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RESUMO

A quimioterapia envolvendo farmacos a base de Pt(ll), como a cisplatina, tem demonstrado
resultados efetivos no combate a células cancerosas, apesar dos severos efeitos colaterais
devido a alta toxicidade associada com a baixa seletividade desses agentes antitumorais. Uma
potencial alternativa para contornar essa problematica ou reduzir os efeitos colaterais consiste
da utilizacdo dos sistemas carreadores de farmacos que podem, além de proteger e carrear
altas doses de farmaco, também promover a sua liberacdo lenta e direcionada para os sitios
tumorais. Nessa perspectiva, utilizando o método da dindmica molecular, esse trabalho teve
como objetivo a investigacdo e a caracterizacdo do comportamento dinamico de complexos de
inclusdo cddp@NHC, constituidos pela cisplatina (cddp) encapsulada em modelos de
nanohorns de carbono (NHC), em solugdo aquosa. Com relagdo a esses nanocarreadores a
base de carbono, avaliou-se tanto a potencialidade de modelos pristinos, que se diferenciavam
em funcdo do angulo de abertura do cone, quanto de modelos oxidados (NHCox) e reduzidos
(NHCh) que se distinguiam em termos do tamanho das nanowindows funcionalizadas
resultantes de diferentes graus de oxidagéo e reducédo. Os resultados indicaram a presenca de
até 36 moléculas de agua no interior das cavidades dos NHC pristinos, dependendo no angulo
de cone e da presenca da cddp. Algumas dessas moléculas de solvente foram expulsas com a
inclusdo da cddp, apesar de mais de 10 terem permanecido confinadas. Em contraste,
complexos com modelos de NHCox e NHCh comportaram até 17 e 15 moléculas de solvente,
respectivamente. O aumento do grau de oxidacdo também se mostrou relevante para a
ampliacdo da area acessivel ao solvente e, consequentemente, para a reducdo da
hidrofobicidade dos NHC. A obstrucdo das nanowindows funcionalizadas impossibilitou o
efeito da liberacdo da cddp. Como reportado em estudos experimentais, as energias livre de
ligagdo (A,G) calculadas apontaram que a formagdo de todos os complexos de incluséo
estudados foi termodinamicamente favoravel em solucdo aquosa, 0 que sugeriu a
potencialidade dessas nanoestruturas como carreadoras de farmacos. Enquanto para 0s
complexos com o NHC pristino mais favoravel a A,G média foi de -35 e -79 kcal.mol™ para a
inclusdo de uma e duas cddp, no caso daqueles com os NHCox e NHCh, os referidos valores
foram de -47 e -77 kcal.mol™ e de -40 e -74 kcal.mol™ respectivamente, sendo que a maior

parte dessa estabilidade foi proveniente das contribui¢des de van der Waals.

Palavras-chave: Nanohorns de carbono. Sistemas carreadores de farmacos. Cisplatina.

Dinamica Molecular.



ABSTRACT

Chemotherapy involving Pt(I1)-based drugs, such as cisplatin, has demonstrated effective
results against cancer cells, despite the severe side effects due to the high toxicity associated
with the low selectivity of these antitumor agents. A potential alternative to overcome or
decrease the side effects is to use drug delivery systems, which can provide protection against
degradation, carry high doses of the anticancer drug and promote its slow and targeted release
to the tumor sites. Herein, by using the molecular dynamics method, the purpose of this work
was to investigate and characterize the dynamical behavior of the inclusion complexes
cddp@CNH, formed by the encapsulated cisplatin (cddp) inside carbon nanohorns (CNH)
models, in aqueous solution. In relation to these nanocarriers based on carbon atoms, it was
evaluated the potentiality of both pristine models with different opening cone angles, and
oxidized (CNHox) and reduced (CNHh) models, which were distinguished in terms of the
size of the functionalized nanowindows generated by oxidation and reduction stages. The
results indicated the presence of up to 36 water molecules inside the empty CNH cavity,
depending on the cone angle and the presence of the cddp. Some of these solvent molecules
are expelled out to the bulky upon cddp inclusion, although more than 10 molecules remain
confined. In contrast, the complexes including CNHox and CNHh prototypes carried up to 17
and 15 solvent molecules, respectively. The increase in the degree of oxidation was also
relevant for the expansion of the solvent accessible surface area, and consequently, for the
hydrophobicity reduction of CNH. The effect of cddp release was made impossible by the
obstruction of functionalized nanowindows. Moreover, as reported in experimental studies,
the calculated binding free energy (A,G) pointed out that the inclusion complexes formation
between CNH structures and up to two cddp molecules was thermodynamically favorable in
aqueous media, which suggests the potential of this carbon nanostructures as drug carriers.
While for the complexes with the most likely pristine CNH the average A,G was -35 and -79
kcal mol™ for inclusion of one and two cddp, respectively, for the complexes with CNHox
and CNHh the referred values of the average A,G were -47 e -77 kcal mol™ and -40 e -74 kcal
mol™ respectively, with most of the complex stability coming from the van der Waals

contributions.

Keywords: Carbon nanohorns. Drug delivery systems. Cisplatin. Molecular dynamics.
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1. INTRODUCAO

Em 2017, a Organizacdo Mundial da Satde publicou em seu relatério intitulado Guide
to Cancer Early Diagnosis que anualmente, a estimativa mundial para o numero de
diagnosticos de cancer ultrapassava a faixa de 14 milhGes, e que apenas em 2015 a
mortalidade acarretada pela doenga chegou a 8,8 milhdes de casos na populacdo global.
Segundo o0 documento, esse cenario critico assola principalmente o0s paises em
desenvolvimento, nos quais os diagnosticos tardios associados a menor acessibilidade a
tratamentos contribuem ainda mais para a taxa de letalidade do cancer (WORLD HEALTHY
ORGANIZATION, 2017).

No Brasil, a situacdo também é alarmante, uma vez que 60% dos portadores de cancer
obtém o diagnostico da doenca ja em estagio avancado, conforme indicado nos relatérios
publicados pelo Instituto Nacional do Céncer - INCA (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2017). Esse 6rgéo auxiliar do Ministério da Salde ainda contabilizou em suas
estimativas para o biénio 2018-2019, 600 mil novos casos por ano dessa doenga no territério
brasileiro, cujo perfil de incidéncia envolve principalmente os canceres de préstata, pulmao,
mama feminina, célon e reto (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2017).

Diante a esse crescente problema de salde publica global, envolvendo politica e
economia, o cancer tem sido alvo de pesquisas em diferentes areas do conhecimento
correlacionadas com a oncologia, com o intuito de promover melhorias em seu diagnéstico e

tratamento.

1.1 CANCER

O termo cancer engloba uma série de doencas complexas que possuem como
caracteristica comum a multiplicacdo desordenada de células de uma determinada parte do
corpo humano que se tornam invasivas e formam os chamados tumores. Esse comportamento
se opde ao ciclo de uma célula normal que se subdivide em etapas como a formacao, o
crescimento, a divisdo para formar novas células conforme a demanda do corpo, o
envelhecimento e a morte celular (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2017). Além de ndo
responderem a sinais bioldgicos do corpo e serem menos especializadas do que as células
normais, as células cancerosas podem induzir células sadias nas vizinhangas a formarem

vasos sanguineos com o intuito de nutrir os tumores, e até mesmo promover a substituicdo

19



celular, acarretando na perda das func¢des dos tecidos invadidos (INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER, 2017). Se o desenvolvimento das células cancerosas é lento e forma uma
massa celular localizada com uma pseudocapsula fibrosa, o tumor é classificado como uma
neoplasia benigna ou um tumor benigno que, em geral, ndo exibe um risco de vida. Por outro
lado, uma neoplasia maligna ou tumor maligno se caracteriza por uma multiplicagdo celular
acelerada, a qual representa um grande risco, uma vez que esse tumor pode atingir o estagio
da metastase, no qual as células cancerosas invadem a corrente sanguinea e 0S Vvasos
linfaticos, atingindo 6rgéos vizinhos ou distantes, o que configura o estagio critico e letal da
doenga (SUDHAKAR, 2009).

Além do crescimento rapido, destrutivo e infiltrativo, as neoplasias malignas possuem
um alto grau de diferenciacdo celular com relacdo as células que as originaram.
Especificamente, a analise da morfologia dessas células no microscépico indica caracteristicas
tipicas como irregularidades no citoplasma, alteragdes na membrana celular e atipias nos
ndcleos, em termos tanto do formato, quanto nas dimensdes e cromatismo (MANUAL DE
BASES TECNICAS DA ONCOLOGIA, 2013).

O mecanismo de desenvolvimento de um céancer esta diretamente relacionado com
alteracbes no DNA durante o ciclo das células normais. Essas mutacdes podem ser
provenientes de fatores externos, como a exposi¢do e a interagdo com ambiente, e por fatores
internos como a carga hereditaria (SUDHAKAR, 2009). Entretanto, estudos revelam que a
incidéncia de cancer atribuida a fatores genéticos correspondem apenas a 5 a 10% de todos 0s
casos, em contraste a faixa de 90-95% relacionados ao ambiente e estilo de vida que incluem
os fatores de risco como o tabagismo, o consumo excessivo de alcool, dietas caracterizadas
pelo excesso de gorduras e carne vermelha, a obesidade, o estresse e a exposi¢cdo ao sol
(ANAND, et al., 2008). Evitar ou reduzir ao maximo esses fatores constitui uma importante
medida preventiva a essa complexa doenca.

Em geral, os tratamentos do cancer envolvem uma combinagdo de modalidades como
a cirurgia, a radioterapia, a imunoterapia, o transplante de medula éssea, a transfusdo de
sangue, a quimioterapia, entre outros procedimentos (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2018). Com relagdo a cirurgia oncologica, esse tipo de tratamento envolve a remog&o integral
do tumor do paciente sob anestesia, podendo ser realizada tanto para fins curativos como
paliativos. No caso da radioterapia, radiagdes ionizantes como, por exemplo, os raios-X, sdo
utilizadas para impedir ou eliminar células cancerosas dos tumores por meio de um
procedimento indolor em um aparelho de radioterapia (INSTITUTO NACIONAL DO
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CANCER, 2018). A imunoterapia consiste em um uma modalidade, que ainda nio é
amplamente empregada como as demais terapias, baseada tanto no estimulo quanto no auxilio
do sistema imunoldgico para o ataque as células tumorais, por meio dos imunoterapicos
como, anticorpos, vacinas e inibidores. O tratamento via transplante de medula Gssea é
direcionado para canceres que afetam as células do sangue como as hemadcias, plaquetas e
glébulos brancos. Basicamente, esse transplante envolve a troca da medula 6ssea afetada por
uma saudavel (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2017). Especificamente, a quimioterapia

sera discutida na préxima subsecao.

1.2 A QUIMIOTERAPIA DO CANCER E AS CLASSES DE QUIMIOTERAPICOS

A quimioterapia tem sido apontada como uma das principais abordagens classicas de
tratamentos do cancer, que sdo tipicamente utilizadas em conjunto com as radioterapias e/ou
cirurgias, contra os Vvarios tipos de cancer englobando os metastaticos e os localizados.
Baseada na administracdo de medicamentos, denominados quimioterapicos, com intuito de
combater as células cancerosas, a quimioterapia pode ser aplicada via oral, intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intratecal e topica (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,
2018).

Com base na estrutura e funcdo, os quimioterapicos sdo classificados em agentes
alquilantes, antimetabdlitos, antibidticos antitumorais, nitrossureias, alcal6ides da vinca,
agentes hormonais e miscelanea.

Os agentes alquilantes sdo farmacos antineoplasicos que formam derivados com o
acido desoxirribonucléico (DNA) por meio de ligacGes, acarretando, consequentemente, em
alteracdes importantes no ciclo celular de células em repouso ou em ativa divisdo, como a
supressdo de etapas como a replicacdo e a transcricdo (RIUL & AGUILLAR, 1999).

Os agentes antimetaboélitos, os quais exibem uma semelhanca estrutural com 0s
metabolitos naturais essenciais, sdo farmacos que quando internalizados na celula tumoral,
enviam mensagens erréneas e exercem o bloqueio bioguimico da sintese de DNA por meio de
interposices com o DNA e o acido ribonucléico (RNA) na fase S da divisdo celular
(ALMEIDA, et al, 2005).

Os agentes antineoplasicos denominados antibioticos antitumorais sdo derivados do
processo de fermentacdo de fungos com atividade citotoxica. Por meio do mecanismo de

intercalacdo, essa classe de farmacos pode interferir na sintese dos &cidos nucléicos DNA e
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RNA, impedindo o crescimento e a multiplicacdo celular. Esses medicamentos s&o
direcionados principalmente para casos envolvendo infec¢bes (RIUL & AGUILLAR, 1999).

A classe das nitrosureias envolve agentes antineoplasicos alquilantes lipossoluveis
que, consequentemente, sdo capazes de atravessar a barreira hematoliquorica. Esses farmacos
podem induzir danos tanto em células em repouso quanto em células com um mecanismo de
divisdo ativa (RIUL & AGUILLAR, 1999).

Os alcaldides da vinca consistem em uma classe de quimioterapicos antineoplasicos
derivados de produtos naturais nitrogenados que atuam como inibidores mitoticos.
Basicamente, esses farmacos atuam por meio da supressdo do processo de formacdo de
microtubulos que, consequentemente, interrompe o processo de divisdo celular na etapa da
metéfase (RIUL & AGUILLAR, 1999, ALMEIDA, et al, 2005).

Agentes hormonais também formam uma classe de quimioterapicos que podem ser
empregados para inibir o crescimento tumoral, uma vez que o proprio desenvolvimento de
alguns tumores mantém uma relacdo com 0s niveis hormonais. Apesar de nao serem
citotoxicos, esses farmacos sdo direcionados principalmente para um tratamento paliativo
(RIUL & AGUILLAR, 1999, ALMEIDA, et al, 2005).

O grupo de agentes antineopléasicos denominado miscelanea engloba farmacos que
possuem tanto mecanismos de acdo variados ou até mesmo desconhecidos, quanto a
toxicidade e outros aspectos sem precedentes na literatura (RIUL & AGUILLAR, 1999).

Um resumo envolvendo as classes e 0s principais agentes quimioterapicos, bem como
as respectivas indicacdes para o tipo de cancer, esta organizado na Tabela 1 (AMBOSS,
2019).

1.3 AGENTES ANTINEOPLASICOS A BASE DE Pt(ll)

O emprego dos complexos de coordenacdo de Pt(ll) na quimioterapia do cancer
iniciou-se com metalodroga cis-diaminodicloroplatina(ll), também conhecida como cisplatina
(cddp) (Fig. 1, 1) que continua sendo um dos farmacos antitumorais amplamente empregados
e eficazes para o tratamento de uma variedade de tumores sélidos como no pulméo, figado,
bexiga, mama, cabeca e pescoco. (DUAN, et al, 2016). Comercializado como Platinol®, esse
farmaco pioneiro a base de Pt(ll) apresenta uma acentuada atividade antitumoral para os

canceres nos ovarios, testiculos e na vesicula (ALMEIDA, et al, 2005).
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Tabela 1 - Agentes quimioterapicos.

Classe

Farmaco

Indicacéo

Ciclofosfamida

Leucemias, mieloma maltiplo

Tumores ginecoldgicos,

Ifosfamida A =
cancer de pulméo
Busulfan . e .
. Mieloma mdltiplo, leucemia
Clorambucil e L o
. linfoide e mieldide crénica
Agente alquilantes Melfalano
Temozolomida Glioblastoma
Cisplatina Céancer de bexiga
Carboplatina Cancer de pulméo
Oxaliplatina Cancer nos testiculos, ovarios
e colorretal
Sarcomas, coriocarcinoma,
Metotrexato limfomas, leucemia linféide
aguda,
Pemetrexede Mesotelioma pleural, cancer
de pulméo
Citarabina Cancer de mama

Antimetabdlitos

5-fluorouracil

Carcinoma de células
uroteliais

Gemcitabina

Cancer colorretal

Capecitabina

Cancer de pancreas

6-mercaptopurina

Leucemias agudas

Antibioticos antitumorais

Cladribina Leucemias de células pilosas
Fludarabina Leucemia linfocitica cronica
Leucemia mielodide crbnica,
. L trombocitemia essencial,
Hidroxiureia o A
policitemia vera, profilaxia da
crise falciforme
. Cancer nos testiculos, linfoma
Bleomicina

de Hodgkin

Actinomicina-D

Tumor de Wilms, sarcoma de
Ewing, Rabdomiossarcoma

Tratamento paliativo de varios

Mitomicina-C
tumores
. . Carmustina e Lomustina Tumores cerebrais
Nitrosureias - :
Estreptozotocina Insulinomas

Alcaloides da vinca

Agentes hormonais

Vincristina Varios tumores solidos
Vinblastina Leucemias, limfomas

i Tratamento paliativo de
Prednisona

leucemias e linfomas

Metilprednisolona

Prevencéo de nauseas e
vOmitos da quimioterapia

Dexametasona

Reducéo dos sintomas da
fadiga em pacientes com
cancer

FONTE: Adaptado de AMBOSS, 2019.
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Embora a cisplatina tenha sido primeiramente sintetizada em 1844 por Michele
Peyrone (PEYRONE, 1844), a sua atividade antitumoral foi acidentalmente identificada em
1965 por Rosenberg e colaboradores (ROSENBERG, et al., 1965). Com a aprovacédo
comercial em 1971, primeiramente para o tratamento do cancer de testiculo e de ovario, a
cddp constituiu a primeira geracdo de complexos antitumorais baseados em Pt(l) (MJOS &
ORVIG, 2014; DUAN, et al., 2016).

Figura 1. Complexos de Pt(Il) com atividade antitumoral: cisplatina (1), carboplatina (2),

oxaliplatina (3), nedaplatina (4) e lobaplatina (5).
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FONTE: Elaborado pelo proprio autor.

Além desse farmaco pioneiro e bem sucedido, existem outras geracdes de complexos
aprovados a base de platina que sdo administrados no tratamento contra o cancer como a
carboplatina (cis-1,1-ciclobutildicarboxilatodiaminoplatina(ll)) (Fig. 1, 2), a oxaliplatina (cis-
oxalato-trans-1-1,2-diaminociclohexanoplatina(ll)) (Fig. 1, 3), a nedaplatina (cis-
diaminoglicolatoplatina(ll)) (Fig. 1, 4) e a lobaplatina
(lactatodiaminometilciclobutanoplatina(ll)) (Fig. 1, 5). Enquanto a cddp e a carboplatina sdo
farmacos aprovados no mundo todo, a oxaliplatina é aprovada em alguns paises, a nedaplatina
no Japdo e a lobaplatina apenas na China (ABU-SURRAH & KETTUNEN, 2006). As
estruturas desses complexos de Pt(11) estdo apresentadas na Figura 1.

O alto potencial antitumoral da cddp estd conectado ao mecanismo de acdo desse
farmaco que é capaz de induzir danos no DNA das celulas tumorais e, portanto, inibir etapas
vitais do ciclo celular, acarretando no acionamento de mecanismos de morte celular

programada, também denominada apoptose (AJIMA, et al., 2005). Entretanto, as terapias com
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essas metalodrogas, especialmente no caso da cddp, resultam em severos efeitos colaterais aos
pacientes acometidos por um cancer, como nhauseas, VvOmitos, nefrotoxicidade,
neurotoxicidade, ototoxicidade, extrema fadiga, entre outros. A variedade de efeitos colaterais
da cddp encorajou a pesquisa e o desenvolvimento de analogos dessa metalodroga, resultando
nos farmacos de segunda e terceira geragdo, cujas estruturas foram apresentadas na Figura 1.

Apontada como o segundo farmaco de Pt aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration), a carboplatina (Fig. 1, 2), a qual é comercializada como Paraplatina®,
apresenta o grupo carboxilato no lugar dos grupos cloreto da cddp. A sua toxicidade é inferior
em relacdo a cddp, uma vez que ela possui maior solubilidade em agua devido a esse grupo
carboxilato, menor reatividade e maior facilidade para a excrecdo pela urina. Apesar de essas
caracteristicas possibilitarem o emprego de uma maior dose do farmaco no organismo, a
carboplatina demonstra uma menor atividade antitumoral contra alguns canceres, se
comparada com a cddp (NEVES & VARGAS, 2011).

Comercializada como Eloxatina®, a oxaliplatina (Fig. 1, 3) possui 0 grupo oxalato
como grupo abandonador e o ligante diaminocicloexano. Uma vez que 0s adutos dessa
metalodroga ndo sdo identificados pelos mecanismos de reparo do DNA, esse agente
antineoplésico demonstra maior atividade contra celulas resistentes & cddp. Além disso, a
oxaliplatina se destaca frente a cddp em funcdo da reducdo significativa da nefrotoxicidade
(NEVES & VARGAS, 2011).

Os medicamentos nedaplatina e a lobaplatina ainda ndo receberam a aprovacao
comercial mundial pela FDA. Com relacdo a nedaplatina, o farmaco tem apresentado uma
efetividade contra tumores comparavel a da cddp associada a um decréscimo das toxicidades
renais e gastrointestinais (SHIMADA, et al, 2013). Supostamente, a lobaplatina também se
destaca no sentido de superar a resisténcia tumoral observada com a administracdo da cddp e
da carboplatina. Entretanto o mecanismo de acdo desses dois farmacos ainda ndo foi
totalmente elucidado, bem como resultados conclusivos em termos de atividade antitumoral e
toxicidade (McKEAGE, 2001).

Vale ressaltar que essa familia de antineoplasicos a base de Pt(ll) (ver Figura 1) é de
grande relevancia, uma vez que de 40 a 80% de portadores de um determinado cancer
recebem um tratamento incluindo um ou mais medicamentos dessa classe. Em vista disso, a
pesquisa por metalodrogas de platina para a terapia do céncer tem avancado para
desenvolvimento de farmacos cada vez mais eficientes (NEVES & VARGAS, 2011). Nessa

direcdo, surgiram os chamados complexos de platina ndo-tradicionais como os derivados trans
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os compostos polinucleares de Pt(I1), complexos de Pt(IV) e os complexos hibridos (NEVES
& VARGAS, 2011).

Uma vez que a cddp ainda é empregada na quimioterapia de uma ampla variedade de
canceres (LAU & ENSING, 2010), essa metalodroga foi selecionada como o sistema
protétipo de complexo a base de Pt(ll) investigado nesse trabalho, cujo estudo poderd ser
ampliado para os demais andlogos apresentados na Figura 1. Além de ser apontada como um
dos farmacos mais proeminentes e bem sucedidos para determinados canceres (TING, et al,
2010), a cddp também tem sido alvo de uma serie de estudos tanto experimentais (DUAN, et
al, 2016; BEYDOKHTI, et al, 2016; GUVEN, et al, 2017) como tedricos (NEJAD &
URBASSEK, 2019; LV, et al, 2018; MEHRJOUEL, et al, 2017).

A problematica da quimioterapia com o agente antineoplasico cddp esta intimamente
relacionada com a rapida liberacdo desses quimioterapicos, e a subsequente inabilidade para a
diferenciacdo entre células cancerosas e as sadias (GUVEN, et al., 2011). Diante a esse
quadro critico associado a alta incidéncia de cancer prevista nas proximas décadas, torna-se
relevante o desenvolvimento de terapias com mecanismos de liberacdo de moléculas
antitumorais eficientes e seletivos, a fim de se promover um melhoramento na qualidade do

tratamento de pacientes acometidos por um determinado tipo de cancer.

1.4 NANOHORNS DE CARBONO: POTENCIAIS CARREADORES DE FARMACOS

No contexto das pesquisas por novas tecnologias para tratamentos do cancer, a
nanomedicina tem se destacado como um campo multidisciplinar, inclusive com a quimica,
em constante desenvolvimento e representando a convergéncia para os futuros farmacos e
terapias (HARE, et al., 2017). Nessa ciéncia, uma abordagem promissora e amplamente
estudada para reduzir a alta toxicidade dos agentes antineoplasicos envolve o encapsulamento
dos mesmos nos drug delivery systems (DDS). Esses sistemas carreadores possibilitam o
transporte de altas doses de farmacos e a respectiva liberacdo controlada e direcionada para 0s
sitios tumorais, alcancando assim uma Otima eficiéncia terapéutica caracterizada,
principalmente, pela minimizag&o dos efeitos colaterais (JAIN, et al., 2015).

Uma série de DDS tém sido empregados e investigados na literatura como, por
exemplo, os lipossomos, micelas poliméricas, ciclodextrinas, nanotubos de carbono, entre
outros com o intuito de melhorar a acdo farmacoldgica desses complexos antitumorais
(KUSHWAHA, et al., 2012; JAIN, et al., 2015).
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Nesse contexto, os nanohorns de carbono (NHC) constituem uma potencial categoria
dos DDS a base de carbono (Fig. 2B) que foram identificadas por lijima e colaboradores em
1999 (INIMA, et al., 1999) como um forma alotrépica do carbono caracterizada por uma
regido tubular com didmetro tipico de 2-5 nm e comprimento na faixa de 40-50 nm, sendo que
uma das extremidades é fechada com um formato conico e dngulo médio de 20°. Além disso,
imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo revelam que os NHC séo obtidos
experimentalmente como agregados, denominados Dahlia (Fig. 2A), com uma geometria
esférica de didmetro em torno de 100 nm e contendo milhares de estruturas individuais de
NHC, cujas pontas (extremidade conica) se dispdem radialmente para fora a partir do centro
desse cluster. (KAROUSIS, et al., 2016).

Figura 2. Dimens6es do agregado Dahlia de NHC (A) e de um NHC individual tipico (B).

Tubular

L~ 40-50 nm

(A)
*Qs parametros D, L e 0 referem-se ao diametro médio, comprimento e angulo de cone,

respectivamente.

FONTE: Elaborado pelo proprio autor.

Em contraste aos nanotubos de carbono (NTC), os NHC sdo obtidos com alta
pureza, uma vez que a sintese ndo envolve a utilizagéo de catalisadores metalicos que podem
gerar impurezas, resultando assim em wuma toxicidade negligenciavel in vivo e,
consequentemente, na dispensabilidade de etapas de purificacdo, fatores esses que configuram

um grande interesse industrial (KAROUSIS, et al., 2016). A baixa toxicidade aguda desses
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nanomateriais também foi confirmada por Miyawaki e colaboradores ao longo de um
extensivo estudo toxicolégico in vitro e in vivo, indicando que eles ndo sdo carcinogénicos
(MIYAWAKI, et al., 2008). Além disso, Zhang e colaboradores reportaram que os NHC
podem ser biodegradados in vivo por macrofagos e pela oxidagdo catalisada pela enzima
mieloperoxidase (ZHANG, et al., 2015). Recentemente, uma publicacdo na Nature
Communications voltada para a comparagdo da internalizagcdo celular e a subsequente
nanotoxicidade entre NHC e NTC demonstrou um menor grau de citotoxicidade e de disturbio
das biomembranas no caso dos NHC, indicando assim, um futuro promissor desses
nanomateriais em termos de aplicacGes biomédicas (HE, et al., 2018). Além disso, a ampla
superficie associada com as relacbes dos diametros, comprimentos e angulos de cone,
conforme indicado na Fig. 2, otimizam ainda mais a absorcdo e liberacdo de complexos
encapsulados, o que possibilita a utilizacdo dessas nanoestruturas no contexto das
quimioterapias do cancer como carreadores de farmacos antitumorais (AJIMA, et al., 2006).
Com relacdo aos métodos de sintese, os NHC brutos podem ser produzidos via
descarga por arco, ablacdo por laser e pelo aquecimento Joule. Devido a alta eficiéncia, o
método de ablacdo por laser tem sido a base da atual producdo comercial em larga escala dos
NHC (KAROUSIS, et al., 2016). Nesse processo, 0s NHC sdo sintetizados via ablagdo por
laser de CO, de um alvo de grafite com dimensdes de didmetro e altura de 100 e 500 mm,
respectivamente. A Figura 3 apresenta os detalhes desse processo de producdo dos NHC.

Figura 3. Esquema do processo de producdo em larga escala dos NHC brutos.

Laserde CO, /
ca Pluma
d am;“;a Cimara de
e coleta 5
l produiao Ciamara de troca
v - \\f/ v
w2 e QS0
sl .
Uy ¥
Nanohorns de carbono Alvo de grafite

FONTE: Adaptado de Sigma-Aldrich, 2018.

Como apresentado na Figura 3, a sintese dos NHC é processada em um sistema

constituido por trés camaras fechadas sendo elas o reservatdrio de alvos de grafite (Exchange
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chamber), a cdmara de produgéo (Production chamber) e a cAmara de coleta (Collection
chamber). Essas cdmaras sdo submetidas a um fluxo de gas inerte, em geral com o gas
argonio, tipicamente na pressdo de 760 Torr e na temperatura ambiente. A sintese € procedida
sem a inclusdo de catalisadores metélicos, e com um rendimento em torno de 95 %
(KASUYA, et al., 2002). Durante esse processo, 0s NHC s&o depositados e coletados a partir
do fundo da cdmara, podendo atingir, em escala industrial, uma produgdo de até 1 kg/dia
(Sigma-Aldrich, 2018).

Entretanto, os NHC puros ou brutos possuem caracteristicas indesejaveis como a baixa
reatividade e solubilidade em solugbes aquosas, uma vez que essas estruturas Sao
caracterizadas por uma alta hidrofobicidade, comprometendo assim as interagdes com 0 meio
fisiolégico. A fim de se contornar esse problema, torna-se necessario a aplicacdo de
tratamentos quimicos pos-sintese com o intuito de promover a ativacdo e a dispersdo dos
NHC. Nesse sentido, o processo de oxidacdo é uma alternativa de tratamento quimico
utilizada para a funcionalizagdo dessas nanoestruturas por meio da inclusdo de grupos
funcionais oxigenados como carbonilas, carboxilas, hidroxilas, entre outros (KAROUSIS, et
al., 2016). Em geral, os processos oxidativos comumente utilizados para os NTC e NHC
envolvem reacfes com O, ou com outros agentes oxidantes como 0 H,O, e 0 KMnO,. Além
disso, solugdes &cidas de HCI, H,SO4, HNO3 e até mesmo misturas desses acidos, como por
exemplo H,SO4,/HNO3, em diferentes proporcbes também sdo empregadas nesses tratamentos
quimicos (PORTO, et al., 2018). Além do aumento da hidrofilicidade, os processos
oxidativos também proporcionam um significativo aumento da reatividade desses materiais de
carbono, devido a inclusdo de defeitos topoldgicos em funcdo da intensidade do agente
oxidante empregado no processo. Essa versatilidade para modificagfes quimicas é outra
caracteristica relevante dos NHC para o planejamento racional de carreadores de farmacos
(DE SOUZA, et al., 2017; PORTO, et al; 2016; KAROUSIS, et al, 2016).

Experimentalmente, a potencialidade dos NHC oxidados atuando como carreadores de
farmacos ja havia sido investigada e constatada pela primeira vez em estudo envolvendo o
carreamento do anti-inflamatério glucocorticdide dexametasona em 2004, o qual demonstrou
um aumento da eficiéncia terapéutica desse farmaco (MURAKAMI, et al.,, 2004). O
confinamento do agente antitumoral cddp nos NHC e a sua subsequente liberacao lenta foram
0s topicos de um estudo realizado por Ajima e colaboradores (AJIMA, et al., 2005). Ja em
2006, o efeito da modificacdo de grupos funcionais nos buracos dos NHC oxidados sobre a

liberacdo da cddp encapsulada nesses nanomateriais foi 0 objeto de outro estudo nessa linha
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de pesquisa (AJIMA, et al., 2006). Além disso, um estudo envolvendo a injecdo intratumoral
do complexo de inclusdo cddp@NHC oxidado, o qual é constituido pela metalodroga cddp
encapsulada em NHC oxidados, em tumores transplantados em ratos indicou, além de uma
liberacdo lenta do farmaco, uma maior reducdo do volume do tumor se comparado a
administragdo da cddp livre, consubstanciando a relevancia do emprego dos NHC na
quimioterapia do cancer (AJIMA, et al., 2008).

A Figura 4 exibe algumas imagens de microscopia eletronica de transmissédo de alta
resolucdo do aglomerado do tipo Dahlia de NHC oxidados com clusters do farmaco cddp

encapsulados.

Figura 4. Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo de alta resolucdo do aglomerado
de NHC oxidados, que é conhecido como estrutura Dahlia, com os clusters de cisplatina

encapsulados.

FONTE: Adaptado de AJIMA, et al., 2008.

Nessa perspectiva, investigaces sobre a quimica dos NHC atuando como carreadores
de farmacos antitumorais, como os complexos de Pt(ll), tornam-se relevantes no sentido de

que elas podem contribuir para um melhoramento na eficiéncia das terapias contra o cancer.

1.5 ESTUDOS TEORICOS DOS NANOHORNS DE CARBONO

Uma alternativa para a analise dos complexos de inclusdo constituidos pela cddp
encapsulada em estruturas de NHC envolve o estudo desses sistemas por meio dos métodos
da quimica tedrica/computacional. Baseada nos fundamentos da fisica e da matematica, essa

abordagem da quimica possibilita a investigacdo e a interpretacdo de elementos da estrutura
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da matéria a niveis ndo alcancados por métodos experimentais, proporcionando, por exemplo,
a previsao de propriedades eletrdnicas, espectroscdpicas, termodindmicas e de parametros e
possiveis mecanismos de reacdes (MORGON, 2001; LEWARDS, 2003).

Nesse contexto de estudos teoricos, em 2014, uma série de modelos de estruturas ndo-
oxidadas de NHC foi proposta em um estudo que também envolveu uma discussdo sobre as
estabilidades e os espectros na regido do infravermelho das geometrias de equilibrio desses
nanomateriais (DOS SANTOS, et al., 2014). Nessa mesma linha, Souza e colaboradores (DE
SOUZA, et al., 2013) conduziram um estudo mecanico-quantico desses complexos cddp-
NHC, a fim de se caracterizar a estabilidade e a distribuicdo de cargas, e calcular os espectros
de ressonancia magnética nuclear. Em 2017, com o intuito de caracterizar as propriedades
eletronicas e avaliar a atuacdo dos NTC e NHC como DDS, Souza e colaboradores utilizaram
calculos quanticos no nivel da teoria do funcional de densidade (DFT) para estudar a
influéncia das vacancias resultantes da oxidacdo sobre a estabilidade dessas nanoestruturas
(DE SOUZA, et al., 2017). Recentemente, os complexos de inclusdo envolvendo estruturas
oxidadas de NTC e NHC com a cddp também foram investigados a luz dos métodos da
qguimica quantica, corroborando a formacdo estavel desses complexos e apresentando o0s
espectros tedricos de Raman, na regido do infravermelho e de RMN (DE SOUZA, et al.,
2018).

Entretanto, os estudos citados anteriormente baseiam-se em métodos quanticos que
fornecem informacd@es para o sistema estatico, sem levar em consideracdo aspectos dinamicos
das estruturas e propriedades, que sdo de grande relevancia no contexto da atuacdo e no
planejamento de farmacos. Para isso, outra abordagem tedrica eficiente da quimica
computacional que tem sido empregada principalmente no estudo de sistemas complexos,
como as macromoléculas, é a dinamica molecular (DM) que, em linhas gerais, consiste um
poderoso método que permite a analise da evolucdo temporal do sistema por meio da
integracao das equacbes do movimento da mecénica classica (NAMBA, et al., 2008).

Com relagédo a estudos tedricos envolvendo DM de NHC, em 2013, os aglomerados
Dahlia, foram modelados e caracterizados a nivel atbmico por meio de simulagdes por
dindmica molecular (DM) e por dados da técnica de difracdo de néutrons conduzida por
Hawelek e colaboradores (HAWELEK, et al., 2013). A conducéo assimétrica de calor nos
NHC também foi outro aspecto investigado dessas nanoestruturas de carbono por WU e LI
com base em simula¢fes por DM (WU & LI, 2008). Além disso, Mejri e colaboradores

(MEJRI, et al., 2015) desenvolveram simulagdes por DM de nanotubos de carbono (NTC)
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para avaliar tanto o encapsulamento e a liberagéo de cisplatina, como a subsequente interacéo
desse complexo com a membrana celular. Em principio, os fundamentos aplicados para esse
material de carbono podem ser estendidos para as estruturas dos NHC.

Apesar da existéncia de alguns estudos tedricos de NHC envolvendo métodos
quanticos e classicos, observa-se uma vacancia na literatura em termos da descricdo do
comportamento dindmico desses nanomateriais de carbono atuando como DDS de complexos
antitumorais. A relevancia de um estudo seguindo abordagem esta centrada no fato de que ela
pode fornecer informacdes importantes que podem contribuir tanto para 0 melhoramento da
arquitetura molecular desse nanocarreador, quanto para a composic¢ao do conjunto de indicios
em voga que caracterizam a potencialidade do emprego dos NHC nas quimioterapias do

cancer, incentivando ainda mais futuras avaliac@es clinicas.
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2. OBJETIVOS

Esse trabalho teve como objetivo geral a caracterizagdo do comportamento dindmico

em solucgdo aquosa dos complexos de inclusdo do tipo cddp@NHC, constituidos por clusters

do farmaco cisplatina encapsulados em estruturas de nanohorns de carbono pristinos,

oxidados e reduzidos, utilizando simulacgdes por dindmica molecular classica.

\Y

Os objetivos especificos foram:

Empregar metodologias quéanticas para a otimizacdo e parametrizacdo do farmaco
cddp e da série de estruturas de NHC pristinos que fornecerdo os parametros

necessarios para as simulagdes por DM.

. Verificar a influéncia de uma série de topologias de NHC pristinos, que se diferenciam

principalmente em termos do angulo de cone (0), sobre as estabilidades e as estruturas
de solvatacao desses modelos em agua, por meio de simulagdes por DM.

Construir modelos de complexos de inclusdo do tipo cddp@NHC, que envolvem a
cddp encapsulada nos modelos de NHC pristinos, e realizar simulagdes por DM para
avaliar as estabilidades e as propriedades estruturais e energéticas em fungdo do

tempo.

. Elaborar modelos de NHC oxidados (NHCox) e reduzidos (NHCh) com base em

mecanismos de reacdes de oxidacdo e de redugdo em diferentes estagios, utilizando o
modelo de NHC pristino mais provavel como estrutura de partida.

Parametrizar as duas séries de topologias de NHCox e NHCh e realizar simulagdes por
DM em agua para verificar a influéncia da presenca das vacancias e grupos funcionais

sobre as interacoes em solugdo aquosa.

. Construir prototipos de complexos de inclusdo do tipo cddp@NHCox e cddp@NHCh

e investigar o efeito dessas novas topologias de NHC, com vacancias de diferentes
tamanhos e graus de funcionalizagdo, sobre tanto a dindmica da metalodroga cddp
encapsulada, como a espontaneidade do processo de formacéo desses complexos ao

longo do tempo.
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3. MATERIAL E METODOS

Nesse trabalho, o método teorico utilizado para simular a evolucdo temporal dos
complexos de inclusdo cddp@NHC em solucdo aquosa, considerando o modelo de solvente
explicito, foi 0 da DM cléssica. Antes de conduzir as simulacdes desses complexos, tanto o
farmaco cddp quanto os modelos de NHC pristinos, oxidados e reduzidos foram
individualmente parametrizados e simulados. Nessa perspectiva, essa se¢do foi dividida em
trés subsecdes: primeiramente uma descricdo do procedimento de parametrizacdo da cddp e
dos modelos de NHC, depois uma discussdo da construcdo dos complexos de inclusdo e por
fim, a apresentacdo dos detalhes computacionais das simulagdes por DM desenvolvidas ao

longo do trabalho.

3.1 PARAMETRIZACAO DE CAMPO DE FORCA

A primeira etapa envolveu o preparo de cada uma das espécies que compdem o
complexo de inclusdo cddp@NHC para o subsequente tratamento classico com as simulacdes
por DM. Essa preparacdo envolveu a definicdo de um dos elementos fundamentais na DM que
é o campo de forca, também denominado de superficie de energia potencial, que consiste em
uma funcdo multidimensional de energia potencial V(r) construida com parametros que
descrevem todas as interacGes quimicas existentes no sistema molecular. A forma funcional
do campo de forca utilizado, que foi construido dentro da aproximacdo harménica, esta

apresentada na Equacéo (1) a seguir.

VO) = D Ky =12g) + ) ko6 = Or )’
b 0

Bi' Ai' q:9;
+ZKd/2[1 + cos(ng —y)] +Z <#—T—6j> +Z <TJ]>

i<j i i<j
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Na Equagdo (1), o primeiro termo é referente aos pardmetros que descrevem as
ligacGes, onde k;, sdo as constantes de forca de estiramento em kcal.mol™*.A 2% e leq SA0 0S
comprimentos de ligacdo na posicdo de equilibrio em A. O segundo termo é referente aos
pardmetros que descrevem os angulos de ligagdes, onde k, sdo as constantes de forca de

curvatura em kcal. mol™.rad 2 e r, séo angulos de equilibrio 6,, em graus do sistema. O
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terceiro termo envolve os angulos diedros proprios onde K,; € a constante de equilibrio das
torgdes, que tambem é conhecida como a barreira de tor¢céo, n indica a periodicidade, y indica
a fase e ¢ 0 angulo de torcdo. E por fim, o quarto e o quinto termo indicam os parametros do
potencial intermolecular, que nesse caso é representado pelo potencial de Lennard-Jones (LJ)
e pelo potencial de Coulomb, respectivamente. Nos potenciais de LJ e de Coulomb, r;; é a

y

12

distancia que separa dois atomos, g; € a carga do atomo i e as constantes A;; = 4¢;;0°“ e

B; = 461-'1-0'6. O parametro, ¢; ; € a profundidade do poco de potencial para a interagdo entre
0s atomos i e j, e o;; € a distancia onde o potencial se anula, o que sugere o tamanho
aproximado das particulas.

O procedimento de determinagdo dos parametros que compde o campo de forgca, como
0 da Equacdo (1), é designado como parametrizacdo. Nesse trabalho, antes de se prosseguir
para a construcdo e as simulacGes por DM dos complexos de inclusdo, a cddp e os NHC

foram parametrizados individualmente, conforme descrito em detalhes a seguir.

3.1.1 Cisplatina

Tradicionalmente, os pacotes computacionais empregados em simula¢Ges por DM,
como o AMBER® (CASE, et al., 2012),0 GROMACS® (HESS, et al., 2008) e 0 NAMD®
(NELSON, et al., 1996), ja possuem em suas bibliotecas os parametros do campo de forca de
sistemas caracterizados por ligacdes covalentes convencionais, como as moléculas organicas.
Entretanto, 0 mesmo ndo ocorre para sistemas contendo ions metalicos, como 0s complexos
de Pt(Il), devido a natureza inconvencional das ligacdes quimicas em compostos de
coordenacdo (L1 & MERZ, 2017). Por esse motivo, os parametros do campo de for¢a da cddp
foram calculados e os detalhes desse procedimento estdo descritos a seguir.

Para obter os parametros intramoleculares, os comprimentos (req) € os angulos (Ogq) de
ligagdo na posicédo de equilibrio foram calculados a partir da geometria otimizada da cddp no
nivel MP2 (M@LLER & PLESSET, 1934), com a abordagem frozen core (MP2(FC)),
empregando o conjunto de base 6-31G(d,p) para os ligantes (HEHRE, et al., 1972) e o
potencial efetivo de caroco (ECP) LANL2DZ para o atomo de Pt, o qual define os orbitais
atébmicos do caroco e o conjunto de base de qualidade duplo zeta para os orbitais atdbmicos de
valéncia. As constantes de forca de estiramento de ligacao (k) e de deformacdo angular (ke)
foram obtidas a partir do software VFFDT - Visual Force Field Derivation Toolkit

desenvolvido por Zheng e colaboradores (ZHENG, et al., 2016). Baseado no Método
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Seminario (SEMINARIO, 1996), o VFFDT extrai as derivadas segundas do potencial em
relacdo as coordenadas nucleares no ponto de equilibrio, que sdo constantes de forca de
angulos e ligagdes, a partir da analise da matriz hessiana do sistema. A hessiana, por sua vez,
pode ser gerada a partir de um célculo quéantico de frequéncia. As geometrias e as constantes
de forca foram determinadas em solucdo aquosa utilizando o modelo continuo polarizavel
(PCM) com o formalismo IEFPCM (CANCES & TOMASI, 1997) para incluir a &gua como
solvent implicito. Uma vez que as barreiras de torcdo (Ky) para compostos de coordenacgdo
sdo, em geral, pequenas, 0s respectivos parametros de diedros da cddp foram tratados como se
a altura da barreira de torgédo fosse nula, como proposto por Li e Merz Jr (LI & MERZ, 2017).
Todos os célculos mecénico-quanticos foram conduzidos no software Gaussian-09 revisao
D.01 (FRISCH, et al., 2009).

Com relacdo aos parametros intermoleculares, aqueles referentes ao potencial de
Lennard-Jones (LJ) para o atomo de Pt, que incluem & / kcal mol™ e o / A, foram obtidos por
Lopes e colaboradores (LOPES, et al., 2008; BOYS & BERNARDI, 1970) a partir de um
ajuste com uma superficie de energia potencial (SEP) mecanico-quantica para a interacdo
cddp-agua, sem considerar a correcdo para o erro de superposi¢cdo do conjunto de base
(BSSE). Os pardmetros de LJ para os atomos de Cl, N, H e O foram coletados a partir do
General Amber Force Field (GAFF) (WANG, et al., 2004). As cargas atdmicas da cddp, que
correspondem aos parametros do potencial de Coulomb, foram calculadas utilizando a o
procedimento de ajuste ChelpG (BRENEMAN & WIBERG, 1990), por meio de um célculo
quantico no nivel Hartree-Fock (HF) utilizando o conjunto de base 6-31G(d,p)/LANL2DZ. O
efeito do solvente também foi incluido nesse calculo de cargas por meio do modelo PCM
implementado com o formalismo IEFPCM.

3.1.2 Nanohorns de carbono

Em se tratando dos NHC, trés series de topologias desses nanomateriais de carbono
foram estudadas: os pristinos, que serdo designados simplesmente pela terminologia “NHC”,
0s oxidados (NHCox) e os reduzidos (NHCh).

No que se refere aos NHC, seis modelos (1a, 2b, 3a, 3b, 4a e 5a — ver Figura 5) foram
selecionados a partir de um estudo conduzido por Dos Santos e colaboradores (DOS
SANTOS, et al., 2014).
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Figura 5. As seis estruturas otimizadas dos modelos de NHC pristinos no nivel B3LYP/6-

31G(d,p) selecionado para os estudos.

12,9A

NHC3b NHC4a

*Cada estrutura é representada pela sua vista lateral e frontal. Os pontos vermelhos indicam o centro
de massa de cada modelo.

FONTE: Elaborado pelo proprio autor.

As formulas moleculares e 0s parametros geométricos dessas nanoestruturas pristinas
de carbono estdo organizados na Tabela 2. Essas estruturas se diferenciam em funcéo do

angulo de cone (0) que se relaciona com o numero de pentagonos (n) na regido conica (ponta)

dos NHC por meio da seguinte expressdo (DOS SANTOS, et al., 2014).

6=25in‘1(1—%):.n=1—5 2)

E importante mencionar que dos seis modelos apresentados na Figura 5, 0 NHC5a é a
topologia mais provavel experimentalmente, uma vez que o angulo de abertura de cone desse
modelo (0 = 19,2°) € préximo ao observado experimentalmente (6 ~ 20°) (DOS SANTOS, et
al., 2014; 1JIMA, et al., 1999).
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Tabela 2. Formulas moleculares e parametros geométricos da série de modelos de NHC
pristinos.

Modelos de NHC Foérmula molecular n 6/° L/A D/A

NHCla CaooHso 1 1129 18,5 20,6
NHC2b Ca10H36 2 836 175 16,2
NHC3a Cs7oH3s 3 60,0 19,0 19,7
NHC3b Cao2H3s 3 60,0 190 197
NHC4a CasoH30 4 389 219 145
NHC5a CasoH24 5 192 243 1277

*Qs simbolos n, 0, L, D correspondem ao nimero de pentagonos na regido conica (ponta), o &ngulo de
abertura do cone, o comprimento médio da parte tubular e o didmetro médio, respectivamente.

FONTE: Elaborado pelo préprio autor.

Como os NHC constituem um sistema molecular organico, todos o0s parametros
intramoleculares e os de LJ ja se encontram definidos nas bibliotecas do campo de forca
GAFF do software empregado para simula¢des por DM. Dessa forma, a parametrizacdo dos
NHC envolveu apenas a determinacdo das cargas atbmicas ChelpG que, por sua vez, foram
computadas a partir de calculos quanticos em solucdo (PCM - agua). Os seis modelos da
Figura 5 foram otimizados com o método da teoria do funcional de densidade (DFT),
utilizando o funcional B3LYP (BECKE, 1993; LEE, et. al., 1988) e o conjunto de base
6-31G(d,p). Os célculos de carga foram conduzidos no protocolo HF/6-31G(d,p). Em ambos
os célculos, o efeito do solvente foi incluido utilizando o modelo IEFPCM.

Em contraste, os modelos de NHCox e NHCh foram elaborados nesse trabalho,
partindo-se da topologia pristina experimentalmente mais provavel (NHC5a) da série
estudada. No que concerne as nanoestruturas oxidadas de carbono, a construcdo da série de
NHCox foi baseada no mecanismo de oxidacdo de NTC com os reagentes O, e H,0, que
havia sido proposto por Da Silva e Dos Santos (DA SILVA & DOS SANTOS, 2017) e
posteriormente empregado em calculos de estrutura eletronica de NTC e NHC no nivel da
DFT por De Souza e colaboradores (DE SOUZA, et al., 2017). O esquema das etapas que

compdem esse processo oxidativo esta apresentado na figura a seguir.
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Figura 6. Mecanismo de oxidacdo (DA SILVA & DOS SANTQOS, 2017) utilizado para a
construgdo da série de topologias de NHCox.

FONTE: Adaptado de DE SOUZA, et al., 2017.

Conduzido em condicdes drasticas de elevada temperatura na faixa de 250-650°C e
altas pressdes, o processo reacional explicitado na Figura 6 inicia-se com a adsor¢do quimica
de uma molécula de oxigénio (O;) a uma dupla ligacdo presente no nanomaterial pristino de
carbono via cicloadi¢do covalente do tipo [2 + 2], a qual resulta na espécie da Figura 6b.
Consistindo em um peroxido organico de elevada instabilidade, esse grupo funcional pode
reagir por meio do rompimento tanto da ligagéo carbono-carbono, que envolve os atomos de
carbono ligados aos atomos de oxigénio, quanto da ligacdo oxigénio-oxigénio, resultando em
uma dicetona. Como indicado na Figura 6c¢, essa espécie com uma dicetona ainda pode ser
representada por estruturas candnicas de ressonancia devido ao consideravel efeito de
deslocalizacdo eletronica nessa topologia de atomos de carbono. Devido ao excesso de
oxigénio no meio reacional, a espécie representada na Figura 6¢ pode interagir com outra
molécula de O, de tal modo que, se a interacdo ocorrer com a dupla ligagdo vicinal ao
oxigénio aniodnico, o resultado seria a formacdo da espécie indicada na Figura 6e. Assim como

ocorrido na conversao da especie da Figura 6b para a Figura 6c¢, essa Ultima espécie altamente
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tensionada e, por sua vez, reativa, também sofre quebras de liga¢fes resultando na formacao
dos grupos funcionais lactona e cetona como indicado na Figura 6d. Por fim, os &tomos de
carbono da lactona podem sofrer um ataque nucleofilico do &tomo de oxigénio da molécula de
agua, a qual é proveniente do vapor de agua no meio reacional, resultando nos grupos
hidroxila e carboxila, que sdo grupamentos funcionais de grande relevancia que contribuem
para a ativacdo desses materiais de carbono, uma vez que se torna possivel uma série de
reacOes de substituicdo nucleofilica nas carbonilas formadas (BANERJEE, et al., 2005; DE
SOUZA, et al., 2017).

E importante mencionar que todo o caminho reacional descrito na Figura 6 consiste
em uma Unica etapa de oxidacdo do tipo NTC + 20, + 1H,0 — NTCox, onde “NTCox”
representa 0 NTC oxidado. Entretanto, como esse processo de oxidacdo é continuo até o
consumo completo dos reagentes, foram propostos quatro estagios de oxidacdo que passaram
a ser denominados de “graus de oxidagdo”, resultando em quatro diferentes topologias
oxidadas de NHC indicadas por “NHCox-N”, onde N indica o grau de oxidagdo. Vale
ressaltar que a viabilidade do caminho reacional similar a esse processo oxidativo descrito ja
havia sido investigada e consubstanciada a luz de métodos da DFT em um estudo conduzido
por Da Silva e colaboradores (DA SILVA, et al. , 2009). Acrescenta-se, ainda, que reagdes de
oxidacdo de NHC com oxigénio molecular ja foram reportadas em trabalhos experimentais
anteriores (MURAKAMI, et al., 2004; AJIMA, et al., 2006; MURATA, et al., 2002), o que
configura a potencialidade da modelagens das estruturas de NHCox desenvolvidos nesse
trabalho. Os quatro modelos de NHCox serdo apresentados na secdo de resultados e
discussao.

Por fim, topologias reduzidas de NHC foram construidas partindo-se das quatro
estruturas oxidadas de NHC descritas anteriormente. Em termos de mecanismo de reacao, a
modelagem dos NHCh foi conduzida tomando por base o processo de reducdo estudado e
discutido por Ajima e colaboradores (AJIMA, et al., 2006). Nesse processo, 0s NHCh sdo
obtidos a partir do tratamento por um tempo de 3h dos NHCox em fluxo do gas H,, na
temperatura de 1200°C. Nesse sentido, 0s quatro prototipos de NHCh, que serdo apresentados
na secdo de resultados, foram construidos a partir das quatro estruturas de NHCox em
diferentes graus.

Ap0s a construcdo dos modelos de NHCox e NHCh, cada estrutura foi otimizada com
0 método semiempirico AM1 - Austin Methodl (LEWARS, 2003) incluindo a 4gua como

solvente implicito por meio do PCM com o formalismo IEFPCM. Assim como para 0s NHC
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pristinos, o procedimento de parametrizacdo dos NHCox e NHCh envolveu apenas o célculo
quantico das cargas atdmicas no nivel HF/6-31G(d,p) em solucéo aquosa (PCM).

3.2 CONSTRUCAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO cddp@NHC

Com a parametrizacdo da cddp e das estruturas de NHC pristinos, oxidados e
reduzidos, o proximo passo envolveu a construcédo de trés séries de complexos de inclusdo do
tipo cddp@NHC que incluiram uma e duas cddp encapsuladas. A presenca de até duas
unidades de cddp nas cavidades dos NHC teve o intuito de simular os clusters desse farmaco
que séo identificados experimentalmente (MY AWAKI, et al., 2008) na regido conica desses
nanomateriais de carbono reais, que sdo exatamente as regides descritas pelos modelos
estudados. Além disso, esse nimero maximo de agentes antitumorais encapsulados foi o mais
razoavel para o tamanho das cavidades dos protétipos de NHC. Especificamente, doze
complexos cddp@NHC foram construidos envolvendo os seis modelos de NHC pristinos e
até duas cddp. E no caso dos NHCox e NHCh, foram elaborados oito complexos

cddp@NHCox e mais oito do tipo cddp@NHCh, ambos com estequiometria 1:1 e 2:1.

3.3 SIMULACOES POR DINAMICA MOLECULAR

Todas as simulacGes por DM desse trabalho foram conduzidas utilizando o software
AMBER 12® (CASE, et al., 2012) que se encontra disponivel no Nicleo de Estudos em
Quimica Computacional (NEQC-UFJF). Todos os sistemas a serem simulados (topologias de
NHC, NHCox e NHh e os respectivos complexos de inclusdo com a cddp) foram
individualmente centralizados em uma caixa de simulacdo com formato octaédrico truncado,
com dimensdes em torno de 77 A. Essa caixa de simulacdo (ver Figura 7) também incluiu, em
média, 7159 moléculas de agua explicitas tratadas pelo modelo TIP3P (JORGENSEN, et al.,
1983) e com parametros do campo de forca ff99SB (HORNAK, et al, 2006), também foram

adicionadas nas caixas de simulacdo para compor o solvente dos sistemas.

41



Figura 7 - Esquema das dimensdes da caixa de simulacdo octaédrica incluindo o sistema

(soluto).
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FONTE: Elaborado pelo préprio autor.

Para os trés conjuntos de sistemas, a densidade foi equilibrada, utilizando o ensemble
isotérmico-isobarico NPT e condi¢des periddicas de contorno, a fim de se obter um valor
proximo a 0,99337 g.cm™ em 310,15 K e presséo de 1,0 atm. Os termostatos e barostatos de
Berendsen (BERENDSEN, et al., 1984) e Langevin (UBERUAGA, et al., 2004) foram
aplicados para manter constante a temperatura e a pressdo. As interacdes de van der Waals
foram computadas esfericamente dentro de um raio de corte (cutoff) de 10 A, e as interagdes
eletrostaticas de longo-alcance foram tratadas pelo procedimento Particle-Mesh Ewald (PME)
(DARDEN, et al., 1993). Em termos do tempo de simulagéo, os sistemas foram simulados por
100 ns (etapa de producdo), com um fator de integracdo foi de 2,0 fs. O procedimento de
integracdo numérica utilizado para resolver as equacfes newtonianas do movimento foi
conduzido pelo algoritmo Leap Frog. O algoritmo SHAKE (RYCKAERT, et al., 1977)
tambeém foi usado para restringir as oscilag@es das ligaces envolvendo atomos de hidrogénio.
Por fim, as energias livre de ligacdo dos complexos cddp@NHC, incluindo os modelos de

NHC pristinos, oxidados e reduzidos, foram calculadas pelo método MMGBSA (Molecular
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Mechanics Generalized-Born Surface Area) que se encontra implementado no AMBER12®
(MILLER, et al., 2012). Com relagédo ao protocolo de simulacdo, inicialmente foi realizado a
minimizacdo de energia do solvente mantendo o soluto fixo, seguida de todo o sistema.
Ambas as minimizacgdes envolveram 2000 ciclos, sendo os primeiros 1000 ciclos realizados
com o algoritmo do método steepest descent (ARFKEN & WEBER, 1985) e os 1000 ultimos
conduzidos com o algoritmo do método dos gradientes conjugados (HESTENES & STIEFEL,
1952). Apos essa etapa, o sistema foi aquecido de 0 a 310 K, por meio de uma rampa de
aquecimento/equilibrio dividida em etapas graduais de aquecimento de 50 em 50 K, sendo
cada uma seguida por um estagio de equilibracéo de 340 ps. Com os sistemas equilibrados em
310 K e 1,0 bar (1,0 bar = 0,986923 atm), a etapa da producéo foi conduzida pelo tempo se
simulacdo discutido. Todas as analises da DM foram conduzidas com a trajetoria da etapa de
producdo, utilizando o CPPTRAJ (ROE & CHEATHAM, 2013) implementado no AMBER
12®, e as imagens foram elaboradas no software VMD (Visual Molecular Dynamics)
(HUMPHREY, et al., 1996). Um resumo dos formalismos tedricos da dindmica molecular e

do método MM-GBSA, encontra-se na se¢do do Apéndice desse trabalho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa segdo, primeiramente serdo apresentados os resultados referentes ao
procedimento de parametrizacdo da cddp e dos NHC, e em seguida, os resultados
relacionados com as simulac¢6es por DM dos NHC puros e dos complexos de inclusdo do tipo
cddp@NHC. Vale ressaltar que as discussdes sobre as topologias de NHC pristinos, oxidados
e reduzidos, tanto na forma pura como em complexos de incluséo, foram organizadas em

subsecdes nessa mesma ordem.

4.1 PARAMETROS DO CAMPO DE FORCA

O método MP2 foi selecionado para o calculo de otimizacdo de geometria da cddp,
uma vez que ele fornece resultados caracterizados por uma notavel concordancia com dados
experimentais (MILBURN & TRUTER, 1966), e também em funcdo de existirem estudos
tedricos reportados na literatura (LOPES, et al., 2008; LOPES, et al., 2006) que empregaram
0 mesmo nivel de teoria para o calculo dos parametros do potencial de LJ 12-6 da molécula de
cddp. Nessa perspectiva, o nivel MP2/6-31G(d,p)/LANL2DZ foi escolhido para a obtencéo de
todos os parametros intramoleculares da cddp, que estdo organizados na Tabela 3, requeridos
para as simulacgdes por DM.

Tabela 3. Parametros intramoleculares da cisplatina.

Pt-Cl Pt-N CI-Pt-Cl N-Pt-N CI-Pt-N Pt-N-H
Xeq 2,39 2,06 94,62 91,00 132,68 55,17
k 106,95 119,36 92,74 122,16 109,29 111,65

* Valores de equilibrio (xe;) para comprimento de ligagio em A e angulos em graus, e constantes de
forca (k) para estiramento de ligagio em kcal mol™ A e para deformag&o angular em kcal mol™ rad™.
Calculos no nivel MP2/6-31G(d,p)/LANL2DZ. O efeito do solvente foi levado em conta utilizando o
modelo IEFPCM (4gua).

FONTE: Elaborado pelo préprio autor.

Em relacdo ao campo de forga intermolecular da molécula de cddp, tanto os
parametros do potencial de LJ 12-6 quanto as cargas atbmicas calculadas nesse trabalho estdo
apresentadas na Tabela 4. Uma vez que os parametros de LJ 12-6 foram derivados para a
interacdo cddp-agua, utilizando o método poés-HF MP2, selecionou-se um conjunto de

44



parametros que foram calculados sem levar em consideragdo o procedimento counterpoise
(CP) para corrigir o BSSE (BOYS & BERNARDI, 1970), devido ao fato de estudos recentes
reportarem uma superestimacéo da correcdo CP. Esse efeito ocorre principalmente no caso de
calculos envolvendo métodos perturbativos com conjuntos de base pequenos (MELCHIOR, et
al., 2015).

Tabela 4. Cargas atdmicas ChelpG (q;) e parametros do potencial de Lennard-Jones (€ € o)
para a cisplatina.

Atomo q/a.ul &/kcalmol’? ¢/A*

Pt  0,4988 7,0100 2,559
Cl  -0,6173 0,2650 1,948

N  -0,5641 0,1700 1,824
H 0,3107 0,0157 0,600

'Cargas chelpG calculadas no nivel HF/6-31G(d,p)/LANL2DZ em solucdo aquosa (modelo IEFPCM).
2Para 0 4tomo de Pt, 0s parametros de LJ 12-6 foram coletados de um trabalho anterior (LOPES, et al.,
2008), e para os atomos de CI, N e H, os mesmos parametros foram obtidos a partir do GAFF
(WANG, et al., 2004) implementado no AMBER 12°.

FONTE: Elaborado pelo proprio autor.

No que tange as cargas atdmicas, a escolha do nivel de teoria HF estd fundamentada
no fato de que os métodos de célculos de cargas utilizados para a composi¢do do campo de
forca geral do AMBER12®, denominado GAFF sdo o HF/6-31G(d) RESP (BAYLY, et al.;
1993) e 0 AM1-BCC (JAKALIAN, et al., 2002), que consistem em alternativas robustas para
a descricdo da interacdo eletrostatica em métodos classicos como a DM. Também é
importante enfatizar que como as cargas ndo variam ao longo da DM cléssica, esses
pardmetros devem ser maximizados para simular o efeito de polarizacéo eletronica devido ao
solvente, fato esse que justifica, mais uma vez, o emprego das cargas no nivel HF que s&o
superestimadas.

Com o intuito de se verificar a consisténcia do esquema de parametrizacdo descrito
para a molécula de cddp, foi realizada uma DM curta de 4,0 ns desse farmaco em solugédo
aquosa. O protocolo de simulacdo da cddp foi avaliado por meio da analise das propriedades

macroscopicas do ensemble de frames. O comportamento temporal dessas propriedades, como

45



a temperatura, a energia cinética, potencial e total, a densidade e o volume estd descrito
graficamente na Figura 8. Além disso, a varia¢do estrutural no tempo também foi avaliada
com base no calculo no calculo do desvio quadratico médio (RMSD) em relacdo ao primeiro

frame da etapa da producdo da DM da cddp.

Figura 8 - Avaliagdo do protocolo de simulagdo por dindmica molecular da cisplatina em

solucédo aquosa.
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*Onde cada gréafico representa a variacdo temporal: da temperatura da rampa de aquecimento
(A), da temperatura da etapa da producdo (B), da densidade no Gltimo estagio de equilibracdo (C), do
volume no ultimo estadgio de equilibracdo (D), da energia total, cinética e potencial da etapa da
producdo (E) e do desvio quadratico médio — RMSD (F).

FONTE: Elaborado pelo proprio autor.
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A partir do célculo do RMSD (root mean square deviation) como fungéo do tempo da
trajetoria da etapa de producgdo (ver Figura 8F), foi possivel verificar que o sistema atingiu
uma estabilidade estrutural ao longo dos 4,0 ns com um valor médio de RMSD de 0,21 A (e
desvio padrdo de 0,05 A) em relacdo a estrutura inicial da etapa da producdo. Além da
estabilidade no que diz respeito a variagdo da topologia parametrizada da cisplatina, as
pequenas flutuacdes das demais grandezas macroscépicas também sugeriu uma estabilidade
energética da cddp durante a simulacdo, o que reforcou ainda mais a consisténcia do esquema
de parametrizacdo elaborado nesse trabalho.

Por fim, o procedimento de parametrizagdo dos NHC pristinos, oxidados e reduzidos
envolveu apenas a determinacdo das cargas atdbmicas por meio de célculos quéanticos no
mesmo nivel empregado para a cddp (HF/6-31G(d,p)) com o procedimento de ajuste ChelpG.
Os demais parametros ja estavam implementados nas bibliotecas de campo de forca do
software AMBER12®,

4.2 SIMULACOES POR DM DOS NHC PRISTINOS

O préximo passo nesse trabalho envolveu o estudo dos modelos de NHC pristinos (ver
Tabela 1) utilizando as cinco estruturas mais estaveis de uma série proposta por Dos Santos e
colaboradores (DOS SANTOS, et al., 2014). Uma sexta estrutura, denominada NHC3b,
também foi incluida devido a assimetria na regido conica dessa topologia resultante da
disposicao peculiar dos trés pentagonos nessa regido que, diferentemente das cinco topologias
mais estaveis, possui uma ligacdo entre dois pentagonos. Essa conexdo, por sua vez, acaba
induzindo uma maior tensdo na estrutura, se comparada com as demais selecionadas e,
consequentemente, uma deformacao devido a presenca maior defeito topologico.

Como evidenciado na Tabela 2, os pentdgonos assumem um papel importante para a
geometria dos NHC, uma vez que a quantidade deles na regido conica (a ponta) define o
angulo de abertura do cone (0), parametro esse que interfere no didmetro médio dessas
nanoestruturas, o que, por sua vez, influencia na capacidade de transporte dos NHC. Além
disso, a estabilidade desses modelos esta relacionada ao nimero de pentagonos (n), sendo que
qguanto maior o nimero de ligacGes envolvendo esses aneis na regido da ponta, menor é a
estabilidade da estrutura, devido as deformacgdes geométricas e tensdes impostas (DOS
SANTOS, et al., 2014).
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Com o campo de forca definido, os seis prototipos de NHC pristinos foram
individualmente simulados em solucdo aquosa, conforme o protocolo apresentado na secéo da
metodologia, com o intuito de se estudar a estabilidade estrutural, a capacidade das cavidades
e as interacdes desses modelos em &gua. A fim de se verificar se o protocolo de simulacdo por
DM garantiu a estabilidade estrutural e energética dos modelos de NHC, as propriedades
macroscopicas do ensemble de frames das trajetdrias foram analisadas. Selecionando o
modelo NHC5a, a evolucdo temporal dessas propriedades, como a temperatura, a energia
cinética e potencial, a densidade, o volume e a pressao ao longo do tempo de simulagéo, esta
representada graficamente na Figura 9.

Com base na Figura 9A, verificou-se que a rampa de aquecimento empregada para
elevar a temperatura de 0 a 310,15 K proporcionou um aquecimento lento e gradual do
sistema sem promover excessivas flutuacdes estruturais. A partir disso, a temperatura se
manteve em torno de 310,00 K ao longo dos 100 ns (ver Figura 9B), consubstanciando a
eficiéncia do termostato de Berendsen nas simulacdes por DM. Ainda sobre a Figura 9, a
etapa de equilibracdo da densidade também se mostrou eficiente, uma vez que ela indicou que
a densidade média do sistema foi de 0,996 g cm™ a 310,00 K com um desvio padréo de 0,002,
enquanto que experimentalmente, a densidade da agua nessa temperatura é de 0,993g cm™
(TANAKA, et al., 2001). A andlise da Figura 9E permitiu confirmacdo da conservacdo da
energia do processo, uma vez que as energias cinética, potencial e total atingiram valores
relativamente constantes ao longo da dinamica 100 ns de producdo. Esse comportamento
sugere o0 alcance de uma estabilizacdo do sistema ao longo do tempo simulado.

Finalmente, o comportamento temporal da pressdo do sistema foi apresentado na
Figura 9F. Em um primeiro momento, a pressdo parece flutuar drasticamente ao longo da
simulacdo atingindo altos valores positivos e negativos, mas na média, os valores oscilam em
torno de 1,0 atm. Esse comportamento peculiar para a pressao se conecta ao fato de que o
controle da pressdao € conduzido com base em um escalonamento do volume do sistema.
Nesse sentido, enquanto valores negativos de pressdo indicam uma forgca que atuam visando a
compressdo da caixa de simulacdo, valores positivos correspondem a uma forca referente a
expansdo da caixa de simulagdo. Assim, uma vez que liquidos e sélidos sdo altamente
imcompressiveis, onde 1/V*dV/dP, pequenas variacdes no volume resultam em amplas
variacdes na pressao, o que pode explicar o comportamento expresso na Figura 9F.

Em adicéo a essas propriedades, a variacdo estrutural também foi analisada com base

no calculo do RMSD e do RMSF (Root mean square fluctuation) ao longo dos 100 ns de
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simulagdo tomando como referéncia o primeiro frame da etapa de producgéo. A evolucéo do

RMSD e do RMSF, ambos do NHC5a, esta representada graficamente na Figura 10.
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cinética, potencial e total da etapa da producdo (E) e da presséo no ultimo estagio de equilibragdo (F).

FONTE: Elaborado pelo proprio autor.

Com base no grafico do RMSD do NHC5a mostrado na Figura 10A, foi possivel

constatar que a nanoestrutura sofreu pequenas flutuacées em sua geometria em torno de uma
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valor médio de 0,2 A, ao longo do tempo de simulacdo, caracterizando assim a sua
estabilidade estrutural. O comportamento do RMSF do NHC5a apresentado na Figura 10B
indicou que as maiores flutuacbes atbmicas ocorreram com o0s atomos de hidrogénio, que
envolvem os atomos enumerados de 361 a 384 no arquivo pdb, seguido dos atomos de
carbono proximos e também ligados aos hidrogénios que englobam os atomos de 75 a 100 no
arquivo de coordenadas. Em contraste, os atomos pertencentes a regido cobnica da
nanoestrutura, que envolvem o conjunto de numeros de 125 a 360 na Figura 10B, exibiram as
menores flutuagdes com um valor médio de 0,11 A, sugerindo que essa €é a regio mais rigida

e restrita dessa topologia de NHC.

Figura 10 - Variacdo temporal do desvio quadratico médio (RMSD) e flutuacGes dos desvios
quadraticos médios atdbmicos (RMSF) do NHCb5a.
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FONTE: Elaborado pelo préprio autor.

Com relacdo aos demais protdtipos de NHC pristinos, os valores médios do RMSD em

funcdo do tempo estdo expressos na Tabela 5 a seguir.

Tabela 5. VValor médio e desvio padrao (std) do RMSD em func¢éo do tempo calculado a

partir da trajetdria da producéo de cada modelo da série de NHC pristinos.

Modelo de NHC NHCla NHC2b NHC3a NHC3b NHC4a NHC5a

RSMD /A 0,360 0,257 0,276 0,239 0,269 0,200
std /A 0,086 0,060 0,071 0,051 0,069 0,036

FONTE: Elaborado pelo proprio autor.
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Na Tabela 5, os valores consideravelmente baixos de RMSD indicaram que, ao
término da simulacdo, as estruturas finais dos modelos apresentaram pequenas flutuacGes
estruturais em relacéo ao inicio da etapa da producéo, o que sugeriu a obtencdo de trajetorias
estaveis para os seis modelos. Especificamente, ao analisar os valores dessa tabela, foi
possivel notar que os modelos mais planos, como o NHC1a e o NHC3a, se mostraram mais
flexiveis, devido as maiores flutuagcdes estruturais expressas pelos respectivos valores de
RMSD. Em contraste, os menores valores na Tabela 5 indicaram que as estruturas mais
tubulares (com menor angulo de cone (0)) demonstraram maior rigidez, como o NHC5a.

A andlise das camadas de solvatacdo desses modelos de NHC também foi procedida
por meio do célculo das RDF g(r) entre o centro de massa (CM) dessas nanoestruturas
pristinas de carbono com os atomos de oxigénio da agua (solvente), assim denominadas g(r)
CM--Ow, cujo perfil e informagbes da curva se encontram na Figura 11 e na Tabela 6,
respectivamente.

Com base nos raios médios de cada topologia de NHC pristino, que foram obtidos a
partir dos dados da Tabela 2, e no raio de van der Waals do atomo de carbono (BATSANQV,
2001), os graficos da Figura 11 foram divididos em duas regides que representam o espaco no
interior da cavidade (“Interior”) e o espago externo ao modelo (“Exterior””). Nessa mesma
figura, verificou-se a existéncia de dois picos na regido interna de todos os NHC estudados
que representam a presenca, em média, de moléculas de agua encapsuladas. Especificamente,
os modelos NHC5a, NHC4a e NHC2b se assemelharam no posicionamento médio das aguas
internas em torno dos respectivos CM das estruturas (ver Figura 11) uma vez que as posi¢des
dos primeiros picos foram as mesmas, como pdde ser verificado na Tabela 6. Essa
semelhanca no primeiro pico da RDF, que englobou, em média, apenas uma molécula de
agua, pode estar conectada tanto ao didmetro médio desses trés modelos, que sdo
relativamente proximos, como ao carater altamente hidrofébico esperado para todos os NHC
pristinos.

Entretanto, vale ressaltar que o nimero de coordenagdo NC2 é mais importante para a
discussao do que o NC1, uma vez que ele representa, de fato, o nimero total de moléculas de
agua que, em média, se encontram encapsuladas no interior dos NHC. Nesse sentido,
analisando a Tabela 6, verificou-se que os modelos NHC3a e NHC3b foram aqueles que
apresentaram 0 maior numero de moléculas de solvente confinadas, o que pode estar

conectado com o formato da regido conica dessas nanoestruturas que, por ser mais plano em
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funcdo do posicionamento dos pentadgonos nessa regido, possibilitou um maior acesso a

moléculas do solvente.

Figura 11. Funcdes de distribuicdo radial g(r) CM--O,, definidas entre o centro de massa da

nanoestrutura de carbono e os &tomos de oxigénio das moléculas de solvente (4gua), para os

modelos de NHC pristinos.
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FONTE: Elaborado pelo préprio autor.

Ainda no que concerne os dados da Tabela 6, foi possivel verificar a influéncia do

angulo de abertura de cone (0) sobre a constitui¢do da segunda camada de solvatagdo, ou
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também denominada de camada de solvatacdo interna, dos modelos NHC5a, NHC4a e
NHC3b, de tal modo que a medida em que se prosseguiu para modelos com maior 6, ocorreu,
em média, um aumento gradativo do numero de coordenacdo devido ao aumento da cavidade

desses nanomateriais.

Tabela 6. Dados das fungdes de distribuicdo radial g(r) CM--O,, referentes aos seis modelos
de NHC pristinos.

1
Modelo 077 1 picor /f”\ml'nimo NCT* 2 pico r/Z/U&ml'nimo NC2’
NHC1a 112,9 0,15 1,95 1,07 3,15 4,65 15,35
NHC2b 83,6 0,15 2,25 1,70 3,75 4,95 19,48
NHC3a 60,0 1,65 3,45 6,07 4,35 6,15 35,37
NHC3b 60,0 1,95 3,45 6,11 4,95 6,15 36,33
NHC4a 38,9 0,15 2,55 2,33 4,05 5,55 25,40
NHC5a 19,2 0,15 1,65 0,56 3,15 4,95 17,04

! Distancia média. > Nimero de coordenagdo (NC) referente ao primeiro pico e que foi calculado com
a integral de zero até o valor do 1° minimo. * NC que engloba o primeiro e o segundo pico, cujo a
integral foi calculada de zero até o valor do 2° minimo.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Outro ponto evidenciado na Tabela 6 foi o comportamento atipico das RDF do
NHC3b cujo os picos, em 1,95 A e em 4,95 A, foram os mais distantes em relagdo ao CM do
modelo (ver Fig. 11). Esse efeito pode estar relacionado com a assimetria na regido conica
desse modelo que pode ter acarretado no afastamento das aguas préximas ao seu CM.

A fim de se obter uma visualizacdo da distribuicdo das moléculas de agua no interior
de cada modelo de NHC ao final da trajetoria de 100 ns de DM, snapshots foram gerados a
partir de uma topologia, a qual foi criada com o comando closest da ferramenta de analise de
trajetdria cpptraj (ROE & CHEATHAM, 2013), que considerou apenas as moléculas de agua
referentes ao NC2 dos NHC pristinos explicitado na Tabela 6. A Figura 12 a seguir mostra 0s
snapshots finais da trajetéria de cada modelo estudado evidenciando o nimero médio de
moléculas de agua carreadas pelas nanoestruturas pristinas.

Na Figura 12, a quantidade de moléculas de agua encapsuladas em cada topologia de

NHC pristino correspondeu aos nimeros de coordenacdo (NC2) apresentados na Tabela 6
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que, por sua vez, haviam sido obtidos a partir da integracdo das RDF do tipo g(r) CM--Oy
apresentadas na Figura 11.

Figura 12. Snapshots finais das trajetdrias da dinamica molecular de cada modelo NHC

pristino destacando apenas o nimero médio de moléculas de agua encapsuladas.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Além disso, a Figura 12 destacou claramente que as estruturas de NHC com as

extremidades fechadas com uma topologia mais plana, como as estruturas do NHC3a e
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NHC3b, comportaram um maior nimero de moléculas de solvente se comparado,
principalmente, com as estruturas mais tubulares. A titulo de exemplo, o NHC5a carreou, em
média, quase metade das moléculas de agua carreadas pelo NHC3a, exatamente em funcéo
das divergéncias relacionadas com o volume interno efetivo dessas nanoestruturas.

A acessibilidade das moléculas de 4gua em relacdo aos modelos de NHC pristinos
também foi analisada com base no célculo das superficies acessiveis ao solvente (SASA —
Solvent acessible surface area). Os valores da SASA, bem como a sua variacdo no tempo ao
longo dos frames da etapa da producéo de 100 ns estdo representados graficamente na Figura

13 a sequir.
Figura 13. Variacdo temporal da superficie acessivel ao solvente (SASA) dos modelos de
NHC pristinos.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

De um modo geral, a analise da Figura 13 indicou que as SASA dos seis modelos de
NHC pristinos mostraram-se estaveis, com pequenas flutuacdes, ao longo de todos os frames
da etapa de producgéo da simulagdo por DM dessas topologias. As diferencas nos valores
médios da SASA foram observadas em funcao do angulo de cone (8) e da topologia da regido
conica dos NHC. Nesse sentido, notou-se uma ampliagdo da SASA com o aumento do 0 e
com a existéncia de extremidades fechadas mais planas. Desse modo, os modelos com 0s

maiores 0, como o NHCla, e com regides conicas mais planas, como o NHC3a e NHC3b,
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exibiram uma maior acessibilidade em relacdo as moléculas de solvente. Por outro lado, o
modelo NHC5a dificultou a acesso de moléculas de solvente devido ao menor 6 e o formato
tubular mais estreito, o0 que explica os seus menores valores de SASA.

Por fim, vale ressaltar que os modelos estudados de NHC sdo consideravelmente
reduzidos em relagdo as estruturas reais cujo comprimento da parede (L) e didmetro médio
(D) s&o de aproximadamente 400 e 30 A, respectivamente. Apesar de pequenos, os modelos
propostos séo representativos, sendo que aquele com cinco pentagonos na ponta (NHC5a) € o
mais provavel, uma vez que ele exibe o angulo de abertura de cone préximo aos valores
observados experimentalmente (~20°) (DOS SANTOS, et al., 2014). Acrescenta-se ainda que
esses modelos de NHC pristinos sdo prot6tipos preliminares, uma vez que aqueles usados
como nanocarreadores necessitam de processos de oxidacdo a fim de se alcancar a
biocompatibilidade com o meio fisioldgico. Mesmo assim, o estudo aqui desenvolvido possui
a sua relevancia como um passo inicial para a compreensdo da natureza dinamica desse
nanomaterial em solucdo que, por sua vez, sera util para o estudo dos complexos de inclusdo

desses materiais de carbono com a cddp, como sera discutido na proxima secéo.

4.3 SIMULACOES POR DM DOS COMPLEXOS cddp@NHC

Apobs o procedimento de parametrizacdo dos mondmeros (cddp e modelos de NHC
pristinos) e da analise das simula¢bes por DM dos modelos de NHC pristinos puros, os doze
complexos de inclusdo cddp@NHC foram construidos e simulados, sendo que seis deles
incluiram apenas uma cddp e outros seis incluiram duas unidades dessa metalodroga. As
estruturas finais das trajetérias da etapa de producdo de 100 ns de cada complexo estdo
explicitadas na Figura 14. Nessa figura, enquanto os complexos com uma cddp encapsulada
foram identificados pelo prefixo “lcom”, os modelos com duas cddp receberam o prefixo
“2com”. Além disso, os sufixos 1a, 2b, 3a, 3b, 4a e 5a indicavam o tipo de topologia de NHC
pristino. A Figura 14 ainda evidencia a residéncia dos agentes antitumorais no interior dos
modelos de NHC durante todo o tempo de simulagio. E importante ressaltar que os proximos
passos nesse trabalho envolveram a caracterizacdo do comportamento dindmico desses
prototipos cddp@NHC por meio da analise das trajetérias das simulagbes por DM desses
modelos.

A primeira analise envolveu o calculo do RMSD (ver Tabela 7) que indicou que 0s

cpmplexos cddp@NHC com uma cddp (1com) incluida nas cavidades dos NHCb5a, 4a e 3a
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apresentaram maiores flutuagdes estruturais do que as correspondentes nos modelos com duas

cddp (2com) encapsuladas.

Figura 14. Estruturas finais das trajetdrias dos doze complexos cddp@NHC, incluindo uma

(1com) e duas moléculas de cisplatina (2com) encapsuladas.

lh\g

AN P "‘4’1»"-/!
N e P
NS 27

NS 5
{1 L
T

N P74

R -
i ‘ oy
N
W \?.."‘7

[y
3L
(3
e K

=
s'
>

)
.,

-
K
8
X
o

20

L

.’?’
3 el
G

K¢

%
e
e
&
'

2com3b

2comda 2

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Esse comportamento era esperado, uma vez que nos modelos 1com com tubos mais
estreitos, uma molécula individual de cddp pode mover livremente no interior das
nanoestruturas de carbono. Em contraste, os clusters de cddp presentes nos complexos 2com
demonstraram uma mobilidade do farmaco mais restrita, pois nesse caso existiam duas
unidades de cddp dentro das cavidades dos NHC que ainda precisavam se rearranjar a fim de
se atingir uma configuracdo mais estavel. Em média, foi possivel afirmar que todos os
modelos cddp@NHC alcancaram uma relativa estabilidade estrutural com um RMSD médio
de 0,775 A e desvio padrdo de 0,291 A.
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Tabela 7. Valores médios do RMSD de cada modelo de complexo cddp@NHC com uma
(1com) e duas (2com) moléculas de cisplatina encapsuladas.

lcomba lcomda lcom3a lcom3b lcom2b lcomla

RMSD/A! 0987 0939 1163 0431 0,759 0,581
std? 0,196 0,092 0,580 0,186 0,404 0,141

2comba 2comda 2com3a 2com3b 2com2b 2comla

RMSD/A 0268 0374 1134 0559 1,065 1,037
std 0051 0674 0481 0119 0,163 0,400

! Cada valor de RMSD foi calculado como uma média dos frames da etapa de produgéo com relacéo a
primeira estrutura dessa etapa. std: desvio padrao.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Para entender a mobilidade do farmaco antitumoral nas cavidades das nanoestruturas
pristinas de carbono, a segunda analise envolveu o mapeamento da evolucgdo da posicdo da
cddp durante a etapa de producdo de 100 ns. A Figura 15 mostra esse mapeamento para 0s
prototipos 1comba e 2comba que, por sua vez, sdo 0s modelos mais provaveis devido ao a
presenca do NHC5a. Com base no grupo de esferas douradas nessa figura, que representam o
posicionamento no tempo do atomo de Pt, foi possivel observar a permanéncia da
metalodroga a base de Pt(I1) no interior dos NHC, ao longo de todo o tempo de simula¢do dos
complexos 1comba e 2comba, confinamento esse que também foi observado para todos os
demais complexos (ver Figura 14). Acrescenta-se ainda que, enquanto no complexo 1comba
(Figura 15A) a cddp moveu em torno do CM do nanocarreador, no modelo 2com5a (Figura
15B), uma molécula de cddp teve a sua mobilidade proxima a regido conica (extremidade
fechada) e a outra se manteve em movimento em torno do centro de massa do NHC5a. Cabe
ressaltar que as distancias referentes a estrutura final (em vermelho) foram omitidas na Figura
15B, visto que elas sdo aproximadamente idénticas com relacao a estrutura inicial (em azul).

Para quantificar a mobilidade do farmaco cddp, a funcdo distance do cpptraj foi
empregada, permitindo a verificacdo da variagdo temporal das distancias entre um &tomo de
carbono da regido conica dos NHC pristinos e 0 CM da cddp. A representagdo grafica dos
valores médios dessas distancias, que foram calculados a partir das trajetorias de 100 ns de
cada complexo cddp@NHC, encontra-se na Figura 16, assim como os valores de desvio
padrdo (std) que fornecem uma ideia da intensidade das flutuacGes dessas distancias.
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Analisando os resultados da Figura 16A, foi possivel verificar que, de um modo geral,
a diminuicdo do angulo de cone (0) dos modelos de NHC (do 1a para o 5a) contribuiu para o
aumento da distancia entre os atomos de carbono da extremidade fechada dos NHC (regido

conica) e o CM da cddp, como notado no caso dos complexos 1comla, 1com2b e 1com3a.

Figura 15. Comportamento dindmico da molécula de cisplatina no interior da cavidade do

NHC para os complexos 1comb5a (A) e 2comba (B).
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*As esferas douradas representam a variacdo temporal da posi¢do do atomo de Pt da cddp ao longo da
trajetoria de 100 ns dos complexos. O centro de massa do NHC esta indicado pela esfera em preto e as
estruturas iniciais e finais da cisplatina, com todos os atomos explicitos, estdo indicadas pelas
representacdes em azul e vermelho, respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Esse aumento consistiu no afastamento da cddp preferencialmente para a extremidade
aberta dos NHC, efeito esse que foi mais pronunciado no caso do complexo 1com5a devido
ao fato do NHC5a ter o menor angulo de cone e, consequentemente, uma topologia mais
cilindrica. A Figura 16B mostrou um comportamento similar para os complexos com duas
cddp confinadas. Nesse caso, foi possivel observar um aumento da <d> para a cddp2, que
estava localizada na regido proxima a extremidade aberta, associado com um pequeno
decréscimo dessa <d> para a cddpl encontrada proxima a “ponta” ou extremidade fechada
dos NHC. Como afirmado anteriormente, o efeito do angulo do cone (0) foi mais acentuado
para os complexos que englobavam o NHCb5a que se caracterizava, principalmente, pelo

pequeno volume de sua cavidade.
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A fim de se estudar sobre como as estruturas de solvatagdo dos modelos de NHC
pristinos foram influenciadas pelo confinamento do farmaco antitumoral, as funcGes de
distribuicéo radial (RDF) do tipo g(r) CM--O,, definidas entre 0 CM de cada modelo de NHC

e os atomos de oxigénio das moléculas de solvente (4gua), foram calculadas e analisadas.

Figura 16. Distancias médias (<d>) entre o &tomo de carbono central da extremidade conica
de cada modelo de NHC pristino e o centro de massa da cisplatina para os complexos com

uma (1com) e duas (2com) moléculas de cisplatina encapsuladas.
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Essas RDF para os doze complexos de inclusdo cddp@NHC (ver Figura 14) estéo
representadas graficamente na Figura 17. A primeira conclusdo que se péde formular com
base na analise do comportamento das RDF expresso na Figura 13 foi que as camadas
externas de solvatacdo de todos os sistemas ndo sofreram modificacdes com a inclusdo do
agente antitumoral, como sugerido na regido “Exterior” de todas as RDF representadas. De
fato, as mudancgas significativas nas RDF ocorreram na regido das cavidades das
nanoestruturas (r < 9,0 A) onde a camada de solvatacio interna foi definida.

Informagdes sobre os picos e o numero de coordenagdo (NC) das camadas de
solvatacdo derivados da regido “Interior” destacada nas RDF da Figura 17 estdo organizadas
na Tabela 8.

Os dados da Figura 17A-B e da Tabela 8 indicaram que o primeiro pico em 0,15 A nas
RDF do NHC1a e NHC2b desapareceu no caso dos complexos 1com (com uma cddp) e 2com
(com duas cddp) quando ocorreu a inclusdo da cddp. Esse efeito sugeriu que o farmaco deve

ter ocupado uma posicdo média proxima ao CM desses modelos de NHC pristinos,
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promovendo assim, a expulsdo das moléculas de agua dessa regido. Esse mesmo efeito ndo foi

claro para os outros complexos, o que pode estar conectado com a posi¢do do CM dos NHC

mais estreitos ou tubulares que, diferentemente dos complexos com o0 NHC1a e o NHC2b,

ndo estava proximo a extremidade cénica como pode ser observado na Figura 5.

Figura 17. Funges de distribuico radial g(r) CM--Oy, definidas entre o centro de massa dos

modelos de NHC pristinos e os atomos de oxigénio (O,) das moléculas de solvente (agua),

para 0s NHC puros e os complexos cddp@NHC.

AN |——NHCIa|
4 (¢&) —lcomla
2eomla o
. 34 . .
o) Interior Exterior 4
5 2
=]
D T L) L T
0 5 10 15 20
riA
——NHC3a
1 (C) lcom3a
2eom3al
. 3 Interior Exterior
O -~
|
S 21
< J
S
) \/\,’—/“—Q'
0 T T T
lv] 5 10 15 20
riA
T T T - LI .
—XII(‘-IEL|
44 (E) leom4a
2eomdal
o 31 Interior Exterior
5 2
=
14 f
0 T T T T
¥] L] 10 15 20
riA

W

g CM -0

w

g(r)CM - O

W

g() CM - O

(B) —— NHC2b|
49 lecom2h
— 2com2h
34 Interior Exterior
2]
0 T T T T
0 5 10 15 20
riA
L] T L]
s ([)) =——=NHC3b
7 ]r.'nm.’bhl
= 2com3h|
34
Interior Exterior
2
1 -M\/xf_/ﬂ__.
0 . . . ;
0 5 10 15 20
riA
——NHCSa)|
41 (F) lcomSa
Zcom3a
31| Interior Exterior
2
) M
o L] L L} T
0 5 10 15 20
riA

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Ainda sobre as RDF da Figura 17, verificou-se novamente a existéncia de dois picos

na regido “Interior” em todas as espécies que, por sua vez, representavam o nuimero € a

posicdo de moléculas de agua no interior das cavidades dos NHC pristinos. O segundo pico

foi particularmente interessante, pois ele representou, de fato, a camada interna de solvatacéo.

Além disso, 0 NC2 na Tabela 8 foi o parametro que permitiu descrever, qualitativamente, a

quantidade de moléculas de solvente (agua) que se encontravam, em média, nas cavidades dos

nanocarreadores de carbono avaliados.

Tabela 8. Posi¢des dos picos e nimeros de coordenacao das funcbes de distribuicao radial

g(r) CM--Oy, definidas entre o centro de massa dos modelos de NHC e os &tomos de oxigénio

das moléculas de agua, dos complexos cddp@NHC com uma (1com) e duas (2com)

moléculas de cisplatina encapsuladas.

1
Modelo  6/° A — NC1? A — NC2°
1 pico 1 minimo 2 pico 2 minimo
NHC1a 0,15 1,95 1,07 3,15 4,65 15,35
1comla 1129 2,85 3,45 4,00 4,05 5,25 16,46
2comla 2,55 3,45 3,49 4,35 5,55 15,99
NHC2b 0,15 2,25 1,70 3,75 4,95 19,48
1com2b 83,6 1,95 2,85 2,64 4,05 4,95 15,83
2com2b 1,95 2,85 1,98 3,75 4,65 9,44
NHC3a 1,65 3,45 6,07 4,35 6,15 35,37
1com3a 60,0 1,35 3,45 5,79 4,35 6,15 32,15
2com3a 0,75 3,45 5,31 4,35 6,15 28,07
NHC3b 1,95 3,45 6,11 4,95 6,15 36,33
1com3b 60,0 1,95 3,45 6,15 4,95 6,15 33,90
2com3b 1,35 3,45 5,87 4,95 6,15 30,32
NHC4a 0,15 2,55 2,33 4,05 5,55 25,40
1comda 38,9 0,75 2,55 2,41 4,05 4,95 20,47
2comda 1,05 2,85 2,68 3,75 4,65 13,81
NHC5a 0,15 1,65 0,56 3,15 4,95 17,04
1comb5a 19,2 0,15 1,95 0,90 3,15 4,95 14,82
2com>5a 0,75 1,95 0,93 3,45 4,35 11,28

! Distancia média referente aos frames da etapa de producéo. > Ntimero de coordenacéo (NC) referente

ao primeiro pico e que foi calculado com a integral de zero até o valor do 1° minimo. * NC que

engloba o primeiro e o segundo pico, cujo a integral foi calculada de zero até o valor do 2° minimo.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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De um modo geral na Tabela 8, a reducdo progressiva do NC2 para os complexos com
uma (1com) e duas (2com) cddp refletiu exatamente o nimero de moléculas de agua
expelidas das cavidades dos NHC para possibilitar a acomodacdo de uma e duas unidades
desse farmaco antitumoral. Mais uma vez, foi possivel notar que as estruturas incluindo o
NHC3a e o NHC3b foram aquelas que acomodaram 0s maiores nimeros de moléculas de
agua em suas cavidades, em torno de 30 moléculas, devido as respectivas topologias dessas
nanoestruturas que se destacam pelas extremidades fechadas (regido conica) mais planas (ver
Figura 5). Embora uma pequena reducdo nesses nimeros de coordenacdo foi observada nos
complexos de inclusdo com esses modelos, como consequéncia da presenca do farmaco, esses
modelos continuaram a carrear 0 maior nimero de moléculas de solvente.

A fim de se visualizar como a presenca da molécula de cddp promoveu modificacdes
nas cavidades hidrofobicas dos NHC, especialmente no caso do NC, por meio de interacdes
intermoleculares com as moléculas de &gua, snapshots foram selecionados a partir de
topologias que incluiam apenas as moléculas de agua relacionadas com o primeiro e 0
segundo pico das RDF (Figura 17 e Tabela 8). Essas topologias estdo apresentadas na Figura

18 para o caso dos modelos mais provaveis (NHC5a, 1comb5a e 2comb5a).

Figura 18. Snapshots finais da trajetdria de 100 ns da dindmica molecular dos modelos

NHC5a, 1comba e 2comb5a, representando apenas a distribuicdo de moléculas de agua

referentes a camada interna de solvatacao definida pelo numero de coordenacdo NC2 da
Tabela 8.

NHC5a: lcomSa: 2comSa:
17 moléculas de H,O 15 moléculas de H,O 11 moléculas de H,O

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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Analisando a Figura 18, foi possivel notar uma distribuicdo esférica das moléculas de
solvente em torno do CM dos nanocarreadores de carbono contendo, em media, 17, 15 e 11
moléculas de agua no interior do NHC5a, 1comba e 2comba, respectivamente. Uma vez que
essas novas topologias para os outros modelos seguiram 0 mesmo comportamento mostrado
na Figura 18, elas foram omitidas nesse trabalho para maior clareza. Em se tratando dos
complexos 1com e 2com, foi possivel deduzir a existéncia de interagcbes predominantemente
eletrostaticas entre as moléeculas de cddp e as aguas (solvente), com base nas ligaces de
hidrogénio detectadas ao longo dos snapshots das trajetérias dos complexos cddp@NHC.

A Ultima analise dos doze complexos cddp@NHC, envolveu o calculo de suas
energias livre de ligagdo (ApG) em solugdo aquosa a fim de se caracterizar, energeticamente, a
afinidade ligante-receptor. Essas energias foram estimadas utilizando a abordagem MM-
GBSA (MILLER, et al., 2012) que considera 0 modelo de solvatacdo implicita Generalized-
Born (GB) (BASHFORD & CASE, 2000) e o termo referente a area da superficie acessivel ao
solvente (SASA) (LEE & RICHARDS, 1971) no formalismo da mecénica molecular. Nessa
abordagem cléssica, as A,G foram calculadas a partir da diferenca entre as energias livres das
moléculas de NHC (host) e da cddp (guest) como descrito pela Equacdo 3 a seguir (MILLER,
etal., 2012).

Ab Gsolvated = AGcom;r)lex ,solvated — [AGhost,solvated + AGgueslf ,solvated ] (3)

Na Equacdo 3, os termos AGeomplex, AGhost, € AGguest S€ referem aos modelos
cddp@NHC, NHC e molécula de cddp, respectivamente. Cada termo do lado direito dessa

equacao € calculado de acordo com a seguinte equacao.

AGi,solvated =AH —TAS = AEgaS + AGsolv - TASsolute (4)

Enquanto o termo AEg, indica a variagdo da energia mecéanico-molecular na fase
gasosa, 0 termo AGsy Na Equacdo 4 corresponde a energia livre de solvatagdo que € tratada
pelo modelo de solvatacdo GB. Nesse contexto, o calculo das energias livre de ligacdo pode
ser derivado esquematicamente a partir de um ciclo termodindmico para a formacdo dos
complexos cddp@NHC, ciclo esse que inclui as energias envolvidas em todos 0s processos
teoricos descritos pela Equacdo 3. A Figura 19 a seguir exibe um exemplo do ciclo
termodindmico para a formagdo do complexo 1comba, o qual foi escolhido como o protétipo
representativo da série dos complexos de inclusao estudados.
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Como os calculos MM-GBSA séo aplicados no ensemble conformacional derivado da
simulagdo por DM de cada complexo, as A,G sdo calculadas como médias ao longo das
conformacOes de uma especifica trajetoria. Nesse sentido, os valores medios das energias
livre de ligacdo (<Ap,G>) e todas as suas componentes energéticas dos complexos cddp@NHC
estédo organizados na Tabela 9, cujos dados foram computados tomando por base uma amostra

de 1.000 frames selecionados das etapas de producdo de cada modelo.

Figura 19. Ciclo termodindmico para o calculo das energias livre de ligacdo (A,G) dos

complexos cddp@NHC (nesse exemplo para 0 modelo 1comb5a).

A G receptor

solvation

A Gligand

solvation

solvated

A G complex

solvation

*Enquanto as caixas em azul representam as moléculas na presenca do solvente implicito, as caixas
em branco correspondem as moléculas na fase gasosa.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na Tabela 9, os valores das <Ap,G> indicaram que a formacdo dos doze complexos
inclusdo estudados foi um processo termodinamicamente favoravel, pelo menos no tempo de

100 ns, com algumas diferencas relacionadas com as topologias de NHC e com o ndmero de
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cddp incluidas, como evidenciado na Figura 20A. Nessa figura, verificou-se claramente que

0s complexos 2com (com duas cddp e representados pela curva em vermelho) se mostraram

mais estaveis do que aqueles com apenas uma molécula de cddp (1com, curva em preto).

Tabela 9. Valores médios das energias livres de ligagdo (<Ap,G>) e de suas componentes

energéticas (em kcal mol™) referentes aos doze prot6tipos de complexos do tipo cddp@NHC.

Modelo | <AEw> <AEg > <AEgg> | <AEsure> | <AEgas> | <AGsorv (s>’ | <MG>®

lcomla| -48,01+1,59 -0,87+0,63 16,66+1,36 -0,98+0,02 -48,88+1,60 15,68+1,36  -29,77+1,33
2comla | -78,51+2,40 -0,53+1,53 24,06+2,16 -1,60+0,06 -79,04+2,51 22,46+2,16  -49,84+2,29
lcom2b| -50,56+1,99 -2,83+1,40 19,42+1,60 -1,01+0,03 -53,39+2,01 18,41+1,61 -33,35+1,53
2com2b | -92,99+3,52 -0,43+1,29 28,92+1,81 -1,73+0,08 -93,41+3,38 27,19+1,80 -54,75+3,00
lcom3a | -48,23+1,45 -8,08+7,39 23,33+7,16 -0,98+0,02 -56,31+7,41 22,35+7,16  -34,96+1,30
2com3a | -96,33+1,93 -10,65+6,10 38,99+5,94 -1,78+0,04 -106,98+6,29 37,20#5,94 -63,06%1,79
lcom3b| -52,52+1,90 -3,47+1,21 20,86+1,60 -1,05+0,03 -55,98+1,86 19,81+1,62 -32,51+1,46
2com3b | -98,33+1,88 -5,10+1,47 36,31+1,96 -1,93+0,05 -103,43+2,23 34,38+1,98 -56,68+1,80
lcomda | -69,71+2,91 -9,41+1,03 32,40+2,25 -0,94+0,04 -79,12+3,60 31,46+2,28 -38,51+2,57
2comda | -115,01+1,87 -12,64+1,38 48,20+1,97 -1,78+0,05 -127,65+2,40 46,42+1,99 -65,03+2,27
lcomba | -54,11+3,49 -21,05+1,89 37,63+2,64 -1,10+0,03 -75,17+4,92 36,52+2,63 -34,78+2,89
2comba | -126,35+1,83 -47,07+1,92 79,93+2,37 -1,76+0,07 -173,42+2,96 78,17+2,40 -79,27+2,05

*Onde Evow, Eete, Ece, Esurr, Ecas, GsoLver) € ApxG correspondem a energia de van der Waals, a
energia eletrostatica de Coulomb, a contribuicdo polar para a solvatacdo pelo modelo Generalized
Born (GB), a contribuicdo ndo-polar para a solvatacdo, a energia na fase gasosa, a energia livre de
solvatacdo e a energia livre de ligacdo, respectivamente.

"Ecas=Ewv=E ligagoes T E angutos + E torcio T E vaw + E eLe.

2 GsoLv(es) = Ecs * Esurr.

* AbG = AEgas + AGsovv(es) - TASsoluto.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Esse comportamento era esperado, uma vez que o aumento do numero de ligantes
(cddp) acarretou no aumento do nimero de interagdes intermoleculares entre o farmaco e o
receptor (NHC) que, por sua vez, contribuiram para a estabilizacdo do sistema. E importante
mencionar que as interacfes de vdW estabelecidas entre a molécula de cddp e a superficie
interna dos NHC pristinos foram as principais responsaveis por esse efeito geral de

estabilizacdo, conforme explicitado pelos valores consideravelmente negativos do termo Eygw
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mostrado na Tabela 9 e Figura 20B. Curiosamente, a estabilizagdo extra adquirida pelo
sistema devido a inclusdo da segunda cddp foi quase a mesma que a observada devido a
primeira cddp sugerindo, pelo menos para o caso da presenca de algumas unidades de
farmacos confinados, uma contribuicdo aditiva para a energia de interacdo (ver linha azul na

Figura 20).

Figura 20. Valores médios da ApG (A), AEyaw (B) e da AEg g(C) ao longo do ensemble
conformacional constituido por 1.000 estruturas para cada um dos doze modelos de
complexos cddp@NHC.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Além das interagdes de vdW, as interagdes eletrostaticas, que estdo relacionadas com a
componente Eg g, também se tornaram cada vez mais significativas na medida em que se
prosseguiu para complexos com modelos de NHC com angulo de cone (0) cada vez menores
(ver Figura 20C), com destaque para 0 modelo 2comb5a. Efeito esse que pode estar conectado

com a formacdo das interacbes entre os dois farmacos encapsulados (cddpl--cddp2),
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especialmente do tipo ligacdo de hidrogénio (NH--Cl). De um modo geral, o efeito
estabilizador dessas duas interacdes (vdW e eletrostatica) estd em consonancia com estudos
reportados envolvendo simulagdes por DM de complexos constituidos por unidades de cddp
encapsuladas em NTC (MEJRI, et al., 2015). A Figura 20A também demonstrou que a
diminui¢ao do angulo de abertura de cone (8) dos modelos de NHC induziu na diminuicao da
<ApG> dos modelos de complexo cddp@NHC. Esse ganho de estabilidade pode ter sido
relacionado ao fato de que cavidades mais estreitas (menor 0) facilitaram a interacdo da cddp
com a superficie interna dos NHC, promovendo assim, a estabilizacdo do sistema. Por esse
motivo, os complexos 1com4a e 2com5a, ambos constituidos pelos NHC com menores 0,
foram apontados, em média, como os modelos mais estaveis devido aos menores valores de
<ApG>.

Ainda no que se refere aos dados da Tabela 9, apesar de todos os modelos de
complexos cddp@NHC serem estaveis na fase gasosa, devido aos valores progressivamente
negativos de <AGgas>, todas as energias livre de solvatacédo (AGsoLv(er)) foram positivas, o
que sugeriu um efeito desestabilizador sobre os complexos para o caso da solvatacdo implicita
com o modelo GB. Esses resultados puderam ser compreendidos ao se analisar as
contribuicdes individuais para a AGsoLv, isto é, a energias livre de solvatacdo dos complexos
cddp@NHC e das espécies individuais (NHC e cddp). Essas diferencas nos valores das
AGsoLy, tomando como exemplo o complexo 2comb5a, estdo representadas na Figura 21 a
sequir.

Os valores de AGsov da Figura 21 indicaram que o processo de solvatacdo do ligante,
no caso o dimero de cddp (cddpl--cddp2), foi o mais favoravel com um valor médio de -119
kcal mol™. Em contraste, a solvatacdo do NHC foi mais desfavoravel com um valor médio de
-69,4 kcal mol™, resultado esse esperado devido & natureza altamente hidrofébica dessa
nanoestrutura pristina de carbono. Entretanto, notou-se que a inclusdo do dimero do NHC5a
conferiu um ganho de estabilidade com uma valor médio de -40,6 kcal mol™,0 que sugere que
a inclusdo do farmaco teve um efeito estabilizador no processo de solvatagéo.

No entanto, uma vez que o calculo da AGsoLy, Seguindo o ciclo termodinamico

indicado na Figura 19, envolve uma dupla diferengca como mostrado na Equagédo 5 a seguir:

SAGp, = AGEEP ONHE _ (AGEA® 4 AGNHC (5)

solv solv solv
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Figura 21 - Evolucéo das energias livre de solvatacdo para o receptor (NHC5a), ligante
(cddp--cddp), complexo cddp@NHC e do valor da diferenca entre essas componentes do

complexo 2com5a durante os 100 ns.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O valor da AGspLy assume um valor positivo, como evidenciado anteriormente na
Tabela 9, o que sugere, em linhas gerais, que 0 processo de dissolucdo desse complexo nao é
favoravel em agua (tratada pelo modelo implicito de solvatacdo GB).

Embora a AGsorv(e) tenha mostrado um consideravel carater repulsivo, no saldo
energético liquido, a <ApG> continuou a apontar a formagdo favoravel de todos os doze
modelos de complexos cddp@NHC estudados.

A entropia do soluto também foi considerada nos calculos das A,G a fim de se obter
uma descricdo mais acurada do processo de formagdo dos complexos cddp@NHC. Essa
propriedade termodindmica, a qual é descrita pelo Gltimo termo na Equacdo 4 (TASsoiute), €
decomposta como uma soma de contribui¢cbes entropicas resultantes dos movimentos

translacionais, rotacionais e vibracionais como representado na Equagé&o 6 a seguir.

ASsoluto = AStrans + ASrot + ASvib (6)

Na Equacdo 6, cada termo expressa a variagdo entropica no processo de formacdo do
complexo (AS = Scomplexo — (Scadp + Snrc)). Enquanto os calculos das entropias translacionais e

rotacionais do soluto (complexos cddp@NHC) assumem o modelo do rotor rigido utilizando
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as funcgdes de particéo translacionais (Qians) € rotacionais (Qr.) do ensemble considerado na
simulacdo, a entropia vibracional foi estimada baseando-se na aproximagdo quase-harmonica
(SCHLLTTER, 1993; BROOKS, et al., 1995) por meio da avaliacdo da matriz de covariancia
de 3N coordenadas e da fungdo de particdo vibracional (Q.ip). Os dados das entropias dos
doze complexos cddp@NHC, incluindo as suas componentes da Equacdo 6, estdo expressos
na Tabela 10 a seguir. Vale ressaltar que para o célculo dos termos entrdpicos, a temperatura
considerada foi de 298,15 K. Embora as simulacGes tenham sido conduzidas em uma
temperatura média de 310 K, os célculos de entropia apresentados consideraram a temperatura
de 298,15 K, uma vez que o erro acarretado na AyG em 310 K é da ordem de 0,1 kcal mol™, o
que pode ser negligenciado.

Tabela 10. Contribuicdes entrépicas em kcal mol™ dos movimentos translacionais,

rotacionais e vibracionais dos modelos de complexos cddp@NHC.

Modelo lcomla 2comla 1lcom2b 2com2b Icom3a 2com3a lcom3b 2com3b  lcomda 2comda  lcomb5a  2comba
TASyans -12,76 -13,32 -12,74 -1329 -12,75 -1331 -12,76 -13,32 -12,75 -1331 -12,75 -1331
TAS,,: -866 -1023 -865 -1036 -866 -1044 -865 -1043 -863 -10,29 -865 -10,28
TAS,ip 1798 16,80 19,76 12,18 2241 17,06 17,74 1138 1223 741 1754 761

TAS -343 6,75 -164 -1148 1,00 -6,71 -366 -1236 -9,15 -1620 -3,87 -15,98
*O termo TASy envolve a soma das contribuicBes entropicas para a formacdo do complexo

cddp@NHCox (soluto) na Equacdo 5. A temperatura considerada foi de 298,15 K.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A analise dos dados da Tabela 10 apontou que a formacdo dos complexos cddp@NHC
resultou na perda dos graus de liberdade translacionais e rotacionais, uma vez que essas
contribuigdes (ASgans € ASro) foram negativas. Em se tratando dos complexos 1com (uma
cddp encapsulada), esses dois termos entrépicos demonstraram excelente concordancia com
os valores previstos por calculos quanticos (-12,8 and -8,6 kcal mol™) em um trabalho anterior
(DE SOUZA, et al., 2013) focado no complexo de inclusdo cddp@NHC4a (1com4a na
notacdo do presente trabalho). Por outro lado, como o nimero de modos normais de
moléculas ndo-lineares aumenta na ordem de 3N — 6, onde N é o nimero de 4tomos, todas as
variacoes das entropias vibracionais (ASyip) para a formacdo do complexo foram positivas. De
modo geral, o termo -TASsue (ver Equagdo 4) para cada complexo assumiu um valor
positivo, 0 que indicou que o termo entropico teve uma contribuigédo liquida positiva para a
afinidade de ligacdo de mondmeros cddp e NHC. Em outras palavras, o termo -TASsoute
contribuiu repulsivamente para o calculo da energia livre de Gibbs, diminuindo a

espontaneidade no processo de formacdo dos complexos de inclusdo, embora no balango
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energético liquido, a formacdo de todos os complexos cddp@CNH ainda se mostrou
favoravel.

Por fim, um efeito observado na DM de todos os complexos simulados foi a
mobilidade restrita do agente antineoplasico (cddp) no interior das cavidades dos modelos de
NHC pristinos, que perdurou por todas as trajetorias de 100 ns dos complexos simulados.
Entretanto, vale a pena enfatizar que estudos experimentais relatam que, na verdade, a
liberacdo da cddp a partir dos NHC ocorre majoritariamente ao longo dos buracos (vacancias)
nessas nanoestruturas que sdo resultantes de processos oxidativos conduzidos em etapas do
preparo dos NHC (AJIMA, et al., 2006). Assim, a inexisténcia dessas vacancias nos modelos
de NHC pristinos simulados pode ter sido o principal fator que contribuiu para o
confinamento da cddp, impedindo o processo de liberacdo espontanea desse farmaco. Com
relacdo ao tempo de simulacdo, partiu-se do pressuposto de que ele tenha sido suficiente para
a simulagdo desses sistemas, visto que os eventos de liberacdo controlada de cddp
encapsuladas em modelos de NTC com dimens6es comparaveis aos NHC avaliados, que é um
sistema similar ao estudado nesse trabalho, ocorreram na faixa de 2,0 a 25,0 ns (MEJRI, et al.,
2015). Apesar disso, vale salientar que a analise desenvolvida nessa etapa do trabalho, a qual
possuiu um carater exploratério desses modelos de complexos cddp@NHC, constituiu um
estudo preliminar que possibilitou a caracterizacdo do efeito da alta hidrofobicidade desses
NHC pristinos sobre o carreamento do farmaco cddp, informacéo essa que sera Gtil para uma
comparacdo com os efeitos obtidos nos estudos com os modelos de NHC oxidados e

reduzidos.

4.4 MODELAGEM DOS NHC OXIDADOS

Apbs o estudo do comportamento dinamico dos complexos de inclusdo cddp@NHC
envolvendo os NHC pristinos, o préximo passo no projeto envolveu a construcéo e a analise
teorica, por meio de simulacdes por DM, de modelos de NHC oxidados (NHCox), para
posteriormente serem avaliados como carreadores do agente antitumoral cddp. A relevancia
dessa etapa de modelagem de nanoestruturas oxidadas de carbono esta centrada no fato de que
ela possibilitara a avaliacdo de protétipos de NHC mais realisticos, uma vez que esses
materiais sdo previamente funcionalizados por meio de processos oxidativos, com o intuito de
melhorar a biocompatibilidade no contexto das aplicagdes biomédicas (KAROUSIS, et al,
2016).
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Como descrito na se¢do da metodologia, a construcdo das topologias oxidadas desse
trabalho foi baseada no mecanismo de oxidacgdo proposto e estudado anteriormente para NTC
e NHC na presenca de moléculas de O, e H,O (DA SILVA Jr, et al., 2009 ; DE SOUZA, L.
A.; et al., 2017). Para isso, 0 NHC5a (Tabela 2) foi selecionado como a estrutura de partida
para a elaboracdo dos modelos oxidados, tendo em vista que experimentalmente, esse
protétipo pristino é o mais provavel. As estruturas otimizadas no nivel semiempirico AM1
dos quatro modelos de NHCox, que correspondem a quatro diferentes graus de oxidacéo,
encontram-se na Figura 22.

Na Figura 22, as estruturas dos NHCox sdo identificadas pela nomenclatura NHCox-
N, onde doravante, “NHC” se refere ao NHC5a e N (N =1, 2, 3 e 4) ¢ o parAmetro que indica
0 grau de oxidacdo da nanoestrutura estudada. Cada um desses estagios de oxidacdo envolve
uma reacao de oxidacédo entre 1 mol de NHC com uma relagédo estequiométrica de 2:1 entre o
agente oxidante O, e H,O. Nesse sentido, pdde-se concluir, como indicado na Figura 22, que
0 aumento do grau de oxidacdo acarretou no aumento do nivel de funcionalizagdo das
nanoestruturas, devido a maior formacdo de grupamentos funcionais do tipo hidroxilas (OH),
carbonilas (C=0) e carboxilas (CHO). Nessa perspectiva, 0 NHCox4, que é o modelo
resultante de uma grau de oxidagdo 4, contabilizou um total de 15 grupos funcionais em
contraste a apenas 4 grupos, no caso do NHC oxidado até o grau 1 (NHCox1).

Além de incluir esses grupos funcionais, outro efeito resultante da quebra da isotropia
estrutural dos NHC pristinos, imposta pelo processo de oxidagdo, foi a formacdo das
nanowindows. Esse ultimo termo ja& havia sido empregado por Murata e colaboradores
(MURATA, et al., 2002) para descrever as vacancias formadas nas superficies dos NHC
qguando submetidos a processos de oxidagdo com O, em diferentes temperaturas. Em relagéo
ao tamanho dessas nanowindows, a Figura 22 sugere que o aumento do grau de oxidacdo das
nanoestruturas acarreta na formacdo de vacancias cada vez maiores nas superficies desses
materiais de carbono, como pode ser constatado a partir do aumento das distancias médias
entre atomos de carbono em dire¢des opostas nas nanowindows. Essa relagdo entre aumento
do tamanho da vacéncia com o estagio de oxidagdo ja havia sido relatada em um estudo
conduzido por Souza e colaboradores (DE SOUZA, et al., 2017) envolvendo uma série de
topologias oxidadas construidas a partir do modelo de NHC4d (DOS SANTOS, et al., 2014).
Apesar das diferencas geométricas entre os NHC pristinos 5a e 4d, como por exemplo o
angulo de cone (0) e o niumero de pentdgonos (n), as respectivas estruturas oxidadas

demonstraram semelhangas no tamanho das nanowindows, sendo que para o grau de oxidagéo
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4 verificou-se uma diferenca estrutural de 0,2 A entre as vacancias do NHCox4 (esse
trabalho) e do NHC4d-4 (DE SOUZA, et al., 2017).

Figura 22. Modelos de NHCox e as suas respectivas nanowindows resultantes dos quatro
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Do ponto de vista da termodinamica da formacdo dos modelos de NHCox propostos
nesse trabalho, pode-se esperar energias de formacdo mais favoraveis do que as respectivas
energias para os modelos estudados por Souza e colaboradores (DE SOUZA, et al., 2017).
Isso pode ser afirmado, uma vez que ao contrario do NHC4d, o NHC5a possui um maior
namero de defeitos em sua estruturas, representados pelos pentdgonos (n = 5), que séo sitios
potencialmente reativos que podem orientar e facilitar o processo de oxidacdo (GERBER, et
al., 2011). A relevancia dessas caracteristicas estad centrada no fato de que elas garantem a

consisténcia dos modelos de NHCox elaborados nesse trabalho para as simula¢6es por DM.

4.5 SIMULACOES POR DM DOS NHC OXIDADOS

A fim de se avaliar a dinamica desses modelos oxidados de NHC em solucéo aquosa, a
proxima etapa nesse trabalho consistiu na parametrizacdo e nas simulacGes por DM dessas
topologias oxidadas, seguindo os protocolos apresentados na secdo da metodologia. E
importante salientar que a partir de agora, o grau de oxidacdo (N = 1 a 4) tornou-se a variavel
a ser analisada, uma vez que ela era responsavel pela diferenciacdo entre os modelos de
NHCox, enquanto o angulo de cone (6 = 19,2°) foi mantido constante nessa serie estudada.

Ap6s o tempo de simulagdo de 100 ns, as trajetérias da DM de cada topologia oxidada
foram analisadas, iniciando-se com a verificagdo do RMSD em func¢éo do tempo com relagéo
a primeira estrutura (frame) da etapa da producdo. A Tabela 11 a seguir apresenta o valor
médio e o desvio padrdo do RMSD, referente de cada modelo de NHCox e do NHC5a

pristino.

Tabela 11. RMSD medio do NHC5a pristino e dos quatro modelos de NHCox em diferentes
graus de oxidacdo ao longo da trajetoria de 100 ns da etapa de producédo de cada modelo.
Modelo de NHC NHC5a NHCox1 NHCox2 NHCox3 NHCox4

RMSD /A 0,200 0,209 0,237 0,229 0,311
std/ A 0,036 0,003 0,042 0,031 0,041

“ Desvio padrao.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

De um modo geral, embora os dados de RMSD da Tabela 10 sugeriram pequenas
variagOes estruturais nesses nanomateriais de carbono, os protétipos oxidados evidenciaram

uma menor estabilidade estrutural do que a observada na topologia pristina (NHC5a). Esse
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comportamento pode estar conectado a maior complexidade dos NHCox, se comparada ao
modelo pristino, devido a presenca de grupos funcionais gerados nas superficies dessas
estruturas que, por sua vez, conferiram um aumento do nimero de graus de liberdade dos
sistemas. Além disso, também foi possivel verificar que 0 aumento do grau de oxidagédo
também acarretou em maiores flutuagcdes estruturais, com destaque para 0 NHCox4, que é
referente ao estagio de oxidacéo 4, com um RMSD médio de 0,311+0,041.

Além da avaliacdo estrutural da etapa de producdo, as outras etapas do protocolo de
simulacdo empregado também foram validadas, incluindo o procedimento artificial de
aquecimento e a equilibracdo da densidade do sistema. Seguindo 0 mesmo comportamento
dos modelos de NHC pristinos, verificou-se em média, uma estabilizacdo da temperatura em
torno de 310,00 K e da densidade do sistema em 0,966 g cm™ para 0s quatro protétipos
oxidados, validando mais uma vez o protocolo utilizado para as simulagdes.

Com o intuito de se verificar como a presenga das nanowindows nas topologias
oxidadas em diferentes graus influenciou nas interacbes com as moléculas de solvente, as
funcbes de distribuicdo radial (RDF) do tipo g(r) CM--O, foram novamente obtidas e
comparadas com o modelo de NHC pristino correspondente (NHC5a). A comparacdo do
perfil dessas RDF entre os modelos de NHCox e o NHC5a esta representada na Figura 23.

Ao comparar as RDF g(r) CM--O,, dos quatro modelos oxidados (Figura 23) com a
mesma funcdo definida para o protétipo pristino (Figura 23, NHC5a), p6de-se constatar uma
semelhanca significativa nos perfis dessas funcdes de correlacdo de pares, como por exemplo,
no posicionamento e no numero de picos, sugerindo que a existéncia das vacancias oxidadas
exerceu um efeito relativamente inexpressivo sobre as estruturas de solvatacdo desses
nanomateriais de carbono. Assim como no modelo pristino, as RDF dos NHCox também
exibiram dois picos dentro de uma distancia de 5,0 A em relacido ao CM dos NHC,
evidenciando novamente a presenca de moléculas de dgua que compdem a camada de
solvatacdo interna dos nanocarreadores. Ainda sobre a Figura 23, verificou-se uma reducéo
progressiva das intensidades dos dois primeiros picos com o aumento do grau de oxidagéo, o
que indicou uma leve diminuigdo da probabilidade de se encontrar moléculas de dguas nas
cavidades dos NHC cada vez mais oxidados.

Os detalhes qualitativos das RDF g(r) CM--O,, dos NHCox (Figura 23), incluindo os
dados referentes ao modelo pristino NHC5a para fins comparativos, estdo expressos na Tabela

12. Assim como a Figura 23, a primeira conclusdo que se péde extrair da Tabela 12 foi que,
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em média, os estagios de oxidacao ndo influenciaram no posicionamento dos picos e minimos
das RDF.

Figura 23. Funcdes de distribuicéo radial g(r) CM--O,, definidas entre o centro de massa de
cada nanocarreador de carbono (NHCox-N com N =1 - 4 e NHCb5a) e os 4&tomos de oxigénio

das moléculas de agua.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Entretanto, apesar da presenca das vacancias funcionalizadas nos NHCox néo

modificarem a posicao das camadas de solvatacdo, pequenas diferencgas foram observadas nos

nameros de coordenacdo (NC1 e NC2). Especificamente, notou-se uma pequena reducdo do

namero de moléculas (NC) que compdem as camadas de solvatagdo com o aumento do grau

de oxidacdo, resultado esse que ja havia sido previsto pela redugéo das intensidades das RDF

na Figura 23. De certo modo, esses ultimos comportamentos podem ser negligenciados, uma

vez que a diferenca média entre 0 NC do modelo pristino com os oxidados ser da ordem de
0,42 moléculas de agua.
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E importante enfatizar que nas RDF g(r) CM--O,, da Figura 23 foram considerados
apenas 0s atomos de oxigénio presentes nas moléculas de agua (solvente), uma vez que em
um primeiro momento, o objetivo era verificar como o nimero de coordenacgédo (NC) referente
as cavidades dos NHC seria modificado em funcao do grau de oxidacdo da nanoestrutura. Por
outro lado, os atomos de oxigénio pertencentes as hidroxilas, carbonilas e carboxilas dos
NHCox foram negligenciados nessa analise.

Tabela 12. Dados das func6es de distribuicdo radial g(r) CM--O,, definidas entre o centro de

massa dos modelos de NHCox em diferentes graus e o &tomo de oxigénio das moléculas de

agua.
1
Modelo = picor /ﬁminimo NC1* 2 pico : /Z?\ml'nimo NC2’
NHC5a 0,15 1,65 0,56 3,15 4,95 17,04
NHCox1 0,15 1,65 0,54 3,15 4,95 16,87
NHCox2 0,15 1,65 0,51 3,15 4,95 16,61
NHCox3 0,15 1,65 0,48 2,85 4,95 16,49
NHCox4 0,15 1,35 0,28 2,85 4,95 16,50

! Distancia média. > Nimero de coordenacéo (NC) referente ao primeiro pico e que foi calculado com
a integral de zero até o valor do 1° minimo. * NC que engloba o primeiro e o segundo pico, cujo a
integral foi calculada de zero até o valor do 2° minimo.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A Ultima analise dos modelos de NHCox envolveu o célculo e o monitoramento da
area da superficie acessivel ao solvente (SASA — surface acessible solvent area) do soluto ao
longo das trajetérias de 100 ns da etapa de producdo. Com unidade de A% a SASA se refere a
uma superficie gerada pela sobreposicdo dos raios de van der Waals de cada atomo que
compde o sistema em questdo. No AMBER12®, essa superficie é construida com base no
algoritmo do método LCPO (Linear combination of pairwise overlaps) desenvolvido por
Weiser e colaboradores (WEISER, SHENKIN e STILL, 1999). Nesse trabalho, a ideia era
analisar como a formagdo das nanowindows de diferentes tamanhos nas topologias oxidadas
influenciou na acessibilidade das moléculas de solvente. Ressalta-se que a area de uma

molécula de &gua, calculado pelo método LCPO, é, em média, 88,1 A% A Figura 24 a seguir
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fornece a representacdo grafica da evolugdo temporal da SASA de cada um dos quatro
modelos de NHCox, incluindo a do NHC pristino (NHC5a) para fins comparativos.

Os dados da Figura 24 indicaram nitidamente que o aumento do grau de oxidacao
acarretou na ampliacdo da area acessivel ao solvente (SASA) dos NHCox que, em média,
também manteve-se relativamente estvel ao longo de toda a trajetéria composta por 20.000

frames.

Figura 24. Comportamento da SASA (Solvent Accessible Surface Area) em funcéo dos
20.000 frames da etapa de produgéo da dindmica molecular dos quatro modelos de NHCox e
do NHC5a.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Em outras palavras, péde-se concluir que tanto a formacdo quanto o aumento do
tamanho das nanowindows funcionalizadas contribuiu para a reducdo progressiva da
hidrofobicidade dos NHC, com destaque para a topologia oxidada no grau 4 (NHCox4) que
apresentou a maior area superficial exposta a moléculas do solvente. Especificamente, o
estagio de oxidacdo 4 proporcionou, em média, um acréscimo de 468,89 A? no valor da
SASA em relagcdo ao NHC pristino correspondente. Além dessa ampliagdo da SASA estar
correlacionada com o aumento do nimero de grupos funcionais polares que, por sua vez,
intensificaram o grau de interacdo do nanomaterial com as moléculas de agua, o proprio
aumento do nimero de atomos que compde as topologias oxidadas tambem foi outro fator

responsavel por esse efeito de expansdo da SASA. O aumento do numero de aomos nos
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NHCox pode ser justificado pelo tratamento com as rea¢Oes de oxidacdo que resultaram na
abertura das nanowindows e na subsequente inclusdo manual de grupos funcionais nos
modelos, a fim de se completar a valéncia dos atomos de carbono nessas vacancias. Nessa
perspectiva, enquanto o NHC pristino era constituido por 391 atomos, a topologia oxidada no
maior grau estudado (NHCox4) contou com 412 4tomos.

Por fim, uma vez que a SASA possui uma relacdo de proporcionalidade com a energia
relativa a contribuicdo ndo-polar para a solvatacdo (Esure), espera-se que as diferencas
explicitadas na Figura 24 possam exercer algum efeito sobre as energias livre de ligacédo

(ApG), andlise essa que sera explorada em detalhes no final da proxima secédo desse trabalho.

4.6 SIMULACOES POR DM DOS COMPLEXOS cddp@NHCox

Depois do estudo relativo a evolucdo temporal de uma série composta por quatro
topologias oxidadas de NHC em diferentes estagios, a proxima etapa baseou-se na construcdo
dos complexos de inclusdo do tipo cddp@NHCox, seguindo a mesma ideia da elaboragédo dos
modelos de complexos com NHC pristinos (ver inicio da secdo 4.4). Com complexos
envolvendo o encapsulamento de no maximo duas unidades de cddp, construiram-se oito
protétipos de complexos de inclusdo cddp@NHCox, sendo quatro incluindo uma cddp
(1com) e mais quatro com duas cddp (2com). Vale ressaltar que na elaboragéo das estruturas
iniciais desses complexos de incluséo, a cddp foi posicionada no CM dos NHCox, no caso
dos complexos 1com, ou equidistante ao CM quando se tratava do encapsulamento do dimero
de cddp (complexos 2com).

Com o intuito de se investigar o efeito da inclusdo das nanowindows funcionalizadas
sobre a dindmica dos NHCox carreando a cddp em solucdo aquosa, bem comparar resultados
com o modelo pristino mais provavel (NHC5a), simulacdes por DM foram realizadas com
cada prot6tipo seguindo 0 mesmo protocolo padrdo apresentado na se¢do da metodologia. Os
snapshots das estruturas finais da etapa de producéo de 100 ns desses complexos de inclusdo
cddp@NHCox estdo apresentados na Figura 25.

Na Figura 25, a nomenclatura utilizada para se referir aos complexos cddp@NHCox
inicia-se com um prefixo relacionado com o nimero de farmacos encapsulados e com um
sufixo que indica o grau de oxidacdo que o NHC5a foi submetido. Por exemplo, no caso do
protdtipo nomeado “lcomSox1”, o prefixo “1” indica a presenga de uma cddp encapsulada, o

“com” informa que se trata de um complexo de inclusdo e o sufixo “5ox1” mostra que se trata
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do NHCox1 que é gerado a partir do primeiro estagio de oxida¢do do NHC5a pristino. Ainda

do farmaco cddp no

a

éncia

os frames apresentados apontaram a perman

sobre a mesma figura,

interior das cavidades dos NHCox, independentemente do grau de oxidacao.

As proximas etapas desse trabalho envolveram exatamente a analise das trajetdrias da

DM de cada um dos modelos de complexos de inclusdo apresentados na Figura 25.

Figura 25. Snapshots finais das trajetdrias de 100 ns de dindmica molecular dos oito modelos

de complexos cddp@NHCox com uma (1com) e duas (2com) moléculas de cisplatina

encapsuladas.

2com5ox1

1comSox1

2com50x2

IcomSox4

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Inicialmente, realizou-se uma analise estrutural baseada no céalculo do RMSD em
funcdo do tempo que foi monitorado ao longo do ndmero total de frames (20.000) que
compunha a etapa de producdo da DM. O valor médio do RMSD de cada complexo do tipo
cddp@NHCox, tomando como referéncia a primeira estrutura da etapa da producédo, esta
organizado na Tabela 13 a seguir. Cabe mencionar que os valores de RMSD foram calculados
levando em consideracdo todos os atomos do complexo, isto é, dos modelos de NHC e das

moléculas de cddp encapsuladas.

Tabela 13. Valor médio do RMSD dos complexos cddp@NHCox e do complexo
cddp@NHC5a, incluindo uma (1com) e duas (2com) moléculas de cisplatina encapsuladas.

lcomb5a lcomb5ox1 lcomb50x2 1com50x3 lcomb5ox4

RMSD /At 0,767 0,344 0,320 1,650 1,558
std 2 0,258 0,128 0,047 0,071 0,215

2comba 2comb5ox1l 2comb5ox2 2comb5o0x3 2combox4

RvsD/A 0306 0,337 0,375 0,388 0,333
std 0,055 0,205 0,087 0,098 0,060

! Valores calculados a partir da média dos 20.000 frames da etapa de produgéo. * Desvio padrao.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Embora os valores de RMSD da Tabela 13 indicaram, em média, uma relativa
estabilidade estrutural de todos os protétipos estudados, verificou-se que os complexos com
uma cddp encapsulada apresentaram maiores flutuagcbes em suas estruturas do que aqueles
gue englobaram duas unidades do agente antitumoral. Provavelmente, esse comportamento
pode estar relacionado com a mobilidade facilitada da cddp na cavidade hidrofobica dos NHC
quando se tem apenas um farmaco e as moléculas de solvente. Além da estabilidade estrutural
dos complexos cddp@NHCox sugerida pelos valores médios de RMSD, outras varidveis da
DM, como a temperatura e a energia potencial do sistema, também se mostraram equilibradas
ao longo da trajetéria de 100 ns, assegurando mais uma vez a validade do protocolo de
simulacdo empregado.

Assim como procedido para os complexos 1com5a e 2comba na Figura 15, a evolucao
da posicéo da cddp no interior dos nanocarreadores oxidados de carbono também foi mapeada

utilizando-se como exemplo os complexos 1comb5ox4 e 2combox4, conforme mostrado na
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Figura 26. Esses dois protétipos de complexos cddp@NHCox foram escolhidos, pois eles
eram constituidos por NHCox com o maior nimero de grupos funcionais e tamanho das
nanowindows, varidveis essas que a principio, poderiam exercer alguma influéncia na

dindmica do agente antitumoral confinado.

Figura 26. Comportamento dindmico da cisplatina na cavidade do modelo NHCox4 nos

complexos 1com5ox4 (A) e 2com50x4 (B).

*As esferas douradas representam a variagdo temporal da posi¢do do atomo de Pt da cisplatina ao

longo dos 100 ns de trajetéria. O centro de massa do NHCox esta indicado pelas esferas em preto. As
estruturas iniciais e finais da cisplatina, considerando explicitamente todos os seus a&tomos, estdo
representadas em azul e em vermelho, respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Com base na distribuicdo das esferas douradas na Figura 26, que representam a
evolugdo temporal do 4&tomo de Pt da cddp, foi possivel constatar uma maior mobilidade da
cddp no interior da cavidade do NHCox4 para o complexo 1com5ox4 (Figura 26A), do que
em relacdo ao complexo 2com5ox4 (Figura 26B) que, por sua vez, demonstrou flutuagoes
consideravelmente restritas das moléculas de cddp. Comparando esse mapeamento com
aquele exposto na Figura 15, pdde-se concluir que, no caso dos complexos com uma cddp, a
topologia pristina do NHC presente no complexo 1comb5a (Figura 15A) proporcionou uma
distribuicdo simétrica e uniforme da cddp em torno do CM do nanomaterial, em contraste a
distribuicdo mais dispersa do farmaco no complexo com o NHCox (Figura 26A). Com relacdo
aos modelos que incluiram duas cddp, tanto no prototipo pristino 2comba (Figura 15B) como

no oxidado 2com5ox4 (Figura 26B) as moléculas de cddp exibiram uma mobilidade mais
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restrita e localizada proximo a regido conica dos NHC, ao longo do tempo de simulacéo de
100 ns. Como as distancias entre 0 CM da cddp e o centro da regido conica sdo praticamente
as mesmas, tanto da estrutura inicial (em azul) quanto na final (em vermelho), as referidas
distancias da estrutura final foram omitidas na Figura 26B.

Com o intuito de se descrever quantitativamente a mobilidade dos oito modelos de
complexos de inclusdo cddp@NHCox, as distancias entre um atomo de carbono central da
extremidade conica do NHC e o CM do farmaco cddp foram calculadas como valores médios
ao longo do namero total de frames que compunham a trajetdria de producdo. Essas distancias
médias (<d>) para cada um dos complexos incluindo uma e duas cddp estdo esquematizadas
nos gréaficos da Figura 27 a seguir.

Figura 27. Distancias médias (<d>) entre o &tomo de carbono central da extremidade conica
de cada modelo de NHCox e o centro de massa da cisplatina para 0s complexos com uma
(1com) e duas (2com) unidades dessa metalodroga encapsulada.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Ao analisar os dois graficos da Figura 27, verificou-se que em ambos complexos com
uma e duas cddp, o aumento do nivel de oxidacdo dos NHC teve como consequéncia o
afastamento progressivo da cddp em relagdo ao atomo de carbono central da extremidade
conica desses nanomateriais de carbono, afastamento esse representado pelo aumento das <d>
de todos os modelos de cddp@NHCox estudados. Nesse sentido, ao analisar os complexos
com uma cddp (Figura 27A), constatou-se que enquanto aqueles envolvendo os NHCox nos
niveis 1, 2 e 3 exibiram <d> semelhantes e da ordem de 5,16 A, o prottipo com o NHCox4
(1com50x4) se destacou por ter demonstrado uma <d> de 8,39 A, sendo a maior da série

avaliada. Por outro lado, nos complexos com duas cddp (Figura 27B), o aumento da <d> com
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0 grau de oxidacdo n&o foi significativo, uma vez que as diferencas entre essas <d> de cada
modelo foram inferiores a 1,0 A, o que sugeriu, mais uma vez, a maior estabilidade estrutural
dos complexos do tipo 2com50x-N ao longo dos 100 ns simulados. Ao comparar 0
comportamento da <d> exposto nessa figura com aquele apresentado pelos complexos
cddp@NHC da Figura 16, foi possivel notar que a presenca das nanowindows funcionalizadas
nas topologias oxidadas de NHC nos complexos cddp@NHCox acarretou na maior
aproximacéo do farmaco em relacdo a extremidade conica do nanocarreador. Essa diminuigdo
da <d> pode estar relacionada ao efeito das interacbes dos grupos funcionais presentes nos
NHCox com a molécula de cddp encapsulada.

A fim de se caracterizar as estruturas de solvatacdo dos modelos de complexos
cddp@NHCox, as RDF g(r) CM--Oy, que sdo definidas entre o centro de massa de cada
NHCox e os &tomos de oxigénio do solvente, também foram calculadas para cada complexo
de inclusdo e comparadas com os respectivos NHCox puros, conforme explicitado na Figura
28.

Em uma primeira andlise, as RDF da Figura 28 indicaram que a presenca de moléculas
de cddp encapsuladas acarretou em modificacGes na estrutura de solvatacdo no interior dos
protétipos cddp@NHCox. Com base nas intensidades dessas RDF, verificou-se uma maior
probabilidade de se encontrar moléculas de agua encapsuladas (regido “Interior’) tanto nos
NHCox (curvas em preto) quanto nos complexos com uma cddp (curvas em vermelho).

Assim como observado nas RDF dos complexos cddp@NHC (ver Figura 17), esse
comportamento pode estar relacionado com efeitos estéricos na cavidade dos NHC, uma vez
que a presenca de mais de uma cddp exerceu um maior impedimento ao acesso de moléculas
de 4gua nas cavidades dos NHC, conforme constatado pela queda nas intensidades das RDF
dos complexos com duas cddp (curva em azul). Além disso, comparando-se as RDF desses
modelos cddp@NHCox (Figura 28) com aquelas dos modelos cddp@NHC (Figura 17),
notou-se uma semelhanga nos perfis dessas funcbes de correlacdo de pares apenas entre 0s
complexos incluindo o NHC5a pristino (Figura 17F) e os complexos incluindo o NHCox1
(Figura 28A).

Em contraste, o aumento do grau de oxidagédo dos NHC nos complexos cddp@NHCox
resultou em diferencas significativas, em relacdo aos complexos cddp@NHC, no que diz
respeito ao padréo de distribuicdo de moléculas de solvente encapsuladas, como destacado nas

curvas em azul na Figura 28B-D.
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Figura 28. Funcdes de distribuigéo radial g(r) CM--O,, dos complexos cddp@NHCox

definidas entre o centro de massa dos NHCox e os &tomos de oxigénio das moléculas de agua.

| Interior

Exterior

AV

. T v
—NHCox1
lecom5ox1
2comSoxl

r/A

Interior

Exterior

(C)

T T

——NHCox3

lecom5ox3
2com5ox3

r/ A

w

g CM --O

w

g CM--0O

| Interior]

By

Exterior

p———NHCox2

lcomSox2
2com5ox2| 4

34 Interior]

Exterior

—— NHCox4

leomSox4

2comSox 4|4

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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*A divisdo entre “Interior” e “Exterior” referiu-se as regides do NHC e foi baseada no raio médio de

cada modelo (ver Tabela 1) considerando o raio de vdW do &tomo de carbono (BATSANOV, 2001)

Provavelmente, essas divergéncias nas RDF entre complexos de inclusdo com NHC

pristinos e oxidados podem estar conectadas com a orientacdo das moléculas de solvente nas

cavidades dessas nanoestruturas de carbono. Por sua vez, a disposi¢do das moléculas de agua

encapsuladas possui uma dependéncia com a mobilidade dos agentes antineoplasicos

confinados e, de certo modo, com a natureza das nanowindows oxidadas.

Ainda no que concernem as RDF da Figura 28, informagfes sobre picos, minimos e

nameros de coordenacdo das camadas de solvatacdo estdo apresentadas na Tabela 14. Os

dados dessa tabela sugeriram que a formacdo das nanowindows em diferentes tamanhos néo

exerceu um efeito consideravel sobre o posicionamento das moléculas de aguas no interior

das cavidades dos NHC, conforme constatado pelas posi¢cdes praticamente invariaveis dos

picos e minimos. As principais diferengas foram observadas com os modelos de complexos
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com duas cddp (2com50x-N). Ao avaliar o NC2 que fornece uma ideia do nimero total de
moléculas de 4gua nas cavidades dos NHC, verificou-se que, independentemente da presenca
de NHC pristinos ou oxidados, os NC sofreram uma reducdo com a presenca de uma ou mais

moléculas de cddp encapsuladas.

Tabela 14. Dados das RDF g(r) CM--Oy, que s&o definidas entre o centro de massa dos
modelos de NHC e os 4&tomos de oxigénio das moléculas de agua, dos complexos de incluséo

cddp@NHCox e daqueles incluindo o NHC5a pristino (Llcomb5a e 2comba).

I’//&1 2 r/A 3

Modelo 1°pico  1°minimo NC1 2°pico  2°minimo NC2
NHC5a 0,15 1,65 0,56 3,15 4,95 17,04
lcomba 0,15 1,95 0,90 3,15 4,95 14,82
2comba 0,75 1,95 0,93 3,45 4,35 11,28
NHCox1 0,15 1,65 0,54 3,15 4,95 16,87
1lcomb5ox1 0,15 1,65 0,54 3,15 4.05 12,21
2comb5ox1 0,75 1,95 0,90 3,45 4,35 11,10
NHCox2 0,15 1,65 0,51 3,15 4,95 16,61
1lcomb5ox2 0,15 1,65 0,52 3,15 4,05 12,21
2comb5ox2 1,35 1,95 0,86 2,85 3,45 5,97
NHCox3 0,15 1,65 0,48 2,85 4,95 16,49
1com50x3 0,15 1,65 0,49 2,85 4,65 15,08
2com50x3 1,05 2,25 0,93 3,45 4,35 10,43
NHCox4 0,15 1,35 0,28 2,85 4,95 16,50
lcombox4 0,15 1,65 0,63 2,85 4,35 12,31
2combox4 1,65 1,95 0,81 2,85 3,75 7,16

! Distancia média. > Nimero de coordenacdo (NC) referente ao primeiro pico e que foi calculado com
a integral de zero até o valor do 1° minimo. * NC que engloba o primeiro e o segundo pico, cujo a
integral foi calculada de zero até o valor do 2° minimo.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Como exemplo, o complexo 2com50x4 chegou a apresentar uma diferenca média de
nove moléculas de agua em relacdo ao do NC2 do NHCox4 puro. Por fim, é importante
ressaltar que as nanowindows nas topologias oxidadas de NHC né&o influenciarem nas RDF,
pois 0s atomos de oxigénio presentes nessas vacancias nao foram levados em conta no calculo
das funcdes g(r) CM--O,.

A fim de se analisar visualmente a distribuicdo das moléculas de solvente e a reducéo

do NC2 com a inclusdo do complexo de Pt(ll), topologias envolvendo apenas as moléculas de
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agua presentes nas cavidades dos NHC foram construidas seguindo o mesmo procedimento
empregado para os complexos cddp@NHC (Figura 18). Para isso, o grau de oxidacao quatro

foi selecionado para a representacdo dessas topologias como mostrado na Figura 29 a seguir.

Figura 29 .Estruturas finais (frames 20.000/20.000) dos modelos de NHCox4, 1com50x4 e
2comb5ox4, mostrando apenas a distribuicdo de moléculas de dgua relacionadas com a camada

interna de solvatacédo definida pelo nimero de coordenacdo NC2 da Tabela 14.

NHCox4: lcomSox4: 2comSox4:
17 moléculas de H,O 12 moléculas de H,O 7 moléculas de H,O

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Como previsto pelas RDF g(r) CM--Oy, a Figura 29 evidenciou nitidamente a redugao
da concentracdo de moléculas de adgua no interior dos NHC na medida em que se prosseguiu
do modelo de NHCox4 puro com NC2 igual a 17 para o complexo de inclusdo com duas cddp
(2com50x4) com NC2 igual a 7. Proporcionado pela estreita cavidade efetiva dos NHC, esse
mesmo efeito foi observado para todos os demais prot6tipos simulados como apontado pelos
NC2 da Tabela 14.

A préxima analise envolveu o estudo do efeito da presenca de uma e duas unidades do
farmaco cddp nas cavidades dos NHC sobre a superficie acessivel ao solvente (SASA) desses
nanomateriais pristinos (com o NHC5a) e oxidados. A ideia era obter informagdes sobre a
variacdo do valor médio da SASA dos complexos cddp@NHCox em funcgdo dos diferentes
graus de oxidagdo dos NHC presentes. Os dados dessa analise foram organizados na Tabela

15 a sequir.
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Tabela 15. Valores médios da SASA (solvent acessible surface area) calculados a partir das
trajetorias de 100 ns da dindmica molecular de cada um dos modelos de NHCox e dos

complexos cddp@NHCox.

Modelo <SASA>/A®
NHCb5a 881,47+4,98
lcomba 886,45+5,37
2comba 906,98+5,77
NHCox1 1038,23+5,36
lcomb5ox1 1054,43+5,78
2combox1 1060,61+6,26
NHCox2 1157,33+6,65
1com5ox?2 1177,23+7,39
2comb5ox2 1179,76+7,54
NHCox3 1244,32+7,58
lcomb5ox3 1261,11+8,34
2com5ox3 1262,06+8,53
NHCox4 1350,36+9,04
lcomb5ox4  1350,38+8,82
2comb5ox4 1360,98+9,20

*0O termo <SASA> reforga que os valores da SASA dessa tabela foram calculados como médias do
numero total de frames da etapa de produgdo de cada sistema simulado.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Os dados dispostos na Tabela 15 indicaram dois efeitos relevantes para a maximizagao
da SASA dos modelos simulados. O primeiro deles ja havia sido caracterizado nas simulacdes
por DM dos NHCox puros (ver Figura 24). Do mesmo modo, verificou-se que nos complexos
cddp@NHCox, o aumento do grau de oxidacdo dos NHC, resultou na diminuicdo sistematica
da hidrofobicidade desses complexos, devido ao aumento dos valores médios da SASA que
denotam a acessibilidade de moléculas de solvente.

O segundo efeito que contribuiu para o aumento da SASA dos complexos foi relativo
a presenca do agente antitumoral na cavidade dos NHCox que, como sugerido por todos 0s
valores da Tabela 15, promoveu um aumento da probabilidade de interaces com moléculas
do solvente, embora os numeros de coordenacdo expressados nessa tabela diminuiram devido
aos impedimentos estéricos nessa regido.

Por fim, uma analise energética dos complexos cddp@NHCox foi conduzida com o
objetivo de se investigar a influéncia da formacgéo das nanowindows funcionalizadas nos NHC

sobre as estabilidades nessa série de complexos de inclusdo. Para isso, as energias livre de
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ligagdo (ApG) e todas as suas componentes foram calculadas como médias ao longo do
ensemble de 1000 frames selecionados da etapa de producéo, utilizando a metodologia MM-
GBSA que também foi empregada na caracterizacdo energética dos complexos cddp@NHC

(Tabela 9). A Tabela 16 a seguir apresenta os valores médios e os desvios padrdo dessas

energias de formacdo para a classe de complexos em estudados nessa segéo.

Tabela 16. Valores médios de energia livre de ligagdo (<A,G>) e de suas componentes

energéticas (em kcal mol ™ )referentes aos modelos de complexos cddp@NHCox.

Modelo <AEgw> <AEg > <AEgg> | <AEsype> | <AEgas> |<AGsoLv (e | <AxG>®

lcomba | -54,11+3,49 -21,05+1,89 37,63+2,64 -1,10+0,03 -7517+4,92  36,52+2,63 -34,78+2,89
2comba |-126,35+1,83 -47,07+1,92 79,93+2,37 -1,76+0,07 -173,4242,96 78,17+2,40 -79,27+2,05
lcom5ox1 | -71,83+1,32 -29,57+2,64 4854+2,36 -0,99+0,04 -101,40+2,78 47,54+236 -47,07+1,59
2combox1 | -125,91+1,98 -50,92+3,20 84,98+2,57 -1,82+0.06 -176,83+2,98 83,16+255 -75,95+2,12
lcom50x2 | -72,53+1,33 -26,20+2,13 45,64+1,75 -1,02+0,05 -98,73+2.02  44,62+1,76 -41,70+1,67
2comb50x2 | -124,58+1,66 -50,30+2,20 83,47+1,90 -1,88+0.06 -174,88+2,31 81,59+1,90 -77,44+2,10
lcom50x3 | -70,77+2,07 -36,82+4,75 56,48+4,17 -1,02+0,04 -107,59+4,48 5546+4,17 -40,91+2,07
2comb50x3 | -122,33+2,02 -62,64+2,65 97,05+2,63 -1,96+0,05 -184,92+3,02 95,09+2,63 -72,97+2,42
lcomb5ox4 | -57,70+3,87 -24,94+894 44,28+9,81 -1,17+0.06 -82,64+12.00 43,11+9,77 -37,19+2,87
2combox4 | -123,23+2,20 -63,91+3,85 97,35+3,17 -2,00+0.07 -187,14+3,63 95,35+3,18 -74,78+2.33

* Os valores relativos aos complexos pristinos 1comba e 2comba também foram incluidos. Onde E,gw,
Eere, Ece, Esurr, Ecas, GsoLviee) € ApG correspondem a energia de van der Waals, a energia
eletrostatica de Coulomb, a contribuicdo polar para a solvatacdo pelo modelo Generalized Born (GB),
a contribuicdo ndo-polar para a solvatacdo, a energia na fase gasosa, a energia livre de solvatacdo e a
energia livre de ligagdo, respectivamente.

! EGAS = EMM =E ligacbes +E angulos +E torgdo +E vaw F E ELE:

2 Gsovv(es) = Ecs *+ Esurr.
® AbG = AEgas + AGsovv(ee) - TASsoluo.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Os valores das ApG organizados na Tabela 16 indicaram que, mesmo com topologias
de NHC submetidas a reacbes de oxidacdo em quatro diferentes graus, o processo de
formagdo dos complexos de inclusdo, constituidos por esses nanomateriais oxidados de
carbono com moléculas de cddp encapsuladas, continuou sendo termodinamicamente

favoravel como mostrado na Figura 30A.
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Assim como observado nos complexos com NHC pristinos (ver Figura 20A), a Figura
30A destacou A,G consideravelmente mais favoraveis para os complexos com duas cddp (ver

curva em vermelho) do que para aqueles com apenas uma cddp (ver curva em preto).

Figura 30. Valores médios da ApG (A), AEyqw (B) ¢ AEg e (C) calculados a partir do
ensemble conformacional contendo 1.000 estruturas (frames) selecionados das trajetdrias dos

modelos de complexos cddp@NHCox.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Novamente, esse resultado pode estar correlacionado com o aumento do nimero de
interacOes entre os 4tomos do farmaco com os dtomos de carbono da superficie interna dos
NHCox que acarretou nesse efeito estabilizador dos complexos cddp@NHCox. E importante
enfatizar que essa afinidade farmaco-receptor, a qual foi descrita com base na abordagem da
mecanica molecular com o metodo MM-GBSA, corroborou tanto trabalhos experimentais de
sintese desses complexos (AJIMA, et al., 2005; AJIMA, et al., 2006; AJIMA et al., 2008),
guanto trabalhos tedricos envolvendo calculos quanticos de estrutura eletrénica (DE SOUZA,

et al., 2017; DE SOUZA, et al., 2018), o que permitiu, mais uma vez, validar 0s nossos

prototipos e resultados.
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Como esperado, a principal componente energética responsavel por essa estabilizagdo
dos complexos cddp@NHCox continuou a ser aquela referente as interacfes de van der
Waals (Evaw), como pode ser observado na Figura 30B. O caréater aditivo da estabilizagdo do
sistema com o aumento do ndmero de moléculas de cddp encapsuladas, foi mais uma vez
observado ao se dividir a E,qw referente aos complexos 2com50x-N pelo nimero de fa&rmacos
encapsulados, fornecendo, em média, o valor referente aos complexos com uma cddp,
conforme indicado pelas curvas em azul na Figura 30.

Outra contribuicdo que se mostrou relevante para a estabilizacdo dos complexos
cddp@NHCox foi aquela referente a energia eletrostatica coulombiana (Eg.g). Com base nos
dados da Tabela 16, foi possivel constatar, em média, valores de Eg e mais favoraveis para 0s
complexos de inclusdo com topologias oxidadas de NHC do que agueles com 0s mesmos
nanocarreadores pristinos (1comba e 2comba). Esse efeito esta majoritariamente relacionado
com as interaces eletrostaticas do tipo farmaco-receptor que foram proporcionadas pela
presenca dos grupos funcionais polares nas superficies dos NHCox. Além disso, a Figura 30C
sugeriu que esse efeito estabilizador foi intensificado com o avango do grau de oxidacéo das
nanoestruturas de carbono, principalmente no caso do carreamento de duas unidades (dimero)
do agente antineopléasico estudado. Esse ganho de estabilizagdo alcangada nos complexos com
duas cddp pode estar conectado, em média, com a formacdo das interacBes intermoleculares
do tipo cddpl-cddp2. Nesse sentido, foi possivel verificar na Figura 30C e na Tabela 16 uma
estabilizacdo em torno de 13 kcal mol® na <Ege> do complexo 2com5ox4 quando
comparada com o protétipo que era constituido pelo NHCox1 (2com50x1).

Em se tratando da componente referente a contribuicdo ndo-polar ou ndo-eletrostatica
para a energia livre de solvatacdo (Esurr), a qual é diretamente proporcional a SASA do
prototipo simulado, foi possivel notar, nos dados da Tabela 16, valores relativamente mais
favoraveis tanto para complexos com duas cddp como para aqueles envolvendo as topologias
oxidadas de NHC. Além disso, o aumento do grau de oxidacdo dos NHC também acarretou
em valores de Esurr que favoreceram as afinidades farmaco-receptor, em especial no caso dos
complexos com duas cddp. Mais uma vez, a intensificagédo do processo de oxidacgdo, gerando
nanowindows cada vez maiores e mais funcionalizadas, demonstrou ser um fator relevante
para modular a estabilidade de complexos de inclusdo formados por NHC e moléculas de
cddp.

Entretanto, outro aspecto destacado na Tabela 16 foi o conjunto de valores

notadamente positivos de energia livre de solvatagdo (AGsoLv(ee)), indicando assim uma
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desestabilizacdo de todos os complexos simulados no processo de solvatagcdo implicita tratada
pelo modelo GB. O mesmo comportamento, o qual j& havia sido notado para os complexos
cddp@NHC (ver Tabela 9), pode ser compreendido ao avaliar as contribui¢des individuais
para a AGsoLyv que envolvem o complexo cddp@NHC e as espécies singulares cddp e NHC.
A Figura 31 a seguir evidencia as diferencas entre as componentes da AGspry tomando o
complexo 2com50x4 como exemplo representativo da série de compelxos cddp@NHCox.

Figura 31 - Variacdo temporal das energias livre de solvatacao para o receptor (NHCox4),
ligante (dimero de cisplatina), complexo cddp@NHCox4 e do valor da diferenca entre essas
componentes ao longo dos 100 ns de simulagé&o.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Com base na analise dos dados da Figura 31, pode-se concluir que o processo de
solvatacdo do complexo 2com5ox4 foi o mais favoravel com um valor médio de -300 kcal
mol™. A solvatacéo do receptor (NHCox4), por sua vez, foi o segundo processo de solvatacdo
mais espontaneo com um valor médio, -276,7 kcal mol™ em contraste ao valor médio de -69,4
kcal mol™ referente & topologia pristina do NHC5a (ver Figura 21). Essa divergéncia de quase
-207 kcal mol™ na espontaneidade do processo de solvatacdo de uma topologia oxidada de
NHC frente a uma pristina € uma consequéncia da abertura da nanowindows com grupos
funcionais polares que favorece a solvatacdo implicita nanomaterial de carbono. Apesar dos

valores consideravelmente negativos da Gsoy das espécies individuais do complexo
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2com5o0x4, a diferenga AGgpy resultou em valores positivos com um valor médio de 95,3 kcal
mol™. De um modo geral, esse resultado (8AGsy > 0) denota que a dissolucdo do complexo
2comb50x4 é um processo termodinamicamente desfavoravel no caso do modelo de soltacdo
implicita GB para incluir a agua. Apesar dessa desestabilizacdo, a espontaneidade para a
formacéo desses complexos foi garantida pelo saldo liquido energético que compde a AnG.

Os valores da contribuig¢@o entropica (TASsowto) para energia livre de ligagao (ApG) dos
complexos cddp@NHCox também foram calculados como valores médios do ensemble
conformacional composto por uma amostra de 1.000 estruturas. Os valores médios das
contribuicBes entrdpicas dos oito complexos cddp@NHCox se encontram na Tabela 17 a
seguir. Do mesmo modo como procedido para o célculo dos termos entrOpicos para 0S
complexos cddp@NHC (ver Tabela 10), os calculos da contribui¢do entropica para a AyG
consideraram a temperatura de 298,15 K visto que o erro para o valor na temperatura de

310 K pode ser negligenciado (0,1 kcal mol™).

Tabela 17. Contribuicdes entropicas dos movimentos translacionais, rotacionais e

vibracionais dos modelos de complexos cddp@NHCox.

Modelo  1com5ox1 1com50x2 1com50x3 1lcom50x4 2comb5ox1l  2com50x2  2com50x3  2combox4
TASrans -12,75 -12,75 -12,75 -12,75 -13,31 -13,31 -13,32 -13,32

TAS ot -8,63 -8,63 -8,63 -8,66 -10,37 -10,41 -10,41 -10,40
TASip 14,59 8,98 10,16 19,06 5.96 7.87 6,81 6,71
TAS st -6,79 -12,41 -11,22 -2,35 -17,72 -15,85 -16,92 -17,01

*O termo TASy envolve a soma das contribuicBes entropicas para a formacdo do complexo
cddp@NHCox (soluto) na Equacéo 4. Todos os valores estdo em kcal mol™.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Assim como observado para 0 caso dos modelos de complexos de inclusdo com
NHC pristinos (ver Tabela 10 da segdo anterior), os valores negativos dos termos TASins €
TASt denotaram uma perda dos graus de liberdade translacionais e rotacionais com a
formacéo de todos os complexos cddp@NHCox, conforme apresentado na Tabela 17. Apesar
dos valores de TASi: na Tabela 17 serem negativos, esse termo entropico na expressdo da
ApG tem um sinal negativo, tornando todos esses valores positivos e, por sua vez,
contribuindo para a desestabilizacdo dos complexos. Essa contribuicdo repulsiva para a
interacdo farmaco-receptor teve maior destaque nos complexos cddp@NHCox com duas cddp
encapsuladas, principalmente devido ao maior peso dos termos TASyas € TASy: que

maximizaram os seus efeitos com a mudanga de sinal na expressao para o célculo da A,G.
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A (ltima questéo a ser discutida nessa secao refere-se a residéncia do farmaco cddp no
interior dos NHCox ao longo de toda as trajetérias de simulacdo dos complexos
cddp@NHCox, assim como observado na série dos prototipos do tipo cddp@NHC. Esse
comportamento perdurou mesmo nos nanocarreadores que contavam com as nanowindows
mais extensas em suas superficies resultantes dos maiores graus de oxidacdo. Embora o
evento de liberacao do farmaco a partir das nanowindows ndo tenha sido observado, os
modelos NHCox2, NHCox3 e NHCox4 contavam com vacancias (ver Figura 22) com
dimens@es que, a principio, seriam apropriadas para a passagem de uma molécula de cddp
com um comprimento total aproximado de 4,2 A. Entretanto, o confinamento do farmaco
permitiu apontar que as dimensdes das vacancias geradas ainda eram insuficientes para
promover a passagem da molécula de cddp, fato esse que pode ser claramente constatado ao
se observar uma representacdo estrutural considerando os raios de van der Waals dos 4tomos.
Tomando como exemplo o complexo lcom5ox4, a Figura 32 apresenta esse tipo de
representacdo tanto para 0 NHCox4 e a cddp isolada, quanto para a molécula de agua.

Na Figura 32, a representacdo da estrutura molecular utilizando as esferas de van der
Waals se mostrou relevante, uma vez que ela forneceu uma ideia do tamanho efetivo das
moléculas estudadas, informac&o essa que deve ser levada em conta no estudo de processos de
liberacdo e translocacdo de farmacos. Nessa perspectiva, a Figura 32B destacou que mesmo o
maior grau de oxidacdo estudado (grau 4) gerou uma vacancia consideravelmente obstruida
no NHC devido a presenca dos grupos funcionais formados ao longo do mecanismo das
reacOes de oxidacdo. Essa obstrucdo das nanowindows funcionalizadas, que foi verificada nos
quatro modelos de NHCox simulados, somada ao volume molecular efetivo da cddp e da
molécula de &gua, contribuiu para a supressdo do processo espontaneo de liberacdo controlada
do agente antitumoral e de moléculas de solvente ao longo dessas vacancias.

Diante a esse comportamento, espera-se que o desenvolvimento de topologias de NHC
oxidados em graus superiores possa proporcionar a formagdo de nanowindows com
dimensdes superiores ao tamanho efetivo da cddp (maiores do que 7,5 x 4,1 A como na
Figura 32B) para proporcionar a translocagéo e a liberacao do farmaco a partir dessas novas

vacancias.
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Figura 32. Comparacdo das dimensdes médias do prototipo NHCox4 e das moléculas de

cisplatina e &gua representadas pelos modelos Ball and stick (A) e Van der Waals Spheres(B).

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Desviando dessa linha de modelagem de NHC em estagios de oxidacgdo cada vez mais
avancados de oxidacdo, a proxima secdo desse trabalho apresentard outra importante
abordagem de tratamento quimico dos NHC, a qual também é empregada no contexto das
pesquisas desses nanomateriais de carbono como DDS, com o intuito de otimizar os eventos

de liberag&o controlada de farmacos

4.7 MODELAGEM DOS NHC REDUZIDOS

Embora a funcionalizacdo quimica seja um dos principais efeitos dos processos
oxidativos dos NHC, visto que ela pode otimizar a biodistribui¢do e a biocompatibilidade, e
ainda proporcionar uma reducdo da toxicidade, a formacdo de grupos funcionais em excesso
nas superficies desses nanomateriais pode promover uma obstrucdo dessas estruturas e,
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consequentemente, impedir a liberacdo de biomoléculas encapsuladas. Em um estudo
experimental, Ajima e colaboradores (AJIMA, et al., 2006) ainda mostraram que esse efeito
de obstrucdo pode ser intensificado no caso da imersdo dos NHC oxidados em uma solugéo
tampédo fosfato salina (PBS), devido ao fato da conversdo dos grupos carboxila (-COOH) e
hidroxila (-OH) em sais de &cidos carboxilicos (—-COONa) e alcéxidos (-ONa). Conversao
essa que reduz as dimensdes efetivas das nanowindows em funcdo da inclusdo de atomos de
sodio cujo raio de van de Waals do atomo de sddio é de 2,27 A, em contraste a 1,58 A e 1,20
A referente aos atomos de oxigénio e hidrogénio, respectivamente (AJIMA, et al., 2006;
BATSANOV, 2001).

Nessa perspectiva, a Ultima etapa desse trabalho abordou a reacdo de reducdo como
uma importante estratégia de tratamento quimico dos NHC, a qual pode ser empregada em
conjunto com 0s processos oxidativos pds-sintese desses materiais nanoestruturados de
carbono. O processo de reducdo possui uma relevancia no contexto dos NHC funcionalizados
como DDS, uma vez que essa reacdo pode promover o aumento do tamanho efetivo das
nanowindows, por meio da conversdao quimica dos grupos funcionais oxigenados em grupos
hidrocarbonetos presentes nas bordas dessas vacancias (AJIMA, et al., 2006).
Consequentemente, essa ampliacdo das nanowindows pode maximizar a ocorréncia dos
eventos de incorporacdo e liberacdo de farmacos a partir dos NHC.

Nessa linha, baseando-se no estudo da reacdo de reducdo dos NHCox conduzido por
Ajima e colaboradores (AJIMA, et al., 2006), uma nova série de topologias de NHC
reduzidos, de agora em diante denominados “NHCh” foi proposta e estudada nesse trabalho.
Para isso, as quatro topologias de NHCox elaboradas nesse trabalho foram empregadas como
estruturas de partida gerando, consequentemente, quatro novos prot6tipos de NHCh, cuja as
estruturas otimizadas, conforme descrito na metodologia, se encontram na Figura 33.

Do mesmo modo que na série de NHCox, o modelo pristino NHC5a continuou sendo
a estrutura base para a construcdo de novas topologias de NHC, conforme mostrado na Figura
33. Em termos de nomenclatura dessa nova classe, utilizou-se a notagdo NHCh-N, que foi
similar aguela empregada para os NHCox, onde novamente, o sufixo N referiu-se ao grau de
oxidacdo do NHC que foi submetido ao processo tedrico de redugdo. Por exemplo, a
topologia designada “NHCh4” refere-se a um modelo de NHC reduzido, o qual foi obtido a
partir da reducdo da estrutura NHCox4. Além da manutencdo do efeito de ampliacdo das
nanowindows em funcdo do avanco do grau de oxidagdo, a Figura 33 também destacou a

auséncia dos grupos funcionais oxigenados nas vacancias que, por sua vez, tinham sido
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substituidos por grupos contendo atomos de hidrogénio em suas terminagdes. De certa forma,
essa substituicdo proporcionada pela reacdo de redugdo exerce uma protecdo quimica para as
nanowindows, impedindo a possibilidade de reacdes laterais envolvendo os grupos funcionais
oxigenados nessas regides de defeito que, por sua vez, poderiam resultar na obstrucdo das
vacéancias devido a formacéo de grupos volumosos.

Figura 33. Modelos de NHC reduzidos (NHCh) com destaque para as suas hanowindows

reduzidas que, a principio, foram geradas ao longo dos quatro diferentes estagios de oxidacao.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Na Figura 33, embora as dimensdes meédias das vacancias dos NHCh ndo sejam
consideravelmente reduzidas em relacdo aquelas referentes aos NHCox (Figura 22), é
importante ressaltar que as nanowindows dos NHCh sdo mais estaveis e, consequentemente,
menos susceptiveis a reacdes quimicas que possam obstrui-las, conservando assim, o tamanho
efetivos dessas vacancias.

Por fim, é importante enfatizar que a elimina¢do dos grupos funcionais oxigenados nas
topologias dos NHCh ndo compromete ou exclui a ideia do melhoramento da
biocompatibilidade, uma vez que as estruturas elaboradas nesses trabalho consistem apenas
em modelos desses nanomateriais de carbono, cujo principal foco, nessa etapa, é investigar o
efeito dessas novas nanowindows reduzidas sobre a dindmica do sistema carreador
cddp@NHCh em solucdo aquosa. Dessa forma, as proximas secbes desse trabalho

envolveram exatamente o estudo do comportamento dindmico dos NHCh da Figura 33.

4.8 SIMULACOES POR DM DOS NHC REDUZIDOS

Antes de se proceder para o estudo dos complexos de inclusdo constituidos por
moléculas de cddp confinadas nas cavidades dos NHCh, a variacdo temporal da série de
NHCh puros, a qual foi proposta na se¢do anterior, tambeém foi avaliada por meio do método
da dindmica molecular. Nesse sentido, ap6s a parametrizacdo de cada modelo de NHCh (ver
Figura 33), as respectivas estruturas foram simuladas seguindo o mesmo protocolo de
simulacdo empregado para os modelos pristinos e oxidados. Os detalhes das analises dessas
simulagdes foram organizados nessa secao do trabalho.

Primeiramente, avaliou-se a variacdo estrutural média das topologias reduzidas, por
meio do céalculo do RMSD, cujos valores foram comparados com os obtidos para 0s NHC
pristinos e oxidados, como apresentado na Tabela 18. Os dados referentes aos modelos
reduzidos indicaram um aumento das flutuac@es estruturais ao longo das trajetérias de 100 ns
na medida em que se progrediu para prototipos incluindo nanowindows maiores.
Comportamento esse ja observado com os outros modelos de NHC e também esperado, dado
gue a existéncia desses defeitos cada vez maiores, associada com 0 aumento concomitante do
numero de grupos metila, proporciona uma maior liberdade de movimento das nanoestruturas.
Sob essa oOtica, 0 modelo NHCh4 foi aquele que apresentou as maiores flutuacdes nessa serie
com um valor médio de RMSD de 0,265+0,052. Ainda sobre os dados da Tabela 18, pbde-se

perceber que, no geral, as topologias reduzidas se mostraram mais estaveis do que as
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oxidadas. Entretanto, apesar das flutuagdes apontadas nessa tabela, foi possivel afirmar que
todos os modelos de NHC desenvolvidos atingiram uma estabilidade estrutural, validando o
protocolo de simulacdo empregado nesse trabalho. Outros aspectos desse protocolo como
aqueles acerca do controle da temperatura, da pressdo e da densidade do sistema também

ratificaram a sua eficiéncia nas simulagdes desenvolvidas.

Tabela 18. Comparacgéo dos valores de RMSD médio dos modelos de NHC pristino,

oxidados e reduzidos referentes ao tempo de simulacdo de 100 ns.

Pristino
NHC5a
RMSD /A 0,200
std/ A" 0,036
Oxidados

NHCox1 NHCox2 NHCox3 NHCox4
RMSD/A 0,209 0,237 0,229 0,311
std / A 0,003 0,042 0,031 0,041

Reduzidos

NHChl NHCh2 NHCh3 NHCh4
RMSD/A 0,192 0,214 0,236 0,265
std / A 0,036 0,033 0,045 0,052
" Desvio padrdo.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A proxima andlise envolveu a verificacdo da influéncia das nanowindows desprovidas
de grupos funcionais oxigenados sobre o ambiente no interior das cavidades dos NHCh, a fim
de se caracterizar a capacidade de transporte desses NHC, bem como comparar com os dados
obtidos para os modelos pristinos e oxidados. Para isso, procedeu-se ao calculo e a analise das
funcBes de distribuicdo radial do tipo g(r) CM--O,,, definidas entre o centro de massa dos
NHCh e os aomos de oxigénio das moléculas de solvente (&gua), cujos perfis foram
representados na Figura 34.

De um modo geral, a Figura 34 indicou uma similaridade apreciavel entre as RDF
g(r) CM--O,y dos NHCh (curva em preto) e dos NHCox (curva em vermelho), semelhanca
essa que também foi constatada entre as mesmas RDF dos NHC oxidados e pristinos (ver
Figura 23). Assim como no caso dos NHC pristinos e oxidados, as RDF g(r) CM--O,, dos
NHCh (Figura 34) também indicaram a presen¢a de moléculas de agua na regido “interior”

dos NHC, isto é, no interior das cavidades desses nanomateriais quando imersos em solucao
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aquosa. As posicdes das camadas de solvatacdo interna e 0s respectivos ndmeros de
coordenacdo dos NHCh estdo listados na Tabela 19.

Figura 34. Funcdes de distribuicéo radial g(r) CM--O,, para as series de modelos de NHC

35

reduzidos (NHCh) e oxidados (NHCox).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Em geral, apesar da conservacao da posicdo das camadas de solvatagéo, independente
da natureza dos modelos de NHC, sejam eles pristinos, oxidados ou reduzidos, foi possivel
observar diferencas em relacdo ao NC2 nas trés séries avaliadas desses nanocarreadores. No
que tange aos NHCh, notou-se uma redugdo do NC2 com o aumento das nanowindows
quando se tratou dos modelos dessa série. Além disso, as topologias reduzidas também
demonstraram uma menor capacidade de transporte de moléculas de agua do que em relacao
as estruturas pristinas e oxidadas. Vale ressaltar que essas diferencas foram da ordem de até
duas moléculas de agua. Em resumo, os dados das RDF g(r) CM--O,, (Figura 34 e Tabela 19)
permitiram concluir que a presenga das nanowindows estudadas, incluindo ou néo os grupos

funcionais oxigenados, ndo exerceu modificacdes intensas na estrutura de solvatacdo interna
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desses materiais de carbono. Essa similaridade nas RDF pode estar conectada as dimens@es
das vacancias geradas nas topologias de NHC que, provavelmente, ndo devem ter sido
apropriadas para possibilitar o fluxo de moléculas de solvente através desses defeitos, o que
possivelmente impediu variacdes apreciaveis nos niumeros de coordenagdo das camadas de

solvatacdo interna.

Tabela 19. Dados das func6es de distribuicdo radial g(r) CM--O,, definidas entre o centro de
massa dos modelos de NHC oxidados (NHCox) e reduzidos (NHCh) e o &tomo de oxigénio

das moléculas de agua.

1
Modelo 1A NC12 o TIA NC2?
1 pico 1 minimo 2 pico 2 minimo
NHC5a 0,15 1,65 0,56 3,15 4,95 17,04
NHCox1 0,15 1,65 0,54 3,15 4,95 16,87
NHCh1 0,15 1,65 0,53 3,15 4,95 16,84
NHCox2 0,15 1,65 0,51 3,15 4,95 16,61
NHCh2 0,15 1,35 0,33 3,15 4,65 15,11
NHCox3 0,15 1,65 0,48 2,85 4,95 16,49
NHCh3 0,15 1,65 0,50 2,85 4,65 14,96
NHCox4 0,15 1,35 0,28 2,85 4,95 16,50
NHCh4 0,15 1,35 0,29 2,85 4,65 14,66

! Distancia média. > Nimero de coordenacéo (NC) referente ao primeiro pico e que foi calculado com
a integral de zero até o valor do 1° minimo. * NC que engloba o primeiro e o segundo pico, cujo a
integral foi calculada de zero até o valor do 2° minimo.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Finalmente, a série de NHCh foi analisada em termos da éarea acessivel ao solvente
(SASA), a qual foi calculada como uma média referente ao numero total de frames das
trajetérias de 100 ns de cada umas das quatro topologias de NHCh. Os valores médios da
SASA de cada modelo de NHCh, assim como aqueles referentes aos NHCox e ao pristino
(NHC5a) foram organizados na Tabela 20. Os dados dessa tabela indicaram um aumento da
SASA dos NHCh na medida em que se prosseguiu para protétipos com nanowindows
maiores, como o caso do NHCh4 com um valor médio da SASA de 1156,96 A% Em outras

palavras, a abertura de vacancias na superficie de topologias de NHC pristinos proporcionou
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uma diminuicdo da hidrofobicidade desses sistemas, efeito esse de grande importancia para a

interatividade quimica com o meio fisioldgico.

Tabela 20. Comparacgéo dos valores médios da SASA (solvent accessible surface area)
referentes as trajetorias de 100 ns dos modelos de NHCox, NHCh e do NHC5a (pristino).
Modelo <SASA>/A’

NHC5a | 881,47+4,98

NHCox1 | 1038,23+5,36
NHCh1 969,11+5,53

NHCox2 | 1157,33+6,65
NHCh2 1029,68+ 5,99

NHCox3 | 1244,32+7,58
NHCh3 1089,22+ 6,09

NHCox4 | 1350,36+9,04
NHCh4 1156,96+12,57

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Como esperado, os modelos de NHCox foram aqueles que se destacaram em termos
da acessibilidade a moléculas de solvente (ver Tabela 20), em funcéo da presenca dos grupos
funcionais polares que garantiram uma maior biocompatibilidade e, consequentemente, um
melhoramento na solubilidade, dispersibilidade e hidrofilicidade dessas nanoestruturas em

solucdo aquosa.

4.9 SIMULACOES POR DM DOS COMPLEXOS cddp@NHCh

Apos a andlise de aspectos da dindmica em solucdo aquosa de uma série de NHCh na
forma pura, o proximo passo nesse trabalho envolveu o estudo desses nanomateriais
reduzidos de carbono atuando como carreadores de moléculas do farmaco cddp. Para isso,
procedeu-se com a construcdo de um serie de oito complexos de inclusdo do tipo
cddp@NHCh, dentre eles, quatro envolveram o carreamento de apenas uma unidade do
agente antitumoral, e 0s outros quatro englobaram duas, visando mimetizar os clusters de
cddp detectados experimentalmente. Com as estruturas elaboradas, prosseguiu-se com 0s
procedimentos de otimizacdo, parametrizacdo e, por fim, as simulagdes por DM, seguindo 0s

protocolos apresentados na metodologia desse trabalho.
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A Figura 35 exibe as estruturas finais das trajetdrias de 100 ns desses oito protdtipos
cddp@NHCh. Nesse ponto, é importante enfatizar que, além de discutir o comportamento dos
NHCh como DDS a cddp, essa etapa também envolveu analises comparativas com 0s
resultados obtidos para o complexos cddp@NHC5a e cddp@NHCox, a fim de se descrever o
efeito de topologias de NHC modeladas com base em tratamentos quimicos convencionais de
pos-sintese sobre o confinamento de farmacos a base de Pt(11).

No que tange a nomenclatura dos complexos cddp@NHCh, a Figura 35 indicou um
sistema de nomes similar aquele utilizado para designar os complexos cddp@NHCox (ver
Figura 25), sendo que a Unica diferenca foi verificada na substitui¢do do termo “ox” pelo “h”.
Seguindo essa linha, no prototipo designado ‘“2com5h4”, por exemplo, o “2” indica que
existem duas cddp encapsuladas, o “com” refor¢a que se trata de um complexo de inclusdo, o
“5” refere-se ao modelo de NHC base (no caso o 5a, ver Figura 5), o “h”mostra que se trata de
uma topologia de NHC reduzido ¢ o “4” corresponde a topologia de NHCox que foi
submetida ao processo de reducdo (no caso o NHCox4, ver Figura 22).

Ainda com relacdo a Figura 35, os frames apresentados sugeriram que, ao final do
tempo de simulacdo de 100 ns, o farmaco permaneceu em um regime de confinamento nas
cavidades dos NHCh, independentemente do tamanho das nanowindows desses modelos
simulados. A partir desse resultado, as proximas analises conduzidas envolveram a varredura
da histéria dindmica desses complexos cddp@NHCh, a fim de se caracterizar eventos
intermediarios que possam ter ocorrido nesse periodo de tempo simulado.

Assim como procedido para os protétipos cddp@NHC e cddp@NHCox, a estabilidade
estrutural dos complexos cddp@NHCh também foi analisada com base no valor médio e o
desvio padrdo do RMSD, os quais foram calculados a partir do ensemble de frames que
compunha as trajetorias desses modelos. Os referidos valores estdo organizados na Tabela 21.

Considerando a série de complexos cddp@NHCh, os valores de RMSD da Tabela 21
indicaram a inexisténcia de variacOes estruturais drasticas, em relacdo ao inicio da etapa de
producdo, durante o tempo simulado. Alem disso, os valores do desvio padrdo tambem
sugeriram o alcance de um equilibrio estrutural que também foi constatado para 0os complexos
de inclusdo com NHC pristinos (cddp@NHC) e com oxidados (cddp@NHCox). Apesar disso,
a série de valores de RMSD da Tabela 21 apontou que, em média, os complexos com duas
cddp (2com) tiveram um movimento mais restrito, como expressado pelos menores valores de
RMSD, do que aqueles com uma cddp (1com). Como esperado, o0 modelo 1com5h4 se

destacou pela maior flutuacdo estrutural observada ao longo do curso da simulagéo,
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inclusdo de uma Unica unidade do farmaco cddp, garantindo

comportamento esse que pode ser justificado em funcdo da presenga da maior nanowindow
Figura 35. Estruturas finais (frames 20.000/20.000) das simulac¢6es dos oito protdtipos de

uma maior liberdade de movimento no interior da cavidade do nanomaterial.

estudada em sua superficie, e da
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complexos cddp@NHCh incluindo uma (1com) e duas (2com) unidades de cisplatina.
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Além da relativa estabilidade estrutural dos complexos cddp@NHCh expressa pelos
valores de RMSD, o protocolo de simulagdo empregado também se mostrou apropriado para
0 preparo e a equilibracdo desses sistemas, uma vez que nao foram detectadas flutuacGes
drésticas, por exemplo, da temperatura, da densidade e da energia potencial durante as

simulagdes.

Tabela 21. Valor médio do RMSD de cada complexo cddp@NHCh incluindo uma (1com) e

duas (2com) moléculas de cisplatina encapsuladas.

lcomb5a l1lcomb5hl 1lcom5h2 1com5h3 lcom5h4

RMSD /Al 0767 0238 0844 0667 1,278
sg? 0258 0034 0242 0302 0248

2comba 2combhl 2com5h2 2com5h3 2com5h4

rRMsD/A 0306 0,839 0,344 0,286 0,710
std 0,065 0,104 0,155 0,042 0,198

* Os valores dos complexos com NHC pristinos também foram incluidos.” Valores calculados a partir
da média dos 20.000 frames da trajet6ria da etapa de producéo. ? Desvio padréo.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Com o intuito de acessar, em detalhes, a historia da dindmica do agente antitumoral no
interior das cavidades dos modelos de NHCh, realizou-se um mapeamento da posicdo do
atomo de Pt da cddp ao longo dos 100 ns de simulacdo. Esse mapeamento, cuja ideia ja havia
sido explorada nas secOes anteriores desse trabalho para os complexos cddp@NHC e
cddp@NHCox, encontra-se esquematizado na Figura 36, considerando os modelos 1com5h4
e 2com5h4.

Na Figura 36, as distribuicdes das posicdes do atomo de platina revelaram que a
mobilidade da molécula de cddp foi restrita ao interior das cavidades dos NHCh, durante toda
a trajetdria de simulacdo dos complexos 1com5h4 (Figura 36A) e 2com5h4 (Figura 36B). O
mesmo confinamento também foi observado para os demais complexos cddp@NHCh. Além
disso, a Figura 36 corroborou os valores de RMSD da Tabela 21, uma vez que, de fato, no
complexo com uma cddp, 1com5h4 (Figura 36A), a distribuicdo da posicao do atomo de
platina foi mais difusa do que no complexo 2comb5h4 (Figura 36B), indicando uma maior
mobilidade daqueles prot6tipos com apenas uma unidade de farmaco incluido. Vale ressaltar
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que esse comportamento dindmico foi semelhante ao observado para os complexos
cddp@NHC (ver Figura 15). Em contraste, especialmente no caso dos complexos com uma
cddp encapsulada, os modelos com NHC pristinos (cddp@NHC) apresentaram uma
distribuicdo espacial mais simétrica e regular, o que provavelmente pode ter sido um efeito
imposto pela superficie uniforme de &tomos de carbono no caso dos modelos pristinos de
NHC.

Figura 36. Comportamento da mobilidade da cisplatina na cavidade do modelo NHCh4 nos
complexos 1com5h4 (A) e 2com5h4 (B).

(B)

cisplatina esta indicada pelas representacdes, com todos os &tomos explicitos do farmaco, em azul e
em vermelho, respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Entretanto, as representacdes ilustradas tanto na Figura 36, quanto nas Figuras 15 e 26,
ndo forneceram informacdo relativas a orientagdo da molécula de cddp no interior das
cavidades dos NHC, como por exemplo, a questdo dos modos de interacdo preferenciais entre
a cddp e a superficie interna dos NHC. A fim de se clarificar esses questionamentos, imagens
representando a distribuicdo espacial da molécula de cddp como um todo, e ndo apenas
englobando o 4&tomo de platina, foram construidas para topologias selecionadas das trés séries
de complexos de inclusdo estudados (cddp@NHC, cddp@NHCox e cddp@NHCh), conforme
mostrado na Figura 37. De um modo geral, a Figura 37 mostrou que, em média, o plano da
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molécula de cddp permaneceu paralelo ao eixo central da cavidade dos NHC durante toda a
simulacdo, de modo que a mobilidade do farmaco antitumoral seguiu essa distribuigdo
espacial cilindrica ilustrada nessa figura. Além disso, a propria distribuicdo das cores expressa
nessa figura apontou que, em média, os dois grupos amino (-NHs) da cppd permaneceram
voltados para a regido conica dos NHC ao longo de toda a simulacéo.

Cabe ressaltar que esse arranjo preferencial da cddp no interior dos NHC também foi
observado nos complexos com uma cddp (1com). Ainda com relacdo a Figura 37, acrescenta-
se que a molécula de farmaco localizada mais proxima a extremidade aberta dos NHC, além
de se orientar os dois grupos —NHj; voltados para o interior das cavidades dos NHC, ela
também formou interagdes de hidrogénio do tipo H---Cl entre as duas cddp encapsuladas.
Embora a contribuicdo dos atomos de hidrogénio ndo tenha sido levada em conta nas
distribuicbes espaciais dessa figura, a interacdo central da nuvem em azul (referente ao N)
com a verde (referente ao Cl) sugerem essas interacdes intermoleculares cddp---cddp (dimero
de cisplatina). Comparando-se a distribuicdo espacial da cddp no complexo 2comba (Figura
37A) com as respectivas distribuicdes nos complexos 2com5ox4 (Figura 37B) e 2com5h4
(Figura 37C), verificou-se uma similaridade em termos das orientacGes das duas moléculas de
cddp nas cavidades dos NHC.

Apesar dessa semelhanca no arranjo das moléculas de cddp que compdem o modelo
de cluster desse farmaco, a distribuicdo espacial da cddp no complexo 2com5h4 (Figura 37C)
se mostrou mais dispersa, insinuando uma maior mobilidade da molécula de cddp nessas
topologias de NHC reduzidos. Por outro lado, a distribuicdo espacial da cddp no complexo
2combox4 (Figura 37B) se mostrou mais concentrada ou compactada se comparada as demais
dessa figura. Esse efeito sugere que no caso dos NHCox, a presenga de nanowindows com
grupos funcionais polares pode exercer uma modulacdo na mobilidade de moléculas
encapsuladas, fornecendo assim uma capacidade tanto de orientar determinados eventos de
interesse nas cavidades desses nanomateriais como, por exemplo, a liberagdo controlada de
farmacos por essas vacancias.

Outro parametro importante que foi monitorado ao longo da DM dos complexos
cddp@NHCh foi a distdncia média (<d>) entre o centro de massa da cddp e um atomo de
carbono posicionado na regido conica central dos NHCh. O valor médio desse parametro, que
pode ser interpretado como uma estimativa média do comportamento expresso na Figura 36,
estd representado na Figura 38, considerando cada um dos oito complexos dessa série que

englobou os modelos de NHCh.
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Figura 37. Distribuicdo espacial do farmaco cisplatina nos complexos 2comb5a (A),
2comb5o0x4 (B) e 2com5h4 (C), ao longo do tempo de 100 ns de simulagéo.
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*As nuvens em azul, verde e dourado referem-se a distribuicdo espacial dos &tomos de N, Cl e Pt,
respectivamente. Essa distribuicdo da cddp, na qual foi excluida a contribuicdo dos atomos de
hidrogénio, refere-se a uma amostra de 400 frames selecionados da etapa de producéo dos complexos.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

No que se refere aos dados dos complexos com uma cddp (1com) da Figura 38A, foi
possivel notar que o aumento da vacancia, gerada pelo processo preliminar de oxidacao,
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promoveu tanto o afastamento da cddp em relacdo a regido conica do NHC, quanto uma
maior oscilagdo desse parametro (<d>), conforme indicado pelo aumento das barras relativas
ao desvio padrdo dessa medida. Entretanto, esse comportamento inverteu no caso do
complexo 1com5h4, que se caracteriza por possuir a maior nanowindow dessa série, de tal
modo que, ao invés de um afastamento, verificou-se uma aproximagdo da cddp em relacdo a
“ponta” do NHC. Esse resultado sugere que o tamanho médio da vacéancia gerada pode ter
atingido uma dimensao apropriada para possibilitar, por exemplo, interagcbes com moléculas
de &gua localizadas na regido externa ao nanocarreador, uma vez que esse defeito estrutural

(nanowindow) ndo exerce um grande impedimento estérico.

Figura 38. Valores médios das distancias (<d>) entre o atomo de carbono central da
extremidade conica de cada modelo de NHCh e o centro de massa da cisplatina para 0s

complexos cddp@NHCh com uma (1com) e duas (2com) moléculas desse farmaco.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Em relacdo aos complexos 2com (Figura 38B), os dados das <d> ndo exibiram amplas
diferencas entre os modelos da série desses complexos 2com, 0 que além de insinuar uma
independéncia em termos do tamanho das nanowindows dos NHCh, também reforca a
discussdao da mobilidade mais restrita do farmaco, quando se tem o cluster de cddp
encapsulado. Ressalta-se que a separacao entre as curvas em vermelho e em preto tambem &
uma consequéncia da distancia de equilibrio entre os dois farmacos que compdem o cluster.

A fim de se comparar a variacdo dessas <d> em funcdo da natureza do modelo de
NHC que constitui o complexo de inclusédo, os valores médios desse parametro (<d>) para 0s
complexos cddp@NHC5a, cddp@NHCox e cddp@NHCh foram organizados em um mesmo

gréfico, conforme esquematizado na Figura 39. Analisando a Figura 39A, constatou-se a
109



influéncia da presenca dos grupos funcionais oxigenados nos NHCox sobre a aproximacéo da
cddp em relagdo a regido da “ponta” dos NHC. Em outras palavras, a presenga das
nanowindows funcionalizadas com grupos polares modulou a mobilidade do farmaco
encapsulado, restringindo o seu movimento na regido conica que € a mais reativa nesse
nanomaterial. Por outro lado, tanto a topologia pristina quanto as reduzidas de NHC néo
induziram uma determinada orientagdo da cddp no interior das cavidades, proporcionando
assim, uma maior liberdade de movimento. Comportamento esse que se op6s ao observado
para os complexos com duas cddp, conforme explicitado na Figura 39B. Essa figura mostra
que, em média, apesar das diferencas em termos da natureza do NHC envolvido, a mobilidade

do cluster de cddp se manteve mais restrita em todos os complexos de inclusdo simulados.

Figura 39. Comparacdo das distancias médias (<d>) entre o centro de massa da cisplatina e a

extremidade conica dos NHC para as 3 séries de complexos estudadas: cddp@NHC5a,

cddp@NHCox e cddp@NHCh.
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N = 0 engloba os modelos de complexos com o NHC pristino (NHC5a).

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

No que tange a interagdo dos complexos cddp@NHCh com o meio aquoso, as fungdes
de distribuicdo radial (RDF) do tipo g(r) CM--O,, também foram calculadas e analisadas para
esses complexos, visando verificar a influéncia da inclusdo de moléculas antitumorais (cddp)
sobre a interagdo dos NHCh com a agua. A comparacdo do perfil dessas RDF para todos 0s
complexos dessa serie, contendo os NHCh, esta representada na Figura 40.

Novamente, as cavidades dos complexos cddp@NHCh também foram preenchidas por

um determinado ndmero de moléculas de &gua, o qual pode ser calculado a partir da
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integracdo dos picos referentes a regido “interior” das RDF apresentadas na Figura 40. Ao
analisar as referidas funcdes, notou-se uma diminuicdo das intensidades dessas fungdes de
correlacdo de pares, principalmente no caso dos complexos com duas cddp (ver curvas em
azul), indicando assim, uma reducdo da probabilidade de se encontrar moléculas de aguas
nesses modelos. Associado a esse comportamento, também foi verificado um deslocamento
dos picos que também foi mais expressivo para com os complexos 2com, como destacado em
todos os graficos da Figura 40 (ver curvas em azul). Esse efeito de deslocamento da camada
interna de solvatacdo pode ser justificado pelos resultados das <d> expressos na Figura 38B
(curva em vermelho), uma vez que o fato de uma das moléculas de cddp ter assumido uma
posicio média proxima ao CM dos NHCh (~12,9 A), pode ter contribuido tanto o
deslocamento como para a expulsdo de moléculas de agua dessa regido. As posicdes dos picos
e 0s NC das RDF da Figura 40 estdo organizados na Tabela 22.

Figura 40. Funcdes de distribuicéo radial g(r) CM--O,, dos complexos cddp@NHCh

definidas entre o centro de massa dos NHCh e os 4&tomos de oxigénio das moléculas de agua.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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Na Tabela 22, pbde-se perceber que o decréscimo das intensidades das RDF
g(r) CM--O,, da Figura 35 refletiu na diminuicdo dos NC2 na medida em que se prosseguiu
dos NHCh puros para a inclusdo de consecutiva de farmacos cddp no caso dos complexos.
Vale relembrar que o mesmo comportamento também foi observado nos complexos
cddp@NHC (ver Tabela 8) e cddp@NHCox (Tabela 14). Acrescenta-se, ainda, que as
posicdes do 2° pico das RDF da Tabela 22 reforcaram que o deslocamento das camadas de

solvatacao interna foi mais expressivo para o caso dos complexos com duas cddp.

Tabela 22. Dados das funcdes de distribuicéo do tipo g(r) CM--O,, dos prototipos de
complexos de inclusdo cddp@NHCh e daqueles constituidos pelo NHC5a (pristino).
r/Al r/A

2 3
Modelo 1°pico  1°minimo NC1 2°pico  2°minimo NC2
NHC5a 0,15 1,65 0,56 3,15 4,95 17,04
lcomb5a 0,15 1,95 0,90 3,15 4,95 14,82
2comba 0,75 1,95 0,93 3,45 4,35 11,28
NHCh1 0,15 1,65 0,53 3,15 4,95 16,84
1com5hl 0,15 1,65 0,52 3,15 4,05 11,91
2comb5hl 0,75 1,95 0,90 3,45 4,35 11,10
NHCh2 0,15 1,35 0,33 3,15 4,65 15,11
1com5h2 0,15 1,65 0,52 3,15 4,95 13,59
2combh2 1,35 2,25 1,03 3,15 4,95 13,39
NHCh3 0,15 1,65 0,50 2,85 4,65 14,96
1com5h3 0,45 1,65 0,42 2,85 5,25 14,80
2com5h3 1,05 1,95 0,84 3,45 4,65 11,59
NHCh4 0,15 1,35 0,29 2,85 4,65 14,66
1lcomb5h4 0,45 1,35 0,27 2,85 4,95 14,27
2com5h4 2,55 3,75 6,74 4,35 4,73 12,83

! Distancia média. > Namero de coordenacéo (NC) referente ao primeiro pico e que foi calculado com
a integral de zero até o valor do 1° minimo. * NC que engloba o primeiro e o segundo pico, cujo a
integral foi calculada de zero até o valor do 2° minimo.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Ao se comparar 0 NC2 do complexo 2com5h4 (Tabela 22) com o do complexo
2combox4 (Tabela 14), verificou-se que aquele com o NHCh4 possibilitou o carreamento de
13 moléculas de agua, em contraste a apenas 7 no caso do modelo com o NHCox4. Isso

sugere que apesar da suposta maior hidrofilicidade dos NHCox frente aos NHCh, as
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nanowindows oxidadas podem ndo ter proporcionado um fluxo de moléculas de solvente

similar ao observado no caso das vacancias reduzidas.
A fim de se obter uma visualizacdo do arranjo referente ao NC2 da Tabela 22, os

modelos contendo o NHCh4 foram selecionados para a construcdo de topologias que

representassem as distribuicdes de moléculas de 4gua encapsuladas nesses prototipos. Essas

topologias estdo apresentadas na Figura 41.

Figura 41. Snapshots finais das trajetdrias de 100 ns dos modelos de NHCh4, 1com5h4 e
2combh4, destacando apenas a distribuicdo das moléculas de agua referentes ao nimero de
coordenacdo NC2 da Tabela 21.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Além da dispersdo da distribuicdo de moléculas de agua ao se incluir o farmaco cddp,
a Figura 41 também evidenciou a expulsdo, em média, de pelo menos uma molécula de agua
do NHCh4 puro, quando uma unidade do agente antitumoral foi incluida, e de duas moléculas
de agua no caso da inclusdo do cluster constituido por duas moléculas de cddp. Como
resultado, o NC2 do NHCh4 reduziu de 15 para 14, no caso da formagdo do complexo
1com5h4, e de 15 para 13, ao se considerar a formagdo do complexo de inclusdo 2com5h4.
Outro ponto analisado sobre os complexos cddp@NHCh foi referente ao estudo da
variacdo da area acessivel ao solvente dos NHCh, quando uma ou duas moléeculas de cddp
foram incluidas nas cavidades desses nanomateriais de carbono. Para isso, procedeu-se com o
calculo da SASA, a qual foi obtida como uma média ao longo dos frames da etapa de
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producdo. Os valores médios da SASA de cada protdtipo do tipo cddp@NHCh estéo
dispostos na Tabela 23. Além dos protdtipos contendo NHCh apresentarem uma maior
acessibilidade a moléculas de solvente frente aos complexos com NHC pristinos (NHC5a), os
dados da Tabela 23 também evidenciaram que o processo de inclusdo do farmaco cddp
proporcionou uma reducdo da hidrofobicidade das estruturas de NHCh. Ainda no que
concernem os dados da Tabela 23, o aumento do tamanho médio da nanowindow reduzida
também foi outro fator importante que contribuiu para a ampliacdo da SASA dos complexos
cddp@NHC.

Tabela 23. Valores médios da SASA (solvent accessible surface area) dos modelos de NHCh
e dos complexos cddp@NHCh calculados a partir das trajetorias de 100 ns desses sistemas.
Modelo <SASA>/A®

NHCb5a 881,47+4,98
lcomba 886,45+5,37
2comba 906,98+5,77

NHCh1 969,11+5,53
lcom5hl 995,50+6,34
2com5hl  1000,46+6,45

NHCh2 1029,68+5,99
lcom5h2  1030,66+6,49
2com5h2  1050,72+7,52

NHCh3 1089,22+6,09
1com5h3 1089,45+6,46
2com5h3  1115,06+7,19

NHCh4 1156,96+12,57
lcomb5h4  1152,73+11,77
2com5h4  1187,06+8,17

*0O termo <SASA> reforga que os valores da SASA dessa tabela foram calculados como médias do

numero total de frames da etapa de produgdo de cada sistema simulado.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Ainda com relagdo a anélise da SASA, uma comparacdo dos valores médios dessa
medida para os complexos cddp@NHC5a, cddp@NHCox e cddp@NHCh foi organizada
conforme o grafico apresentado na Figura 37. Como primeira observacdo, notou-se que 0s
complexos incluindo os NHCox (barras em vermelho e em preto) foram aqueles que
demonstraram a maior acessibilidade a moléculas de solvente, principalmente no caso de duas

cddp. Em seguida, verificou-se que embora o processo de reducdo tenha eliminado 0s grupos
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funcionais oxigenados nas vacancias, o tratamento quimico continuou a garantir a formacao
de NHC menos hidrofébicos do que os correspondentes pristinos. Vale ressaltar ainda o papel
da presenca e do tamanho das nanowindows, uma vez que se verificou que quanto maior o
tamanho desse defeito, maior sera a acessibilidade a moléculas do solvente. Nessa linha, ao se
comparar, por exemplo, o valor da SASA do 2com5a com o do complexo 2com5ox4,
constatou-se um aumento médio de 454 A% na SASA, ao incluir a topologia oxidada de NHC.

Figura 42. Comparacao dos valores médios da SASA (solvent accessible surface area) para
cada uma das trés classes de complexos de incluséo: cddp@NHC5a, cddp@NHCox e
cddp@NHCh.
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*N refere-se ao grau de oxidacdo do NHC presente. Ressalta-se que N = 0 engloba os complexos que
possuem NHC pristinos, uma vez que esses ndo foram submetidos a tratamentos quimicos.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Como anélise final, a termodindmica da formacdo dos complexos cddp@NHCh
também foi avaliada, por meio da metodologia classica MM-GBSA, a fim de se caracterizar a
influéncia das topologias de NHC reduzidos sobre a estabilidade desses complexos de
inclusdo. Nessa perspectiva, as energias livre de ligacdo (ApG) e suas componentes foram
calculadas como valores médios referentes a uma amostra composta por 1.000 frames
selecionados da etapa de producéo de cada complexo (ver Tabela 24).

Com base na analise dos valores das <Ap,G> organizados na Tabela 24, foi possivel
constatar teoricamente que a formagéo dos oito complexos do tipo cddp@NHCh consistiu em

um processo termodinamicamente favoravel, corroborando a aplicabilidade do tratamento
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quimico de reducao estudado por Ajima e colaboradores (AJIMA, et al., 2006). As diferencas
entre valores médios das A,G de todos os prototipos dessa série de complexos com NHCh
estdo esquematizadas na Figura 43A. Em uma primeira analise dessa figura, foi evidente
concluir que a inclusdo do cluster de cddp (curva em vermelho) teve uma maior contribuicéo
para a estabilidade dos complexos do que a inclusdo de uma unica molécula desse farmaco
(curva em preto). Cabe ressaltar que esse resultado, baseado em valores de A,G notoriamente
mais favoraveis para os complexos com duas cddp, ja havia sido constatado, em secéo
anteriores, para os complexos cddp@NHC e cddp@NHCox. E esse efeito estabilizador pode
ser

interpretado  como uma consequéncia do aumento do numero de interacdes

intermoleculares do tipo cddp--NHC no interior das cavidades desses nanomateriais.

Tabela 24. Valores médios de energia livre de ligagdo (<A,G>) e de suas componentes

energeéticas referentes aos protétipos cddp@NHCh.

Modelo <AEygw> <AEg > <AEgg> | <AEsype> | <AEgas> |<AGsov(ee™ | <AG>’

lcomba | -54,11+3,49 -21,05+1,89 37,63+2,64 -1,10+0,03 -75,17+4,92  36,52+2,63 -34,78+2,89
2comba |-126,35+1,83 -47,07+1,92 79,93+2,37 -1,76+0,07 -173,42+2,96 78,17+2,40 -79,27+2,05
lcombhl| -73,6241,33 -29,78+2,25 51,54+2,65 -0,93+0,05 -103,40+2,57 50,61+2,67 -39,95+1,76
2combhl | -126,16+1,52 -28,13+1,85 65,56+2,48 -1,77+0.05 -154,29+2,25 63,79+2,51 -73,77+2,16
lcom5h2 | -52,04+2,76 -14,35+1,74 30,45+2,05 -1,10+0,03 -66,39+3,43  29,35+2,04 -33,37+2,20
2combh2 |-121,78+1,73 -35,10+2,67 68,10+2,91 -1,8840,06 -156,87+2,81 66,13+2,92 -73,62+2,13
lcom5h3 | -66,10+7,22 -29,93+12,65 48,57+13,61 -1,03+0,06 -96,02+19,70 47,55+13,66 -42,40+6,29
2com5h3|-118,71+2,13 -26,12+6,16 60,53+6,25 -1,85+0,09 -144,83+6,29 58,68+6,22 -70,10+2,43
lcomb5h4 | -58,3248,76 -12,19+10,40 30,40+11,63 -1,06+0,08 -70,52+18,89 29,33+11,68 -39,25+7,44
2com5h4 | -120,47+2,37 -25,52+4,64 59,26+4,37 -1,86+0,07 -145,99+4,69 57,40+4,38 -73,72+2,37

* Os valores relativos aos complexos com NHC pristinos (lcomb5a e 2com5a) também foram
incluidos. Onde Eysw, Eete, Ecs, Esurr Ecas, GsoLvies) € ApyG correspondem & energia de van der
Waals, a energia eletrostatica de Coulomb, a contribuicdo polar para a solvatacdo pelo modelo
Generalized Born (GB), a contribui¢do ndo-polar para a solvatacdo, a energia livre na fase gasosa, a
energia livre de solvatacdo e a energia livre de ligacdo, respectivamente. Todos 0s valores estdo em
kcal mol™.

'Ecas=Emm=E ligagges + E angulos + E torcio + E vaw + E eLE-

2 GsovLv(ee) = Ecs + Esure-

* AbG = AEgas + AGsovv(es) - TASsoluto.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Entretanto, ndo foi observada uma correlagdo entre o tamanho das nanowindows
reduzidas com a afinidade farmaco-receptor, uma vez que os valores para os diferentes
complexos cddp@NHCh oscilaram em torno de -38,7 kcal mol™ para os complexos 1com e
-72,8 kcal mol™ para os complexos 2com. Os dados da Tabela 24 também destacaram
claramente o papel significativo das interagdes de van der Waals, representadas pelo termo
“Evaw”, para a estabilizacdo dos complexos cddp@NHCh, fato esse esperado, uma vez que
essa é uma das principais forcas que compdem esses sistemas.

Ademais, no contexto dos calculos quéanticos, De Souza e colaboradores também
apontaram a necessidade em se incluir termos que representam as forgas de dispersdo para
descrever as interagdes de vdW proeminentes nesses complexos de inclusdo (DE SOUZA, et
al., 2013). A Figura 43B apresenta os valores das AE,qw em funcdo da série de complexos
estudados nessa secao. Nessa figura, a curva em azul retratou o efeito estabilizador aditivo
acarretado pela inclusdo de moléculas do farmaco cddp, sugerindo o prosseguimento dessa
tendéncia, em funcdo do tamanho das vacéncias e do numero de moléculas de cddp

encapsuladas, pelo menos no caso do carreamento de algumas moléculas desse farmaco.

Figura 43. Valores médios da A,G (A) e AEqw (B) calculados a partir de uma amostra de

1.000 estruturas (frames) selecionados das trajetorias complexos cddp@NHCh.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A interacdo eletrostatica, a qual é descrita pelo termo “Eg.g”, também foi outra
componente energética que teve uma parcela significativa para a estabilizacdo dos complexos
com NHCh. Ao avaliar os valores dessas energias ao longo da coluna “<AEg g>" da Tabela
24, notou-se oscilacBes maiores para 0s complexos que incluiam os modelos NHCh3 e

NHCh4, especialmente no caso daqueles com duas cddp confinadas. Essas amplas variagoes
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da energia potencial eletrostatica podem estar relacionadas com o tamanho das vacancias dos
complexos com esses NHCh que, conforme os resultados expressos na Figura 38,
proporcionou uma maior mobilidade dos farmacos no interior das cavidades desses
nanocarreadores. Com relacdo aos complexos com duas cddp, verificou-se um maior peso
dessa contribuicdo eletrostatica estabilizadora para o complexo contendo o NHC pristino
(2com5a), do que em relacdo aos demais modelos da série de complexos com NHCh. Ainda
sobre a componente eletrostatica, ao se comparar 0s respectivos valores <AEg > da Tabela
24 com 0s mesmos estimados para o caso dos complexos com NHCox (Tabela 16), concluiu-
se que esse tipo de interagdo foi mais expressiva para os complexos de inclusdo com NHCox.
Esse resultado é plausivel, uma vez que as topologias oxidadas, ao contrério das pristinas e
reduzidas, possuem grupos funcionais em suas vacancias, como as carbonilas, hidroxilas e
carboxilas, que contém o atomo de oxigénio, o qual possui uma maior carga e
eletronegatividade do que comparada com os &omos de carbono e hidrogénio.
Consequentemente ocorreu um aumento da Eg g, em partes como consequéncia da relacéo de
proporcionalidade desse potencial com a carga dos atomos.

No que tange a energia livre de solvatacdo (GsoLv(ee)), @ Tabela 24 indicou que a
componente relativa a contribuicdo ndo-polar (Esure) e tornou cada vez mais significativa
com o aumento das nanowindows nos complexos cddp@NHCh com duas cddp. Resultado
esse que esta em consonancia com os valores médios da SASA desses prototipos expressos na
Tabela 23. Por outro lado, foi possivel notar valores consideravelmente positivos do termo
referente a contribuicdo polar para a energia livre de solvatacdo (Egg) (ver Tabela 23). Esse
ultimo comportamento, o qual resultou em um efeito desestabilizador dos complexos
cddp@NHCh (AGsoLy > 0), pode ser compreendido a partir da analise das contribuices
individuais de cada espécie do complexo, conforme a Figura 44 para o complexo 2com5h4.

De um modo geral, o processo de solvatacdo implicita, pelo modelo GB, das trés
espécies individuais (NHCh4, dimero de cddp e complexo cddp@NHCh4) pode ser
classificado como termodinamicamente favoravel, devido aos apreciaveis valores negativos
dessas componentes (ver Figura 44). Como destaque, 0 maior nivel de espontaneidade para o
processo de solvatacdo, foi observado para o dimero de cddp com um valor médio de -119,2
kcal mol™. Em contrate, a solvatagdo do NHCh4 foi o processo mais desfavoravel, com um
valor médio de -40,5 kcal mol™.

Apesar disso, a inclusdo do dimero de cddp na cavidade do NHCh4 teve um papel

relevante, uma vez que ela promoveu um decréscimo da energia livre de solvatacdo do
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NHCh4, isto é, uma estabilizacdo do sistema por quase -61,8 kcal mol™, atingindo um valor

médio de -102,3 kcal mol™.

Figura 44 - Variacao temporal das energias livre de solvatacdo para o receptor (NHCh4), do
ligante (dimero de cisplatina), do complexo cddp@NHCox4 e do valor da diferenca entre
essas componentes ao longo dos 100 ns de simulagé&o.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

No entanto, as diferencas entre as espécies singulares e o complexo continuou
resultando em um processo desfavoravel. Em outras palavras, o processo de dissolucdo desses
nanomateriais, considerando o modelo continuo de solvatacdo GB, ndo se mostrou favoravel.
Vale enfatizar que esse efeito desestabilizador da AGsov(cs), que também foi observado nos
complexos cddp@NHC e cddp@NHCox, pode estar conectado com a alta hidrofobicidade
desses sistemas.

A Figura 45 a seguir apresenta uma comparacao das contribuices individuais para a
energia livre de ligacdo (AGsoLyv) no caso das trés classes dos complexos de incluséo,
2comba, 2comb5o0x4 e 2com5h4, estudados nesse trabalho.

Com base nos dados da Figura 45, foi possivel notar, nitidamente, que a solvatacao de
do receptor constituido por um NHCox é mais favoravel (ver barras do complexo 2com50x4)
do que no caso da solvatagéo de receptores pristinos (NHC no 2com5a) ou reduzidos (NHCh4
no 2com5h4). Como consequéncia, o processo de solvatacdo implicita do complexo com a
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topologia oxidada de NHC (2com5o0x4) foi 0 mais espontaneo com relacdo aos complexos

2comba e 2com5h4, conforme o seu valor apreciavelmente negativo.

Figura 45 - Comparacao dos valores médios em kcal mol™ das componentes da energia livre

de solvatacéo (6AGson) dos complexos 2com5a, 2com5ox4 e 2com5h4.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Entretanto, ao se avaliar os valores relativos a “Diferenca”, os quais constituem a
energia livre de solvatacdo (0AGsoy), COnstata-se que todos os valores sdo positivos,
independente da natureza da topologia de NHC, o que indica que o processo de dissolucdo
desses complexos em agua ¢ termodinamicamente desfavoravel (8AGsoy > 0), com base no
modelo de solvatacdo implicita GB utilizado nos calculos MMGBSA.

A fim de se comparar a afinidade farmaco-receptor estimada para as trés séries de
complexos estudados, os dados das A,G encontrados nas Tabelas 9, 16 e 24 foram
organizados em um mesmo grafico, conforme mostrado na Figura 46. Os dados dessa figura
reforcaram o resultado de que o processo de inclusdo de duas moléculas de cddp nas
cavidades dos NHC, independentemente da sua natureza desses nanomateriais, foi
termodinamicamente mais favoravel do que o processo de inclusdo de apenas uma molécula

desse farmaco. Claramente, o complexo 2comb5a (barra em vermelho na Figura 46) se
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destacou como 0 mais estavel dos protdtipos com um valor médio de A,G em torno de -79,3
kcal mol™, seguido dos complexos contendo os NHCox. Mais uma vez, o processo de
oxidacdo se mostrou relevante para a ativacao dessas nanoestruturas, associada a uma garantia

de estabilidade energética.

Figura 46. Comparacao das estabilidades (A,Giota) €Ntre as trés séries simuladas de
complexos de inclusédo: cddp@NHC5a, cddp@NHCox e cddp@NHCh.
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*N refere-se ao grau de oxidacdo do complexo considerado. Ressalta-se que N = 0 engloba os modelos
com os NHC pristinos, uma vez que esses ndo foram submetidos a tratamentos quimicos.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Uma vez que a entropia do soluto também foi considerada nos célculos das A,G com 0
intuito de se descrever, de forma mais acurada, a formacgdo dos complexos cddp@NHCh, as
variacdes das contribuicbes dessa propriedade termodinamica nas simulaces também foram
caracterizadas. Os valores das contribuicBes entropicas, que constituem o termo -TASsoute, NA
expressao das ApG dos complexos cddp@NHCh, estéo dispostos na Tabela 25 a seguir.

Novamente, o efeito da perda dos graus de liberdade translacionais e rotacionais, no
evento de formacdo do complexo de inclusdo, também foi observado nos protétipos do tipo
cddp@NHCh, a partir dos valores negativos dos termos TAStrans e TASrot na Tabela 25.
Nesse ponto, cabe ressaltar que a estimativa dessas duas contribui¢cdes entropicas exibiu uma
desconexdo com a natureza de cada uma das trés séries de complexos simulados
(cddp@NHC, cddp@NHCox e cddp@NHCh), uma vez que os valores obtidos foram
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praticamente os mesmos (ver Tabela 10, 17 e 25), independente das diferencas existentes nas

topologias dos NHC.

Tabela 25. Contribui¢des entropicas dos movimentos translacionais, rotacionais e

vibracionais dos modelos de complexos cddp@NHCH.

Modelo 1com5hl  1lcom5h2 lcom5h3  1com5h4  2com5hl  2com5h2  2com5h3  2com5h4
TASqans -12,75 -12,75 -12,75 -12,75 -13,31 -13,31 -13,31 -13,31

TAS ot -8,63 -8,67 -8,64 -8,65 -10,40 -10,38 -10,32 -10,23
TASip 8,53 17,74 15,31 19,47 6,98 6,57 7,57 8,67
TASot -12,84 -3,67 -6,07 -1,93 -16,74 -17,12 -16,06 -14,87

*O termo TASy envolve a soma das contribuicBes entropicas para a formacdo do complexo
cddp@NHCox (soluto) na Equagdo 4. Todos os valores estdo em kcal mol™ e a temperatura
considerada de 298,15 K.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Por outro lado, o termo referente as variacdes da entropia vibracional (TAS.i)
apresentou valores positivos nos oito modelos com diferencas tanto na série dos complexos da
Tabela 25, quanto em relacdo aos complexos cddp@NHCox e cddp@NHCh, sugerindo a
especificidade do método da aproximacao quase-harménica, no que diz respeito ao tratamento
de sistemas similares.

Ao se comparar os valores do termo TAS,j, entre o processo de formacdo de
complexos com uma cddp com o processo de formagdo daqueles com duas unidades desse
farmaco, considerando um mesmo modelo de NHC, verificou-se uma reducdo dessa
contribuicdo entrépica para o caso da inclusdo de duas moléculas dessa metalodroga. Esse
comportamento, que também foi notado na formacdo dos complexos cddp@NHC e
cddp@NHCox, pode estar conectado com a redugdo dos graus de liberdade vibracionais
acessiveis devido, a maior restricdo a0 movimento no interior das cavidades dos NHC
contendo duas moléculas de cddp. No geral, o termo TASgue €Xerceu uma contribuicdo
desestabilizadora para a formacdo dos complexos, devido aos seus valores negativos
expressos na Tabela 25. Apesar disso, os valores das A,G continuaram a garantir a
espontaneidade do processo de formacéo dos prototipos cddp@NHCh.

Um ultimo ponto a ser discutido com base na analise das trajetdrias dos complexos
cddp@NHCNh, se refere ao tempo de confinamento do agente antitumoral nas cavidades dos
NHCh. Nessa perspectiva, 0 que se verificou para esses complexos de inclusdo foi a
residéncia da molécula de cddp no interior dos NHCh durante toda a trajetoria de simulacéo
com o tempo total de 100 ns. Esse comportamento, que se perdurou mesmo no caso dos
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complexos com a maior nanowindow da série (NHCh4), também foi notado em todos os
protétipos de complexos do tipo cddp@NHC e cddp@NHCox.

A fim de se investigar se a ndo ocorréncia do evento de liberacdo do farmaco cddp, a
partir dos NHC, envolvesse uma questdo de insuficiéncia do tempo de simulacdo, foi
realizada uma nova simulacdo do complexo 2comb5ox4, a qual envolveu basicamente a
expansdo do tempo de simulacdo de 100 ns para 1,0 ps (1.000 ns). De certa forma, esse novo
tempo de simulacdo foi uma extrapolacdo de cunho exploratdrio, visto que existem registros
na literatura apontando que a liberacdo controlada da cddp a partir de modelos de NTC, que é
um sistema similar ao estudado nesse trabalho, ocorreu na faixa de 2 a 25 ns (MEJRI, et al.,
2015). Partindo-se dos 100 ns j& simulados do complexo 2com5ox4, ressalta-se que a
simulagdo de 1,0 us foi fragmentada em quatro simulagdes, sendo que as trés primeiras
envolveram 200 ns separadamente, e a Gltima contabilizou os 300 ns finais. Ap6s a simulagédo
teste do complexo 2com50x4, realizou-se algumas andlises a fim de se detectar algum evento
de interesse nesse tempo de 1,0 us. A primeira delas foi a analise do comportamento do
RMSD, visando verificar alguma alteracdo estrutural que representasse o evento de liberacéo

do farmaco. A variacdo do RMSD em funcao dos frames encontra-se na Figura 47 a seguir.

Figura 47. Variacdo do RMSD em funcdo dos frames referentes as quatro trajetorias de
simulacdo que somam o tempo total de 1,0 ps de simulagdo do complexo 2com5ox4.
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Partindo-se da ideia de que o RMSD fornece um indicativo do nivel de variacdo
estrutural de uma dada estrutura em relacdo a outra tomada como referéncia, concluiu-se que
os valores consideravelmente baixos de RMSD da Figura 47 sugeriram a inexisténcia de uma
ampla mudanga estrutural no curso da simulacao de 1,0 us. Com valores de RMSD abaixo de
1,0 A, também se constatou que o sistema atingiu uma relativa estabilidade estrutural durante
a simulacdo. Do ponto de vista energético, a energia potencial do sistema 2comb5ox4 também
foi monitorada ao longo do curso da simulacdo de 1,0 us. O comportamento da energia
potencial em funcdo do tempo da simulacdo de 1,0 us, que foi particionada em quatro

simulag0es, esta exposto na Figura 48.

Figura 48. Evolucdo temporal da energia potencial do complexo 2com5o0x4 em solucéo

aquosa, ao longo das quatro trajetdrias de simulacdo que contabilizam o tempo total de 1,0 us
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Na Figura 48, foi possivel notar claramente a estabilizacdo da energia potencial do
sistema ao longo de todo o tempo de simulacdo do complexo 2com5o0x4, excluindo assim a

possibilidade de um evento de liberacdo controlada de farmaco nessa trajetoria, que
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possivelmente alteraria esse perfil energético. Assim, concluiu-se que o sistema alcangou um
equilibrio energético e estrutural.

Ainda sobre a questdo do confinamento da cddp no interior dos modelos de NHCh,
uma dltima discussdo envolveu a andlise da estrutura molecular dos complexos cddp@NHCh
utilizando as esferas de van der Waals, com o intuito de se investigar a ndo ocorréncia do
evento de liberacdo dos farmacos pelas nanowindows reduzidas. Para essa analise, selecionou-
se 0 modelo de NHCh4 e a molécula de cddp para uma investigacdo da diemnsao de suas

superficies de van der Waals, conforme apresentado na Figura 49.

Figura 49. Comparacdo das dimensdes médias dos modelos de NHCh4 e das moléculas de

cisplatina e agua utilizando as representacdes Ball and stick (A) e Van der Waals Spheres (B).
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Com base na Figura 49, notou-se que embora o tamanho médio aproximado da

nanowindow do NHCh4, pela representacdo estrutural Ball and stick (Figura 49A), seja
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compativel com a dimensdo média da molécula de cddp, nessa mesma representacéo, a ndo
ocorréncia do evento de translocacdo do farmaco por essa vacancia pode ser compreendida ao
se visualizar as representacdes das superficies de van der Waals dessas duas espécies (Figura
49B). Essa ultima representacdo, que exibiu o tamanho molecular efetivo dessa nanowindow
em torno de 3,2 A, demonstrou claramente a incompatibilidade entre as dimensdes médias da
nanowindow do NHCh4 com a molécula de cddp e até mesmo com moléculas de agua, o que
impediu a ejecdo da cddp confinada por essa vacancia. Além do confinamento da cddp nas
cavidades, as nanowindows geradas também impediram o fluxo de moléculas de agua por
essas vacancia, novamente em funcdo das dimensfes incompativeis com o tamanho efetivo
das moléculas desse solvente.

Essa supressdo do evento de liberacao da cddp, a qual foi observada em todos os
complexos do tipo cddp@NHCh, ndo descartou a relevancia do processo de reducgdo
estudado, principalmente no que diz respeito a prote¢des quimicas das nanowindows oxidadas
que podem se tornar mais obstruidas, dependendo das condi¢cdes do meio em que se encontra.
Por fim, espera-se que o desenvolvimento de topologias de NHCox em estagios de oxidacéao
mais avancados possa acarretar na obtencdo de nanowindows, caracterizadas por um menor
impedimento estérico, resultado esse que ainda poderd ser amenizado, em termos da
diminuicdo dessa obstrucdo estrutural, com a aplicacdo do mecanismo de redugdo estudado
nessa secdo do trabalho

126



5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O presente trabalho teve como foco o estudo do comportamento dindmico e da
estabilidade de complexos de inclusdo constituidos pelo farmaco cisplatina encapsulado nas
cavidades de topologias de nanohorns de carbono pristinos, oxidados e reduzidos, por meio
de simulagdes por dindmica molecular classica em solucdo aquosa, visando a caracterizagdo
da potencialidade desses nanomateriais em quimioterapias do cancer.

Com relacdo a seérie de doze complexos com NHC pristinos, designados como
cddp@NHC, os resultados das simulages mostraram que o angulo de abertura do cone (0),
que é um parametro estrutural que caracteriza as diferentes topologias pristinas de NHC, pode
modular a mobilidade do farmaco cddp, a camada interna de solvatacdo e as energias livre de
ligacdo (A,G).

O grau de realismo dos modelos de NHC pristinos também foi incrementado a partir
da elaboracdo de uma série de estruturas de NHC oxidados (NHCox), que foram construidas
com base em um mecanismo teorico de oxidacdo com O, proposto anteriormente para NHC e
NTC na presenca de moléculas de agua (DA SILVA Jr, et al., 2009; DE SOUZA, et al.,
2017). No que tange aos complexos do tipo cddp@NHCox, os quais incluem topologias de
NHCox, verificou-se que tanto a formacdo quanto o aumento das nanowindows contendo
grupos funcionais polares acarretaram na diminuicdo sistematica da hidrofobicidade desses
complexos inclusdo, quando comparada com aqueles contendo NHC pristinos.

O processo de reducdo dos NHCox envolvendo fluxo de H; e temperatura de 1200°C,
conforme proposto por AJIMA e colaboradores (AJIMA, et al., 2006), foi outro estudo
experimental de base para a modelagem de uma série de topologias reduzidas de NHC
(NHCh) partindo-se das estruturas de NHCox desenvolvidas. Nesse caso, além da reducédo
promover uma protecdo das vacancias do ponto de vista experimental, constatou-se que o
processo reducdo pode promover um aumento do tamanho efetivo das nanowindows, se
comparadas com as oxidadas, por meio da eliminacdo dos grupos funcionais polares. Além
disso, esse tratamento pos-sintese proporcionou a ampliagdo da area da superficie acessivel ao
solvente desses NHCh, resultando em uma reducdo da hidrofobicidade, em um nivel menor
do que a ocorrida com 0s NHCox, mas ainda superior aos NHC pristinos.

O calculos de A,G (MM-GBSA) indicaram que a formacéo de todos os complexos de
inclusdo das trés séries simuladas (cddp@NHC, cddp@NHCox e cddp@NHCh) consistiu em
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um processo termodinamicamente favoravel e as principais contribui¢des foram provenientes
das interagdes de van der Waals e das eletrostaticas.

No que se refere ao tempo de residéncia do farmaco cddp nos complexos estudados, as
simulacdes mostraram que a metalodroga permaneceu confinada em todos os modelos de
NHC, ao longo tempo total de simulacdo de 100 ns, inclusive até por 1,0 ps, no caso de
topologia envolvendo duas cddp encapsuladas em um NHCox. A supressédo dos eventos de
liberacdo controlada da cddp, a partir das nanowindows dos NHCox e NHCh, pbde ser
compreendida com base na analise das superficies de van der Waals desses nanomateriais de
carbono que, por sua vez, demonstrou claramente uma incompatibilidade estrutural entre as
dimensdes médias das nanowindows e da molécula de cddp, o que impediu esses eventos de
ejecdo do farmaco.

Espera-se que os resultados desse trabalho possam preencher a lacuna de investigagdes
tedricas relacionadas a dinamica desses complexos de inclusdo, além de fornecer subsidios e
informagdes Uteis ao campo experimental, com o intuito de contribuir para a pesquisa
envolvendo o aprimoramento e compreensdo dessa nanoterapia contra o cancer.

Como perspectivas, novos estudos poderiam envolver a elaboracdo de topologias de
NHCox em estagios mais avancados de oxidacdo, ou seja, superiores ao grau de oxidacédo 4
que foi o limite da série estudada nesse trabalho. A ideia seria extrapolar esse processo, até
obtengdo de uma vacancia com dimensdes que possivelmente poderiam promover o processo
de liberacdo controlado do farmaco cddp. A partir dessas topologias que também poderiam
ser reduzidas, uma informacdo importante a se obter seria o perfil energético envolvido no
processo de ejecdo de moléculas de cddp a partir dessas novas nanowindows das topologias
de NHC. Para isso, os potenciais de forca média poderiam ser computados utilizando o
método de Umbrella Sampling (KASTNER, 2011) com base em simulages por Dindmica
Molecular de Caminho Induzido (DMCI) com forca modulada. Em outras palavras, esse novo
método de dindmica molecular, ao contrario do utilizado nesse presente trabalho, forcaria a
ocorréncia da liberagdo da cddp a partir dos NHC, visando, exatamente, a obtencdo das
barreiras de energias necessarias para a ocorréncia desse evento de liberagdo controlada.

Outra possibilidade interessante seria o estudo da quimica de interacdo desses
complexos de inclusdo cddp@NHC, envolvendo NHC pristinos, oxidados e reduzidos, com
modelos de membranas celulares, o que constitui um passo relevante tanto para a

compreensdo do comportamento desses sistemas com 0 organismo vivo, quanto para a
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composi¢do do conjunto de indicios em voga que caracterizam a potencialidade do emprego
dos NHC nas quimioterapias do cancer, incentivando ainda mais futuras avalia¢fes clinicas.
Em termos de producdo cientifica desenvolvida ao longo do curso do mestrado, de 9 a
11 de novembro de 2018 houve a participacdo no XXXII Encontro Regional da Sociedade
Brasileira de Quimica de Minas Gerais, na cidade de Juiz de Fora — MG, com a apresentacdo
trabalho intitulado “Dindmica molecular classica de nanohorns de carbono: potenciais agentes
carreadores de complexos antitumorais de Pt(l1)”” tendo como co-autor o professor Dr. Hélio
Ferreira dos Santos. Além disso, parte do estudo desenvolvido resultou em um trabalho com
autoria de Eduardo R. Almeida, Leonardo A. De Souza, Wagner B. De Almeida e Hélio F
Dos Santos, o qual foi submetido no Journal of Molecular Graphics and Modelling e que

encontra atualmente sob revisao.
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A. APENDICE - FORMALISMO TEORICO

Nesse trabalho, a dindmica molecular foi 0 método classico central empregado para o
estudo do comportamento dindmico dos complexos de inclusdo cddp@NHC, cddp@NHCox e
cddp@NHCh, bem como de suas espécies individuais (cddp, NHC, NHCox e NHCh) em
solucdo aquosa. Os detalhes gerais e especificos de uma simulacdo por dinamica molecular

serdo abordados nas secOes a seguir.

A.1 DINAMICA MOLECULAR

Baseada nos fundamentos da mecanica classica e da mecénica analitica, consolidadas
por grandes nomes como Newton, Euler, Lagrange e Hamilton, a dindmica molecular (DM)
consiste em um método computacional que possibilita a analise da evolucdo temporal do
conjunto de particulas que compdem um determinado sistema, em um dado estado fisico, por
meio do procedimento de integracdo numérica das equacdes do movimento (RAPAPORT,
2004). Essa analise esta centrada no pensamento deterministico que constitui a esséncia da
mecanica classica. Nessa linha, a DM parte da ideia de que a determinacdo das condi¢des
iniciais de um sistema, caracterizadas por parametros dindmicos em um dado instante, e das
forcas de interacdo entre as entidades, possibilita a obtencdo da histéria dinamica do sistema,
i.e, posicdes e momentos de todas as particulas, que sao perfeitamente localizaveis, por meio
das equacOes da mecanica classica e analitica (HAILE, 1997).

Fisicamente, 0 método da DM envolve o tratamento de um problema classico de N
corpos. Nessa perspectiva, considerando um sistema constituido por N particulas de massas
my, My, ..., My Se movimentando no espaco tridimensional. A posi¢cdo de cada particula em
um dado instante de tempo pode ser definida completamente pelas respectivas coordenadas
ri(t), ra(t), ..., rn(t) que sdo denominadas coordenadas generalizadas. O espago definido por
essas particulas localizaveis é conhecido como espago de fases (VARANDAS, 1997). Em
mecanica cléssica, essa constru¢cdo matematica expressa o estado dinamico de cada particula
de um sistema. Assim, o objetivo central de uma simulagdo por DM é computar uma
trajetdria, isto €, um conjunto de coordenadas generalizadas, no espaco de fases.

O modelo classico em que se aplica a DM trata os atomos de um sistema molecular,
ibnico ou de outra natureza, como um conjunto de esferas conectadas por forcas de interacdo
que sdo os potenciais de interacdo (NAMBA, et al., 2008). Assim, considerando um sistema

isolado, o que consequentemente indica que a energia total E se conserva, com um dado
139



ndmero N de atomos em um volume V fixo. Na interpretacdo newtoniana da DM, o
movimento translacional de um atomo i desse sistema é acarretado por uma forca F; resultante
de algum agente externo. Fisicamente, essa forca se correlaciona com 0 movimento com base
na segunda lei de Newton (HAILE, 1997):

Fi(t) = mii(t) D

Onde no contexto da DM, F; refere-se a forga no atomo i devido aos N — 1 &tomos do
sistema, m é massa atbmica e # consiste em uma notacdo para a derivada segunda da posi¢édo

com relacdo ao tempo que, por sua vez, corresponde a aceleracao a;(t) do &tomo i:

" 9%ri(t)
i(6) = — 5= a(t) (2)
Considerando apenas forgas conservativas entre os atomos que compdem o sistema
considerado, a forga F; da Equacéo 1 pode ser escrita como 0 negativo do gradiente de uma

funcéo potencial \V(r), logo:

v (M
aT‘i

Fi(t) = mi(t) = — 3)
Nessa Gltima equacdo, o termo r" engloba o conjunto das coordenadas atdmicas de
todos 4tomos do sistema, isto &, r'¥ = {1, 1, I3, ..., rn}. O procedimento de resolugdo numérica
da Equacéo 3 representa a esséncia de uma simulacéo por DM puramente newtoniana.
Diante da Equagéo 3, pode-se notar que a determinagdo explicita das posicdes (") dos
atomos do sistema considerado, conjunto esse desighado como a trajetéria do sistema
atdmico, envolve o conhecimento da funcdo de energia potencial V(r) que rege o sistema, a

qual seré discutida em detalhes na préxima subsecao.

A.1.1 Superficie de energia potencial

O termo V(r) apresentado na Equacdo 3 é conhecido como a superficie de energia
potencial ou o campo de forgas do sistema de particulas. Em um sistema molecular, essa
funcdo multidimensional descreve a energia de uma molécula em termos de suas posi¢des

nucleares, isto €, de seus atomos (COELHO, et al., 1999). Nessa perspectiva, cada ponto na
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superficie de energia potencial compreende um conjunto de nucleos que estdo submetidos aos
potenciais de interacdo caracteristicos da molécula em questdo, constituindo assim uma
especifica estrutura molecular.

Do ponto de vista matematico, a superficie de energia potencial constitui um gréafico
que estabelece a relagdo entre a energia potencial da molécula (E,) e os parametros referentes
a geometria da molécula (g). Por exemplo, no caso da molécula H,O classificada com
simetria C,,, tém-se dois parametros geométricos que variam (q; e ¢2) no tempo, logo a
superficie potencial consiste em um grafico de E, (energia) versus i referente ao
comprimento da ligagédo O-H e g, referente ao angulo da ligacdo H-O-H. Consequentemente,
esse grafico seria representado em um espaco tridimensional (E, q: € ¢2). Em vista disso,
pode-se perceber que essa superficie se torna cada vez mais complexa com o aumento do
tamanho da molécula, uma vez que maior serd& 0 numero de parametros geométricos do
sistema que podem sofrer variagdes ao longo do tempo (LEWARS, 2003).

No presente trabalho, as forcas F; (ver Equacdo 3) atuando nos sistemas foram
representadas por campo de forgas construidos com base no modelo de potenciais de pares
aditivos. Nesse modelo, a funcdo de energia potencial V(r) é escrita como uma soma de
potenciais de interacdo entre os atomos ligados, constituindo os potenciais intramoleculares

(Vintra), € entre &tomos ndo-ligados, que compdem os potenciais intermoleculares (Vinter):

V) = D Vinra (1) + D Vigger (1) @

Enquanto os potenciais intramoleculares (Vinga) descrevem as variacdes de energia
potencial relacionadas com o comprimento de ligagdes (V"?), deformacdo angular (V*"%) e a
rotacdo diedral propria (V) e imprépria (V'™), movimentos esses esquematizados na Figura
A.1, os potenciais intermoleculares modelam as intera¢6es de curto e longo alcance como as

VVdW

interacdes de van der Waals ( ) e as eletrostaticas (V*). Dessa forma, a Equacdo 4 é

expandida nos seguintes termos:

V(T) — Z Vlig + Z yeg 4 Z Vdie + Z Vimp + Z VvdW + Z Velec (5)
b [ @ ()

i<j i<j
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Figura A.1. Movimentos modelados pelos potenciais intramoleculares: (A) Comprimento de
ligacdo, (B) deformacdo angular, (C) Deformacao diedral e (D) Deformacao de diedros

improprios.

A) (B) ©)

o

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O modelo mais simples para se descrever a ligacdo entre dois atomos em uma
molécula envolve a consideracdo desse sistema como um oscilador harménico, o qual é
regido pela lei de Hooke que estabelece que a forca da ligagdo seja contraria e diretamente
proporcional ao deslocamento dos corpos (atomos da molécula diatbmica). Assim, o potencial

V(x) associado a essa forca € um funcdo quadratica cuja forma analitica é (LEWARS, 2003):

V(x) = %k(x — xp)? ©)

Onde k é a constante de forga da ligacéo, x, é a posicao de equilibrio que corresponde
ao comprimento de ligacdo e x € o deslocamento fora da posicdo de equilibrio. O potencial
harmonico é uma boa aproximacdo para descrever deslocamentos proximos a posi¢cdo de
equilibrio dos &tomos que constituem a ligagdo. Na forma analitica do campo de forga V(r)
apresentado na Equacdo 5, que inclusive foi empregado nesse trabalho, os potenciais de
interacdo V9, V" e V'™ foram construidos com base na aproximagdo harménica, logo eles

possuem as seguintes expressoes:
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VIS (1) = <l (r = 1 )? "

Vs (8) = Zko(8 — 8, ©

VI (8) = = ki (@~ B0 )? ©

Na Equaco 7, kj é a constante de forca de estiramento (kcal mol™ A™), r é um dado
valor de distancia de ligagdo fora da posicdo de equilibrio (A) e re; € 0 comprimento de
ligagdo na posicdo de equilibrio (A). Ja na Equacéo 8, ke é a constante de forca de deformacao
angular (kcal mol™ rad?), 6 é um dado valor de angulo de ligacdo fora da posicdo de
equilibrio (radianos) e 84 € 0 valor de equilibrio do angulo de ligacéo (radianos). Na Equagéo
9, kimp € a constante de forca da tor¢do impropria (kcal mol™), @ é um dado valor de angulo
fora posicdo de equilibrio entre os dois planos que definem o diedro impréprio (radianos) e
Deq Corresponde ao valor do angulo de equilibrio entre os dois planos definidos (radianos).

Com relacéo ao potencial que descreve a rotacdo diedral propria V¥, a sua forma
analitica assume uma funcgéo periddica envolvendo uma soma de cossenos (COELHO, et al.,
1999):

vdie (@) = %k(p [1+ cos(ng — )] (10)

Onde o termo K, se relaciona com a barreira de energia associada ao movimento de
torcdo (kcal mol™), n é a periodicidade da rotacdo, isto ¢, o numero de ciclos em 360°, ¢ é 0
angulo de tor¢do (radianos) e y é o angulo de fase (radianos) no qual o potencial atinge o seu
valor minimo (NAMBA, et al., 2008). Uma vez que o termo n pode assumir valores inteiros
que, em geral, ndo excedem o valor 3, a componente torsional (V%) é usualmente escrita

como uma expansao da série de Fourier:

die 1 1 1
Ve (p) = z [EVl(l + cos @) +§V2(1 + 2 cos @) +§V3(1 + 3cos @) +---| (11)

Onde os pardmetros Vi, V, e V3, que se conectam a barreira de torcao, sdo obtidos por
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meio de procedimentos de ajustes com dados experimentais (COELHO, et al., 1999).
No que tange aos potenciais intermoleculares da Equacédo 5, o primeiro termo se refere

as interacBes de van der Waals (V'™

) que usualmente podem ser modeladas pelo potencial de
Lennard-Jones (Equacéo 12), e o segundo termo descreve as interacdes eletrostaticas de longo

alcance (V") que podem ser representadas pelo potencial de Coulomb (Equagéo 13).

o 12 o 6
pu g, (_,) _ <_1> (12)
rij rij

pelec — 4,

& Tij

(13)

Enquanto na Equagdo 12, € € profundidade do pogo de potencial para a interacdo
entre os &tomos no-ligados i e j (kcal A%/ mol), ojj € a distancia entre os atomos ndo-ligados i
e j onde o potencial se anula (A), na Equacdo 13, g; e g; S&0 as cargas pontuais dos atomos i e
j (unidades atdmicas), € é a constante dielétrica (C V' m™). Em ambas as Equacdes 12 e 13, 0

termo rj consiste na distincia que separa os atomos ndo-ligados i e j (A).
Computacionalmente, o potencial de Lennard-Jonnes (LJ) é implementado nos campos de
forca com a seguinte forma analitica (NAMBA, et al., 2008):

B .
= - e (14)

Nesse novo formato do potencial de LJ apresentado na Equacdo 14, os parametros
“Bij” e “Aj;” englobam os pardmetros da forma original do potencial, “€;;” e “Gj;”, por meio
das relagdes onde Bjj = 4€;0i™ e Ajj = 4¢;Gi)°.

Com a definicdo das formas analiticas dos potenciais de interacdo intramoleculares e

intermoleculares, o campo de forcas V(r) para um sistema molecular, expresso inicialmente

na Equacdo 5, assume o seguinte formato geral:
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1 1
V(r) = Z S (= 1) + zzke(e — 0,,)? (15)
0

b

1 1 2
+ Z§k<p[1 + cos(ngp —y)] + ;Ekimp (90— Q)eq)
@
atomos atomos

q,4;
Z (S rij)

i<j

Vale ressaltar que a escolha dos potenciais de interacdo desempenha um papel
fundamental na modelagem de um sistema, pois esta etapa define a precisdo da superficie de
energia potencial possibilitando a obtencdo de resultados mais acurados e em melhor
concordancia com a realidade experimental (NAMBA, et al., 2008).

Nessa perspectiva, um passo importante em uma simulagdo por DM consiste na
determinacdo explicita dos parametros que compdem a superficie de energia potencial
apresentada na Equagédo 15, como por exemplo, ky, Ko, Ko, Kimp, Teq, Oeq, @, @, Tij, Bij, Ajj € gi. O
conjunto de procedimentos envolvidos na obtencdo desses parametros é conhecido como
parametrizacdo de campos de forca. Os métodos de parametrizacdo podem envolver, por
exemplo, procedimentos de ajuste de funcdes analiticas com dados experimentais
provenientes de técnicas espectroscopicas, e por meio de calculos mecéanico-quanticos
englobando métodos ab-initio e semiempiricos.

Nesse momento, de posse do conceito e da forma analitica do campo de for¢ca V(r),
torna-se possivel a compreensdo do algoritmo de uma simulacdo por DM puramente

newtoniana que seré o tema da proxima subsecéo.

7.1.2 Dinamica molecular cléassica

A definicdo de campo de forga V(r), discutida ao longo da subsecéo anterior, € um dos
elementos fundamentais para a resolucdo das equagdes classicas do movimento, como a
indicada na Equacéo 3, a qual constitui o cerne do método da DM cléssica. Sob essa 6tica, de
posse da superficie de energia potencial molecular V(r) pode-se calcular as forgas F; que agem
sobre as particulas e, consequentemente as suas respectivas aceleracdes a;; e por meio do

procedimento de integracdo das equac¢des do movimento, obtém as velocidades e posigdes em
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funcdo do tempo, permitindo assim a obtencdo da trajetoria do sistema (NAMBA, et al.,
2008).

A equacdo classica do movimento representada na Equacéo 3 consiste em um conjunto
de 3N equacdes diferenciais de segunda ordem em coordenadas cartesianas (X,y,z) (SAIZ &
TARAZONA, 1997). Entretanto, para um sistema molecular constituido por um nimero N de
particulas, que usualmente sdo atomos esféricos no contexto da DM, essas equagdes do
movimento ndo possuem solucdes analiticas, requerendo assim, a utilizacdo de métodos
numéricos de integracdo. O emprego de um procedimento de resolucdo numeérica € necessario
tanto em funcdo do fato do movimento das particulas serem acoplados, caracterizando assim
um problema de muitos corpos, quanto devido a sensibilidade de trajetdrias atbmicas frente a
pequenas perturbacdes (RAPAPORT, 2004; SAIZ & TARAZONA, 1997). Em face disso, a
DM se consolida como um método computacional cujos principais detalhes de seu algoritmo

base serdo discutidos a seguir, seguindo o fluxograma apresentado na Figura A.2.

Figura A.2 Etapas principais de um algoritmo de simulacdo por dindmica molecular classica.

Definir das condicdes iniciais:

rit=0)epi(t=0)

¥

Calcular forcas e aceleracoes: E
Fi = —VV(r(t)) e a; = Fi/mi

Movimentar os atomos:
ri(t + At) = ri(t) + vi(H)AL + ¥ a;(t) At

¥

Incrementar o tempo:

t=t+ At

ampaday

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Como mostrado na Figura A.2, o primeiro passo em um simulacdo por DM envolve o
estabelecimento das condi¢es iniciais que sdo pardmetros dindmicos, como as coordenadas
atdbmicas (r;) e os momentos lineares (p;) iniciais do sistema (t = 0). No que se referem as

coordenadas atémicas, as configuraces nucleares, em uma estrutura molecular, podem ser
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obtidas tanto empiricamente, a partir de técnicas espectroscopicas como, por exemplo, a
difracdo de raios-X e a ressonancia magnética nuclear, quanto teoricamente por meio de
programas de modelagem molecular como o Avogadro® (HANWELL, et al., 2012). Além
disso, coordenadas atbmicas também podem ser encontradas em bancos de dados como
Protein Data Bank (PDB) (BERMAN, et al., 2000). Outro parametro dinamico a se definir
nas condi¢des iniciais sdo as velocidades dos &tomos que, no fluxograma da Figura A.2, estdo
representadas pelos momentos lineares p; (pi = m; vi). Em geral, os valores das velocidades
atdbmicas sdo atribuidos aleatoriamente utilizando, por exemplo, sementes aleatérias ou a
distribuicdo de Maxwell-Boltzmann (CASE, et al., 2012). Ainda nessa etapa de defini¢do das
condic@es iniciais, a caixa de simulacdo, onde as particulas permanecem restritas, também é
definida, podendo assumir diferentes geometrias como a cubica, esférica, octaédrica truncada,
ortorrdmbica (NAMBA, et al., 2008).

Definidas as condig¢des iniciais, o0 proximo passo na simulagdo por DM, (Figura A.2)
envolve a determinacdo das forcas que atuam sobre o sistema molecular, cujo céalculo é
derivado do negativo do gradiente (V na Equacdo 16) da funcdo de energia potencial
molecular, isto é, do campo de forcas do sistema, cuja forma foi discutida na subsecédo
anterior. Vale ressaltar que o gradiente de uma funcdo f(x,y,z) genérica é definido como
(BRAGA, 2007):

Vf = af"+ af“’+ afK (16)
B axl ay] 0z

Apbs a obtencdo das forcas atuando sobre cada atomo do sistema e,
consequentemente, das aceleracfes de cada particula, a préxima etapa na simulacao envolve a
integracdo numeérica das equacdes classicas do movimento. Usualmente, os algoritmos de
integracdo sdo baseados em métodos de diferencas finitas, onde o tempo total da simulagéo é
discretizado em intervalos de tempo At (time step), de tal modo que partir de um conjunto de
condigdes iniciais pode-se obter uma solugéo incremental no tempo. Em outras palavras, de
posse de pardmetros como as posicOes e as velocidades em um tempo t, 0 método permite
computar as respectivas posigdes e velocidades em um tempo t + At (LAMBERTI, et al.,
2002; NAMBA, et al., 2008). Nesse contexto, existe uma serie de algoritmos de integracdo
numerica de equaces diferenciais como, por exemplo, o algoritmo de Verlet (HAILE, 1997),
o0 algoritmo de Beeman (BEEMAN, 1976) e os algoritmos do tipo Runge Kutta (HAILE,
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1997). Nesse trabalho, o software empregado para as simulagdes por DM utiliza o algoritmo
Leapfrog (HINCHLIFFE, 2003), cujos detalhes serdo descritos a seguir.

No algoritmo do método Leapfrog, a aceleracdo de uma particula é substituida por
uma funcdo escada (stair function) a qual é construida a partir da divisdo do intervalo de
integracdo At (time step) em metades (At/2), e do pressuposto de que o valor da acelera¢do
permanece constante no intervalo de t - At/2 a t + At/2 (SAIZ & TARAZONA, 1997). Além
disso, as proximas velocidades sdo estimadas fazendo-se uma expanséo de Taylor em torno de

funcdo das velocidades vi(t):

(t_l_At)_ . +<dvi) At+1 d?v; (At)z_l_ 17
vi 2) v+ ) 2 2\ dtz ) \2 (17)

(t At)_ . (dvi) At+1 d?v; (At)z_l_ 18
vil\t=7)=vu®-{7) 2 2\ dt? ) \2 (18)

A equacdo de atualizacdo de velocidades pode ser obtida subtraindo e depois

rearranjando as Equacdes 17 e 18, cujas séries foram truncadas até os termos de segunda

ordem:
At At
v; (t + —) = v (t — 7) + At a;(t) (19)

No algoritmo Leapfrog, essas velocidades em t + At/2 sao utilizadas para o célculo das
posi¢cdes das particulas em t + At. Seguindo o mesmo procedimento com uma expansdo de
Taylor para as coordenadas r(t) em t + At/2, temos a expressdo para as novas posi¢des
(HINCHLIFFE, 2003):

r(t + At) = 1 (t) + v, (t+%)At+--- (20)

Usualmente o fator de integragdo At empregado em simulagdes por DM ¢ da ordem de
um a dois femtossegundos (10™°s). As equacdes (19) e (20) constituem a base do algoritmo
Leapfrog, que recebe esse nome exatamente em funcdo da nao simultaneidade no célculo das
posicoes e velocidades.
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Seguindo um procedimento iterativo, as equacdes (19) e (20) séo resolvidas passo a
passo atém o tempo total definido para a simulacdo permitindo assim, a obtencdo da trajetéria
no espaco de fases do sistema molecular, isto €, do conjunto de coordenadas e velocidades em
funcdo do tempo. Essas trajetorias, por sua vez, podem ser analisadas a fim de se investigar a
evolucdo e estabilidade do sistema no tempo. Entretanto, ndo é possivel obter propriedades
macroscopicas do sistema, como a pressdo P e a temperatura T, com base nessas trajetorias,
uma vez que essas propriedades ndo pertencem a moléculas individuais, mas sim a um dado
conjunto de moléculas. Nessa perspectiva, simulagdes por DM que possibilitam o célculo de
propriedades macroscopicas levam em consideracdo um conceito chave na termodindmica
estatistica e que serd o tema da proxima subsecdo — o ensemble. Cabe enfatizar que a
simulacdo por DM descrita até 0 momento é dita “puramente newtoniana” exatamente pelo
fato dela envolver apenas o procedimento de integracdo das equagfes do movimento, sem a

possibilidade da extracdo de propriedades macroscopicas.

A.1.3 Ensembles

O célculo de propriedades macroscépicas a partir de um sistema molecular remete a
um grande impasse na termodinamica, surgido em meados do século XIX, que deu origem a
termodindmica estatistica: como tratar sistemas reais, sendo que o numero total de particulas é
da ordem do niimero de Avogadro (10% particulas)? Célculos nesse sentido s&o impraticaveis
tanto quanticamente como classicamente (HILL, 1987).

Foi entdo que Josiah Willard Gibbs, associado com os trabalhos de Ludwig Boltzamnn
e James Clerk Maxwell, introduziu o Método do Ensemble com a distribui¢do canénica que
trouxe a funcdo de particdo canbnica. Em linhas gerais, esse método conecta o tempo médio
desejado para uma propriedade mecénica de interesse com o ensemble médio dessa mesma
propriedade, sendo que a validade dessa ideia € ratificada pelo acordo entre experimento e
teoria (deducoes).

Especificamente, o ensemble é uma colecdo (mental) ou um conjunto de um nimero #
grande de sistemas, que consistem em réplicas do sistema termodindmico a partir do qual as
propriedades estdo sendo investigadas. Embora os sistemas (réplicas) que compbem o
ensemble sejam idénticos de um ponto de vista termodindmico, 0 mesmo ndo ocorre em uma
perspectiva molecular. Isso decorre exatamente do fato de que cada uma das # réplicas do

ensemble ainda é compartimentalizada em uma série de estados quanticos. Essa caracteristica
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expressa a conexao da Mecénica Quantica aos fundamentos da Termodinamica Estatistica. A
titulo de exemplo, para o calculo da pressdo P na termodinamica estatistica, o valor calculado
seria, em geral, diferente nos N estados quanticos em que se encontram as # réplicas do
ensemble. No entanto, o ensemble médio da pressdo é a média ao longo desses valores
instantaneos de P, com 0 mesmo peso para cada sistema # do ensemble (HILL, 1987).

O método de ensemble de Gibbs é baseado em dois postulados citados em detalhes no
livro de HILL, 1987:

1°Postulado:

A media temporal (em um longo tempo) de uma variavel mecanica M em um sistema
termodinamico de interesse é igual ao ensemble médio de M no limite com 5 — oo, dado que
os sistemas do ensemble replicam o estado termodinamico e o ambiente do real sistema de

interesse.

2°Postulado:

Em um ensemble (y — ) representativo de um sistema termodindmico isolado, as
réplicas (sistemas) do ensemble sdo distribuidas uniformemente, ou seja, com igual
probabilidade ou frequéncia, ao longo dos estados quanticos consistentes com o0s valores
especificados de N, Ve E.

Em outras palavras, os postulados indicam que a aproximagdo no ensemble n — o
possibilita a simulacdo do sistema real em equilibrio. A partir disso, define-se a chamada
“Hipotese Ergodica”, que consiste principio central na mecénica estatistica (OLIVEIRA &
WERLANG, 2007). No contexto ergddico, o valor médio de uma dada propriedade
macroscépica f(r', p") envolve o ensemble estatistico definido por uma funcgdo de densidade

de estados p(r", pM):

_Jre pMe", p")ar apt

n [ @™, pYyd3rNd3pN ey
= li ! T d 22
<f>—ng;0ff(t) t (22
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Nesse sentido, as propriedades macroscopicas de interesse em uma simulag¢do por DM
podem ser calculadas como médias temporais das trajetérias (RINO & STUDART, 2001).
Existem varias classes de ensembles como o canénico (NVT), o microcanénico (NVE)
e o isobarico-isotérmico (NPT) cuja selecdo depende das caracteristicas do sistema
termodindmico a ser modelado. A titulo de exemplo, o ensemble candnico e 0 microcandnico

serdo descritos a seguir.

Ensemble candnico (NVT)

O sistema modelado por esse ensemble tem um volume V fixo, um nimero fixo N de
particulas (podendo ser Ny, N ... para 0 caso de multicomponentes) e estd imerso em um
grande banho térmico na temperatura T. O fato do banho térmico ser grande estad em
consonancia com o limite de réplicas # — oo sugerido no 1°postulado. Como o sistema ndo é
isolado, o contato com o banho térmico possibilita a flutuacdo da energia E, logo os estados
quanticos pertencentes a diferentes niveis de energia E deverdo ser levados em conta.
Ressalta-se que as varidveis mecanicas tém valores bem definidos em um dado estado
quantico. Nesse sentido, a proxima tarefa se resume em determinar a fracdo de sistemas em
um dado estado quéntico. O tratamento inicial desse ensemble pode ser baseado em um
protétipo experimental, como mostrado na Figura A.3 (HILL, 1987).

Figura A.3 Ensemble candénico com n réplicas, cada uma com N particulas e volume V.

Sistema
__/v

comNeV

/y Isolamento

térmico

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Com base no sistema da Figura A.3, pode-se imaginar n sistemas macroscopicos como
aqueles do ensemble, cada um com N e V empilhados em uma rede. As paredes entre

diferentes sistemas (réplicas) no ensemble séo condutoras de calor e impermeéaveis a todas as

151



moléculas (matéria). Todos esses sistemas estdo imersos em um grande banho térmico em
uma T. Apds o equilibrio ser atingido, o isolamento térmico e definido nas paredes externas
do ensemble e esse é removido do banho. Todo o ensemble passa a ser agora um sistema
isolado com volume NV, nimero de moléculas NN e energia total Et. Como agora o ensemble
é um sistema isolado, podemos aplicar o 2°postulado para todo o ensemble. Esse novo sistema
caracterizado pelas varaveis NV, nN e Et sera denominado supersistema. Todos 0s possiveis
estados quanticos sdo igualmente provaveis. Assim, escolhendo um Unico sistema do
ensemble candnico e levando-se em consideracdo apenas dos estados estacionarios, define-se
n como o namero de sistemas encontrados em um dado estado energético. Por exemplo, n; é 0
namero de sistemas encontrados no estado E;. Dessa forma, uma das muitas distribuicoes

possiveis € o conjunto de ny, Ny, N3 ,..., logo (HILL, 1987):

an -7 (23)

anEj = Er (24)

O numero de estados Qr(n) de um supersistema é dado pela seguinte férmula
combinatéria:

(ngy +ny +-++)! n!

Or() =— o “Tjn!

(25)

A probabilidade P de um estado E; é dada pela distribuicdo de Boltzmann: Pj = njn,

logo o ensemble médio de uma propriedade x é dado por:

p= ZB'P]' (26)
j

Agora estamos prontos para calcular as propriedades termodindmicas de um sistema
fechado e isotérmico modelado pelo ensemble candnico (NVT), de tal modo que a

probabilidade P; de um sistema ser encontrado em um particular estado de energia E; é:
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_E;(VV) - (27)

e
P.(N,V,T) = —Q(N, v

Na Equacdo 27, o parametro K € a constante de Boltzmann e termo Q é a funcédo de

particdo do ensemble candnico que possui 0 seguinte formato:

ON,V,T) = z oY e (28)

j

Para representar a degenerescéncia no nivel E;(N,V), a Equacdo 28 recebe o termo
2,(N,V):

QN,V,T) = Z o vye "l (29)
j

Ensemble microcanénico (NVE)

Esse ensemble trata um sistema isolado com uma dada E, V e N (caso tenha mais de
um componente teremos Ni, Ny, ...). Como 0 home sugere, 0 ensemble microcandnico é um
ensemble canoénico degenerado onde todos 0s sistemas possuem a mesma energia. Assim,
partindo do ensemble canbnico, podemos imaginar que selecionando apenas as réplicas com
nivel de energia E, depois impondo um isolamento térmico sobre elas e removendo-as dos
demais sistemas no ensemble candnico, obtemos esse ensemble microcandnico, onde cada
sistema é restrito a ter apenas um valor E de energia. Ou seja, 0s Unicos estados quanticos
acessiveis sdo aqueles com energia E (HILL, 1987).

No ensemble microcandnico, a entropia S € a funcdo termodinamica caracteristica para

as varidveis N, V e E:
S=kin0 (30)

Onde 2(N, V,E) é a degenerescéncia do nivel de energia E.
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Novamente, a fracdo de sistemas Pj em um dado estado quéntico (energia E) é
proporcional ao fator de Boltzmann e~%/¥T mas como a E é a mesma para todos os estados

quanticos, Pj tambem é igual. Assim:

(31)

2.h=1
J
sz

1/0
Consequentemente, a expressao da entropia (Equacdo 30) passa a ser escrita como:

(32)

11
S(N,V,E) = —kz P InP, = k02 (E lnﬁ) — kInQ(N,V, E)
]

Essa relacdo de S sera utilizada para derivar todas as funcdes termodindmicas de
interesse desse ensemble (HILL, 1987).

Por fim, ressalta-se que nesse trabalho empregou-se o ensemble canénico (NVT) e o
ensemble isobarico-isotérmico (NPT), visto que a maior parte dos experimentos é conduzida

em condi¢des de numero de particulas N, pressao P e temperatura T constantes.

A.1.4 Etapas da simulagao por dinamica molecular

Por meio da implementacdo de ensembles em algoritmos de DM, torna-se possivel a
simulacdo de sistemas moleculares em diferentes condi¢cdes de temperatura e pressdo, bem
como a extracao de propriedades macroscopicas como, por exemplo, a entalpia (H), a energia
livre de Gibbs (G), o potencial quimico (), capacidade calorifica (c), entre outras. Essa classe
de DM tem uma grande aplicacdo em termos de simulacdes de sistemas bioldgicos e materiais
(NAMBA, et al., 2008; RINO & STUDART, 2001).

De um modo geral, essas simulagcbes por DM envolvem quatro etapas que seréo

discutidas a seguir: a minimizagao, o aquecimento, a equilibragéo e a producéo.
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A.1.4.1 Minimizagao

Em geral, antes de iniciar uma simulacdo por DM propriamente dita, realiza-se uma
etapa preliminar de minimizagéo de energia do sistema, a qual possibilita uma relaxacdo do
sistema como um todo, visando a eliminacdo de interacGes instaveis, como as distor¢cdes em
ligacOes e angulos e a sobreposicdo de atomos (NAMBA, et al. 2008). O procedimento de
minimizacao de energia é realizado por algoritmos de otimizagdo, como o algoritmo Steepest
Descent e 0 Método dos Gradientes Conjugados que foram empregados pelo software
utilizado nesse trabalho (AMBER12%).

No que se refere ao algoritmo Steepest Descent, a derivada primeira é empregada para
se localizar o minimo. Assim, a convergéncia é lenta e pode ficar presa em minimos locais.

Dadas as coordenadas iniciais, 0 passo seguinte do algoritmo € dado por:

Fi,n—i—l = Fi,n + Afi,n (33)

Onde r; é a posi¢do do n-ésimo atomo e A7;,, é o incremento do atomo i. O passo ou

incremento é dado na direcdo e sentido da forca resultante sobre este &tomo.

P, (34)

Onde ﬁi,n é a forca resultante no atomo i, podendo ser calculada pelo gradiente do

potencial

Fip=-Wyn (35)
ﬁi,n
|ﬁi,n|

do passo do algoritmo. Computacionalmente, o algoritmo funciona da seguinte forma:

Na Equacéo 34, o termo é o vetor diretor e K, é o parametro de ajuste do tamanho

Se Vi < V.11, €ntdo ele aumenta o proximo passo K1 = n*K, se ndo, Kq.+ = K/2.
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Em cada passo do algoritmo verifica-se a diferenca entre os valores de Vy i e Vnpiri.
Quando essa diferenca for menor do que um fator de convergéncia estipulado, o algoritmo €
terminado (NAMBA, et al. 2008).

Um meétodo de otimizacdo mais eficiente e refinado do que o Steepest Descent é o
Método dos Gradientes Conjugados, no qual o passo seguinte é dado em funcdo do gradiente
anterior e do gradiente no ponto atual. O primeiro passo nesse algoritmo é equivalente ao
referente no Steepest Descent, mas a busca é aplicada em uma linha constituida pela mistura

do atual negativo do gradiente com a direcdo da pesquisa anterior.

d; = —g +Bidi—1 (36)

Existem varias formas de escolher o termo B; associadas a métodos como Fletcher-
Reeves, Polak-Ribiere (PR). De um modo geral, o Método dos Gradientes Conjugados se

destaca pelas caracteristicas de convergéncia superiores ao Steepest Descent

A.1.4.2 Aquecimento e equilibracao

Apds a minimizacdo, a préxima etapa na simulacdo envolve a introducéo artificial do
sistema em um “banho térmico” com o intuito de elevar a temperatura do sistema até um
valor de interesse. No caso dos sistemas simulados nesse trabalho, o aquecimento foi
realizado de 0 a 310 K, a fim de se atingir essa temperatura média do meio fisiolégico onde o
sistema real esta imerso. Cabe ressaltar que esse passo € importante, por exemplo, no caso de
uma estrutura catalogada no pdb, a qual se baseia na temperatura de cristalizacdo da
biomolécula. Durante essa etapa de aquecimento, as velocidades atbmicas sdo re-escalonadas
a cada passo de integracdo, visando ajustar a energia cinética do sistema até a temperatura
definida de interesse (NAMBA, et al. 2008). No presente trabalho, o aquecimento foi
conduzido com base no ensemble canénico (NVT). E cada passo, o ensemble é construido, as
propriedades sdo calculadas e assim se prossegue para 0s demais passos até atingir a T de
interesse.

Depois das etapas de minimizacdo de energia e aquecimento do sistema, a proxima
etapa da simulacgéo, conhecida como equilibracéo, envolve estabilizagcdo das propriedades do

sistema como a temperatura T, a pressao P, a energia E e a densidade p até valores desejaveis,
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reduzindo possiveis instabilidades. As etapas de equilibracdo dos sistemas simulados nesse
trabalho levaram em consideracdo o ensemble isobarico-isotérmico (NPT).
Ambas as etapas de aquecimento e equilibracdo sdo conduzidas com base em

algoritmos de controle de temperatura e de pressao, que serdo brevemente discutidos a seguir:
Controle de Temperatura

Na otica da termodindmica estatistica, a temperatura de um sistema esta intimamente
relacionada com a energia cinética média das particulas e, consequentemente, com a

velocidade média das entidades do sistema molecular pela relagéo:

_ 1 1
ECin = GEkBT = Em(vz) (37)

Na Equacdo 37, que envolve o principio da equiparticdo de energia, G é o nimero de
graus de liberdade, k, é a constante de Boltzmann (1,38 x 102 J K*), m é a massa da
particula e <v>> é o valor médio da velocidade denominada velocidade quadratica média.
Entretanto, durante a etapa de aquecimento, 0 aumento da energia cinética na simulacdo, faz
com que a temperatura do sistema aumente em um nivel que possa acarretar em instabilidades
como, por exemplo, flutuagBes dréasticas na energia total do sistema e até mesmo em erros
numéricos. Para evitar esses problemas, realiza-se um controle da temperatura por meio de
algoritmos acoplamento de temperatura, denominados termostatos, que, em linhas gerais,
acoplam o sistema simulado a um banho térmico em uma temperatura fixa T, (RAPAPORT,
2004). Os termostatos de Berendsen e o de Andersen sdo exemplos de métodos de
escalonamento de velocidades (HARVEY, et al., 1998).

Nos termostatos em geral, as equacles classicas do movimento sdao modificadas,
obtendo uma relacdo entre temperatura T e a temperatura de referéncia T, do sistema, como

mostra a equacao a sequir:

ar(t)

TR 7 [Ty — T(1)]

(38)

Onde o parametro t; € 0 tempo de relaxagéo caracteristico, o qual é responsavel pela

transmisséo de energia entre 0 banho e o sistema. Além disso, o controle da temperatura pode
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ser implementado por meio de uma modificacdo nas velocidades das particulas que,

usualmente, é conduzida por fator de corre¢do A(t):

A) =1+ ; m — ]

Controle de pressao

Assim como a temperatura, a pressao P é outro parametro que deve ser controlado
durante a simulacdo a fim de se alcancar o valor de interesse e reduzir, na medida do possivel,
amplas flutuacbes ao longo da simulacdo. O controle da P é realizado na etapa da
equilibracdo, na qual se utiliza o ensemble NPT, ensemble isobarico-isotérmico, para
possibilitar a relaxacdo/equilibracdo da densidade do solvente. Nesse caso, 0 volume da caixa
de simulacdo é ajustado, em pequenas quantidades de passo a passo para fazer com que a
pressdo computada se aproxime da pressdo alvo (CASE, et al., 2012). Nesse trabalho, a
pressdo de referéncia foi de 1 bar (= 0,987 atm).

Nas simulacdes por DM, o controle da pressdo é realizado por algoritmos conhecidos
como barostatos como, por exemplo, o algoritmo de Berendsen (BERENDSEN, et al., 1984).
Assim como nos termostatos, os barostatos modificam as equagdes de movimento para obter a
pressdo de relaxamento P, por meio de uma aproximacao de primeira ordem proximo ao valor

de referéncia Po:

dpP
O - tip - P)

(40)

Pela termodinamica, a pressdo pode ser definida utilizando a relacdo com o virial

W(t):
2E.,(t)—W(t
p( = 2P O - WO (41)
3 V(t)
Onde V(t) é o volume da caixa de simulacdo e o coeficiente do virial W(t) do sistema
é dado por:
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N
) “2)
W(e) = =5 ) Reg(OFs

a<p

Nessa ultima equagdo, o termo R, representa a distancia entre os centros de massa
das moléculas a e B em um dado instante t, e F,z € a forca sobre o centro de massa da

molécula o sobre a molécula f.

Se nos termostatos, o sistema é acoplado a um banho térmico e o controle da
temperatura envolve um escalonamento das velocidades, nos barostatos, o sistema é acoplado
a um banho de pressdo constante, de tal modo que esse acoplamento envolve um
escalonamento das coordenadas atdmicas e do o tamanho da caixa de simulacdo por um fator

de escala de pressao p:

At v (43)
u) = 1- Kr 2 [Po — P()]

Onde 7, é 0 tempo de relaxamento da P, Kt € com a compressibilidade, P, € a pressdo
de referéncia e At ¢ o passo de integragdo (BERENDSEN, et al., 1984).

A.1.4.3 Producdo e analises

Na fase final da simulacdo por DM, o sistema em questdo, que estd otimizado e
equilibrado na temperatura e pressdo de interesse, serd simulado por um tempo que é da
ordem da ocorréncia do evento a ser analisado. E com base na trajetdria dessa etapa que 0
sistema sera analisado. Uma vez que as trajetorias de uma simulacdo consistem em um
conjunto de estruturas (frames), as grandezas macroscopicas sdo extraidas como medias
temporais seguindo a ideia do método dos ensembles (RINO & STUDART, 2001). Além do
calculo de propriedades termodinamicas como, por exemplo, a temperatura (T), pressdo (P),
volume (V), densidade (p), energia cinética (Ecin), energia potencial (Eyor), entropia (S),
propriedades estruturais como o desvio quadratico médio RMSD (root-mean-squared
deviation) e as fungdes de distribuicdo radial RDF (radial distribution functions) também
podem ser avaliadas. Uma vez que o presente trabalho envolveu a analise de RMSD e RDF

dos sistemas estudados, 0s conceitos gerais dessas analises serdo discutidos a seguir.
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RMSD - Desvio Quadratico Médio

O desvio quadratico médio (RMSD) é uma medida do desvio médio das coordenadas
de uma estrutura em relacdo as coordenadas de uma estrutura de referéncia.

Matematicamente, o RMSD é definido como:

L& 1/2 (44)
RMSD(t) = [ﬁz[ri t)—n (0)]2]

i=1

Onde N é o nimero de atomos do dominio considerado, r;(t) é a posicao do atomo i no
instante t e ri(0) é a posicdo inicial do atomo i. Nesse sentido, um RMSD = 0 indicaria uma
sobreposicao perfeita, isto €, uma variacao estrutural nula (NAMBA, et al. 2008). O RMSD
pode ser calculado tanto em momentos intermediarios na trajetéria de uma simulacéo,
permitindo a comparacdo das conformacgdes nos respectivos momentos (eventos), como em
funcdo de todos os frames da trajetoria, possibilitando uma verificacdo da oscilacdo estrutural

média do sistema molecular ao longo do tempo total de simulacéo.
RDF — Funcéo de distribuicdo radial

A funcdo de distribuicdo espacial (RDF), também denominada fun¢do de correlacéo de
pares, descreve a organizacao espacial das moléculas em torno de uma molécula central. Em
outras palavras, a RDF fornece uma assinatura da estrutura do ambiente molecular, seja ele no
estado solido, liquido ou gasoso. Matematicamente, essa fungdo expressa a probabilidade de
se encontrar uma determinada particula A em uma camada esférica dr, a uma determinada
distancia r da particula B (HAILE, 1997). O esquema de uma RDF esté ilustrado na Figura
A4,

As correlagdes entre as duas particulas a e p (ou particulas em cinza e em preto na

Figura A.4) séo definidas pela seguinte relacéo:
(nag (MNAT = 4mtr®peg gag (1) (45)
Onde o termo (n,z (r))Ar refere-se a0 numero de particulas da espécie B contidas em

uma casca esférica entre r € r + Ar em torno da particula de referéncia a. A notacao “<..>”
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remete tanto a media do ensemble, quanto a média das particulas . Em vista disso, gas (1)

indica a probabilidade de se encontrar uma particula da espécie B a uma distancia r de uma

particula o (RINO & STUDART, 2001).

Figura A.4. Esquema da defini¢do de uma funcéo de distribuicédo radial (RDF).

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Ainda sobre a Equagéo 45, a densidade (p) também pode ser definida de tal modo que
p =N/Q, onde N =N, + Ng, € cf € a concentragdo de particulas  sendo que cB=NB/Ne Q¢
o0 volume do sistema. Com base nisso, a RDF g(r) é dada por:

() = ) 09 (1) 40
ap

O numero de particulas  contido em uma camada, também denominado de niimero de
coordenacéo C,p(r) das camadas de solvatacéo, é obtido por meio da integracdo da RDF
(RINO & STUDART, 2001):

Cap 1) = 40 [ gup (Oxx (47)
0

Quando g(r) = 1, pode-se concluir que ndo existe uma correlacdo entre as duas

particulas, o que significa que uma delas ndo exerce uma influéncia uma sobre a outra.
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Além de ser derivada das simula¢des por DM como um valor médio ao longo das
trajetorias, as RDF podem ser extraidas de experimentos de raios-X , difracdo de néutrons e

espalhamento de luz de suspensdes coloidais (HAILE, 1997).

A.2 METODOLOGIA MM-GBSA

Outra andlise relevante que pode ser conduzida, com base nas trajetorias de
simulacdes por DM, refere-se ao célculo das energias livre de ligagao (A,G) que permitem a
estimativa de afinidades de ligacdo e estabilidades relativas entre sistemas (HOMEYER &
GOHLKE, 2012). Os métodos da mecéanica molecular MM-PBSA (Molecular Mechanics
Poisson-Boltzmann Surface Area) e MM-GBSA (Molecular Mechanics Generalized-Born
Surface Area) sdo abordagens populares para o célculo de energia livre de ligagcdo entre
ligantes pequenos em macromoléculas bioldgicas (GENHEDEN & RYDE, 2015). Uma vez
que o método MM-GBSA foi empregado no presente trabalho, uma discussdo dos aspectos
principais desse método sera conduzida a seguir.

O objetivo central desses métodos envolve o tratamento energético da associagao entre

duas moléculas A e B em solucéo:

Onde Ay refere-se a estrutura da molécula A livre em solucéo, B,q refere-se a estrutura
da molécula A livre em solucéo e A*B*,q indica o complexo formado a partir das moléculas
A e B, levando em consideragdo tanto as variacOes estruturais dessas moléculas (A* e B¥*),
quanto a reorganizacdo do solvente (ag*) que pode ocorrer no processo de formagdo do
complexo (CASE, et al., 2012).

Especificamente, a energia livre de ligacdo para uma associa¢do ndo-covalente de duas

moléculas, como a mostrada anteriormente, pode ser escrita como:

Ab Gsolvatado = GAB,solvatado - GA,solvatado - GB,solvatado (48)

A energia livre de uma molécula genérica X pode ser decomposta em uma

contribuicédo proveniente do soluto e outra do solvente:
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G(X) — Gsoluto (X) + Gsolvente (X) (49)

Por sua vez, a contribuicdo da energia livre do soluto (G *°™° (X)) pode ser expressa em

termos da entalpia H e da entropia S, pela relagao termodinamica AG = AH - TAS:

Gsoto (X) = H(X) — TS(X) (50)

Como a entalpia H é definida como H=U + PV:

Gt (X) = U(X) + PV(X) — TS(X) (51)

Onde U ¢é a energia interna do sistema, P é a pressdo e V é o volume. Negligenciando

as variacOes nos volumes ao longo do processo A + B—AB, temos:

Gt (X) = U(X) — TS(X) (52)

A energia interna, por sua vez, pode ser escrita como uma energia mecanico-molecular

média extraida do campo de forgas definido para o sistema molecular:

UXx) = (E(X)) = <Eintra + Einter) (53)

Para os sistemas simulados nesse trabalho, a energia intramolecular (Einta) envolve a
contribuicdo energética das ligactes (Ejig), angulos (Eang) € torcdes proprias (Egic) € improprias
(Eimp):

Eintra = Elig + Eang + Edie + Eimp (54)
Na Equacdo 53, a energia intermolecular envolve a soma da energia das interagdes de

van der Waals (E,gw), com o potencial de LJ, e eletrostaticas (Ece) pelo potencial

coulombiano.

Einter = EvdW + Eele (55)

163



As formas funcionais de cada uma das componentes energéticas das Equacgdes 54 e 55
foram apresentadas na Equacdo 15. Cabe ressaltar que o termo (E (X)) da Equagdo 53 é
calculado como um valor médio das energias ao longo dos frames (estruturas) que compdem a

trajetdria da simulacdo. Matematicamente, temos que (CASE, et al., 2012):

1
(EQO) =7 Y ECX) (%)

i=1,N

A entropia S¥"°(X), a qual é incluida no Gltimo termo -TAS(X) da Equagdo 52, ¢
decomposta em uma soma de contribuigdes entropicas resultantes dos movimentos

translacionais, rotacionais e vibracionais (MILLER, et al., 2012):
S(X) = Strans + Srot + Svib (57)
Na Equacéo 57, as entropias Sians € Srot S80 calculadas a partir da fungédo de particédo Q

do ensemble considerado na simulacdo. A titulo de exemplo, no caso da fun¢éo de parti¢do do

gas ideal, temos, pela termodinamica estatistica:

al 58
So = kinQ — (akz<72“> "
. v (59)
trans h(kB T/Zﬂm)3/2
/2 1\, 1\ (%0
Qrot = <T> (thBT> <IAIBIC>

Nas Equaces 58, 59 e 60, V é o volume, h é a constante de Planck, k;, € a constante de
Boltzmann, T é a temperatura, m é a massa molecular, 6 ¢ o niumero de simetria, ¢ é a
velocidade da luz e I, sdo as trés constantes rotacionais inerciais.

Ainda sobre a Equacdo 57, Syip € a contribui¢do entrépica do movimento vibracional
do sistema, cujo calculo depende da determinagdo das frequéncias vibracionais do sistema

molecular que, por sua vez, podem ser derivadas a partir de dois métodos: anélise de modos
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normais ou pela abordagem quase-harménica (MILLER, et al., 2012). No presente trabalho, a
entropia vibracional foi estimada baseando-se na aproximagdo quase-harmonica
(SCHLLTTER, 1993; BROOKS, et al., 1995) por meio da avaliacdo da matriz covariancia de

3N coordenadas e, finalmente, da fungéo de particéo vibracional (Qip):

3N—6 (61)
hv; —hvi/
Svib = z hv; —In (1 -e KBT)
KpT (e [ksT — 1)

i=1

Retornando na Equacdo 49, a outra componente da energia livre € referente a
contribuicdo do solvente Gs°emte (X), sendo também conhecida como energia livre de

solvatacao:

Gsolvente (X) — Gsolvente + Gsolvente (62)

polar npolar

Onde Gpolar € a contribuicdo polar ou eletrostatica para a energia livre de solvatagéo, e
Gnpolar € Contribuicéo néo-polar ou ndo-eletrostatica para a energia livre de solvatagdo. A Gpojar
pode ser obtida pelo modelo de solvatacdo implicita GB (Generalized-Born). A forma

analitica da contribuicdo polar para a energia livre de solvatacdo utilizando o0 modelo GB é:

solvente . _
AG ~ AGgp =

polar

1 q:4; (1 e—foB,l‘j) (63)
2 7 fGB(Ti'rai'aj) Ew

Onde rjj € a distancia entre os atomos i € j e a; € a; correspondem aos respectivos raios

efetivos de Born dos 4tomos do sistema, feg € uma smooth function:

2 2 (64)
fep = In? T a;exp <4 - >l

aiaj

Onde o raio efetivo de Born (o) € definido como:

a7t = pt - pitanh(a¥ — B +y¥d) (65)
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Na Equagdo 65, 5! = p; — 0,094, ¥ = Ip; e | é definido como:

1 1

= -5 )—d3 66

I pp f@(lrl pl)r4dr (66)
vdW

Onde o, B e y sdo parametros adimensionais ajustados com os seguintes valores
implementados no AMBER12®: 0= 0,8, =0¢y=291.
No que se refere a contribuicdo ndo-eletrostatica para a energia livre de solvatacéo

(Gnpolar) da Equagéo 62, temos:

Golente (X) = ySASA(X) + b (67)

npolar

Onde v ¢ a tensdo superficial (y = 0,0072 para 0 modelo de solvatacdo implicita GB no
AMBER12®), SASA(X) ¢ a 4rea da superficie acessivel ao solvente da molécula X (soluto), a
qual é determinada pelo algoritmo LCPO (WEISER, et al., 1999), e b é um valor
parametrizado para 0 modelo GB (b = 0 no AMBER12°).

Por fim, cabe ressaltar que os céalculos MM-GBSA sdo conduzidos em ensembles
conformacionais derivados de simulac@es por DM. Assim as energias sdo médias ao longo
das contribuicBes energéticas de todas as conformacBes na trajetéria (HOMEYER &
GOHLKE, 2012).
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