presencade
uma distribuicio de cargas altera as propriedades do espago em
sua proximidade. Essas modificacbes geram sobre uma carga elétrica
que adentra a regido, forcas elétricas sobre ela. A quantificagcdo deste
efeito leva ao conceito de potencial eletrostatico. O  potencial

eletrostatico de uma molécula pode ser definido por [30]:

nucleos fungées de base *
£, = i 2 S p IMdr (2.80)

r v
Ap H oV rp

O primeiro somatério em (2.80) refere-se ao potencial coulombiano do

nacleo A, Z é o numero atbmico e R, a distancia entre o nucleo de A e

a carga de prova P. O segundo par de somatdrios corresponde ao

potencial coulombiano da nuvem eletrébnica ¢. P é a matriz de

densidade e as integrais refletem as interagées coulombianas e r, € a distancia
entre cada elétron e a carga.

No mapa que mostra a superficie de um potencial eletrostatico o potencial
negativo indica a regido da molécula que estda sujeitaa ataques
eletrofilicos. As superficies de potencial eletrostatico negativo
também sao utilizadas para esbocar a posicdo dos elétrons de
maior energia. Portanto, o mapa fornece o tamanho efetivo da molécula.

O potencial eletrostatico de uma molécula pode ser visualizado

atravées de “pacotes” computacionais, como o HyperChem7.0[31]. A
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Figura 2.12 mostra um mapa do potencial eletrbnico do benzeno. Nesse
mapa foi definido de maneira que a cor azul representa queo
potencial estda negativo e a cor vermelha indica que o potencial esta
positivo. Desta forma quanto mais préxima do vermelho, mais positivo é o potencial e

quanto mais proximo do azul mais negativo € o potencial.

Figura 2.12: Mapa do potencial eletrostatico do benzeno. O azul indica carga negativa e o vermelho carga
positiva[26].

Os mapas do potencial eletrostatico permitem caracterizar rapidamente varias
regides em uma molécula como rica ou pobre em elétrons.

Geralmente os pacotes de programas constroem e analisam o potencial
eletrostatico através de calculos single point, otimizagdes e simulagdes de dinamica
molecular. Tais programas iniciam resolvendo a Equacgao de Schrédinger utilizando a
aproximacao de Born-Oppenheimer. Desta maneira, como foi visto em 2.3.1 a
Equacado 2.30 fica na forma da Equacao 2.33. Apds resolver a equagao de
Schrédinger e obter a energia eletrbnica, gera-se a Superficie do Potencial Eletrénico
(PSE), que sera dada por [31]:

Vi = (2.81)

eletronica +E repulsiva NN

A dimensionalidade do PES depende do numero de graus de liberdade de
uma molécula. Se uma molécula tem, por exemplo, um grau de liberdade dois, ou seja
duas variaveis, o grafico do seu PES tem dimensao 3. No caso da molécula possuir

duas variaveis os pontos A e C sdao minimos, ou seja, as for¢cas sobre os atomos sao
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zero para as estruturas encontradas nos pontos A e C. Neste exemplo C é o
minimo  global (Figura 2.13). Entdo o papel da otimizagdo geométrica &€ procurar
minimos como A e C nesse exemplo [31]. O ponto B € o0 maximo ao longo da
trajetoria entre A e C e representa a transicdo do estado A para o estado C.

Quando é encontrada uma convergéncia na otimizagcdo geométrica, nao
pode, ainda , afirmar que foi encontrada a configuragdo ideal, ou seja, que se
encontrou o ponto minimo global. Pode acontecer desse ponto ser um minimo local.
Para se ter certeza que foi encontrado o minimos global deve-se calcular a segunda
derivada da energia potencial em relagdo a coordenada atémica. Com o calculo da
segunda derivada, pode também calcular a frequéncia vibracional. A configuragao no
ponto minimo global tem seis frequéncias vibracionais onde o valor é zero, e se a
molécula for linear o numero de freqléncias vibracionais com valores iguais a zero cai

para cinco [31].

100 +
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==
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Figura 2.13 [31] : Potencial eletrostatico para uma molécula com duas variaveis

O potencial energético minimo que correlaciona a conformagao molecular é
determinado reagéo coordenada (Figura 2.13). Nesse exemplo tem-se uma reagao
que coordena a rotacdo sobre o nucleo carbono-carbono ligado ao n-butano e que

tem varios pontos estacionarios. Os pontos A, C, E e G sdo minimos e os pontos B, D
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e F sdo maximos. Destas configuragdes, as que apresentam estados minimos, séo as
que representam compostos estaveis.

Os pacotes computacionais utilizam varios métodos para calcular a PSE,
como o single point, otimizagdo geométrica ou minimizagao, estudo do estado de

transicao e dinamica molecular.

Ex CH, CH
TE - -
b B F
[N E
. #
CH, W Sy
H W L we Sy
] .
Heood ol -
c'l:l. i - H H H CH
H H
| |
180 360

H3zCCHz - CH2CH 7
torsion angle (degrees)

Figura 2.14 [31]: Exemplo de uma reag&o coordenada.

No single point calcula as propriedades, como potencial energético, potencial
eletrostatico e energia e coeficiente do orbital molecular em seu estado fundamental
ou excitado, de uma molécula em seu estado estatico.

No método da otimizagdo geométrica, pode ser utilizado um conjunto de
coordenadas cartesianas moleculares e tenta encontrar um novo sistema de
coordenadas, com um minimo potencial energético.

A energia de transicao de estados s6 pode ser medida teoricamente [31]. O
método tedrico que apresenta os melhores resultados € o semi-empirico e que é
utilizado pelo programa HyperChem.

A dinamica molecular combina as equacdes de Newton com as equagdes do
movimento, ou seja estuda o comportamento e a dinamica molecular.

Os pacotes computacionais a exemplo do HyperChem trabalham com a

Mecanica Molecular (MM) e com a Mecanica Quantica para calcular o
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potencial eletrostatico. A MM, parte da equagao dada por [31]:

9.4,
Vigr, = ) — (2.82)

i<j gRg/'

Nesta equacio i e j representam os atomos i e j respectivamente e g s&o as cargas e
¢ é a constante dielétrica. A intensidade do potencial eletrostatico (V,,) €

inversamente proporcional a distancia entre os atomos (Rj) .

O tratamento quantico, dado pelos pacotes computacionsi, levam em
consideragao que o elétron é muito mais leve que o nucleo e que por isso, na MM, sao
praticamente descartados os efeitos das interagcdes eletrbnicas [31]. Entdo o
tratamento quantico trabalha com a Equacao de Schrédinger, para encontrar a funcao
de onde do estado fundamental. Através do Orbital Molecular (OM) sado obtidas
solugbes aproximadas para a equagao de Schrédinger, tanto para o estado
fundamental como para estado com baixa energia. O tratamento quantico para o
potencial eletrostatico tem varias vantagens, como:

- Utilizagao de poucos dados dependentes da localizagdo e geometria;

- Os parametros (fungdes de base que utilizan os métodos ab initio e DFT,
sdo oriundos de dados experimentais e parametros empiricos ou de calculos ab initio),
ao contrario da MM, sao independente do ambiente quimico;

- Pode descrever a quebra de ligagdes;

- O pacote computacional HyperChem, por exemplo, pode executar céalculos
da mecanica quantica, utilizando o OM, em moléculas contendo mais de 100 atomos;

- E finalmente, é possivel interpretar os resultados, incluindo os momentos de
dipolo e cargas atébmicas utilizando os conceitos simples e o vocabulario familiar da
Linear Combination of Atomic Orbitals (LCAO) e a teoria do MO.

Os pacotes calculam o potencial eletrostatico negligenciando todas as forgas
sobre os nucleos que em tese ndo interferem na interagdo, com isso permite uma
rapida otimizacéo de equilibrio e também das transi¢des de estado.

Os pacotes computacionais mais utilizados na modelagem das propriedades
moleculares de interesse farmacolégicas e tecnoldgicas sao: Gaussian03, Gamess,
Ampac, Mopac, Spartan, Dirac, Dalton e HyperChem [32]. Tais pacotes contém

varios métodos de quimica quantica para a aproximacao da equacio de
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Schrédinger. O HyperChem leva vantagem em relagdo aos equacao de demais aqui

citados por ser considerado de utilizagcdo bastante simples.

2.4.5 — Calor de Formacgao

O calor de formacdo é a variagao da entalpia associada a formacéao de 1
mol de moléculas de um determinado composto, cujos elementos estdo no seu estado
padrao.

Termodinamicamente o calor de formacdo € chamado de entalpia de
formacao.

Na Mecanica Quéntica o calor de formagdo pode ser relacionado a
estabilidade do composto. Quanto mais negativo o calor de formagao, mais estavel
sera o composto em consideragao.

Pacotes computacionais, a exemplo do HyperChem, calculam o calor de

formacgao através de uma modelagem semi-empirica, a partir da equagao [33]:

AH, =E}" +En, —> Ei+Y AH{ (2.83)

nuclear

sendo E"” e E"  a energia de repulsdo eletronica e nuclear, respectivamente, e

nuclear

A
Eel’

AH;‘ a energia eletrbnica e o calor de formacado experimental para o atomo A

isoladamente

2.4.6 — Volume Molecular

O volume molecular determina varias caracteristicas das moléculas, que sao
de interesse para a medicina, tais como a absorgao/adsor¢do ou processos de
transferéncia de carga farmaco-receptor. Consequentemente, o volume molecular é
muito utilizado em estudos QSAR .

O volume molecular também tem papel importante na realizagdo e
interpretracdo de varios testes clinicos. Um deles € o teste da velocidade de
sedimentagcdo das hemacias (VHS) [34]. Este teste, idealizado para auxiliar no
diagnodstico da gravidez, tem sido empregado como indicador de doencgas
inflamatdrias ou infecciosas [34]. Neste teste a velocidade com que as hemacias
sedimentam no tubo depende do volume e da forma dos eritrécitos e das proteinas do

plasma [34].
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Um dos meétodos utilizado para calcular o volume molecular € o método de
calculo por quadrantes e € baseado no métodos de Higo e Go [35], onde a molécula é
colocada em uma caixa retangular, sendo os lados desta caixa escolhidos como
multiplos de 2A. Cada lado ¢ dividido de 2 em 2 A, formando entdo cubos
concéntricos (nivel 1). Cada cubo é analisado e classificado em trés categorias:
interno, externo ou superficial a molécula. Se o cubo é interno ou externo ele é
descartado. Se ele é superficial, entdo € novamente dividido em cubos de 1A, o que é
chamado de nivel 2. Este processo pode ser repetido até o nivel 8, com cubos de
0,015625A. Desta forma, pode-se ter uma relacéo linear entre a area da esfera que

esta contida no cubo e o lado do cubo:

Aesfera contida — f Alado do cubo (2 ) 84)

sendo f um fator de proporcionalidade que € determinado por:

2
Aesfem 8 wr

- 2
Nc Alado do cubo Ncl

f= (2.85)

sendo r o raio da esfera, N, o numero de cubos que interceptam a superficie
molecular e / o lado do cubo. Assim, pode-se calcular a superficie de van der Waals.
Ja o volume de van der Waals é determinado pelo somatdrio dos cubos contidos na

molécula.

2.4.7 - Interagoes de van der Waals e pontes de atomos de Hidrogénio
Geralmente utiliza-se a funcdo de Leonnard-Jones, que é dada pela Equacgao

2.86, para simular as interagcbes de van der Waals [31]. Nessa equagado R, € a
distancia entre dois atomos. 4, e B, s@o parametros de van der Waals para a

interagdo de um par de atomos. R° descreve a interagdo de atragdo entre dois

atomos e R" a interacéo de repulsio causada pela exclusdo de Pauli.
A. B,
Vior = Z{_U __lj:| (2.86)
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Ci' Di'
VHbonds = Z |:R_1/2_R_1]0:| (287)

Hbonds i ij

A ponte de hidrogénio, que é dada pela Equacédo 2.87 pode substituir a
interacao de van der Waals na unido de dois atomos. O potencial vinculado a ponte de
hidrogénio n&o interfere significativamente na interacdo da molécula, por isso &

aplicada para ajustar as distancias entre esses atomos.
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O DENDRIMERO DE POLI(AMIDO AMINA) (PAMAM)

3.1 — Topologia de dendrimeros

Recentemente uma nova classe estrutural de macromoléculas tem atraido a
atencdo da comunidade cientifica, os dendrimeros. Estes polimeros sao
caracterizados por estruturas quase esféricas, tamanhos nanométricos, grande
numero de subgrupos funcionais reativos e cavidades que conferem ao polimero
elevada area superficial. Esta combinacdo uUnica de propriedades torna os
dendrimeros os sistemas perfeitos para aplicagdes em diferentes areas da quimica e
medicina.

Embora os dendrimeros tenham sido descobertos em 1978 [36], durante
alguns anos foram olhados como sendo apenas curiosidades quimicas. Somente a
partir da década de 90 observa-se um crescimento significativo de pesquisas nesta
area e um grande numero de patentes relativas as aplicagbes de dendrimeros em

biotecnologia.

Figura 3.1 — Esquematizacdo do crescimento em gera¢cdes num dendrimero PAMAM. Ao nucleos é adicionado
um conjunto de monémoros, dando origem a geragao 0, em seguida adicona-se novas unidades

monomeéricas, originando as geragdes 1, 2 e 3.
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O termo dendrimero deriva do grego, dendron = arvore e mero = parte, que
descreve bem o que sédo estas moléculas. Estas moléculas crescem a partir de um
nucleo (designado Geragao 0) e cada conjunto de unidades monoméricas adicionadas
€ designado por Geragado (Figura 3.1). Esta adicdo torna cada geragcdo mais
ramificada que a anterior até se obter uma estrutura globular e densa que nao pode
crescer mais devido a efeitos estéricos entre os diferentes ramos.

Na quimica sintética os dendrimeros séo considerados “intermediarios” entre
moléculas comuns ou convencionais e a tradicional quimica de polimeros. A “quimica
dendrimérica” (cascatas, arbordis e dendrimeros) esta expandindo esses limites
sintéticos.

Os dendrimeros sdo altamente ramificados. Essas macromoléculas
tridimensionais possuem pontos de ramificagdo em cada unidade monomérica capaz
de conduzir a estruturas com numeros de geracdo bem definidos e grupos funcionais

terminais.

Niicleo
NH3

Y
T

Yoo

. Go

Figura 3.2: Representagéo esquematica do crescimento de um dendrimero PAMAM através da rota de sintese

divergente.

Os dendrimeros sao preparados através de uma rota de sintese
tridimensional repetitiva. Como resultado desse procedimento controlado, os
dendrimeros tém sido comparados a polimeros esféricos monodispersos [35]. Os
polimeros com estrutura dendrimérica diferem dos polimeros classicos em quatro
areas distintas: (i) simetria; (ii) grau de ramificacao; (iii) funcionalizagao terminal e (iv)

monodisperséo.
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As sinteses dendriméricas envolvem um nucleo a  partir do qual
geracgdes ramificadas estendem-se concentricamente. Esta ramificagcao
da-se através de uma progressédo geométrica bem definida (Figura 3.2).

A sintese 3D envolve o uso de nucleos poli-funcionais que acumulam
unidades monomeéricas repetitivas de modo radial e exponencial capaz de construir
‘braco-sobre-braco” até que uma topologia semelhante a uma arvore seja

estabelecida, conforme Figura 3.3.

PG Ry

Figura 3.3: Representagao esquematica de uma sintese dendrimérica convergente.

Os grupos terminais na sintese dendritica sdo usados no préximo estagio do
“crescimento” molecular e, para cada nova geragdo que é formada o numero de
grupos terminais ira, pelo menos, dobrar. Através de um planejamento sintético
cuidadoso, a natureza e o numero de grupos terminais podem ser controlados
precisamente. Esta caracteristica € importante na arquitetura dendrimérica, ja que
muitas aplicacdes potenciais podem e utilizam esta propriedade.

A arquitetura dendrimérica € composta de trés importantes elementos.
Primeiramente, existe um nucleo central que, no caso mais simples, determina a

extensao inicial, a orientagao e a ramificagao, pois a funcionalidade do nucleo é que
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vai determinar o numero de ramos de cada geracdo, como sera mostrado no item
3.1.1.

Com o “crescimento” para fora do nucleo, unidades repetitivas sao
adicionadas sucessivamente. A formagdo de camadas interiores da-se pela adi¢cao
dessas unidades repetitivas. No primeiro estagio, a adicdo de uma unidade de
repeticao ao nucleo central, produz a primeira camada interior, ou geragao, neste caso
G1. O ciclo sucessivo de reagbes (adicdo de mais unidades de repeticdo) cria
geragcbes maiores de dendrimeros. No final do ciclo, uma nova camada externa é
formada, que contém os grupos funcionais terminais. O numero de grupos terminais e

a massa molar relativa (RMM) podem ser facilmente obtidos através das equacgdes:

n=N,xN/ (3.1)

RMM=MC+NC[Mb[Nf—NL—1]+Mth,§] (3.2)

b

sendo, n =numero de grupos terminais, N, = multiplicidade das ramificacbes
(pontos de ramificagao da unidade de repeticao), N, = multiplicidade do nucleo central
(pontos de ramificagdo da unidade central), G = geragdao e M; M,, M; = representam
a Massa Molar Relativa do nucleo, da unidade de repeticdo e dos grupos terminais

respectivamente.

3.1.1 — Sintese de dendrimeros

Os dendrimeros sao sintetizados através de etapas bem controladas através
de rotas divergentes ou convergentes.

O principio do método divergente é o crescimento de um nucleo central, onde
as ramificagbes sao justapostas através de etapas sintéticas repetitivas [37,38]. Este
meétodo € caracterizado por reagdes que ocorrem por um aumento do numero de
sitios reativos na molécula como se o dendrimero estivesse sendo construido “de
dentro para fora”. O procedimento geral € mostrado na Figura 3.2.

As camadas externas passam a constituir sucessivamente a estrutura
interna do dendrimero. Uma caracteristica do método divergente € que ha um rapido

aumento do numero de grupos terminais reativos. Nao obstante, quanto mais a
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molécula cresce, maiores imperfeicbes e falhas ocorrem. Isto se deve ao fato de
existir reagdes incompletas dos grupos terminais na periferia do dendrimero.

Tomalia sintetizou, acidentalmente, pela primeira vez os dendrimeros de
poliamidoamina [38] quando crescia, através de um processo padrao, polimeros de
cadeias lineares chamados poliamidoaminas. Ao adicionar metanol aos reagentes
iniciais com o objetivo de facilitar a agitacdo da mistura observou que o metanol
alterava a reagao quimica de obtencgéo do polimero linear. Ao invés disso obteve uma
poliamidamina (PAMAM) com estrutura dendritica.

Normalmente os dois mondémeros utilizados, NH>, e NH, formam cadeias
longas, ligando-se entre eles na razdo de um para um, mas a molécula formada
naquele dia, ndo era linear e consistia na ligacdo de dois grupos acrilato de metilo
(C4H60O2) a um de etileno diamina (C,HgN2). Neste caso o metanol afetou a reagao,
aparentemente facilitando a remocado do hidrogénio dos atomos de nitrogénio no
etileno diamina e permitiu ao acrilato de metilo se ligar aos atomos de nitrogénio.

Tomalia imaginou entdo um sistema molecular que crescia em grandes
estruturas simétricas construidas em etapas. Ou seja, o dendrimero era construido
por um nucleo iniciador, e que se juntava a uma segunda molécula linear,
produzindo assim os ramos do dendrimero.

A partir desta primeira sintese acidental, Tomalia ajustou as propriedades de
sintese, usando duas operacodes repetidamente, utilizando como nucleo iniciador uma
molécula de aménia. A esta molécula de amoénia foi adicionado metanol suficiente
para facilitar a substituicdo do hidrogénio da aménia pelo acrilato de metilo, e assim
criar um dendrimero de geragdo zero. Em seguida adicionou-se o0 segundo
mondmero, o etileno diamina (C,HgN2), que ataca livremente as trés moléculas do
mondémero adicionado anteriormente, obtendo-se assim o dendrimero de primeira
geragao. Depois os dois atomos de hidrogénio do nitrogénio do etileno diamina sao
substituidos novamente pelo acrilato de metilo, obtendo-se um dendrimero de
segunda geracgao. E assim sucessivamente, até se obter o dendrimero pretendido ou,
de geragéao pretendida (Figura 3.4).

A sintese divergente de dendrimeros pode ser resumida através dos
seguintes passos:

a) A escolha de um nucleo iniciador que deve possuir varios centros reativos,
como por exemplo, a amobnia que possui trés centros reativos.

b) Escolha de uma sequéncia de reacbes em que aos centros reativos do
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Figura 3.4: Rota de sintese divergente do dendrimero PAMAM de Tomalia

nucleo iniciador seja adicionado um monémero que possua mais do que um centro
reativo.

c) Usando uma estratégia de protecao e desprotegcado de grupos reativos, para
que o mondmero adicionado s reaja uma vez e com o nucleo iniciador, se for a
primeira adicdo de mondmero, ou com o dendrimero formado pelas sucessivas
adicdes de mondmero. Podem ser utilizados varios monémeros, mas o mais usual € a
utilizagcado de apenas um ou dois mondmeros diferentes.

Contudo, o processo divergente tem alguns problemas, porque o0s
dendrimeros sintetizados por este método ndo tém todos o0s mesmos pesos
moleculares, ou seja, existe uma polidispersividade, isto devido a reagcdes incompletas
e problemas de purificacdo que dao resultados a imperfeicdes na cadeia
macromolecular. Na tentativa de resolver os problemas resultantes da sintese
divergente de dendrimeros Fréchet idealizou a rota de sintese convergente.

A sintese através do meétodo convergente comeca pelo que se tornara a
“periferia” do dendrimero. O principio basico do método envolve a construgdo de
pequenos fragmentos que sao chamados dendrons. Esses dendrons sao entao,
unidos para a constituicao do nucleo central e, consequentemente, para a formagao

final do dendrimero como ilustrado na Figura 3.4.
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O material de partida contém um grupo reativo (RG1) de um lado da
subunidade estrutural e um grupo terminal (TG) na outra extremidade, que constituira,
na geragao final, a camada externa do dendrimero. Esse fragmento pode, entdo,
reagir com grupos reativos (RG2) da unidade de repeticdo, que também contém sitios
protegidos (PG). Depois da conversao para um novo grupo reativo (RG2) a sintese
pode ser continuada por reagcdo com uma segunda unidade de repeticdo. A repeticao
do ciclo de desprotegéo/reagao leva a constru¢ao de grandes dendrons. A reagéo dos
dendrons desprotegidos com grupos reativos (RG) de um nucleo terminal constitui o
dendrimero final

Fréchet [39] mostrou como a aproximagao convergente pode ser utilizada no
controle das funcionalidades de superficie e interna. Pela reacdo de uma parte do
mondmero e com uma estratégia de protegédo/desprotecdo de grupos funcionais, uma
unidade ramificada metade-reagida pode ser gerada. Uma outra parte pode ser
unida a outra parte ou ao proximo monémero, em uma etapa posterior, dando
uma unidade ramificada com funcionalidade diferente da etapa anterior
(Figuras 3.5 e 3.6).
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Figura 3.5: A incorporacao seletiva das unidades na estrutura dendritica.

Esta técnica foi utilizada com sucesso na sintese de funcionalizagdo da

superficie e do interior de dendrimeros.
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Figura 3.6: Nucleos e ramificagdes de mondmeros. Apds ser adicionados conjuntos de unidades monoméricas
ao nucleo é gerado o dendrimero de geragéo 1 (cor azul), geragéo 2 (cor marinho), geragéo 3 (cor

vermelha) e finalmente de geracéo 4 (periferia do dendrimero).

Na Figura 3.7 é ilustrada a estrutura de cada ramo do dendrimero de
polilamido amina) e a correlacdo matematica, mostrando o aumento progressivo na
ramificagdo que ocorre em cada geragao. Na Figura 3.8 é mostrada a diferenca
entre dendrimeros sintetizado usando NH3 e Etileno Diamina (EDA) como nucleos
iniciadores. O que usa NH3; como iniciador, resulta em trés ramos na geracéo 0, ja o
que usa o EDA como iniciador gera quatro ramos na mesma geragao.

A combinagdo das Figuras 3.8a e 3.8b podem ser duteis para
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a concepcao da estrutura molecular do PAMAM.

——

MA + EDA - MeOH

Figura 3.7: Estrutura e correlagdo matematica para o dendrimero poly(amidoamine). O nimero de ramos

aumenta em uma progressao geométrica de razéo 2.

4R

a. NHz core b. EDA core

Figura 3.8: Esquema de um dendrimero com trés (3.8a) e quatro (3.8b) ramos a partir do nucleo. Como o
NHs tem trés centros reativos, a primeira geragao, utilizando-o como nucleo, tera trés ramificagoes
enquanto o dendrimero que utiliza o EDA, que tem quatro centros reativos, tem 4 ramificagdes na

mesma geracao.

A Tabela 3.1 mostra a evolugao no didmetro molecular e grupos de superficie

em funcdo do numero de geragdes do dendrimero PAMAM.
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Tabela 3.1: Propriedades do PAMAM por geragdes. Para cada geragéao foi obtido o peso molecular, didmetro ,

e o numero de grupos de superficie.

Geracao Peso Molecular Diametro medido (A) Grupos de
superficie
0 0,517 15 4
1 1,430 22 8
2 3,256 29 16
3 6,909 36 32
4 14,215 45 64
5 28,826 54 128
6 58,048 67 256
7 116,493 81 512
8 233,383 97 1024
9 467,162 114 2048
10 934,720 135 4096
Relagao entre a geragao e o numero de Grupos de
superficie
4500
4000 -
()
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E 3000
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Figura 3.9: Relagao entre a geragdo e o numero de grupos funcionais do dendrimero PAMAM, mostrando que

0 numero de grupos de superficie ttm uma relagdo exponencial com o nimero de geragao.

Com os dados da Tabela 3.1 é possivel verificar que a relagdo entre a

geracao do PAMAM e o seu numero de grupos funcionais é exponencial, como mostra

a Figura 3.9 e como foi previsto na correlagdo matematica mostrada na Figura 3.7.
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Figura 3.10: Relacéo entre a geragéo e o peso molecular do PAMAM. Também tem uma relagdo exponencial.
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Figura 3.11: Relag3o entre a geracao e o diametro (em A) do PAMAM, mostrando ser praticamente uma

parabola

Também com dados obtidos da Tabela 3.1 verifica-se que a relagao entre a

geracdo do PAMAM e o seu peso molecular, mostrada na Figura 3.10, também & uma

relagdo exponencial.

Ja em relagdo ao diametro molecular isso nao acontece. O grafico
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que reflete relagao existente entre a geragdo do PAMAM e o seu respectivo didmetro,

€ praticamente uma parabola (Figura 3.11).
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MATERIAIS E METODOS

4.1 — Sintese e caracterizagao do dendrimero PAMAM

Neste trabalho, o dendrimero poli(lamido amina) (PAMAM) foi sintetizado pelo
grupo de polimeros biomédicos e bioativos da Unifei, via rota divergente utilizando
como precursor um mondmero tipo AB2 resultante da condensacao de Michael entre
o acrilato de metila e o acido 4-amino-benzdico de acordo com os trabalhos recentes
deste grupo [40]. A reagdo de polimerizacdo foi efetuada a 7160 °C por 30h em
atmosfera de argbnio. Neste trabalho foram sintetizados os dendrimeros PAMAM de
geracéo 0 e 1. Os dendrimeros obtidos foram purificados por dialise. Para controle do
indice de polidispersdo e peso molecular, o dendrimero PAMAM foi purificado por
cromatografia de permeacao em gel (GPC). A Figura 4.1 ilustra a reacédo de obtencao
do PAMAM utilizado neste trabalho.

A espectroscopia UV/Vis foi utilizada para investigagao das propriedades eletro-
Gticas do polimero obtido. Na regido espectral do ultravioleta-visivel (1500 a 7000 A),
a radiagdo promove a transi¢cao de elétrons do estado fundamental para estados
eletrénicos excitados. Ocorre absor¢ao de radiacdo quando a energia da mesma for
igual a diferenga de energia entre dois estados eletrénicos. A espectroscopia de
absorcdo no UV-Visivel compara a intensidade de um feixe de luz transmitido através
de uma amostra, com a intensidade incidente e os dados experimentais sao
expressos em termos da intensidade absorvida em fungdo do comprimento de onda
da radiacgao.

Em muitas moléculas orgéanicas e sintéticas que apresentam ligagdes duplas
envolvendo atomos de carbono, nitrogénio e oxigénio, o arranjo eletrénico é tal que as
diferencas de energia entre o estado fundamental e os primeiros estados excitados
corresponde a regido do UV-Visivel, assim, elas podem ser estudadas pela
espectroscopia de absorgao Optica. Portanto as transigdes eletrbnicas podem ser
estudadas por espectroscopia UV/Vis. Neste trabalho foi utilizado um

espectrofotometro UV/Vis Cary 50. Para tal estudo solugdes com concentragdes de
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10 mg/mL de PAMAM em etanol foram utilizadas para estudo. A célula de medida foi

uma cubeta de quartzo de volume igual a 1 mL.
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Figura 4.1: Sintetizagao, via rota divergente, do PAMAM partindo do nucleo de EDA (a), formando o PAMAM
GO (b) e finalmente o PAMAM G1 (c).

O dendrimero PAMAM também foi caracterizado por espectroscopia na
regidao do infravermelho para identificacdo dos grupos funcionais presentes na
macromolécula e confirmagao da estrutura dendritica do polimero.

A espectroscopia FTIR pode ser usada para identificacdo e caracterizacdo de
compostos organicos, inorganicos e poliméricos, como é o caso desse trabalho.
Basicamente o que se mede nesta andlise, é a fracdo da energia transmitida ou
absorvida em relagdo a incidente em determinado comprimento de onda ou numero
de onda [41]. Diversos estudos foram publicados, devido a habilidade da técnica para
detectar mudancas estruturais decorrentes de diferentes tratamentos, entre eles inclui-

se os referentes as poliamidas [42,43].
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A aplicacao de técnicas de preparacdo de amostras (transmissao e reflexao)
para analise por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, é
uma boa pratica para avaliagcdo mais completa dos materiais [42], ou seja, analise do
interior e superficie.

A microscopia FTIR € essencialmente uma técnica para a analise de micro
amostras, como é o caso desse trabalho, ou de areas especificas de uma amostra
[44]. O microscopio FTIR promove o exame visual e documentagdo da area que foi
exposta a radiacédo IR. Este poder de combinagdo da imagem visual com o poder
analitico da espectroscopia FTIR confere o sucesso a esta técnica. Ambos os modos,
transmissao e reflexao, sdo permitidos.

A espectroscopia no infravermelho se baseia no fato de que as ligagdes
quimicas das substancias possuem frequéncias de vibracdo especificas, as quais
correspondem a niveis de energia da molécula (chamados nesse caso de niveis
vibracionais) [45]. Tais frequéncias dependem da forma da superficie de energia
potencial da molécula, da geometria molecular, das massas dos atomos e do
acoplamento vibrénico. Se a molécula receber luz com 'exatamente’ a mesma energia
de uma dessas vibragoes, entdo a luz sera absorvida desde que sejam atendidos a
determinadas condigbes. Para que uma vibragao aparega no espectro IR, a molécula
precisa sofrer uma variacdo no seu momento dipolar durante essa vibracdo. Em
particular, na aproximacao de Born-Oppenheimer e aproximagdes harmdnicas, isto €,
quando o hamiltoniano molecular correspondente ao estado padrao eletrénico pode
ser aproximado por um oscilador harménico quantico nas vizinhangas da geometria
molecular de equilibrio, as frequéncias vibracionais de ressonancia sao determinadas
pelos modos normais correspondentes a superficie de energia potencial do estado
eletrénico padrao. Nao obstante, as frequéncias de ressonancia podem ser em uma
primeira aproximacao relacionadas ao comprimento da ligacdo e as massas dos
atomos em cada ponta dela.

As vibracbes moleculares sao aproximadas pelo modelo do Oscilador
Harmonico Simples (OHS) e a frequéncia fundamental da ligagdo pode ser dada pela

Lei de Hooke de acordo com a Equacéo (4.1):

y=—o %, (4.1)
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sendo v a frequéncia de vibracdo fundamental, c a velocidade da luz, k a
constante de forgca da ligagdo quimica e y a massa reduzida do sistema.

A fim de se fazer medidas em uma amostra, um raio monocromatico de luz
infravermelha é passada pela amostra, e a quantidade de energia absorvida é
registrada. Repetindo-se esta operagdo ao longo de uma faixa de comprimentos de
onda de interesse (normalmente 4000-400 cm™) um grafico pode ser construido.
Quando olhando para o grafico de uma substancia, um usuario experiente pode
identificar informacgdes dessa substancia nele.

Esta técnica trabalha quase que exclusivamente em ligagdes covalentes, e é
de largo uso na Quimica [45], especialmente na Quimica organica. Espectros bem
resolvidos podem ser produzidos com amostras de uma unica substancia com
elevada pureza. Contudo a técnica costuma ser usada para a identificacdo de
misturas bem complexas.

As amostras liquidas podem ser prensadas entre duas placas de um sal de
alta pureza (como o cloreto de sédio). Essas placas tém de ser transparente a luz
infravermelha e, dessa forma, nao introduzirem nenhuma linha no espectro da
amostra. Essas placas obviamente sdo bem soluveis em agua, entdo a amostra, os
reagentes de lavagem e o meio precisam ser anidros (isto €, sem agua).

As amostras solidas normalmente sdo preparadas misturando-se uma certa
quantidade da amostra com um sal altamente purificado (geralmente brometo de
potassio). Essa mistura é triturada e prensada a fim de se formar uma pastilha pela
qual a luz pode passar. Essa pastilha precisa ser prensada a altas pressdes a fim de
garantir de que ela seja translucida, mas isso ndo pode ser alcangado sem um
equipamento apropriado (como uma prensa hidraulica). Da mesma forma que o
cloreto de sédio, o brometo de potassio ndo absorve radiacio infravermelha, entdo as
unicas linhas espectrais a aparecer virao do analito.

O sistema otico utilizado para quantificar os espectros vibracionais de
moléculas € denominado espectrofotdmetro FTIR. Ele é baseado do interferdbmetro de
Michelson e funciona da seguinte forma: um feixe de luz infravermelha é produzido e
dividido em dois raios separados. Um passa pela a amostra, e o outro por uma
referéncia que ¢é normalmente a substdncia na qual a mostra esta
dissolvida ou misturada, como mostrado na Figura 4.2. Ambos o0s
feixes sédo refletidos de volta ao detector, porém primeiro  eles

passam por divisor que rapidamente alterna qual dos
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dois raios entra no detector. Os dois sinais sdo

comparados
entdo os dados sao coletados.
referéncia
espelhn_ :: ’ 3 = Bspelho
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Figura 4.2 [46]: Aparato tipico de um espectrofotdmetro FTIR.
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Figura 4.3 [46]: Sumario das absorgdes em moléculas organicas, em nimeros de onda (cm'1)

A Figura 4.3 mostra um sumario das absor¢gbes em moléculas organicas e a
Tabela 4.1 detalha as absorg¢des das ligagdes moleculares organicas.
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Tabela 4.1 [45]: Absorgbes das ligagbes em moléculas organicas.

Ligacao @ Tipo de ligagao

C-H Alquil

Vinil

aromatica

alcinos

aldeidos

Cc-C C-C aciclico

Tipo especifico de
ligagao

Metil

Metileno

Metino
C=CH2

C=CH

alcenos
monosubstituidos

alcenos cis-
dissubstituidos

alcenos cis-
dissubstituidos

alcenos trissubstituidos

benzeno

benzeno
monossubstituido

benzeno orto-
dissubstituido

benzeno meta-
dissubstituido

benzeno para-
dissubstituido

alcenos
monossubstituidos

alcenos 1,1-
dissubstituidos

alcenos cis-1,2-
dissubstituidos

alcenos trans-1,2-
dissubstituidos

Faixa de absorgao e
intensidade

1380 cm™ (fraca), 1460 cm”
! (forte) and 2870, 2960
cm” (ambas médias a
fortes)

1470 cm™ (forte) and 2850,
2925 cm™ (ambas médias
a forte)

2890 cm™ (fraca)

900 cm™ (forte) and 2975,
3080 cm™ (média)

3020 cm™ (média)

900, 990 cm™ (ambas
fortes)

670-700 cm™ (forte)

965 cm™ (forte)

800-840 cm™ (média a
forte)

3070 cm™ (fraca)

700-750 cm™ (forte) and
700+£10 cm™ (forte)

750 cm™ (forte)

750-800 cm™ (forte) and
860-900 cm™ (forte)

800-860 cm™ (forte)

3300 cm™ (média)
2720, 2820 cm™ (média)

1645 cm™' (média)
1655 cm™' (média)
1660 cm™' (média)

1675 cm™' (média)
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C-C conjugado

C=C aromatico

C-C triplo

Cc=0 aldeido/cetona
acidos
carboxilicos e
seus derivados

O-H alcoois, fendis

alcenos tri e
tetrasubstituidos

Dienos
com anéis benzénicos

com C=0

alcinos terminais

alcinos dissubstituidos

alifatica saturada/ciclica

de 6 membros
a,B-insaturada
ciclica de 5 membros

ciclica de 4 membros

Aldeidos
acidos carboxilicos
saturados

acidos carboxilicos
insaturados e acidos

carboxilicos aromaticos

ésteres e lactonas

anidridos
halogenetos

amidas

carboxilatos (sais)

1670 cm™ (fraca)

1600, 1650 cm™ (forte)
1625 cm™ (forte)
1600 cm™ (forte)

1450, 1500, 1580, 1600
cm’ (fraca a forte) -
sempre TODAS as 4!

2100-2140 cm™ (fraca)

2190-2260 cm™ (muito
fraca, as vezes nao visivel)

1720 cm™

1685 cm™' (também para
cetonas terminais)

1750 cm”’
1775 cm™

1725 cm™ (influéncia da
conjugagao como com
cetonas)

1710 cm™

1680-1690 cm™

1735 cm™ (influéncia da
conjugacao e do tamanho
do anel como em cetonas)

1760 and 1820 cm™
1800 cm™

1650 cm™' (associated
amides)

1550-1610 cm™' (também
para zwitterions de
aminoacidos)

3610-3670 cm™
(concentrando as amostras
alarga-se a banda e a
move para 3200-3400 cm’

)
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N-H

Cc-0

C-N

C-X
(X=F, ClI,
Br, 1)

Acidos
carboxilicos
aminas primarias

Aminas
secundarias

ions amoénio

Alcoois

Fenois

éteres

Acidos
carboxilicos

Esteres

aminas alifaticas

nitrila (ligacao
C=N)

isonitrilas
(ligacdo R-N-C)

fluoroalcanos

cloroalcanos

Primarios
secundarios

Terciarios

Alifatico

Aromaticos

Ordinaria

Trifluormetil

3500-3560 cm™
(concentrando as amostras
alarga-se a banda e a
move para 3000 cm™)

duplete entre 3400-3500
cm” e 1560-1640 cm”™
(forte)

acima de 3000 cm™ (fraca
a média)

banda larga com multiplos
picos entre 2400-3200 cm””

1050+10 cm””
cerca 1100 cm™”
1150-1200 cm™
1200 cm™’

1120 cm™’
1220-1260 cm™

1250-1300 cm™

1100-1300 cm™ (duas
bandas - distingdo das

cetonas, que ndo possuem
C-0!)

1020-1220 cm’”
(freqiientemente
sobreposta)

1615-1700 cm™" (efeitos de
conjugacao similares a
C=0)

2210-2260 cm™ (ndo
conjugada 2250 cm™,
conjugada 2230 cm™)

2165-2110 cm™ (2140 -
1990 cm™' for R-N=C=S)

1000-1100 cm’™
duas fortes, bandas largas

entre 1100-1200 cm™

540-760 cm™ (média to
fraca)
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bromoalcanos abaixo de 600 cm’’

iodoalcanos abaixo de 600 cm™

1550 cm™' (banda mais
forte) and 1380 cm™

N-O nitro compostos  Alifatica .
(banda mais fraca) -
SEMPRE AMBAS!
1520, 1350 cm”™
Aromaticos (conjugacao normalmente

reduz o numero de onda)

As absorc¢des nessa faixa néo se aplicam apenas a ligagées em moléculas organicas.
A espectroscopia IR também ¢é util quando se trata na analise de compostos

inorganicos (como complexos metalicos).

4.2 - O método MNDO/d no calculo das propriedades moleculares de um
sistema

Existem varios métodos dentro da Mecanica Quantica, que podem ser
utilizados para caracterizar e modelar uma molécula. Entre eles estdo aos Semi-
empiricos, ab Initio e DFT. Os métodos semi-empiricos tém varias vantagens
relativamente aos métodos ab Initio e o DFT. Entre essas vantagens destaca-se a
velocidade em realizar os calculos, que para pequenas moléculas ndo chega a ser um
diferencial, mas para moléculas mais complexas, como biomoléculas, que é o tipo de
molécula que este trabalho analisa, € muito relevante e chega até mesmo a ser
essencial. Outra vantagem importante é que para sistemas moleculares onde existem
uma boa parametrizacdo, os métodos semi-empiricos tém uma exatiddo comparavel
ou até mesmo até melhor do que os métodos DFR e ab-/nitio [31].

A maior ou menor exatiddo dos métodos semi-empiricos vai depender se
existe um bom banco de dados com as parametrizagdes dos compostos estudados ou
analisados. No caso deste trabalho ha um bom banco de dados referentes aos
compostos analisados, por isso a opcao pelos métodos semi-empiricos neste
trabalho.

Neste trabalho optou-se pelo método semi-empirico MNDO/d, que foi
desenvolvido por W. Thiel e A. A. Voityuk em 1992. A grande vantagem deste método
em relagdo aos demais métodos semiempiricos € que no MNDO/d o orbital d foi

adicionado ao conjunto convencional da base s-p. Dai vem o d no MNDO/d.
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Com a inclusado do orbital d o método MNDO/d mostrou-se mais preciso

outros métodos semiempiricos mais utilizados.

Erro médio nos angulos de ligagdes (graus) para alguns
elementos

14.78

4.32

2.25

7.16

2.28

9.89

6.2

2.7

1

1.1

MNDO

AM1

ECONDOO

PM3

do que os

Figura 4.4: Erro médio nos angulos de ligagbes, onde o MNDO/d é o método que apresenta o menor erro

médio nos angulos de ligagdo para o Carbono e o Nitrogénio.
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0.02

Erro médio nos comprimentos de ligagdes (A) para alguns elementos

0.053

0.108

.033

0.074

0.0310.03

0.095

0.068

0.138

0.0330.032

0.053

MNDO

AM1

‘DHICDNDO

PM3

Figura 4.5: Erro médio nos comprimentos de ligages (A) para o Hidrogénio, Carbono, Nitrogénio e Oxigénio.

Aqui o método MNDO/d praticamente tem o mesmo desempenho dos demais métodos, para os

elementos Hidrogénio e Carbono.
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O método MNDO/d também tem uma grande vantagem, principalmente em
relacdo ao método PM3, que é a realizagao de calculos hamiltoniano também para as
interacdes nucleares [47].

A seguir faz-se uma comparagéao de diferentes métodos semi-empiricos.

O calor de formagao é muito importante para estimar a afinidade por prétons
e principalmente para definir a energia necessaria para as reagdes, e 0 método
MNDO/d é o que apresenta o menor erro médio, entre os principais métodos semi-
empiricos, para o calculo do calor de formacgao [47].

O MNDO/d também tem um 6&timo desempenho no que diz respeito a
transferéncia de prétons e pontes de hidrogénio [47]. Outra propriedade em que o
método MNDO/d mostrou ser mais eficiente é o calculo do momento de dipolo elétrico
para moléculas isoladas. O método MNDO/d tem o menor erro para este tipo de
calculo.

Embora em outras propriedades, como as mostradas nas Figuras 4.4, 4.5 e
4.6, o método MNDO/d ndo tenha o melhor desempenho em relagcdo a margem de
erro, a diferenca entre o erro do MNDO/d e os demais métodos semi-empiricos nao
chega a ser significativo, principalmente levando-se em consideragao que o método

MNDO/d é muito mais rapido do que os outros métodos analisados.

Erro médio no momento de dipolo

0.9

0.8 | 0.77 o076
0.71

0.7 1 0.64

06 1 0.56 . 0.54 0.54

0.5 1 0.43
0.39 0.39
04 1

0.3
0.2

0.1

MNDO AM1 PM3

oHmECONOO

Figura 4.6: Erros médios no momento de dipolo (Debye) para os elementos Hidrogénio, Carbono, Nitrogénio e
Oxigénio. Apesar de ndo ter o melhor desempenho em relagdo aos demais métodos, a diferenga

nao é significativa.
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Considerando todas as vantagens descritas aqui, neste trabalho foram
investigadas as propriedades do PAMAM GO, G1 e parcialmente do G2, utilizando o
método MNDO/d visto que o0 mesmo obtém bons resultados no calculo do calor de
formacdo, uma propriedade fundamental no nosso trabalho. E através do calor de
formacgao que determinamos a geometria da molécula e as reagbes quimicas que ela
participa [48].

Em uma comparacdo com os outros métodos, principalmente em relacéo
aos elementos H, C, O e N, que séo os de interesse do nosso trabalho, as vantagens
que outros métodos apresentam numa aproximagao maior com os resultados
experimentais, como mostram as Figuras 4.3, 4.4 e 4.5, ndo sao suficientes para
eliminar a vantagem que o método MNDO/d tem em relag&o rapidez na realizagéo dos

calculos.

4.2.1 - HYPERCHEM

O HyperChem é um software de computagcédo quimica com diversificadas
ferramentas e utilizagdo simples. Através dele é possivel calcular a geometria
molecular, energias e forcas de interagbes e também calcula e exibe a densidade de
carga, de spin, carga atdmica, momento de dipolos e potencial eletrostatico. Os
orbitais moleculares mais importantes, que contribuem significativamente na
interpretacdo, visualizagdo e nos resultados quimicos, sdo calculados e mostrados
graficamente.

Os métodos da mecanica quéantica no HyperChem diferem na maneira
como sado feitas as aproximagdes na equagao de Schrdodinger e também como é
calculada a energia potencial. Os métodos ab initio e DFT tratam o orbital molecular
(MO) como uma combinagao linear de orbitais atdmicis (LCAQO) e nao introduz uma
nova aproximagao. Os calculos ab initio do Hartree-Fock utiliza aproximagdes nas
funcdes de ondas finais para determinar a energia, enquanto a aproximacao feita pelo
DFT a energia com a densidade eletrdnica.

O método Hiickel, por exemplo, ndo considera as interagdes repulsivas
elétrons-elétrons, e considera uma unica interagao eletron-potencial, dessa maneira a
equacao de Schrodinger fica mais simples e permite o HyperChem calcular o
potencial energético como a soma das energias para cada elétron.

Os métodos Neglect of Differential Overlap (NDO) como CNDO e INDO,

incluem as interagdes repulsivas eletrbnicas, mas as equagdes resultantes sdo néo-
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lineares. O calculo de energia inclui termos contendo interacdes de pares de elétrons.
Também incluem interac&o repulsiva nuclear, mas apenas para reduzir o numero de
carga em cada elétron para o numero de nucleos eletronicos blindados.
Outros métodos como MINDO/3, MNDO, AM1 e PM3 substituem
as interacdes repulsivas nucleares no potencial de energia por
parametrizagdes. Nesses termos sao considerados apenas  0s

elétrons de valéncia, sendo o0s outros elétrons considerados parte do nucleo.

4.3 — Calculos tedricos
Pela sua simplicidade, como ja foi visto anteriormente, neste trabalho optou-se

pelo uso da mecanica molecular como ferramenta na geragdo de uma disposig¢ao

inicial. Nesta disposigcéo foi definido como critério de convergéncia Ae <1x1073eV
para o PAMAM GO e o PAMAM G1. Ja para o PAMAM G2, como nao estava havendo
uma convergéncia, este critério foi negligenciado. A busca da configuragdo de energia
minima foi feita utilizando o método do gradiente conjugado.

ApoOs convergir e gerar, atravées da MM, a disposigao inicial, esta foi
utilizada como ponto de partida utilizando o método MNDO/d, também justificado
anteriormente, para calcular as propriedades moleculares: orbitais de fronteira, cargas
de Mdlliken, potencial eletrostatico, espectro IR e espectro UV/Vis dos
PAMAM GO e G1. Também foram calculadas, parcialmente, as mesmas
propriedades do PAMAM G2.

E sabido que dos orbitais moleculares os de fronteiras (HOMO e LUMO) s&o de
fundamental importdncia na interpretacdo das propriedades de um sistema. O
orbital HOMO indica onde se encontra o par de elétrons que pode ser removido mais
facilmente da molécula. Por sua vez o orbital LUMO indica o lugar onde a molécula
poderia aceitar elétrons mais facilmente.

As energias do HOMO e LUMO sé&o descritores muito utilizados ja que estes
orbitais tém um papel fundamental na reatividade dos compostos em muitos tipos de
reagdes quimicas. Também sao responsaveis pela formacado de muitos complexos de
transferéncia de carga. A formagédo do estado de transicdo em reagdes quimicas se
deve a interagao entre os orbitais LUMO e HOMO das espécies reagentes.

A energia de HOMO ¢ diretamente relacionada ao potencial de ionizagao e

caracteriza a suscetibilidade da molécula ao ataque de eletrofilos enquanto a energia
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de LUMO é relacionada a afinidade eletrénica e caracteriza a suscetibilidade ao
ataque por nucledfilos.

A lacuna entre HOMO e LUMO, ou seja, a diferenga de energia entre estes
orbitais € importante indice de estabilidade quimica e uma grande diferenga entre
HOMO e LUMO significa que a molécula tem alta estabilidade, ou baixa reatividade
em reacgdes quimicas. Neste caso, se a molécula € doadora de elétrons, a densidade
de HOMO ¢é critica para a transferéncia de carga.

A polarizabilidade € uma medida da facilidade com que a nuvem eletrénica de
um atomo pode ser distorcida, em fungdo do efeito de indugdo de dipolo por um
campo elétrico externo. Esta medida pode ser obtida através da diferenca de energia

AE ov0-1omo - Quanto maior for a diferenca de energia AE,,,, .0 MeNor sera a

polarizabilidade do monémero [49].

Outra das propriedades moleculares relevantes para a analise € a
determinacdo da populagdo de Mulliken, que fornece a carga em cada atomo,
indicando se os atomos que compdem uma molécula apresentam um excesso ou
deficiéncia de carga. Neste sentido, a analise da populagcado de Mulliken é uma forma
quantitativa de identificar as regides na molécula onde se acumula a carga eletrénica
(suscetiveis a ataques eletrofilos) e as regides que se encontram despopuladas de
carga (suscetiveis a ataques nucleofilicos).

Neste trabalho, analisamos as cargas atbmicas derivadas
de populagcbes Mulliken de orbitais atébmicos o que fornece uma

boa descricdo da distribuicdo eletrbnica.

4.4 - Fundamentos das técnicas de caracterizacao utilizadas neste trabalho
4.4.1- Caracterizagao espectroscépica: UV-Vis, FTIR .

O uso da interacao de radiagdes eletromagnéticas com a matéria € uma fonte
elegante de informagdo para a fisica e quimica experimental molecular. O
levantamento de dados acerca das propriedades de absorgdo, transmissédo, ou
reflexdo por parte de materiais utilizando-se de tal técnica, denomina-se
espectroscopia.

A espectroscopia UV/Vis visa determinar a intensidade e o comprimento de
onda dos fétons emitidos ou absorvidos pela substancia na regido do visivel e

ultravioleta do espectro eletromagnético. Através do maximo de absor¢do (Amax), €
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possivel determinar a diferenca de energia entre os orbitais moleculares de fronteira
HOMO e LUMO do material a ser analisado.

A espectroscopia no infravermelho é um outro tipo de espectroscopia de
absorcdo. Como as demais técnicas de absorcao, ela permite identificar composigao
de um material. Esse tipo de espectroscopia baseia-se no fato de que as ligacbes
quimicas das substancias possuem frequéncias de vibragcdo que sao especificas.
Dessa forma cada ligagdo presente na molécula absorve em um comprimento de
onda correspondente a um dos modos fundamentais de vibragdo da molécula. Uma
técnica de analise mais rapida e eficaz para se colher informagdes de absorgcdo no
infravermelho, & a espectroscopia no infravermelho usando transformada de Fourier
(FTIR). Em vez de se coletar os dados variando-se a frequéncia da radiagéo
infravermelha (IR), a radiagdo IR com todos os comprimentos de onda da faixa usada
€ guiada através de um interferémetro tipo Michelson. Depois de passar pela amostra
o sinal medido gera um interferograma. Realizando-se uma transformada de Fourier
no sinal resulta-se em um espectro idéntico ao da espectroscopia IR dispersiva

convencional.

4.5 — Estudo das Propriedades Biocompativeis do Dendrimero PAMAM

A perda de um érgédo ou de uma parte do corpo gera, além da perda da
funcdo bioldgica, transtornos sociais e psicologicos. Os avangos alcangados na
medicina e odontologia modernas, com o0 consequente aumento da expectativa de
vida, tém possibilitado o desenvolvimento de materiais sintéticos com propriedades
que mimetizam o tecido biolégico, visando a reposicdo do orgdo perdido
proporcionando uma melhor qualidade de vida para o paciente.

Os materiais sintéticos desenvolvidos especialmente para a utilizagdo em
implantes permanentes ou temporarios na medicina sdo chamados de biomateriais.
Um biomaterial pode ser definido como um material sintético ou de origem natural
utilizado em contato com o organismo humano, substituindo desta maneira o tecido
bioldgico, 6rgdo ou mesmo uma fungédo do corpo humano.

Por sua vez, a propriedade de um biomaterial ou seja, sua biocompatibilidade
pode ser definida como a habilidade de um material em desempenhar uma fungao
especifica de um tecido bioldgico ou 6rgdo sem produzir qualquer resposta biolégica
adversa local ou sistémica, ou seja, o material deve ser ndo-téxico, ndo-carcinogénico,

nao antigénico e nao-mutagénico.
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As complicag¢des oriundas dos dispositivos implantados irdo variar de acordo
com a sua aplicagao. Por exemplo, infeccdes e biodegradacao irdo afetar dispositivos
que tém aplicagdes de longa duracdo como proteses permanentes e valvulas
cardiacas. Em aplicacbes cardiovasculares, os biomateriais devem ser nao
trombogénicos ou seja, nao podera haver a formacdo de trombos na superficie do
material sintético quando este esta em contato com o sangue.

O organismo humano tem um modelo de funcionamento que pode ser afetado
por agressdes de diversas naturezas. Qualquer situagédo, ndo identificada pelo
organismo como normal ou fisiolégica, pode despertar um conjunto de reacgbes
relacionadas aos mecanismos de defesa ou de compensagdo. O agente que
desencadeia a reagao é considerado o “agente agressor” e a reagdo do organismo a
sua presenca, é a resposta ao agente agressor.

Ao ser introduzido no sistema biologico, um polimero sintético € identificado
pelo organismo humano como um agente agressor, e como tal, suscita uma série de
reagcdes que leva a alteragbes significativas no equilibrio fisiolégico do organismo
constituindo-se em um agente agressor complexo e multifatorial. As alteragbes
induzidas pelo uso de materiais sintéticos na area cardiovascular sao de
natureza hemodinamica, fisica e quimica. introducdo de stents por exemplo, é
uma condigdo anormal, em que o0 sangue esta, continuamente, em contato com
superficies estranhas, ndo endoteliais. O aparecimento de um conjunto de alteragdes
no sistema hemodinamico é, provavelmente, devido a uma resposta ou reagao
inflamatoria, desencadeada pela ativacdo dos sistemas do complemento e da
coagulagao, da cascata fibrinolitica bem como dos sistemas das cininas ou calicreina.
Essa ativacdo dos sistemas humorais especificos, ocorre imediatamente apds a
introducdo do dispositivo sintético e tem relacdo com a duragcdo do implante. O
primeiro evento resultante da interagdo entre uma superficie sintética e o sangue ¢é a
adsorcao protéica que pode influenciar nos demais eventos como adeséao plaquetaria
e a formacao de trombos.

A adsor¢cdo de fibrinogénio tem grande importancia no fenbmeno da
hemocompatibilidade dos materiais poliméricos uma vez que por ser um dos fatores
da coagulacgao, facilita a adesao de plaquetas, participando de reagdes de troca com
outras proteinas, importantes no mecanismo de coagulagao sanguinea [50].

No caso especificamente da area cardiovascular, o sangue pode circular

através de tubos ou camaras de material plastico sintético rigido, apenas
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razoavelmente biocompativel aos quais faltam, obviamente um revestimento interno
com as propriedades do endotélio vascular.

Durante o contato com a superficie sintética, as células sanguineas estao
sujeitas a acao de diversas forgas que diferem das forgas que atuam na circulagao
normal. As hemacias, os leucdcitos e as plaquetas podem ser profundamente
afetados pelo contato com as superficies da prétese sintética. Fenédmenos como a
adesao e agregacao plaquetaria sdo desencadeados, deprimindo significativamente a
funcdo das células sanguineas.

O primeiro evento decorrente da exposicdo de uma superficie sintética ao
sangue € a adsorgao de proteinas séricas seguido da adesao plaquetaria na forma de
monocamadas ou agregados. Estudos indicam que o processo de adesido de
plaquetas envolve a interacao fisica ou quimica dos receptores de membrana desta
célula com a superficie do polimero sintético.

A interagdo entre a superficie sintética e o0 sangue envolve uma
fenomenologia ainda n&o totalmente esclarecida pela literatura. Entretanto, sabe-se
que apos exposigdo ao sangue, uma série de eventos, dominantemente de adsorg¢ao
dos elementos presentes no fluido vital iniciam-se na interfase macromolécula-tecido
biolégico. Desta maneira as propriedades fisico-quimicas da macromolécula tais
como presenca de microdominios hidrofilico/hidrofobico, topologia e presenga de
cristalitos sado fatores que podem influenciar nas interacdes entre a superficie sintética
e o sistema cardiovascular [51].

De uma maneira geral, a série de fatores que determinam a formag¢ao de uma
interfase por deposicao plaquetaria sobre a superficie de um biomaterial sao
influenciadas pela termodindmica do sistema que através de variagdes entalpicas e
entropicas dirigem o potencial termodinamico de Gibbs para o processo de adeséao e
agregacao da célula sanguinea na superficie sintética [52]. Entretanto, deve-se
recordar que o carater ndo temporal da termodinamica impede o estabelecimento de
uma avaliagdo mais criteriosa da dinamica da interacdo célula sanguinea/superficie
sintética.

A adesdo de plaquetas na superficie sintética € mediada pelo fator VII da
coagulagdo sanguinea, podendo ser liberados alguns constituintes do agregado
plaquetario dentro do plasma. Estas transformacdes estdo sob o controle das
prostaglandinas, ions Ca*™, AMP e ADP. As proteinas especificas e fosfolipideos da

membrana plaquetaria sdo de importancia primordial para a aceleragéo e controle
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do processo de coagulacdo. Por sua vez, as plaquetas aderidas sobre a
superficie sintética podem ser ativadas levando ao inicio de um conjunto de
reacdes complexas que conduzem a formacgao de trombos.

Estudos recentes relacionam o inicio do processo de coagulagédo a estrutura
eletrénica do fibrinogénio humano [53,54,55], pois 0 mesmo apresenta uma estrutura
eletrbnica muito semelhante a estrutura eletrbnica de um material semicondutor, com
um band gap de 1,8 eV. Sua banda de valéncia é de 0,9 eV abaixo do nivel de Fermi
e sua banda de conducgao é de 0,9 eV acima do referido nivel [56]. O nivel de Fermi é
o nivel de energia onde a probabilidade de um estado eletrénico estar ocupado é de
50%. E sabido que os elétrons buscam ocupar os estados de menor energia, ou seja,
os elétrons ocupardo todos os estados com até um certo nivel, no caso o nivel de
Fermi. Portanto, o processo de transferéncia de elétrons ndo acontece com o fibrina,
por causa da estrutura eletrbnica da mesma, e acontece com o fibrinogénio,
igualmente por causa da estrutura eletrbnica do fibrinogénio. Pode-se afirmar, entao,
que o processo de reagao da proteina, existente no sangue, com outros materiais
(como olimero e outros materiais sintéticos) esta diretamente relacionado com a
estrutura eletrénica desse material.

Embora mais de trés décadas tenham se passado na tentativa de se
estabelecer um mecanismo preciso da interagdo entre a plaqueta sanglinea e a
superficie dos polimeros sintéticos, semelhantemente a fisica contemporanea, falta
uma teoria unificada que seja capaz de prever tanto os processos de adesao quanto
os de ativacao plaquetaria, independente da estrutura da macromolécula sintética em

estudo.

4.6— Estudo das propriedades biocompativeis do dendimero PAMAM
4.6.1 — Adsorcgao protéica

As proteinas albumina de soro humano (HSA) e fibrinogénio humano (HFb)
foram marcadas com '?°| segundo o método de Hunter-Greenwood modificado por
Biscayart [33,57,58]. Empregou-se 0,5-0,7 mCi (18,5-25,9 MBq) de radioisétopo, 20
ug de proteina em 30 puL de tampao fosfato (PBS) 0,05 M, pH 7,4. A reacao
procedeu-se a temperatura ambiente por 5 minutos adicionando-se em seguida 5 ug
de metabissulfito de sdédio em 5 uL do mesmo tampao PBS 0,05M. A purificagao da

proteina marcada foi feita por filtragdo em gel Sephadex G-100 para o BSA
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e G-250 para o fibrinogénio, para um calculo preciso dos coeficientes de distribuicao
dos picos radioativos (Kp). O coeficiente de distribuicdo permitiu a comprovacéo da
pureza e identidade do marcado.

O estudo da adsorgao de proteinas ocorreu apés o contato das superficies
sintéticas com as proteinas marcadas radioisotopicamente em cubetas de PTFE. As
superficies sintéticas foram incubadas com as proteinas marcadas (2,0 .10%
cpm.mL'1) em solucdo PBS pH 7,4 equilibradas termicamente a 37 °C. Apos
incubagao por um periodo de 2 horas a adsorgao protéica foi avaliada apds lavagem
das superficies sintéticas com PBS pH 7,4 a 37 °C. A radioatividade das superficies
PAMAM GO e PAMAM G1 foram avaliadas em um contador gama (Beckman) para a

determinacao da concentracio das proteinas adsorvidas em funcdo do tempo.

4.6.2- Adesao plaquetaria

O ensaio de adesao plaquetaria foi efetuado apds contato da superficie de
placas de Elisa revestidas com PAMAM com plaquetas marcadas com °'Cr [58].
Sangue humano foi coletado em solugdo de ACD (citrato de sddio 3,8%) e o
plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado apés centrifugagcado a 700g por 5
minutos. Apds adicdo de prostaglandina sédica (PGly, 50ug.mL™") e nova
centrifugagdo do PRP a 900g por 10 minutos as plaquetas foram re-suspensas em
solugdo de ACD pH 6,00 (6,85 mM citrato de sédio, 130 mM NaCL, 4 mM KCL e
5,5 mM de glicose). As plaquetas foram peletizadas novamente e em seguida re-
suspensas em solugédo de Hepes-Tyrode (136 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 0,42 mM
NaH;PO4, 12 mM NaHCOs;, 5,5 mM glicose, 2% BSA e 5 mM &acido 4,2-hidroxietil-1-
piperazina etanosulfénico). A concentragcdo de plaquetas foi ajustada para cerca de
2.10° células.mL™ e em seguidas foram marcadas com *'Cr pela adigdo de Nay’'CrO,
(uCi.mL'1) e incubacdo por 40 minutos a 20 °C. As plaquetas marcadas com °'Cr
foram lavadas duas vezes com o tampdo de Hepes-Tyrode, centrifugadas e re-
suspensas novamente no tamp3do. Apds ajuste para uma concentracdo de 2.10°
células.mL™, as plaquetas foram utilizadas no ensaio de ades3o plaquetaria.

Para o ensaio de adesao plaquetaria os pocos das placas de Elisa nao
revestidas e, revestidas com o dendrimero PAMAM (GO e G1) foram preenchidos (300
uL) com tampao de Hepes-Tyrode por 1 hora a 37 °C. Apds remogdo do tampao, o
PRP contendo as plaquetas marcadas com °'Cr foram adicionadas através de uma

bomba peristaltica e mantidas em condicbes de fluxo por até 4 horas. Os pogos da

105



placa de Elisa foram em seguida lavados com a solucdo tampéao de Hepes-Tyrode
contendo solugdo de MgCl, 1 mM. A radioatividade das placas foi medida em um
contador gama. Os resultados foram expressos como a média de 5 experimentos.
Para observacdo do processo de adesdo e agregacado plaquetaria nas
superficies das placas de Elisa, revestidas e n&o revestidas com o dendrimero
PAMAM (GO, G1), apés contato com o PRP os tubos foram desidratados em etanol,
secos em atmosfera de CO, (ponto critico) e apds revestimento com ouro foram

observadas ao microscopio eletrénico de varredura (SEM Phillips XL 30).

4.6.3 — Adesao de trombos

A formacao de trombos nas superficies de placas de Elisa revestidas com o
dendrimero PAMAM foi estudado por microscopia de epifluorescéncia apos o contato
das superficies sintéticas com sangue humano. Sangue humano foi coletado em
solugdo de ACD (citrato-dextrose) para impedir a hemdlise dos glébulos vermelhos.
As placas de Elisa revestidas com o dendrimero PAMAM foram inicialmente
hidratadas com solugdo PBS pH 7,4 a 37 °C por 15 minutos. Em seguida as
superficies foram colocadas em contato com o sangue humano previamente
preparado com a solucdo de ACD e em seguida a reacdes de coagulagao foi iniciada
pela adigdo de 20 uL de CaCl; a 3,8%. Apos um determinado intervalo de tempo a
reacao de formacado de trombos foi interrompida pela adicdo de solucgao fisioldgica
(NaCl a 0,9%). As superficies testadas foram mantidas por 5 minutos em solugéo de
glutaraldeido a 25% para a fixagdo dos trombos e em seguida coradas com alaranjado
de acridina para observagcdo por microscopia de epifluorescéncia. O principio da
técnica de epifluorescéncia baseia-se na incorporagdo de alaranjado de
acridina ao DNA mitocondrial. A localizagao de plaquetas ou seus

agregados ¢é feita por excitagdo do corante com luz UV [59,60].
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Caracteriza¢oes dos Dendrimeros PAMAM GO0 e G1
5.1.1 - Caracterizagdao por Espectroscopia Eletronica (UV/Vis) e por
Espectroscopia Vibracional (FTIR)

As observagdes Opticas estdo relacionadas a transicdo eletrbnica que ocorre
por absorcao de fotons por parte do material. Um espectro de absorc¢ao sera, portanto,

formado por um conjunto de bandas associadas as diversas transi¢cdes
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Figura 5.1: Espectro UV-Vis experimental do PAMAM GO e do PAMAM G1, mostrando que o de geragéo 0
tem um maximo de absorgdo em 250 nm enquanto que o de geragdo 1 0 maximo esta em
240 nm.
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Figura 5.2: Espectros FTIR do dendrimero PAMAM GO. As bandas de absor¢do em 3210 cm” e 1647 cm™ (A)

correspondem as frequiéncias caracteristicas vibracionais das aminas primarias existentes na

periferia do dendrimero PAMAM. Em (A) é observado o espectro tedrico e em (B) o experimental.

vibracionais e rotacionais possiveis dos dois estados eletrénicos envolvidos na
transicdo e dependera das regras de selecdo espectroscopicas validas para cada
caso. Na Figura 5.1 é mostrado o espectro de absor¢do na regido UV-Vis
caracteristico de dendrimero PAMAM GO e do PAMAM G1. O espectro exibiu um
maximo de absorcdo em 240 nm para o GO e 250 nm para o G1, que esta associada
a transigdes T1T-11, e corresponde a diferenga de energia entre os orbitais HOMO e
LUMO da molécula de PAMAM.
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A boa concordancia entre os espectros vibracionais tedrico e experimental

indica que os calculos de minimizagdo utilizado e o método MNDO/d foram

adequados.
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Figura 5.3: Espectros vibracionais tedricos do dendrimero PAMAM G1. As bandas de absorgdo em 2079 Hz

(A) e 3201 Hz (B) caracterizam as freqliéncias caracteristicas vibracionais das aminas primarias

existentes na periferia do dendrimero PAMAM.

A Figura 5.2 apresenta os espectro vibracionais teoérico e experimental para o
dendrimero PAMAM GO entre 3500 e 500 Hz. As bandas de absorgdo em 3210 cm™' e
1647 cm™' correspondem as freqléncias vibracionais caracteristicas das aminas
primarias existentes na periferia do dendrimero. No espectro vibracional teérico as
bandas que caracterizam as aminas primarias sdo 3265 e 1675 c¢m™'. Estes valores

estdo em boa concordancia com os valores obtidos experimentalmente, ou seja, sao

bem préximo. Para o PAMAM GO, temos % =0,0171339 e
% =0,0170006 , e como pode ser verificado para as bandas que caracterizam

as aminas primarias a diferenca entre o experimental e o calculo tedrico ficou em
torno de 1,7% Também ¢é possivel afirmar que as demais bandas obtidas
experimentalmente (entre 1000 e 1500 cm™) parecem concordar com os valores
obtidos teoricamente através da modelagem. Esta proximidade do resultado teorico

com o experimental é esperada, visto que o método utilizado neste trabalho (MNDO/d)
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€ 0 meétodo que apresenta o menor erro no comprimento e angulo de ligagcéo para o
atomo de carbono. Assim podemos verificar que esta € melhor conformacéao para a
molécula, ou seja, a conformagdo estd no minimo global. Na Figura 5.3 temos
espectros vibracionais teéricos do dendrimero PAMAM G1. Nao foi possivel obter os

espectros vibracionais experimentais.

5.2 — Modelagem Molecular
5.2.1 — Orbitais de Fronteira HOMO-LUMO

As Figuras 5.4 e 5.5 representam a distribuicdo espacial dos orbitais de
fronteira (HOMO-LUMO) e suas energias para os dendrimeros PAMAM GO e Gf1,
respectivamente. Em azul, esta representado a parte negativa da fungdo de onda e

em vermelho a parte positiva.

Tabela 5.1: Energias dos orbitais de fronteira para o PAMAM de geragdes GO e G1 Na primeira coluna esta o
valor do HOMO, na segunda o valor do LUMO e na terceira o Gap teéricos para o PAMAM de

geracgéo 0, 1 e 2 respectivamente. Na quarta coluna o valor do Gap experimental do PAMAM GO.

G HOMO LUMO Gap Gap Exp.
eV Ev Teor. (eV) (eV)
0(-9,695 - 1,923 7,772 5,165
1[-9,555 - 1,574 7,981 Nao medido
21-9,932 - 1,617 8,315 Nao medido

Da Tabela 5.1 pode-se verificar que o valor teérico encontrado para o band
gap do PAMAM GO esta bastante acima do valor experimental, mas ainda assim pode
ser considerado adequado, dada a confirmagéo da tendéncia de crescimento do gap
com O numero de geragdes, observada através de medidas experimentais
espectroscopicas, conforme pode ser observado na Figura 5.1. A diferenca entre os
valores do band gap experimental e tedrico se deve, possivelmente, a interferéncia do
solvente, pois o calculo tedrico foi realizado no vacuo e a medida experimental foi
realizada no metanol. Como o vacuo tem constante dielétrica 1 e o metanol tem
constante dielétrica 20 [60], e quanto maior a constante dielétrica, tem se verificado
em outros sistemas, maior o valor da polarizabilidade [61], devido provavelmente a
diminuicdo das interagdes coulombianas, com conseqiente aumento no grau
de liberdade eletrébnico. Portanto, a diferengca de solvente justifica a
diferenga nos resultados tedrico e experimental.

A diferenga no célculo dos orbitais de fronteiras entre os dois métodos
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HOMO - 9,695 eV

LUMO - 1.923 eV

(b)

Figura 5.4: Distribuicdo espacial dos orbitais de fronteira do PAMAM GO : HOMO (a) e LUMO (b). Aqui a cor
vermelha representa a parte positiva doS orbitais HOMO E LUMO e a parte azul representa a
parte negativa dos respectivos orbitais.
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Figura 5.5: Distribuicdo espacial dos orbitais de fronteira do PAMAM G1: HOMO (a) e LUMO (b). A cor
vermelha representa a parte positiva dos orbitais HOMO e LUMO e a parte azul representa a

parte negativa dos respectivos orbitais.

(tedricos e experimental) pode ser consequéncia do fato que o método MNDO/d utiliza
parametros de atomos isolados, ndo levando em consideragdao as interacdes

existentes entre os elétrons de mais de um centro e nem as interagdes nucleares [31].
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Analisando a distribuicdo espacial dos orbitais de fronteira para as geragdes 0 e 1,
verifica-se uma inversao em relagdo a localizagdo dos mesmos. No PAMAM GO, o
HOMO esta concentrado no centro da molécula e no G1 ha um deslocamento para a
periferia da mesma. Fendmeno oposto acontece com o LUMO, onde esse orbital se
desloca da periferia mais para o centro da molécula. Isso indica que a concentragao

de carga esta no centro da molécula.

5.2.2 — Potencial Eletrostatico

Os potenciais eletrostaticos, para os dendrimeros PAMAM GO e G1 sao
mostrados nas Figuras 5.6 e 5.7, respectivamente. Pode-se observar que existe uma
maior concentragdo de cargas na regiao do nucleo do dendrimero. A concentragéo de
carga no nucleo do dendrimero aumenta com o numero de geragao , o que evidencia
a existéncia de uma barreira potencial elevada para a transferéncia eletrbnica do
nucleo a superficie do dendrimero, sendo esta barreira tanto maior quanto maior for a
geracdo do PAMAM. Esta observacédo esta de acordo com a diferenga de energia
entre os orbitais de fronteira HOMO-LUMO como explicado anteriormente e com os
resultados experimentais referentes a espectroscopia UV/Vis observados na Figura
5.1, ou seja, quanto maior for a geragdo do PAMAM maior sera o seu band gap e por
isso sera preciso uma quantidade maior de energia para extrair um elétron.

Foi, também, determinada a polarizabilidade que € uma medida da facilidade
com que a nuvem eletrdbnica de um atomo pode ser distorcida em fungdo da
aplicagdo de um campo elétrico externo. Esta medida pode ser obtida através da

diferenca de energia AE o om0 - NESte caso, quanto maior for a diferenca de energia
AE ,om0-1umo MenNor sera a polarizabilidade do monémero. Neste trabalho, seguindo a
Tabela 5.1, observaram-se os valores AE,,,,, ;om0 d€ 7,772 eV e 7,981 eV parao

PAMAM GO e G1, respectivamente. Esta observagéo sugere que o PAMAM GO possui
uma maior polarizabilidade.

A polarizabilidade de uma molécula pode ser obtida por [10];

Y (5.1)

onde P €& o dipolotota,b, 4 ¢é o momento de dipolo do sistema

113



sem a presenga do campo (dipolo permanente) e F é o campo aplicado.

Figura 5.6: Mapa do Potencial eletrostatico 2D para o PAMAM GO. A cor azul indica carga negativa e a

vermelha, positiva.

Figura 5.7: Mapa do Potencial eletrostatico 2D para o PAMAM G1. A cor azul indica carga negativa e a
vermelha, positiva.
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5.2.3 — Distribuicao das cargas de Mulliken
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Figura 5.8: Distribuicdo de cargas (MNDO/d) do PAMAM GO (A) e G1 (B)
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Neste trabalho, analisou-se as cargas atdmicas derivadas de populacdes de
Mulliken dos orbitais atdbmicos o qual tem dado uma boa descricdo da distribuigao
eletrébnica (Figura 5.8).0 valor de cada carga pode ser observado melhor com o
auxilio das tabelas 5.3 e 5.4 e Figura 5.8. Como esperado, a carga total do PAMAM
G1 é maior do que a carga total do PAMAM GO. Isto deve-se ao fato de que com o
aumento da geragao, aumenta também a barreira que impede a remog¢ao do elétron

do centro da molécula. Assim a carga da molécula aumenta.

Tabela 5.2: Valores encontrados para o PAMAM GO e G1. Esses resultados séo tedricos e foram obtidos pelo

pacote computacionai hyperChem, utilizando como método de calculo o MNDO/d.

G | Volume | Momento | Polariza | Carga Calor de Area Superficial
Molecular Dipolar | bilidade | Total Formacéao Massa aproximada
3 (D) (A% (eV) | (kcal/mol) | (u.m.a) (A%
0 1705,94 3,453 55 -0,1824 | - 135.228683 516,69 1014,09
1 4468,80 8.207 150,7 -0,7353 | -394.261535 1429,86 2576,44
2 9988,98 5,357 341,34 - 745,789000 | 3278,24 5607,66

Da Tabela 5.2 podemos verificar que o volume molecular, momento dipolar,
calor de formacao, polarizabilidade (obtida através do comando QSAR Properties, do
programa HyperChem), massa e area superficial (aproximada) se alteram de uma
geracgao para outra nas proporgdes de 2,6; 2,4; 2,9; 2,74; 2,76 e 2,54 respectivamente
para os PAMAM’s GO e G1. Ja para o crescimento do PAMAM G1 para o PAMAM G2
a tendéncia de linearidade n&do ¢é confirmada para o momento de dipolo,
provavelmente por causa da concentragcdo da carga no nucleo da molécula. Ja para o
volume molecular, calor de formacdo, polarizabilidade, massa e area superficial
(aproximada) a tendéncia se mantém, ficando as propor¢cées em 2,23;1,892; 2,67,
2,29 e 2,18 respectivamente. Isso sugere uma correlagcédo entre elas. Entretanto, esta

. . . HOMO
observagdo ndo acontece com os orbitais de fronteira, pois ———=0,97,
HOMO,,

LUMO HOMO LUMO
ST 0,602, 92 = 1,039 @ ———92 =1,029.
LUMO,, HOMO,, LUMO,,
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Tabela 5.3: Valor da carga de cada 4tomo para o PAMAM GO calculado pelo HyperChem, através do método

MNDO/d.

IDENTIFICA(}AO DO CARGA DO IDENTIFICA(}AO DO CARGA DO

ATOMO ATOMO ATOMO ATOMO
atom 1 - C CT - 0.1605058 atom 52 - C CT - 0.1602821
atom 2 - C CT - -0.02419043 atom 53 - C CT - -0.02458906
atom 3 - C C - 0.348372 atom 54 - C C - 0.3477812
atom 4 - N N - -0.4377813 atom 55 - N N - -0.4350867
atom 5 - C CT - 0.1827331 atom 56 - C CT - 0.1840322
atom 6 - C CT - 0.05622125 atom 57 - C CT - 0.05576205
atom 7 - N NT - -0.2764678 atom 58 - N NT - -0.2746806
atom 8 - O O - -0.3608274 atom 59 - O O - -0.3625011
atom 9 - H HC - -0.009480119 atom 60 - H HC - 0.01179087
atom 10 - H HC - 0.02422923 atom 61 - H HC - 0.003596723
atom 11 - H HC - 0.01776379 atom 62 - H HC - 0.02810097
atom 12 - H HC - 0.04440379 atom 63 - H HC - 0.03373694
atom 13 - H H - 0.1742206 atom 64 - H H - 0.1756623
atom 14 - H HC - 0.02742958 atom 65 - H HC - 0.00233674
atom 15 - H HC - 0.01484454 atom 66 - H HC - 0.04099029
atom 16 - H HC - 0.01165146 atom 67 - H HC - 0.02601826
atom 17 - H H - 0.0961293 atom 68 - H H - 0.09819883
atom 18 - H H - 0.09784693 atom 69 - H H - 0.09376317
atom 19 - C CT - 0.1629801 atom 70 - C CT - 0.1622608
atom 20 - C CT - -0.0233016 atom 71 - C CT - -0.02528286
atom 21 - C C - 0.3382397 atom 72 - C C - 0.3495994
atom 22 - N N - -0.4157114 atom 73 - N N - -0.430294
atom 23 - C CT - 0.1721244 atom 74 - C CT - 0.181673
atom 24 - C CT - 0.06702137 atom 75 - C CT - 0.06285
atom 25 - N NT - -0.2800069 atom 76 - N NT - -0.2778234
atom 26 - O O - -0.3622313 atom 77 - O O - -0.3697195
atom 27 - H HC - 0.004329085 atom 78 - H HC - 0.009428918
atom 28 - H HC - 0.0360164 atom 79 - H HC - 0.02917582
atom 29 - H HC - 0.03075236 atom 80 - H HC - 0.04153693
atom 30 - H H - 0.1744724 atom 81 - H H - 0.1736023
atom 31 - H HC - 0.01745212 atom 82 - H HC - 0.001048803
atom 32 - H HC - 0.01533282 atom 83 - H HC - 0.03298342
atom 33 - H HC - 0.01410747 atom 84 - H HC - 0.02683383
atom 34 - H H - 0.09547096 atom 85 - H H - 0.0985176
atom 35 - H H - 0.09660023 atom 86 - H H - 0.09357929
atom 36 - H HC - 0.004121661 atom 87 - H HC - 0.001529455
atom 37 - C CT - 0.1623874 atom 88 - N NT - -0.44487
atom 38 - C CT - -0.02616978 atom 89 - C CT - 0.1628416
atom 39 - C C - 0.344367 atom 90 - C CT - -0.0251627
atom 40 - N N - -0.4320698 atom 91 - C C - 0.3493128
atom 41 - C CT - 0.1702538 atom 92 - N N - -0.4379592
atom 42 - C CT - 0.1361363 atom 93 - C CT - 0.1713891
atom 43 - N NT - -0.44128061 atom 94 - C CT - 0.1330435
atom 44 - O O - -0.3588843 atom 95 - N NT - -0.4411287
atom 45 - H HC - 0.04035825 atom 96 - O O - -0.3619933
atom 46 - H HC - 0.02885473 atom 97 - H HC - 0.02164286
atom 47 - H H - 0.1759707 atom 98 - H HC - -0.01040018
atom 48 - H HC - 0.01375049 atom 99 - H HC - 0.01813358
atom 49 - H HC - 0.02312201 atom 100 - H HC - 0.04644585
atom 50 - H HC - 0.007211745 atom 101 - H H - 0.1745628
atom 51 - H HC - 0.01131266 atom 102 - H HC - 0.02761686
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Figura 5.9: Identificagao de cada atomo nas moléculas de PAMAM GO (a) e G1(b)
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5.3 — Estudo das propriedades biocompativeis do dendimero PAMAM
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Figura 5.10: Adsorgdo de HSA (A) e HFb (B) nas superficies dos dendrimeros PAMAM de geragdo 0 e 1.
Obtidos pelo grupo de pesquisa de biomateriais da Universidade Federal de Itajuba

Diversos estudos tem relacionado a absorgao preferencial de albumina
ao carater nao trombogénico das superficies sintéticas organicas. A Figura
5.10 mostra a adsor¢ao de HSA e HFb sobre as superficies revestidas por
PAMAM. Observa-se que a quantidade de HSA adsorvida nas superficies
sintéticas é significativamente maior no PAMAM de maior geragédo, enquanto
que a adsorcao de HFb é relativamente menor.

A Figura 5.11 mostra as micrografias MEV para as superficies do
dendrimero PAMAM GO e G1, respectivamente apds exposi¢ao ao plasma rico
em plaquetas. As superficies de PAMAM GO apresentaram menos plaquetas
aderidas comparativamente ao PAMAM G1, evidenciando uma tendéncia
bastante significativa na melhora das caracteristicas hemocompativeis do
dendrimero de geragdo um (G1). Entretanto, deve ser observado que este
dendrimero ndo € o ideal ainda para sua aplicagao na area cardiovascular uma
vez que se notam plaquetas ativadas e com membranas desestruturadas pela
interacédo com o dendrimero.

Os resultados para a formacao de trombos sdo apresentados na Figura

5.12. Observa-se na microscopia de epi-fluorescéncia que o numero de

120



agregados é significativamente maior nas superficies do PAMAM GO, o que
parece estar em boa concordancia com os resultados de adesao plaquetaria e
adsorcao protéica. Entretanto, ainda podem ser observados trombos formados

na superficie do PAMAM G1, que o desqualifica como material para aplicacées

cardiovasculares.

Spot Magn Det WD
5 4000x SE Spat Magn et WD f——— 5 jim
V40 B000x

(A) (B)

Figura 5.11: Micrografia MEV das superficies do dendrimero PAMAM GO (A) que mostra que a
quantidade de

plaquetas aderidas a sua superficie € maior do que o numero de plaquetas aderidas a
superficie

do PAMAM de G1 (B).

B
A) (B)
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Figura 5.12: Microscopia de epi-fluorescéncia dos dendrimeros PAMAM de geracédo GO (A) e G1(B) apos
exposi¢do ao sangue humano. A mesma mostra que o numero de agregados € maior na
superficie do PAMAM GO.

Como ja foi mostrado nesse trabalho, o band gap do PAMAM aumenta
com o numero de geragao. Também foi mostrado que em um semi-condutor a
banda de condugéo esta proxima ao nivel de Fermi. Na medida que o band gap
aumenta, aumenta a distancia da banda de condugao do nivel de Fermi, ou
seja, o material passa a ser menos condutor. Os experimentos realizados aqui
demonstram, entdo, que quanto maior a geracdo do PAMAM, mais distante a
banda de conducéo fica do nivel de Fermi e consequentemente o PAMAM de

geragao superior € menos condutor do que os de geragdes menores.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Considerando-se que a investigacdo da estrutura eletrébnica do
dendrimero PAMAM GO, G1 e G2 utilizou-se métodos computacionais
aplicados na mecanica quantica, foram feitas otimizagdes geométricas para
estas moléculas com o intuito de obter a estrutura com a minima energia, ou
seja, em eu estado fundamental.

A diferencga basica entre as estruturas de PAMAM GO, G1 e G2 parece
estar no fato de que a densidade eletrbnica se concentra no nucleo do
dendrimero, observacdo esta comprovada pelo Mapa do Potencial
Eletrostatico. A diferenca de energia dos orbitais HOMO-LUMO parece estar
ligada aos processos de adsorgéo das proteinas HSA e HFb e indicam que a
analise da biocompatibilidade do PAMAM pode ser feita via métodos in silicio,
minimizando assim a experimentacdo animal. Contudo, a anadlise da
biocompatibilidade do dendrimero PAMAM deve ser analisada de forma mais
segura e rigorosa, utilizando-se outros métodos da mecanica quantica e
ampliando-se o numero de geragées da macromolécula.

Uma vez que o processo de coagulagdo do sangue envolve um
processo de oxi-reducdo, havendo transferéncia de elétrons do fibrinogénio
para a fibrina, parece razoavel assumir a diferengca de energia dos orbitais
HOMO-LUMO como um possivel descritor para o estudo da
hemocompatibilidade do dendrimero PAMAM. A medida que aumenta a
diferenca de energia dos orbitais de fronteira, aumenta também a energia
necessaria para extrair um elétron do composto. Visto que o processo de
coagulagao, que como ja foi dito, € um processo de oxi-redu¢do, um composto

que tem maior diferenga de energias dos orbitais HOMO/LUMO é um composto
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que dificulta o processo oxi-reducéo, e consequientemente, dificulta o processo
de coagulacdo. A menor diferenca de energia dos orbitais de fronteira indica
que a energia necessaria para se extrair um elétron é relativamente menor e
por isso facilita o processo de oxi-reducédo e consequentemente o processo de
coagulacdo. Logo, o incremento no numero de geragdes parece induzir a
formagdao de dendrimeros menos trombogénicos. Esta observagao esta de
acordo com a literatura.

Sempre que possivel os espectros UV-Vis e IR foram comparados com
espectros FTIR experimentais, observando-se boa concordancia entre eles.

Nao foi possivel apresentar os resultados biolégicos para o dendrimero
PAMAM G2 uma vez que o mesmo ndo apresenta boas propriedades
mecanicas (formadoras de filmes) para aplicagdes biomédicas.

Além dos resultados ja apresentados, este trabalho permite idealizar
as seguintes perspectivas:

a) investigar a mudanga conformacional e eletrénica para os
primeiros estados excitados (singleto e tripleto) com o intuito de
descobrir a forma como age o PAMAM de diferentes geragcbes sob
excitacao que faz parte do processo de interagdo com outras moléculas
biolégicas como proteinas e enzimas;

b) investigar a mudanga conformacional e eletrbnica para os
dendrimeros protonados e desprotonados quando os atomos de
hidrogénio evoluem do/para o sistema. Este também pode vir a ser outro
mecanismo do processo de interagdo com outras moléculas bioldgicas;

c) investigar, via métodos de dinamica molecular, a interacéo
formal (formal no aspecto fisico) entre os dendrimeros e as proteinas
HSA e HFb;

d) comparar com resultados experimentais que podem vir a
serem obtidos dentro do grupo de biomateriais e biomiméticos visando
um melhor entendimento do processo de excitagdo e interagao entre

sistemas bioldgicos.
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