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RESUMO

Um dos métodos de tratamento do cancer ¢ por uso de drogas quimioterapicas, pois se
apresentam toxicas as células cancerosas, porém, em inimeros casos possuem baixa
especificidade e elevada toxicidade, atingindo também as células saudaveis do organismo. A
doxorrubicina ¢ um destes farmacos efetivos no tratamento de cancer, mas com toxicidade ao
sistema cardiovascular. Um direcionamento ativo deste farmaco por um sistema
nanoparticulado pode proporcionar um tratamento preciso com possivel redugdo dos efeitos
colaterais. Este trabalho descreve as propriedades eletronicas e estruturais das interagdes que
ocorrem num sistema nanoparticulado com potencial entrega de firmaco por meio das
simulacdes computacionais ab initio, baseada na teoria do funcional da densidade, utilizando
o codigo SIESTA, no qual avalia-se a energia de formagao, niveis energéticos ¢ densidade de
carga. O sistema de entrega ¢ formado por uma molécula de dendrimero PAMAM (GO0), o
farmaco doxorrubicina (DOXO) e duas moléculas de direcionamento, sendo o acido félico
(FA) e o acido cis-aconitico (CIS). As interacdes sdo compreendidas por etapas de
complexidade da estrutura, iniciando pela interagdo apenas do dendrimero PAMAM e da
doxorrubicina (G0-DOXO), seguido do dendrimero PAMAM acetilado e conjugado ao acido
folico com doxorrubicina (GO.NHAc.FA-DOXO) e concluindo com o dendrimero PAMAM
acetilado, conjugado ao 4cido félico interagindo com a doxorrubicina ligada ao 4cido cis-
aconitico (GO.NHAc.FA-DOXO.CIS). Submeteu-se as estruturas propostas a trés modelos de
posicao de interacdo para verificagdo da formacao de ligagdo de hidrogénio, sendo que nao
aplicou-se nenhuma restri¢do aos dtomos e aos spins durante a otimizac¢do. Dos resultados,
observou-se que em todas as estruturas e modelos ndo houve transferéncia de carga
significativa. As distincias de ligagio encontram-se na ordem de 2,5 A. Obtiveram-se
energias de formagdo negativas, indicando a formagdo de sistemas de transporte estdveis. A
posi¢do das bandas energéticas HOMO e LUMO em uma mesma estrutura nos trés modelos
mantiveram-se semelhantes, gerando um gap de energia constante, porém, acima do orbital
HOMO e abaixo do orbital LUMO as posi¢des das bandas eletrOnicas apresentaram-se
diferentes de um modelo para o outro, demonstrando a presenca de interagcdes. A densidade de
carga demonstrou que no sistema de transporte a densidade de carga do orbital HOMO
provém do sistema dendridico e do orbital LUMO provém da doxorrubicina, exceto para o
Modelo 2 da estrutura GO.NHAc.FA-DOXO.CIS, em que tanto a doxorrubicina quanto o
dendrimero apresentaram densidade de carga no orbital HOMO. Com estes resultados; ¢
possivel confirmar a formagdo das ligagdes de hidrogénio entre o dendrimero PAMAM e a
doxorrubicina, o que indica um sistema promissor para transporte seletivo e especifico do
farmaco no qual contribuiria para a redugdo de sua toxicidade e na precisao do tratamento.

Palavras-chave: transporte de farmaco; dendrimero PAMAM; doxorrubicina; propriedades
eletronicas e estruturais; teoria do funcional da densidade.



ABSTRACT

One of the methods of treating cancer is the use of chemotherapy drugs, as they are toxic to
cancer cells, but in many cases they have low specificity and high toxicity, also affecting
healthy cells in the body. Doxorubicin is one of these drugs effective in the treatment of
cancer, but with toxicity to the cardiovascular system. An active drug targeting by a
nanoparticle system can provide a precise treatment with possible reduction of side effects.
This work describes the electronic and structural properties of the interactions that occur in a
nanoparticle system with potential drug delivery through computational simulations ab initio,
based on the density functional theory, using the SIESTA code, in which the formation energy
is evaluated , energy levels and charge density. The delivery system is formed by a PAMAM
dendrimer molecule (GO0), the drug doxorubicin (DOXO) and two targeting molecules, folic
acid (FA) and cis-aconitic acid (CIS). The interactions are understood by stages of structure
complexity, starting with the interaction of only the PAMAM dendrimer and doxorubicin
(G0-DOXO), followed by the PAMAM dendrimer acetylated and conjugated to folic acid
with doxorubicin (GO.NHAc.FA-DOXO) and concluding with the acetylated PAMAM
dendrimer, conjugated to folic acid interacting with doxorubicin linked to cis-aconitic acid
(GO.NHACc.FA-DOXO.CIS). The proposed structures were submitted to three models of
interaction position to verify the formation of hydrogen bonds, and no restrictions were
applied to atoms and spins during the optimization. From the results, it was observed that in
all structures and models there was no significant load transfer. Connection distances are on
the order of 2.5 A. Negative formation energies were obtained, indicating the formation of
stable transport systems. The position of the HOMO and LUMO energy bands in the same
structure in the three models remained similar, generating a constant energy gap, however,
above the HOMO orbital and below the LUMO orbital, the positions of the electronic bands
were different from a model to the other, demonstrating the presence of interactions. The
charge density showed that in the transport system the charge density of the HOMO orbital
comes from the dendritic system and the LUMO orbital comes from doxorubicin, except for
Model 2 of the GO.NHAc.FA-DOXO.CIS structure, in which both the doxorubicin and
dendrimer showed charge density in the HOMO orbital. According to these results; it is
possible to confirm the formation of hydrogen bonds between PAMAM dendrimer and
doxorubicin, which indicates a promising system for selective and specific drug transport in
which it would contribute to the reduction of its toxicity and the precision of the treatment.

Keywords: drug transport; PAMAM dendrimer; doxorubicin; electronic and structural
properties; density functional theory.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia ¢ uma ciéncia multidisciplinar que envolve a pesquisa € o
desenvolvimento de materiais em escala nanométrica, como as nanoparticulas (NPs)[1]. No
entanto, a nanociéncia pode ser aplicada em diferentes campos, sendo o diagnostico médico e
o tratamento dois deles [2], isso porque o tamanho (1-100 nm), forma e superficie
caracteristica das NPs desempenham um papel importante na sua biodistribuigdo in vivo. [3].
A utilizagdo destes sistemas proporciona uma melhor entrega de medicamentos pouco
soluveis em agua e uma entrega direcionada a alvos especificos, o que diminui a possibilidade
de efeitos colaterais graves que os pacientes com cancer frequentemente experimentam [4,5].
Em geral, os sistemas de nanoparticulas para distribui¢do direcionada de drogas podem ser
divididos em duas categorias: direcionamentos passivo e ativo. O direcionamento passivo
ocorre devido a natureza rapida e descontrolada dos tecidos tumorais, o que resulta em um
sistema de drenagem linfatica com vazamento e fenestragdo muito maior entre as células da
parede dos vasos sanguineos da vasculatura tumoral (aquelas sendo de 20-150 nm, enquanto
em tecidos normais eles seriam inferiores a 10 nm). Esse fenomeno ¢ chamado de
permeabilidade e reten¢do aprimoradas (EPR), como resultado, NPs se acumulam no local do
tumor [6,7,8].

No entanto, pode-se alcangar o direcionamento ativo projetando a superficie da NP de
uma forma que seja conjugada a ligantes de direcionamento - ou fragdes -, de modo que
reconhecera especificamente e terd como alvo células tumorais. As caracteristicas do ligante
sdo importantes para o tempo de circulagdo, afinidade, captacdo celular e extravasamento.
Dessa forma, vérios materiais podem ser usados como transportadores, dependendo de suas
singularidades tanto quanto do tumor, alguns exemplos de ligantes sdo proteinas, peptideos,
anticorpos, carboidratos [9,6,7]. As estruturas das NPs tém vdarios tamanhos e formas,
incluindo esferas, estruturas ramificadas, cascas, tubos, fulerenos, emulsdes e lipossomas. As
singularidades das particulas diferem em termos de capacidade de carga de drogas,
estabilidade, taxas de liberagdo de drogas e capacidade de entrega direcionada, mas
geralmente sdo constituidas de trés partes: um material constituinte do nicleo, uma carga 1til
terapéutica e modificadores de superficie biologica para melhorar a biodistribui¢ao e o tumor
segmentagdo [10,11].

Atualmente, hd uma diversidade de sistemas NP sendo estudados para a terapéutica do

cancer, incluindo dendrimeros [2,4]. Estas sdo estruturas poliméricas simetricamente
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ramificadas em forma de arvore com uma molécula de nicleo central, rodeadas por geracdes
radialmente ligadas que possuem grupos funcionais em suas superficies terminais [10,12].
Seus pontos de ramificacdo, tamanho nanométrico, grupos funcionais externos, alta
solubilidade em 4gua, biocompatibilidade e polivaléncia afetam seu grau de ligacdo com
fragcdes ou lipossomas preenchidos com compostos de drogas de entrega e os habilitam como
nanovetores promissores para aplicagao biomédica [12, 13].

A complexidade e o alto custo na obtengdo de sistemas dendridicos na entrega de
farmacos busca nas simulagdes a confirmagao da viabilidade reacional, pois permite avaliar e
prever em termos de distancia de ligacdo, energia de formagao, transferéncia de carga, niveis
energéticos ¢ da densidade de carga se o sistema ¢ estdvel, com acuracia e precisdo. Os
resultados obtidos por meio dos modelos matematicos auxiliam e direcionam estudos na
entrega e transporte de farmacos de forma mais efetiva e consequentemente em tratamentos

mais eficazes.
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2  OBJETIVOS

O nanosistema de entrega terapé€utica a ser estudado ¢ formado por uma molécula de
dendrimero PAMAM de geragao zero e pelo farmaco doxorrubicina, utilizando acido félico e
o acido cis-aconitico como moléculas direcionadoras. Este sistema carregador serd avaliado
por simulagdes computacionais baseadas na teoria do funcional da densidade (DFT, do inglés

Density Functional Theory), a fim de compreender suas interacdes e estabilidade.

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem por objetivo compreender as interacdes intermoleculares de um
sistema nanoparticulado polimérico de potencial entrega de fArmaco na terapia do cancer por

meio de simulagdes computacionais utilizando o software SIESTA.

2.2 Objetivo especificos

- Avaliar as propriedades estruturais do dendrimero PAMAM de geracdo zero e do
farmaco doxorrubicina isoladamente;
- Propor trés modelos de interacdo por ligacdo de hidrogénio, entre o dendrimero
PAMAM de geracdo zero e o farmaco doxorrubicina para realizar as simulagdes;
- Submeter a simulagao as estruturas abaixo:
1) Dendrimero PAMAM GO (G0.NH>)
2) Dendrimero PAMAM GO com dois grupos funcionais acetilados (GO.NHACc)
3) Dendrimero PAMAM GO com dois grupos funcionais acetilados + acido félico
(GO.NHACc.FA)
4) Doxorrubicina (DOXO)
5) Doxorrubicina + acido cis-aconitico (DOXO.CIS)
6) Dendrimero PAMAM GO + DOXO (G0-DOXO)
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7) Dendrimero PAMAM GO com dois grupos funcionais acetilados + um grupo
ligado ao 4cido folico + e um grupo ligado a doxorrubicina (GO.NHAc.FA-
DOXO)

8) Dendrimero PAMAM GO com dois grupos funcionais acetilados + um grupo
ligado ao acido folico + e um grupo ligado a doxorrubicina com o acido cis-
aconitico (G0.NHAc.FA-DOXO.CIS)

- Avaliar e comparar os modelos propostos em termos de distancia de ligagdo, energia

de formacao, transferéncia de carga, niveis energéticos e densidade eletronica.
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3 JUSTIFICATIVA

Compostos de estruturas complexas demandam um custo operacional elevado para
sintese e posterior elucidagdo. A modelagem computacional ¢ um meio rapido e de baixo
custo de confirmar a viabilidade de producdo de um novo material e de conhecer suas
propriedades eletronicas e estruturais. Neste trabalho o codigo de simulagdo SIESTA
possibilita compreender as interagdes intermoleculares que ocorrem entre o dendrimero
PAMAM, o farmaco doxorrubicina e as moléculas direcionadoras (acido folico e acido cis-
aconitico) comparando-os com suas propriedades antes da formagdo das ligagdes de
hidrogénio. Os parametros de energia de formagao, transferéncia de carga, niveis energéticos
e densidade eletronica caracterizam o sistema e verificam o potencial para transporte do

farmaco.
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4 REFERENCIAL TEORICO

O uso de sistemas dendridicos para terapia antitumoral ¢ vantajoso, € ha muito a ser
explorado e compreendido para validar seu uso clinico. Apesar da aprovacao de algumas
formulagdes baseadas em nanoparticulas para tratamento do cancer e do aumento no numero
de estudos envolvendo esses tipos de sistemas de administracdo, o mecanismo de ligagdo e
transporte dos dendrimeros ainda ndo foi totalmente elucidado. Nesta se¢do revisam-se alguns

conceitos € mecanismos que envolvem o transporte da doxorrubicina.

4.1 Dendrimero PAMAM

Os polimeros podem ser classificados como lineares, ramificados e hiper ramificados,
conforme representado na figura 1. Na classe dos polimeros hiper ramificados encontram-se
os dendrimeros; apresentam estrutura homogénea bem definida, radialmente simétrica e

altamente ramificada.[14]

Figura 1 - Classificag@o geral das estruturas poliméricas

POLIMERCS HIPER RAMIFICADOS

LINEAR RAMIFICADS DENDRIGRAFT DENCRON

POLIMERCE DENDRITICOS

Fonte: Boas et. al., 2006.

A palavra dendrimero deriva da palavra grega dendron, que significa arvore, e meros,
que significa parte, sendo que a representacao dessa molécula no espaco ¢ semelhante a copa

de uma arvore, envolvendo camadas concéntricas ao centro inicial desta molécula.[15,16]
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Em 1985, Tomalia e colaboradores sintetizaram os poliamidoamina (PAMAM),
Figura 2, até a décima geragdo e foi nesse trabalho que essas moléculas foram nomeadas

como dendrimeros. [17,18]

Figura 2 - Estrutura do dendrimero poliamidoamina (PAMAM) de geracao 1.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

Os dendrimeros sao formados por trés partes principais: nicleo, camadas interiores ou
ramificagdes € uma camada externa, formada por um grupo reativo ou uma superficie

funcional [19], conforme Figura 3.

Figura 3 - Representacdo da estrutura geral de um dendrimero.

NUCLED

GERACOES RAMIFICACOES

GRUPOS REATIVOS

Fonte: Bhattacharya et. al., 2013.
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A escolha do nucleo iniciador afeta diretamente a forma que o dendrimero ¢
sintetizado, sendo esférica com uma molécula de NH3 ou eliptica com uma molécula de
alquilamina, por exemplo. [20] As ramificagdes sdo compostas por unidades de repeti¢ao que
sdo ligadas ao nucleo e que descrevem as geragdes de interesse. A funcionalidade terminal
pode ser modificada adicionando pequenas moléculas, incluindo ions, farmacos e
biomoléculas.

A adi¢dao de moléculas ou a mudanga reacional dos grupos terminais do dendrimero
PAMAM ¢ de interesse para reducdo do carater toxico que estes geram ao entrarem em
contato com o organismo. Malik et. al. aborda em seu trabalho que dendrimeros com grupos
terminais amina (PAMAM) induzem a hemolise devido as cargas positivas que carregam e
que o grau de toxicidade estd relacionado a concentracio destes grupos, ou seja, quanto maior
a geracdo, mais grupos aminas disponiveis para interagdo com o meio.[21] Em outro trabalho,
Jevprasesphant, R. (2003), relata sobre uma diminui¢do acentuada da citotoxicidade com a
adi¢do de lauroila e polietilenoglicol a superficie dos dendrimero G2, G3 e G4, devido a
reducdo das cargas positivas com as cadeias anexadas.[22]

Esses sistemas podem proporcionar terapias ideais por suas caracteristicas de
multiplicidade e auto replicagdo de forma geometricamente progressiva, pela presenca de
sitios reativos em sua parte externa.[ 23,25] Esses sitios reativos podem ligar-se a moléculas
que reconhecem o meio relacionado as cé€lulas cancerigenas, entre elas anticorpos, acido
folico, glicose e peptideos.

Na sintese dessas moléculas € possivel controlar seu tamanho e também a disposig@o
das fun¢des organicas desejadas, sendo elas sintetizadas passo a passo o que as difere dos
polimeros convencionais. [23] Essas estruturas apresentam vantagens por seu alto nimero de
grupos funcionais na superficie que aumentam com o aumento das geracdes, além da
possibilidade de encapsulamento e/ou interacdo no nicleo e nas ramificacdes do dendrimero.
Na representagdo genérica do dendrimero, figura 4, € possivel identificar alguns modos de
interacao do fArmaco com o dendrimero. As esferas em rosa representam o encapsulamento e
as demais formas representativas demonstram as possiveis ligacdes e interagdes com o0s
grupos externos do sistema, podendo apresentar variadas liga¢cdes quimicas permanentes ou

clivaveis.[17,19].
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Figura 4 - Esquema de possiveis reagdes que uma molécula de dendrimero pode apresentar como
encapsulamento e ligag8o e interagdes com diferentes grupos.
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Fonte: Majoros et. al., 2008.

Com a diversidade de interacdes e reacdes que essas moléculas podem apresentar, ha
uma grande variedade de aplicagcdes em multiplas areas das ciéncias, como quimica, biologia
e medicina, sendo utilizadas como sensores de espécies inorganicas ¢ moléculas organicas, na
solubilizagdo de moléculas hidrofébicas em meio aquoso, no processo de execucido de
liberagdo controlada e especifica de entrega de drogas (drug delivery) e na estabilizacdo de

nanoparticulas metélicas com aplica¢des na area de catalise.[1,3,4,10,12]
4.2 Doxorrubicina

A doxorrubicina (DOXO), um tipo de antraciclina, ¢ um dos agentes quimioterapicos
mais potentes e t€m sido a base da terapia do cancer desde a década de 1960. [26,27] A
DOXO foi isolada de culturas de Streptomyces peucetius, variante caesius, € foi um marco
importante na farmacologia das substancias anticancer. [28]

Esse medicamento ¢ mais comumente utilizado para tratar canceres de bexiga, mama,
estdmago, pulmdes, ovarios, tiredide, sarcoma de tecidos moles, mieloma multiplo e linfoma
de Hodgkin. Ademais, a doxorrubicina tem papel fundamental no tratamento de cancer de
ovario em que houve progressdo ou recorréncia apds quimioterapia a base de platina ou para o
tratamento de sarcoma de Kaposi relacionado a AIDS. [27]

A doxorrubicina possui basicamente um grupo aglicona e um glicona. A aglicona

consiste nos quatro anéis adjacentes, que contém grupos quinona-hidroquinona, um
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substituinte metoxila e uma cadeia lateral curta com um grupo carbonila. A glicona, chamada
de daunosamina, esta ligada por liga¢do glicosidica a um dos anéis e consiste em uma por¢ao
3-amino-2,3,6-tri deoxi-L-fucosil. A cadeia lateral da DOXO ¢ terminada com um alcool

primario, conforme figura 05.[29]

Figura 5 - Estrutura da doxorrubicina.

Fonte: De autoria propria, 2022.

Muitos estudos atribuiram a ampla abrangéncia de tipos de canceres que a DOXO ¢
capaz de tratar a sua atividade antitumoral e a sua capacidade de intercalar na hélice do DNA
e/ou ligar-se covalentemente a proteinas envolvidas na transcri¢do e replicacdo de DNA. Seu
mecanismo de agdo estd representado na figura 06. De acordo com Carvalho et al. 2009, a
doxorrubicina € capaz de entrar nas células cancerosas por difusdo simples e se ligar com alta
afinidade ao proteassoma no citoplasma (Etapa 1). Em seguida, a DOXO se liga a subunidade
proteassoma 20S, formando um complexo de proteassoma DOXO que se transloca para o
nicleo por meio de poros nucleares (Etapa 2). Finalmente, a DOXO se dissocia do
proteassoma e se liga ao DNA devido a sua maior afinidade com o DNA do que com o
proteassoma (Etapa 3). Este farmaco também pode interagir com as mitocOndrias e se ligar a
cardiolipina, bloqueando a ligagdo da creatina quinase mitocondrial (MtCK) as membranas
mitocondriais. Além disso, o aumento da ciclagem redox da DOXO pelo complexo I da
cadeia respiratoria mitocondrial leva a um aumento na producdo de espécies reativas de

oxigénio (ROS) [29].
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Figura 5 - Mecanismo de agdo da doxorrubicina - NADH (dinucleétido de nicotinamida adenina reduzido);
NAD+ (dinucleotido de nicotinamida adenina oxidado); ADP (difosfato de adenosina); ATP (trifosfato de
adenosina); Pi (fosfato inorgéanico).

Fonte: Carvalho et. al., 2009.

Em contrapartida, o mecanismo de a¢do da doxorrubicina traz efeitos colaterais ao seu
uso. Os efeitos mais comuns sdao nauseas € vOmitos agudos, estomatite, disturbios
gastrointestinais, calvicie, distarbios neuroldgicos (alucinagdes, vertigens, tontura),
cardiotoxicidade cumulativa e aplasia de medula 6ssea. Os efeitos depressores da medula
ocasionados pela DOXO podem resultar em uma elevacdo na incidéncia de infecgdo
microbiana, sangramento gengival e cicatrizagdo retardada. Outros efeitos colaterais que
também podem ocorrer sdo: hipersensibilidade (febre, calafrios, urticaria), hiperpigmentacao
das unhas, lacrimejamento e conjuntivite [29].

O uso de altas doses da doxorrubicina pode produzir necrose severa no tecido local. E
possivel também ocasionar celulite, vesicacao, tromboflebite, linfangite ou um endurecimento
dolorido, resultando em limitacdo da mobilidade das articulagdes adjacentes. Alguns estudos
relatam que a DOXO pode levar & ocorréncia de flebosclerose, especialmente quando
administrado em uma veia pequena ou repetidamente em uma unica veia [29]. Por isso, um
tratamento com doses menores e que atue somente na regido tumoral ¢ fundamental para
eficdcia, associada a reducdo dos efeitos colaterais. Utilizar o PAMAM para transportar a

DOXO tém se mostrado promissor na solucao deste problema, no entanto o mecanismo ainda
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ndo ¢ bem compreendido. Este trabalho propde a caracterizagdo do PAMAM com a DOXO

em nivel atobmico, bem como a andlise da influéncia dos grupos direcionadores.

4.3 Simulacoes

Em um trabalho experimental utilizando a cristalografia de raio X, a ressonancia
magnética nuclear entre outras analises pode prover uma caracterizagdo detalhada da estrutura
molecular de um ligante e de seu receptor. Porém, estes métodos apresentam limitacdes em
sua utilizacdo, tais como a falta de mobilidade da molécula estudada e o tamanho do sistema
[30]. As simulagdes baseadas em principios fisicos tém proporcionado preencher os "espagos"
nao conhecidos pelas analises citadas, modelando o modo pelo qual estas moléculas
interagem, reagem e funcionam [31].

A modelagem molecular ¢ uma importante ferramenta na selecdo, identificagdo,
manipulagdo, otimizacdo e caracterizacdo de novos farmacos por sua capacidade de
determinar propriedades termodinamicas, energéticas e estruturais de complexos receptor-
ligante. Para descrever as energias de troca e correlacdo foi proposta inicialmente a
aproximacao da densidade local (LDA - Local-Density Approximation), no qual ¢ muito
utilizada na descri¢do de sélidos metalicos, porém nao ¢ considerada a melhor opcdo na
descrig¢do de ligagdes de hidrogénio [32]. Por isso, outras aproximagdes foram propostas com
o objetivo de descrever melhor os sistemas, dentre estas, as mais comuns s3o as aproximagoes
de gradiente generalizado (GGA, Generalized-Gradient Approximation), um pouco mais
complexas que a LDA por envolver o gradiente de densidade, [33].

Atualmente ha um grande interesse na identificagdo de sistemas nanocarregadores
adequados para entrega de drogas. Um estudo investigou por céalculos de teoria funcional de
densidade, fluorescéncia e espectroscopias de fotoelétrons de raios-x a adsorcao da
doxorrubicina (DOX) em grafeno (G) e 6xido de grafeno (GO) onde concluiram que G ¢ um
melhor ligante de DOX comparado a GO, no qual ¢ baseada em fortes interagdes de
empilhamento n-xt [34]. Em outro estudo elaborado por Tonel et. al. ¢ apresentado a interagao
da doxorrubicina com o grafeno onde os resultados mostram que o grafeno puro interage com
DOX por uma adsorgao fisica e que configuracdo mais estavel ¢ quando a molécula DOX ¢

paralela ao grafeno [35].
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No estudo publicado por Wang, C et.al, foram analisadas a adi¢gdo de moléculas de
doxorrubicina (DOX) a superficie de nanotubos de carbono (CNTs) e nanotubos de carbono
funcionalizadas (f-CNT) pelo DFT. Descobriu-se que o complexo se torna mais estavel a
medida que o numero de moléculas de DOX aumenta, ¢ a adsor¢do de alta densidade de
moléculas de DOX na superficie do CNT/f-CNT ¢ mais vantajosa. Ainda, avaliou-se as
ligacdes de hidrogénio, os maiores orbitais moleculares ocupados e os menores orbitais
moleculares desocupados, a estabilidade e as caracteristicas termodinamicas dos complexos
20DOX/CNT e 24DOX/f-CNT a temperatura ambiente através de simulacdes de dindmica
molecular, fornecendo uma nova estratégia para montar uma alta densidade de moléculas de
DOX nas superficies dos NTCs, [36].

Farmanzadeh, D., & Ghaderi, M., estudaram a interacdo do dendrimero
poliamidoamina PAMAM geracdo zero (G0) com trans isomero do fAirmaco antineoplésico
picoplatina (AMD) pela teoria funcional da densidade. De acordo com a estrutura do
dendrimero e do farmaco, o farmaco AMD pode ligar-se ao PAMAM através dos grupos
funcionais Cl e NH3. Os resultados indicaram que a interagdo do dendrimero PAMAM com
drogas anticancerigenas picoplatina ¢ adsor¢do fisica. Os complexos PAMAM-AMD
mostraram uma melhoria das propriedades estruturais e eletronicas de acordo com os
resultados obtidos a partir de diferentes arranjos dos complexos PAMAM GO0-AMD; um
complexo [GO-AMD (CI-1)] € o arranjo de adsorcao preferido. Como resultado, o dendrimero
PAMAM de geragdo zero sendo combinado com a droga AMD ¢ promissor para uso na

entrega de drogas [37].

4.4 Principios e técnica

Para obter as propriedades eletronicas de um sistema multieletronico (como € o caso
das moléculas consideradas neste trabalho) € necessario resolver a equacdo de Schrodinger
[38].

AY = EY,

onde H ¢ o hamiltoniano do sistema, ¥ ¢ a fungdo de onda de todos os nucleos ¢ elétrons, ¢ E

¢ a energia total do sistema. O hamiltoniano H é dado por:
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onde T, é o operador energia cinética dos elétrons, Ty o operador energia cinética dos
nucleos, V,, o operador interagdo elétron-elétron, o V,y operador interagdo elétron-nicleo, e
Vyny o operador interagio nucleo-nucleo. Essa equagdo pode ser simplificada pela
aproximacao de Born-Oppenheimer, que assume uma posi¢ao fixa para os nucleos devido ao
fato destes possuirem massas muito maiores do que os elétrons. Dessa forma Ty = 0 e Vyy €

constante. Com isso, temos uma equacao de Schrodinger apenas para os elétrons:

(Te + Vee + Ven)her = €.

Apesar de simplificada, essa equagdo ainda ndo tem solucdo. Isso porque a
funcdo de onda ¢é para todos os elétrons, e dispde-se apenas de uma equagdo. Assim ha mais
variaveis do que equagdes. Para resolver essa questdo, utiliza-se um método que nao
considera a fun¢do de onda, mas sim a densidade eletronica como objeto fundamental.

As simulagdes atomisticas sdo comumente classificadas como simulagdes ab initio e
baseiam-se na teoria do funcional da densidade (DFT). Os métodos ab initio sao puramente
tedricos e descrevem a natureza quantica dos elétrons, porém exigem grande esforgo
computacional. Assim, ¢ possivel descrever o comportamento realistico para sistemas de até
algumas centenas de atomos e torna-se inviavel, do ponto de vista computacional, descrever
um sistema com muitos atomos [39].

A teoria DFT considera a densidade eletronica como objeto fundamental ao invés da
funcao de onda. Assim, os termos do hamiltoniano eletronico sdo descritos como funcionais
da densidade, e a solu¢do dessa equacao sao os chamados orbitais de Kohn-Sham, que nada
mais sdo do que os niveis de energia para todos os elétrons de valéncia. Para resolver esse
problema ¢ preciso conhecer o potencial de interacdo elétron-elétron (V,,), e também a
densidade eletronica p, ja que V,, ¢ um funcional de p. Porém, para obter p se faz necessario
conhecer as fung¢des de onda ,;, que s6 podem ser obtidas se determinado o potencial V,,. A
unica saida para essa incognita ¢ propor uma densidade eletronica inicial, escrever o potencial
V.. para essa densidade, resolver a equacdo obtendo as fungdes de onda e com estas escrever

uma nova densidade. Se essa densidade ¢ igual a densidade tentativa (dentro de um critério de
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convergéncia pré-estabelecido) o problema estéd resolvido. Por isso chama-se essa solugdo de
autoconsistente.

Embora a DFT seja uma teoria de extrema utilidade, o problema multieletronico nao ¢
simples e a sua solucdo exige o emprego de algumas aproximagdes. A primeira delas ¢ a
utilizagdo de pseudopotenciais, onde ao invés de descrever todos os elétrons do sistema,
apenas os elétrons mais externos (de valéncia) sdo considerados durante o processo
autoconsistente. Os ntcleos atdmicos e os elétrons mais proximos a eles formam o chamado
carogo i6nico, ¢ a intera¢ao dos carogos idnicos com os elétrons de valéncia ¢ descrita pelos
pseudopotenciais. Nos calculos deste trabalho foram utilizados os pseudopotenciais de norma
conservada de Troullier Martins [38]. Outras aproximagdes necessarias sdo para o termo
presente no potencial V,, chamado termo de troca e ndo possui andlogo cléssico, e para o
termo de correlagdo eletronica presente em T,. A soma desses termos ¢ chamada de termo de
troca e correlagdo, o qual ndo se conhece exatamente. Neste trabalho utilizamos a

aproximacdo GGA (Generalized Gradient Approximation) na parametrizacao PBE [40].
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5 METODOLOGIA

O transporte do farmaco ocorre pelas interagdes quimicas entre o dendrimero
PAMAM e o farmaco doxorrubicina. Para compreender essas interagdes submeteram-se os
sistemas para analise no codigo computacional SIESTA (Spanish Initiative for Electronic
Simulations with Thousand of Atoms) [41], de forma isolada e por hipoteses de interagdes
entre as estruturas quimicas. O software possibilita a avaliagdo das energias de formacao,
energia dos orbitais HOMO e LUMO, distdncia das interagdes, transferéncia de carga e
densidade de carga. Analisou-se todos os parametros energéticos para correlacionar a
estrutura ¢ a estabilidade do sistema conjugado. Em todos os calculos realizados neste

trabalho, nenhuma restri¢ao foi imposta aos atomos e aos spins durante a otimizagao.

5.1 Meétodo

O mecanismo da interacao entre o dendrimero PAMAM e a doxorrubicina, bem como
a influéncia dos grupos funcionais presentes nas duas moléculas, foi investigado através de
calculos de primeiro principios através do formalismo da DFT, conforme implementado no
codigo computacional SIESTA. Nesse método a densidade eletronica para o estado
fundamental ¢ obtida a partir dos orbitais de Kohn-Sham, que sdo expandidos em uma
combinacao linear de orbitais atomicos, chamado de método LCAO (Linear Combination of
Atomic Orbitals). Para a obten¢do de resultados mais acurados utilizou-se uma base double-C
incluindo fungdes polarizadas. Aplicou-se uma energia de corte (ou cut-off) de 170 Ry para
descri¢do do estado fundamental dos sistemas aqui estudados. Utilizou-se pseudopotenciais de
norma conservada de Troullier-Martins, ¢ o funcional GGA para o termo de troca e
correlagdo. Em todas as simulagdes utilizou-se um véacuo de pelo menos 15 A, garantindo
assim que ndo ocorresse a interagcdo entre o sistema em questao e as suas imagens periodicas.
Propuseram-se trés modelos para descrever a interagdo entre 0 PAMAM e a doxorrubicina.
Quando todos os grupos funcionais foram incluidos, obteve-se uma célula unitaria contendo

225 atomos.
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5.2 Simulacées

Para compreensao das propriedades eletronicas e estruturais deste sistema carregador,

serdo analisadas via simulagdes as seguintes estruturas:

1) Dendrimero PAMAM GO (GO0);

2) Dendrimero PAMAM GO com dois grupos funcionais acetilados (GO.NHAc);

3) Dendrimero PAMAM GO com dois grupos funcionais acetilados + acido folico
(GO.NHACc.FA);

4) Doxorrubicina (DOXO);

5) Doxorrubicina + 4cido cis-aconitico (DOXO.CIS);

6) Dendrimero PAMAM GO + DOXO (G0-DOXO);

7) Dendrimero PAMAM GO com dois grupos funcionais acetilados + um grupo
ligado ao acido folico + e um grupo ligado a doxorrubicina (GO.NHAc.FA-
DOXO0);

8) Dendrimero PAMAM GO com dois grupos funcionais acetilados + um grupo
ligado ao acido folico + e um grupo ligado a doxorrubicina com o acido cis-

aconitico (GO.NHAc.FA-DOXO.CIS).
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

A doxorrubicina ¢ um principio ativo amplamente utilizado em tratamentos de
cancros, onde inibe a sintese do DNA [42]. Apesar de efetiva na regressao tumoral, um de
seus varios efeitos colaterais ¢ o envenenamento do musculo cardiaco. Para analisar a
viabilidade de transporte e entrega deste firmaco ao tumor de forma menos tdxica,
minimizando ou até anulando seus efeitos colaterais, a DOXO ¢ o dendrimero PAMAM GO
foram avaliados em termos de energia de formacao, transferéncia de carga, bandas de energia

e densidade eletronica.

6.1 Dendrimero PAMAM

Os dendrimeros apresentam dimensdes nanométricas e outras propriedades como
forma, tamanho e superficie que podem assemelhar-se as proteinas. Desta forma, possuem
propriedades que podem imitar macromoléculas importantes dependendo de sua geragdo. Por
exemplo, os dendrimeros PAMAM, podem assemelhar-se a insulina quando em G3,0
(geragdo 3), com aproximadamente 30 A de didmetro; ao citocromo C em G4,0, com
aproximadamente 40 A, e a hemoglobina em G5,0, proximo a 55 A [17,19].

A cada geracdo obtida, o peso molecular e, consequentemente, o didmetro do
dendrimero, aumenta. O numero de grupos superficiais ¢ duplicado a cada nova geragdo,

conforme apresentado na Tabela 1 [43,44].
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Tabela 1. Dados sobre peso molecular, didmetro ¢ nimero de grupos superficiais dos dendrimeros PAMAM de

geracdo inteira.

Geracio M I;ESUI i Diﬁieh‘u Squ::fI‘]i:isais
olecular (A) NH;
0 517 15 4
1 1430 22 8
2 3256 29 16
3 6909 36 32
4 14215 45 64
5 28826 34 128
6 58048 67 256
7 116493 81 512
5 233383 a7 1024
9 467162 114 2048
10 034720 135 4096

Fonte: De autoria propria, 2022.

Para a realizacdo deste estudo aplicou-se o dendrimero PAMAM de geragdo 0 (GO),
devido ao limite computacional da maquina para descricdo pelo codigo. A descricao €
satisfatoria ja que os grupos funcionais presentes no GO representam de forma efetiva os
grupos funcionais presentes no dendrimero de GS.

O dendrimero PAMAM GO ¢ formado por 22 atomos de carbono, 48 de hidrogénio, 4
de oxigénio e 10 de nitrogénio, C22HgO4N1o, sendo sua massa molar de 516,692 g.mol’. A
estrutura foi otimizada sem impor nenhuma restri¢gdo quanto a posi¢ao dos atomos, de forma a
buscar a geometria mais estavel para o dendrimero. Essa estrutura tem no ramo terminal

grupos de aminas que localizam-se a uma distancia média de 15 A , conforme figura 7.
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Figura 6 - Estrutura quimica do dendrimero PAMAM GO no estado relaxado, sendo os atomos representados em
forma de esfera.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

Apbs a otimizagdo da estrutura, analisou-se as propriedades eletronicas através dos
niveis de energia e pela densidade de carga. A densidade eletronica representa a probabilidade
de encontrar um elétron em uma determinada regido. Para o dendrimero PAMAM essa
probabilidade esta demonstrada na Figura 08, em que o HOMO representa o estado ocupado

de maior energia e 0 LUMO o estado ndo ocupado de menor energia.

Figura 7 - Niveis de energia e densidade de carga dos orbitais HOMO e LUMO para o GO.
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Fonte: De autoria propria, 2022.
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A densidade dos orbitais HOMO e LUMO permitem avaliar a estabilizagdo deste
composto quimico. Para apresentacdo da estrutura de bandas utilizou-se os niveis de energia
dos elétrons com spin up, sendo que para o spin down ¢é idéntico, o que significa que a
magnetizacao do sistema ¢ nula.

O gap nas moléculas organicas ¢ medido pela diferenca dos orbitais HOMO e LUMO,
que serve como medida da excitacdo da molécula. A transi¢do eletronica que requer menor
energia ¢ a que ocorre entre os elétrons que estdo no HOMO e sdo promovidos para o LUMO.
A energia necessdria para essa transi¢do ¢ justamente o gap de energia, e por meio do calculo

obteve-se um gap de 4,15 eV.

6.1.1 Dendrimero pamam acetilado

O fator determinante da citotoxicidade aos dendrimeros PAMAM se deve a sua
estrutura ionizavel. Os grupos funcionais terminais aminas ao entrarem em contato com o
organismo se tornam protonados e esses grupos catidnicos sdo responsaveis pela
desestabilizacdo da membrana celular ocasionando a lise celular. Com a modificacdo da
funcionalidade do grupo terminal do dendrimero PAMAM ¢ possivel reduzir seu grau de
toxicidade e viabilizar a adi¢do de moléculas de interesse. A primeira modificacdo na
estrutura foi por adicdo de dois grupos acetil em terminagdes diferentes [45], aqui
denominada de GO.NHAc.

A estrutura GO.NHAc ¢ formado por 26 atomos de carbono, 52 de hidrogénio, 6 de
oxigénio e 10 de nitrogénio, C26Hs206N10, sendo sua massa molar de 600,766 g.mol™!. Essa
estrutura mantém dois grupos terminais amina e duas terminagdes funcionalizadas com um
grupo acetil, conforme figura 9. A distincia entre as terminagdes é da ordem de 18 A, o que
significa que a funcionalizacdo de uma terminag¢do ndo deve influenciar a interacdo com o

farmaco em outra terminagao.
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Figura 8 - Estrutura quimica do dendrimero GO.NHAc no estado relaxado.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

A acetilagdo de grupos terminais reduz a toxicidade do dendrimero frente ao
organismo, por diminuir a quantidade de aminas protonadas em sua superficie, [45]. Dois
grupos aminas foram mantidos para permitir a ligagdo com um grupo direcionador e a
interacdo com o farmaco. Essa modificagdo provocou uma pequena mudanca nas bandas

eletronicas e na distribuicao da densidade de carga comparada a estrutura de partida.

Figura 9 - Bandas eletronicas e densidade de carga no orbital HOMO e LUMO do GO.NHAc.
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Fonte: De autoria propria, 2022.
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O GO0.NHACc apresentou um gap de energia de 4,10 eV. A adi¢do de dois grupos acetil
a duas terminagdes aminas provocou uma leve redugdo no gap de energia comparada ao GO.
A densidade de carga no orbital HOMO do GO.NHAc concentra-se mais ao nucleo da
estrutura, semelhante a densidade de carga no HOMO do GO, porém de uma forma menos
intensa, enquanto que no orbital LUMO encontra-se mais distribuida nas ramificagdes e

principalmente nos novos grupos da estrutura (grupos acetil, NHACc).

6.1.2  Dendrimero pamam acetilado e conjugado ao acido folico

O folato ¢ um componente celular basico envolvido essencialmente nas reagdes de
transferéncia de carbono para a sintese de purinas e pirimidinas, importantes para a sintese e
replicacdo de DNA, além da divisdo, crescimento e sobrevivéncia celular. A natureza
hidrofilica e anionica dos folatos em pH fisiolégico impede sua difusdo passiva através da
membrana plasmatica [46].

O 4cido folico tem em sua estrutura dois grupos de acido carboxilico e uma amina ndo
reativa, conforme Figura 11, sendo o grupo funcional 4cido carboxilico suficientemente

reativo para ligar-se ao dendrimero [46], Figura 12.

Figura 10 - Estrutura quimica do acido folico.

® Carbono
Hidrogénio

® Oxigénio

@ Nitrogénio

Fonte: De autoria propria, 2022.
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Figura 11 - Estrutura quimica do acido folico ligado ao GO.NHAc.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

O grupo direcionador, como o nome ja diz, tem a funcdo de dirigir o sistema
transportador para as células tumorais por meio da ligagdo do acido folico a receptores de
folato presentes nessas células [45]. A estrutura de transporte contendo o acido foélico tem
formula molecular de C4sHeoO13N17, formada por 45 dtomos de carbono, 69 de hidrogénio, 13
de oxigénio e 17 de nitrogénio, sendo sua massa molar de 1056,153 g-mol™.

Com a ligacao do acido folico ao dendrimero por meio do acido carboxilico o grupo
amina fica posicionado em direcdo ao meio e em pH fisiologico se torna um grupo carregado
positivamente, conferindo ao complexo dendridico um carater positivo.

No experimento elaborado por Wenjun Le et.al, [47] foram investigadas 22 linhagens
de células cancerigenas testadas aleatoriamente de diferentes espécies e o6rgaos, utilizado uma
técnica de captura magnética, onde descobriram que todas as células cancerigenas estavam
carregadas negativamente e varias células normais foram encontradas com carga neutra ou
levemente positiva. Os resultados deste trabalho indicam que um sistema carregado
positivamente consegue passar entre as c¢lulas saudaveis sem que haja a liberacao da droga,
pois todas as nanoparticulas carregadas positivamente ligam-se massivamente as células
cancerigenas (carregadas negativamente), enquanto as células normais ndo respondem as
particulas carregadas independente do sinal, pois sdo praticamente neutras.

Além de relatos na literatura [48] sobre a atragdo por cargas opostas, outro mecanismo
de captura do sistema transportador € por endocitose, conforme relatado por Cho, K. et al
[49]. O conjugado de folato liga-se ao receptor folato com alta afinidade e ¢ posteriormente

internalizado em endossomos. Dentro do endossomo, um conjugado folato-dissulfeto-farmaco
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¢ liberado do receptor folato e o pro-farmaco ¢ reduzido para liberar a carga do farmaco
original.

No estudo proposto por Low, P. S. et. al [50] foi preparado um complexo de
transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia ligado ao folato, que mudou de
fluorescéncia vermelha para verde apos a redugdo de uma ligacdo dissulfeto intramolecular.
Esse sistema foi avaliado tanto em células cancerosas cultivadas quanto em camundongos
portadores de tumores vivos onde demonstrou que o conjugado folato-dissulfeto-droga nao
ocorre na circulagdo antes da captura do conjugado pelas células tumorais; ocorre apos a
endocitose com meia-vida de 6 h; comega nos endossomos e ndo depende significativamente
do mecanismo redox localizado na superficie celular. Em outro estudo, envolvendo o
mecanismo de absor¢do do medicamento por endocitose, relatam o carater acido dos
endossomos contendo receptor folato e a dificuldade que ligantes fracos ao meio acido tém
em liberar o firmaco de forma eficiente. Uma caracteristica marcante do ambiente do
endossoma ¢ o pH 4acido, pH < 6,0, e ¢ ainda mais acido dentro dos lisossomos [51]. Na figura

13 esta representado o mecanismo de absor¢do de um sistema folato.

Figura 12 - Mecanismo de absor¢do por meio de endocitose do conjugado de folato em uma célula cancerigena.
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Fonte: Low, P. S. 2008.

Na figura 13, os conjugados de folato ligam-se ao receptor folato, que encontra-se na
superficie da célula cancerigena, com alta afinidade e sdo posteriormente internalizados em
endossomos que podem reduzir as ligacdes dissulfeto. Dentro do endossomo, um conjugado
folato-dissulfeto-farmaco ¢ liberado do receptor folato e o pro-farmaco ¢ reduzido para liberar
a carga do farmaco original [50]. Como o pH dos endossomos contendo o receptor folato ¢

apenas levemente acido, os ligantes labeis ao acido nao liberam o farmaco ligado de forma tao
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eficiente entdo ¢ interessante uma estrutura de transporte que considere e tenha afinidade pelo
meio 4cido.

A adicao do acido folico ao sistema carregador apresentou uma grande alteracao nas
bandas eletronicas e na distribui¢do da densidade de carga comparada a estrutura do GO, com
gap de 4,15 eV e do GO.NHAc com gap de 4,10 eV. A distribui¢do dos niveis energéticos e a
densidade de carga do GO.NHAc.FA pode ser visualizada na figura 14, em que o 4cido f6lico

reduz drasticamente o gap de energia.

Figura 13 - Bandas eletronicas e densidade de carga do orbital HOMO e LUMO do GO.NHAc.FA
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Fonte: De autoria propria, 2022.

A energia necessaria para a transi¢cdo de elétron do orbital HOMO para o LUMO no
GO0.NHAC.FA ¢ de 1,61 eV. Nesta estrutura a densidade de carga no orbital HOMO continua
concentrando-se ao centro do dendrimero, comparado ao GO e GO.NHAc, porém agora essa
densidade também encontra-se em parte da estrutura do 4cido folico, conforme figura 5.a). No
orbital LUMO toda a densidade de carga encontra-se na parte mais externa da estrutura do
acido folico, conforme figura 14.b). enquanto que anteriormente, no GO e GO0.NHAc,
localizava-se nas terminagdes. Esse resultado mostra que o acido félico atua como um
receptor de elétrons, o que facilita a ligagdo com as células tumorais que possuem carga

negativa (doadoras de elétrons) [47].



37

6.2 Doxorrubicina

Os efeitos colaterais do emprego do principio ativo doxorrubicina limitam seu uso
clinico por poder reduzir a qualidade de vida do paciente e até leva-lo a fatalidade [52].
Perante o niimero de grupos funcionais contendo oxigénios na estrutura quimica deste
farmaco, este tem potencial para ser transportado pelo dendrimero PAMAM por ligagdes de
hidrogénio e consequentemente uma melhor aceitacdo pelo organismo.

A doxorrubicina tem massa molar de 543,525 g.mol™! e é composta por 27 atomos de
carbono, 29 de hidrogénio, 11 de oxigénio e 1 de nitrogénio, C27H290011N sendo que nela ha

grupos carbonila, alcool, éter e amina, conforme figura 15.

Figura 14 - Estrutura quimica da doxorrubicina no estado relaxado.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

Para que ocorra a transi¢do eletronica do orbital HOMO para o LUMO na
doxorrubicina ¢ necessario uma absorcao de 1,78 eV. Esse valor corresponde ao gap desta
molécula e ¢ a diferenca de energia entre os orbitais HOMO e LUMO, sendo que -5,07 eV ¢ a

energia do estado HOMO e -3,29 eV ¢ a energia do estado LUMO, conforme a Figura 16.
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Figura 15 - Niveis de energia e densidade de carga dos orbitais HOMO e LUMO da doxorrubicina.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

Conforme pode ser observado na figura 16, tanto para 0 HOMO quanto para o LUMO
a densidade eletronica se localiza nos anéis aromaticos. Esse resultado indica que essa regido
apresenta uma probabilidade maior de interacdo com o dendrimero, orientando a escolha dos
modelos que serdo estudados a seguir. Da mesma maneira que foi observado para o
dendrimero, a densidade eletronica ¢ a mesma para os spins up € down, e dessa forma o

sistema ndo apresenta magnetizagao.

6.2.1 Doxorrubicina ligada ao dacido cis-aconitico

A molécula direcionadora ligada covalentemente a doxorrubicina ¢ o acido cis-
aconitico. Os grupos funcionais presentes na estrutura quimica do acido cis-aconitico, confere
a molécula a capacidade de identificar o pH do meio. No estudo proposto por Karini and
Namazi a liberagdo da doxorrubicina acontece preferencialmente em meio acido, e essa
caracteristica possibilita o controle na liberagdo do firmaco que assim impede que ocorra em
pH neutro ou basico [53]. Tumores com tecidos acidos (conforme citado na sessdo 4.2.2 sobre
o0 mecanismo de absor¢do por endocitose em que o meio tem carater acido) terdo afinidade

com a estrutura do composto e receberdao o farmaco. Em meios como a corrente sanguinea,
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em que o pH ¢ proximo ao neutro, esta liberagdo ndo acontece, ou seja, a doxorrubicina ndo
afetard as células saudaveis do organismo e sim serd entregue as tumorais, ndo ocasionando
todos os efeitos colaterais citados anteriormente. Na figura 17, encontra-se a estrutura quimica

da doxorrubicina ligada ao acido cis-aconitico [54].

Figura 16 - Estrutura quimica da doxorrubicina conjugada ao acido cis-aconitico.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

A doxorrubicina ligada covalentemente ao acido cis-aconitico tem massa molar de
628,56 g.mol™!, é formada por 27 atomos de carbono, 34 de hidrogénio, 16 de oxigénio e 1 de
nitrogénio, C27H34016N. Fazem parte da molécula grupos carbonila, dcido carboxilico, alcool,
éter e amina.

Analisou-se os niveis energéticos desta estrutura verificou-se que para ocorrer a
transi¢do eletronica do orbital HOMO para o LUMO ¢ necessario a absor¢ao de 1,50 eV. A
densidade eletronica no orbital HOMO esta relativamente distribuida sobre toda a estrutura;
encontra-se de forma intensa nos dois anéis aromaticos centrais, menos intensa nos demais
anéis aromaticos, ¢ com média intensidade na cadeia lateral da doxorrubicina e no acido cis-
aconitico. J& no orbital LUMO a densidade eletronica localiza-se principalmente nos anéis

aromaticos, conforme apresentado na figura 18.
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Figura 17 - Niveis de energia e densidade de carga dos orbitais HOMO ¢ LUMO da DOXO.CIS.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

A adi¢do da molécula de acido cis-aconitico na estrutura da doxorrubicina provocou
uma reducao no gap de energia quando comparada a doxorrubicina isolada, em que de 1,78

eV o gap passa a ser de 1,50 eV, conforme figura 19.

Figura 18 - Niveis energéticos das estruturas DOXO e DOXO.CIS.
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6.3 Interacio entre o sistema dendridico e o farmaco doxorrubicina

Os modelos de interagdo propostos sao formados pelo sistema dendridico, do mais
simples ao mais complexo (G0, GO.NHAc, GO.NHAc.FA), com o farmaco doxorrubicina
isolado e ligado ao 4cido cis-aconitico (DOXO, DOXO.CIS). Com o objetivo de analisar
essas interacdes foram propostos trés modelos de aproximacdo para verificar a formacao da
ligagdo de hidrogénio com a estrutura da doxorrubicina. As interagdes ocorreram com a
aproximacdo dos grupos aminas do dendrimero PAMAM nas posi¢des circuladas em

vermelho no farmaco doxorrubicina, conforme figura 20.

Figura 19 - Modelos de posigdo de interacdo entre o sistema dendridico e a doxorrubicina.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

6.3.1 Interacdo do dendrimero PAMAM GO com a doxorrubicina

Nesta etapa, a estrutura proposta ¢ formada por uma molécula do dendrimero
PAMAM GO e uma molécula de doxorrubicina. O dendrimero PAMAM GO tem quatro
grupos aminas como grupos funcionais terminais e pode interagir de diversas formas com os
grupos funcionais do farmaco doxorrubicina. Avaliou-se a interacdo das moléculas nos trés

modelos propostos, que estao representados nas figuras 21, 22 e 23.
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Figura 20 - Modelo 1 de interagdo entre PAMAM e a DOXO, sendo os atomos representados em forma de
esfera.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

Figura 21 - Modelo 2 de interagdo entre PAMAM e a DOXO, sendo os dtomos representados em forma de
esfera.
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Fonte: De autoria propria, 2022.



Figura 22 - Modelo 3 de intera¢do entre PAMAM e a DOXO, sendo os atomos representados em forma de
esfera.
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Fonte: De autoria propria, 2022.
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Na formagao desta estrutura para transporte do farmaco as moléculas mantém-se

unidas por atracdo. Essa atracdo pode ser explicada pela teoria da ligagdo quimica que

classifica as interagdes intermoleculares como eletrostaticas, Van der Waals> e ligagdo de

hidrogénio. Neste caso, os substratos de interesse atraem-se por interagao ndo-covalente e sim

por ligacao de hidrogénio. Essas ligagdes sdo mais fracas do que as ligagdes covalentes e sdao

facilmente rompidas pelo movimento cinético que reflete a energia térmica das moléculas, o

que ¢ desejavel, uma vez que possibilita a liberacdo do firmaco na regido de interesse. As

distancias destas interacdes estdo apresentadas no quadro 1.

Quadro 1. Distancia das ligagdes de hidrogénio para os modelos 1, 2 ¢ 3.

Distancia de ligagiio (A)

O--H-N O--H-C
Modelo 1 2,24 - -
Modelo 2 2,11 - -
Modelo 3 - 2,18 2,71

Fonte: De autoria propria, 2022.
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No Modelo 1 e no Modelo 2 a ligacdo de hidrogénio ocorre entre um atomo de
oxigénio provindo da doxorrubicina e o hidrogénio provindo de um grupo amina do
dendrimero, estes apresentaram distancia de ligacdo de 2,24 e 2,114, respectivamente. J4 no
Modelo 3 ha duas interagdes simultaneas por ligacao de hidrogénio, ambas sdo formadas por
dois atomos de oxigénio do farmaco doxorrubicina porém, os hidrogénios sao provenientes do
carbono adjacente ao grupo amina, e essas interagdes acontecem a uma distancia de ligagcdo de
2,18 e2,71A.

Com os célculos ab initio dos orbitais moleculares pode-se compreender as
propriedades moleculares destes complexos de ligagdo de hidrogénio que estdo diretamente
relacionadas as propriedades de estabilidade energética e estruturais. Inicialmente as energias

totais dos sistemas foram avaliadas para posterior calculo da energia de ligacdo, conforme

quadro 2.
Quadro 2. Energia total e energia de ligacdo dos sistemas.
Energia total (eV) Energia de ligacao (eV)
GO - 8929,01
DOXO -10037,17
Modelo 1 - 18967,46 - 1,27
Modelo 2 - 18967,55 - 1,36
Modelo 3 -18967,31 -1,12

Fonte: De autoria propria, 2022.

Para avaliar a estabilidade dos sistemas, uma das propriedades a ser determinada ¢ a
energia de ligagdo por meio das energias totais obtidas das simula¢des dos compostos isolados

e dos compostos conjugados. A energia de liga¢do do sistema € calculada pela equacado 1:
Eligacao = E (PAMAM+ DOXO) - E (PAMAM) - E (DOXO) (1)

onde E (PAMAM+DOXO) ¢ a energia do sistema formado pelo dendrimero e pela
doxorrubicina e E (PAMAM) e E (DOXO) representam a energia dos sistemas isolados.
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Por meio do célculo da energia de ligacdo obteve-se a menor energia para o Modelo 2,
com valor de -1,36 eV, representando o sistema mais estavel e favoravel a formagao. Neste
modelo a interagio O-H possui uma distancia de 2,11A, conforme quadro 2. Apesar do
Modelo 2 apresentar o menor valor de energia e comprimento de ligacao, todos os modelos
apresentaram-se favoraveis a interagdo visto que para todos os modelos estudados a energia
de ligacdo ¢ negativa.

A estabilidade das ligacdes quimicas entre os complexos pode ser justificada e
explicada pelo potencial eletrostatico, mas também pela polarizacdo e a transferéncia de
cargas. A transferéncia de carga acontece pela interacdo entre orbitais ligantes de uma
molécula doadora de carga e do orbital antiligante da outra molécula receptora de carga.
Considerando a doxorrubicina a molécula doadora de carga, em que seu oxigénio atua como a
espécie doadora, e o dendrimero o receptor em que seu hidrogénio recebe a carga. No quadro

3 apresenta-se os valores de carga transferida através das ligagdes de hidrogénio.

Quadro 3. Cargas transferidas.

Carga transferida oxigénio Carga transferida hidrogénio
Modelo 1 - 0,042 0,024
Modelo 2 0,006 0,018
Modelo 3 0,002; -0,038 0,008; 0,006

Fonte: De autoria propria, 2022.

Para o Modelo 1 houve transferéncia de - 0,042 C no dtomo de oxigénio e de 0,024 C
para o hidrogénio, enquanto que para o Modelo 2 e 3 a transferéncia de carga ndo foi
significativa. Os resultados de transferéncia de carga demonstram o esperado para GO-DOXO,
visto que a ligacdo de hidrogénio nao transfere carga e o que observa-se ¢ relativamente
pequeno comparado a uma ligagdo covalente.

As energias dos estados estdo diretamente relacionadas a reatividade dos compostos e
seus niveis eletronicos. Uma descri¢do mais completa da interacdo entre o farmaco e o
dendrimero pode ser obtida a partir da analise das propriedades eletronicas. Com esse intuito,
foram calculados os niveis de energia e a densidade de carga do HOMO e do LUMO para

cada um dos modelos. Esses resultados sdo apresentados nas figuras 24, 25 e 26.



Figura 23 - Niveis de energia e densidade de carga dos orbitais HOMO ¢ LUMO do Modelo 1.
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Figura 24 - Niveis de energia e densidade de carga dos orbitais HOMO e LUMO do Modelo 2.
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Figura 25 - Niveis de energia e densidade de carga dos orbitais HOMO e LUMO do Modelo 3.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

A densidade de carga nos orbitais caracteriza as possiveis interagdes entre doadores e
receptores de elétrons, informando a parte do sistema de possivel transferéncia de carga. A
densidade de carga ¢ demonstrada por 16bulos alaranjados onde ha a presenga de carga, o que
significa que nessa regido a probabilidade de encontrar um elétron ¢ igual a 1. Vale ressaltar
que até aqui foi abordado sobre niveis ocupados, € no caso do LUMO a densidade de carga
define a regido onde a probabilidade de encontrar um buraco € igual a 1.

Os trés modelos apresentam gaps de energia semelhantes, sendo de 0,96 eV para o
Modelo 1, de 0,95 eV para o Modelo 2 e de 0,97 eV para o Modelo 3. Apesar da pequena
diferenca entre os gaps de energia, os modelos se diferem em seus niveis energéticos,

conforme representado na figura 27.
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Figura 26 - Niveis energéticos dos trés modelos.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

Nota-se que nos modelos as bandas HOMO e LUMO estao posicionadas praticamente
no mesmo nivel de energia, enquanto que abaixo de HOMO e acima de LUMO hé algumas
diferencas entre elas. No Modelo 1 hd uma banda energética em torno de -4,9 eV e outra em -
2,5 eV ndo presentes nesta mesma posi¢do nos Modelos 2 e 3. No Modelo 2 hd uma
sobreposi¢do de bandas proximo a -4,6 eV e a presenca de uma banda em torno de -2,7 eV
sendo estas encontradas em outra posi¢do nos demais modelos. J4 no Modelo 3, hd uma banda
proxima a -3,0 eV. Esses deslocamentos de bandas energéticas representam a influéncia que
os atomos de posi¢des diferentes t€ém na formagdo da ligacao de hidrogénio. Essa diferenca
nas propriedades eletronicas ¢ mais um indicativo da ligagdo entre os dois sistemas, pois se a

interagcdo nao ocorresse os trés modelos teriam exatamente os mesmos niveis energéticos.
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Figura 27 - A direita, densidade de carga no dendrimero PAMAM e na doxorrubicina antes da ligagdo de
hidrogénio. No Modelo 1, ao centro, apés a ligacao.

2 i
TR
Ty _
L Y LUMO- DONO
af - g A,
a — B L
5 &%
g B e s 1
= ..—"--.____‘ < el
& ] .;.zé :i,
_— 2_2“ HOMO - GO

Fonte: De autoria propria, 2022.

Com niveis de energia diferentes os modelos também foram analisados em termos de
comportamento da densidade de carga, a fim de compreendé-los e relaciond-los aos demais
parametros.

Na formacdo das ligagdes de hidrogénio uma molécula (dendrimero PAMAM)
participa com o orbital HOMO, e a outra (doxorrubicina) com o orbital LUMO. Na figura 28,
¢ possivel visualizar uma mudanga no comportamento da densidade eletronica depois desta
ligagdo. Antes, o dendrimero PAMAM concentrava sua carga na regido do nucleo e com a
aproximacao do farmaco passou a apresentar densidade no grupo amina da superficie externa.
Essa mudanga evidencia uma interagao entre o dendrimero e o farmaco. Ja na doxorrubicina,
LUMO, ndo ocorreu uma mudanga significativa em sua densidade eletronica apds a formagao

da ligagao de hidrogénio.
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Figura 28 - A direita, densidade de carga no dendrimero PAMAM e na doxorrubicina antes da ligagdo de
hidrogénio. No Modelo 2, ao centro, apés a ligacao.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

No Modelo 2 ¢ possivel visualizar uma concentracdo da densidade eletronica nos
grupos periféricos do dendrimero ao aproximarem-se da doxorrubicina. Esta aproximacao
apresentou a menor distancia de ligacdo e a maior estabilidade em termos de energia de
formagao.

Comparando a densidade eletronica do HOMO para os modelos 1 e 2, percebe-se que
ambos tiveram um deslocamento de carga do niicleo em direcdo ao grupo amina que participa
da ligacdo. Essa mudanga ¢ mais evidente no Modelo 2, em que de fato este modelo observa-
se uma menor distancia de ligacdo, o que resulta em uma maior perturbagdo na distribuigao
eletronica. Essa diferenca nas propriedades eletronicas dos dois modelos, aparece nos niveis
eletronicos apresentados na figura 29, onde ha uma clara distingao dos niveis proéximos ao

HOMO.
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Figura 29 - A direita, densidade de carga no dendrimero PAMAM e na doxorrubicina antes da liga¢do de
hidrogénio. No Modelo 3, ao centro, apés a ligacao.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

No Modelo 3 ocorrem duas interagdes simultaneas entre as moléculas. No dendrimero
PAMAM o hidrogénio que forma a ligacdo de hidrogénio ¢ diferente dos demais modelos,
pertencendo a um atomo de carbono, o que pode justificar algumas mudangas nos niveis de
energia. As ligacOes apresentaram comprimentos diferentes, a formada com o oxigénio da
carbonila (do radical) tem 2,18 A e a formada pelo oxigénio do radical metil tem 2,71 A.

Diferente do que foi observado nos modelos 1 e 2, a densidade eletronica do PAMAM
nao foi deslocada com a interagdo do hidrogénio, ela manteve-se ao centro da estrutura. A
partir disso pensou-se que a interacdo nao ocorreu, pois a densidade eletronica do HOMO ¢ a
mesma observada no PAMAM isolado. Porém, comparando a densidade de carga do LUMO
com a densidade de carga da doxorrubicina isolada, podemos ver que houve um deslocamento
significativo de cargas para os atomos do radical contendo carbonila de cetona. Isso se deve

ao efeito da proximidade do dendrimero, evidenciando que a interagao ocorreu.
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6.3.2 Interagdo do dendrimero PAMAM GO acetilado e ligado ao acido folico com a

doxorrubicina

Para entender o papel dos grupos acetil e do acido folico no transporte da
doxorrubicina, nesta etapa estudou-se a intera¢do do fA&rmaco com o GO.NHAc.FA. Agora, no
dendrimero PAMAM GO ha trés ligacdes covalentes sendo duas terminagdes ligadas a grupo
acetil e uma terceira a uma molécula de acido folico (GO.NHAc.FA). As estruturas nos

modelos propostos estdo representadas nas figuras 31, 32 e 33.

Figura 30 - Modelo 1 de interagdo entre GO.NHAc.FA ¢ a DOXO, sendo os atomos representados em forma de
esfera.
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Fonte: De autoria propria, 2022.
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Figura 31 - Modelo 2 de interag@o entre GO.NHAc.FA e a DOXO, sendo os atomos representados em forma de
esfera.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

Figura 32 - Modelo 3 de interagdo entre GO.NHAc.FA e a DOXO, sendo os atomos representados em forma de
esfera.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

Os novos sistemas de transporte interagem por ligacdes de hidrogénio com as

distancias apresentadas no quadro 4.



Quadro 4. Distancia das ligagdes de hidrogénio entre GO.NHAc.FA e DOXO.

Distancia de ligagiio (A)

N-H—O
G0.NHAc.FA - DOXO

C=0--H
G0.NHAc.FA - DOXO

C-H—O
G0.NHAc.FA - DOXO

Modelo 1 2,31 - -
Modelo 2 2,32 - -
Modelo 3 - 2,39 2,70
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Fonte: De autoria propria, 2022.

As distancias de ligagdo demonstram que a maior proximidade entre G0.NHAc.FA e a
DOXO acontece no Modelo 1 ¢ Modelo 2, no qual apresentaram uma diferenga muito
pequena entre eles, sendo de 2,31 A e 2,32 A, respectivamente. O Modelo 1 e Modelo 2
apresentaram um aumento na distancia de ligacdo comparado as distancias do GO-DOXO, em
que foram de 2,24 para 2,31 A e de 2,11 para 2,32 A, respectivamente. J4 no Modelo 3,
ocorreu uma mudan¢a na forma como uma das interagdes ocorre. Anteriormente havia duas
ligacdes de hidrogénio simultaneamente com os hidrogénios do carbono adjacente ao grupo
amina, no GO, e em uma dessas liga¢des o oxigénio provinha da carbonila da DOXO. Agora,
uma dessas interagdes ndo ocorre desta mesma forma. Na ligacio mais curta, 2,39 A, o
GO.NHACc.FA participa da ligagdo com um atomo de oxigénio provindo do grupo acetil,
enquanto que na DOXO ao invés de fornecer o oxigénio da carbonila, fornece o hidrogénio de
uma ligacdo OH, conforme figura 34. Apesar desta modificagdo, as ligagdes permaneceram
com as distincias semelhantes da estrutura GO-DOXO, ou seja, de 2,18 para 2,39 A e 2,71
para 2,70 A, conforme figura 35. No entanto, pode-se observar que o grupo acetil nio apenas
reduz a toxicidade do dendrimero, mas também contribui na ligagdo com o farmaco. Isso ja
era previsto pela densidade de carga do sistema GO.NHAc, onde o LUMO esté localizado nas

ramificagdes e no grupo acetil.
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Figura 33 - Ligagdo de hidrogénio no Modelo 3, com distancia de 2,38 A, em que o H provem da DOXO ¢ 0 O
provem do GO.NHAc.FA.
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Fonte: De autoria propria, 2022.
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Figura 34 - Ligagdo de hidrogénio no Modelo 3, com distancia de 2,70 A, em que o H provem do GO.NHAc.FA
¢ 0 O provem da DOXO.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

Para avaliar a estabilidade dos sistemas, determinou-se a energia de ligagdo por meio
das energias totais obtidas das simulagdes dos compostos isolados e dos compostos

conjugados, conforme a equagao 2:
Eligacio = E (GO.NHAc.FA+DOXO) - E (G0.NHAc.FA) - E (DOXO) (2)

onde E (GO.NHAc.FA+DOXO) ¢ a energia do sistema formado pelo dendrimero PAMAM
GO acetilado e conjugado ao acido folico interagindo com a doxorrubicina, E (GO.NHAc.FA)
e E (DOXO) representam a energia dos sistemas isolados. As energias de ligacdo estdo

apresentadas no quadro 5.



Quadro 5. Energia total e energia de ligagdo dos sistemas.

Energia total (eV) Energia de ligacio (eV)
GO0.NHAc.FA - 18086,20
DOXO -10037,17
Modelo 1 - 2812491 - 1,54
Modelo 2 - 28125,06 - 1,69
Modelo 3 - 28125,19 -1,82

Fonte: De autoria propria, 2022.
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Para formagao da ligagdo de hidrogénio o Modelo 1 requer -1,54 eV, o Modelo 2 -1,69

eV e o Modelo 3 -1,82 eV. Todos os sistemas apresentaram-se favoraveis a formagao, mas o

mais estavel ¢ representado pela menor energia de ligagdo, este seria 0 Modelo 3 com -1,82

eV. Além da energia de ligagdo avaliou-se a estabilidade do sistema através da transferéncia

de carga, quadro 6, e posteriormente da energia de transicdo do elétron em cada modelo,

quadro 7.
Quadro 6. Cargas transferidas.
Carga transferida oxigénio | Carga transferida hidrogénio
Modelo 1 -0,032 0,02
Modelo 2 0,008 0,012
Modelo 3 C=0-0,002 -O--0,006 -0,002 -0,004

Fonte: De autoria propria, 2022.

Para o Modelo 1 houve transferéncia de - 0,032 C para oxigénio e de 0,02 para o

hidrogénio, enquanto que para o Modelo 2 e 3 a transferéncia de carga foi praticamente nula.

Os resultados de transferéncia de carga demonstram o esperado e comportamento semelhante

ao apresentado no G0-DOXO, pois a transferéncia de carga ¢ relativamente pequena em uma
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ligagdo de hidrogénio ao se comparar a uma ligagdo covalente, por exemplo. No quadro 7
estdo os valores da energia para que ocorra a transi¢do eletronica do orbital HOMO para o

LUMO no sistema GO.NHAc.FA-DOXO.

Quadro 7. Gap de energia dos modelos de ligacdo no sistema GO.NHAc.FA-DOXO.

GO0.NHAc.FA GAP de energia (eV)

Modelo 1 1,15
Modelo 2 1,13
Modelo 3 1,17

Fonte: De autoria propria, 2022.

Os trés modelos apresentam gaps de energia semelhantes, sendo de 1,15 eV para o
Modelo 1, de 1,13 eV para o Modelo 2 e de 1,17 eV para o Modelo 3. Apesar da pequena
diferenga entre as transi¢des, os modelos se diferem em seus niveis energéticos, conforme

representado nas figuras 36, 37 e 38.

Figura 35 - Niveis de energia e densidade de carga dos orbitais HOMO e LUMO do Modelo 1.
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No orbital HOMO do Modelo 1, figura 36.a), verifica-se que a densidade de carga,
regido alaranjada que representa a regido onde um elétron pode ser encontrado, concentra-se
toda no GO.NHAc.FA, com uma contribui¢ao do grupo amina da terminacao do PAMAM.
Quando avaliado o orbital HOMO apenas do sistema GO.NHAc.FA, figura 36.b), percebe-se
um comportamento similar, porém com auséncia de carga neste mesmo grupo amina. A
densidade de carga no grupo amina no orbital HOMO no GO0.NHAc.FA-DOXO ¢ um
indicativo da existéncia da ligagdo de hidrogénio, visto que a doxorrubicina induziu este
deslocamento de carga.

No orbital LUMO, figura 36.d), a probabilidade de recepcdo de carga ocorre
principalmente nos anéis aromaticos da DOXO, conforme o orbital LUMO da doxorrubicina,
figura 36.c), mas também ¢ representativa na parte mais externa da estrutura do acido félico,

no GO.NHAc.FA.

Figura 36 - Niveis de energia ¢ densidade de carga dos orbitais HOMO ¢ LUMO do Modelo 2.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

No orbital HOMO do Modelo 2, figura 37.a), um resultado semelhante ao observado
no Modelo 1 ¢ obtido. A localizagdo da densidade de carga concentra-se toda no
GO0.NHACc.FA, também com destaque ao grupo amina da terminacdo do PAMAM. Nesta
estrutura, a ligacao de hidrogénio ocorre em outro atomo de oxigénio da doxorrubicina, mas

comporta-se de maneira semelhante ao modelo anterior, pois a densidade de carga no grupo
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amina no orbital HOMO no G0.NHAc.FA-DOXO também se faz presente pela influéncia da
doxorrubicina.

No orbital LUMO, figura 37.d), a probabilidade de recepgao de carga ocorre também
principalmente nos anéis aromaticos da DOXO mas apresenta uma intensidade de carga
reduzida na parte mais externa da estrutura do acido félico, no GO.NHAc.FA, comparado ao

orbital LUMO do Modelo 1.
Figura 37 - Niveis de energia e densidade de carga dos orbitais HOMO e LUMO do Modelo 3.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

No Modelo 3 ocorrem duas ligagdes de hidrogénio simultaneamente na estrutura,
sendo que em uma das ligagdes o hidrogénio provém do dendrimero e na outra ligacdo da
doxorrubicina, conforme destacado na figura 38 a). Quando o hidrogénio provém do
complexo dendritico, este estd ligado ao carbono adjacente ao grupo amina, enquanto que na
doxorrubicina o oxigénio pertence ao grupo metoxi. J4 na outra ligacdo de hidrogénio, o
hidrogénio provém da doxorrubicina, e este esta ligado a um oxigénio de alcool enquanto que
o complexo dendritico fornece o oxigénio do grupo acetil para a formagao da ligacao.

Apesar da mudanga na estrutura, no orbital HOMO a densidade de carga continua
localizando-se toda na estrutura do G0.NHAc.FA, conforme figura 38 a) comparada com a b).
Entretanto, a densidade de carga que localizava-se no grupo amina do complexo dendritico

agora se faz menos intensa, comparado aos modelos anteriores. No orbital LUMO a densidade
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de carga localiza-se também principalmente nos anéis aromaticos da DOXO, mas também na
parte mais externa da estrutura do acido félico, no GO.NHAc.FA, assemelhando-se ao orbital

LUMO do Modelo 1.
Os modelos que apresentaram menor densidade e intensidade de carga nos atomos

envolvidos na formagdo da ligagdo foram os que apresentaram maior distancia de ligagdo.

Figura 38 - Diferenga na distribuicdo de bandas entre os modelos 1, 2 e 3 na estrutura G0O.NHAc.FA-DOXO.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

Apesar das diferentes formas de ligacdo estudadas nestes modelos todos apresentam
praticamente o mesmo gap de energia, onde até mesmo a posi¢ao do orbital HOMO e LUMO
sdo semelhantes. As diferencas encontram-se na posi¢do das bandas de energia acima do
orbital LUMO e abaixo do orbital HOMO, conforme figura 39.

As trés primeiras bandas energéticas apos a banda do orbital HOMO, posicionam-se
no Modelo 1 em torno de -4,8 eV em que duas estdo sobrepostas, € a terceira em torno de -
4,9 eV. No Modelo 2 estas ndo estdo sobrepostas e encontram-se em torno de -4,7, -4,8 ¢ -4,9
eV. Ja para o Modelo 3, nesta mesma faixa de leitura (-4,6 a -5,2 eV) existem apenas duas
bandas que encontram-se em torno de -4,9 eV e proximo a -5 eV.

As trés primeiras bandas acima do orbital LUMO no Modelo 1 encontram-se em torno
de -3,1, -2,4 ¢ -2,2 €¢V. No Modelo 2 encontram-se em torno de -3,1, -2,4 ¢ -2,3 eV. Ja no

Modelo 3 uma encontra-se em -3,2 eV e duas sobrepostas entre -2,4 e -2,3 eV. Esses
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deslocamentos de bandas energéticas representam a influéncia que os atomos de posigoes
diferentes t€ém na formagdo da ligagdo de hidrogénio. Essa diferenca nas propriedades
eletronicas ¢ mais um indicativo da ligacdo entre os dois sistemas, pois se a interagdo nao
ocorresse os trés modelos teriam exatamente os mesmos niveis energéticos, sendo apenas uma

sobreposi¢do dos niveis do complexo dendridico e do farmaco.

6.3.3 Interagdo do dendrimero PAMAM GO acetilado e ligado ao dcido folico com a

doxorrubicina ligada ao acido cis-aconitico

A estrutura mais completa para melhor liberacdo programada, reducdo da toxicidade e
aumento da biodisponibilidade ¢ pela estrutura GO.NHAc.FA-DOXO.CIS, em que uma
molécula de acido cis-aconitico esta ligada covalentemente a doxorrubicina. Os modelos
foram analisados da mesma forma até aqui apresentada. Nas figuras 40, 41 e¢ 42 encontram-se

as estruturas nos modelos de posi¢do de interagao.

Figura 39 - Modelo 1 de intera¢do entre GO.NHAc.FA e a DOXO.CIS sendo os atomos representados em forma

de esfera.
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Fonte: De autoria propria, 2022.
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Figura 40 - Modelo 2 de interag@o entre GO.NHAc.FA e a DOXO.CIS, sendo os atomos representados em forma
de esfera.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

Figura 41 - Modelo 3 de interacdo entre GO.NHAc.FA e a DOXO.CIS, sendo os atomos representados em forma
de esfera.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

As distancias dessas interagdes estdo apresentadas no quadro 8. Para o GO.NHAc.FA-
DOXO.CIS, a avalia¢do das distancias de ligacdo entre os modelos apresentou que a maior
proximidade entre GO.NHAc.FA e a DOXO.CIS acontece para uma das interagdes no
Modelo 3, a mais curta é de 2,18 A.



Quadro 8. Distancia das ligagdes de hidrogénio entre GO.NHAc.FA e DOXO.CIS

G0.NHAc.FA-DOXO.CIS

Distancia de ligacio (A)

Modelo 1 2,23
Modelo 2 2,36
Modelo 3 2,18-2,71

Fonte: De autoria propria, 2022.

As energias de ligacdo foram calculadas através da equagao 3:

Eligacio = E (GO.NHAC.FA+DOXO.CIS) - E (GO.NHAc.FA) - E (DOXO.CIS)

3)
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onde E (GO.NHAc.FA+DOXO.CIS) ¢ a energia do sistema formado pelo dendrimero

PAMAM GO acetilado e conjugado ao acido folico interagindo com a doxorrubicina ligada ao

acido cis-aconitico, E (GO.NHAc.FA) e E (DOXO.CIS) representam a energia dos sistemas

isolados. Para formacao da ligagdo de hidrogénio o Modelo 1 requer -0,75 eV, o Modelo 2 -

0,63 eV e 0 Modelo 3 -0,81 eV. Perante este pardmetro o sistema mais estdvel em termos de

energia de ligacdo é representado pela menor energia, este seria 0 Modelo 3 com -0,81 eV,

conforme apresentado no quadro 9.

Quadro 9. Energia total e energia de ligacdo dos sistemas.

Energia total (eV) Energia de ligacao (eV)
GO.NHAc.FA - 18086,20
DOXO.CIS - 13309,41
Modelo 1 -31396,36 - 0,75
Modelo 2 -31396,24 -0,63
Modelo 3 -31396,42 -0,81

Fonte: De autoria propria, 2022.
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A ligacdo de hidrogénio ndo ocorre por transferéncia de carga mais sim por atracio
entre as densidades de cargas negativa e positiva. Apesar disso, verifica-se uma pequena

transferéncia de carga, os resultados encontram-se no quadro 10.

Quadro 10. Cargas transferidas.

Carga transferida oxigénio Carga transferida hidrogénio
Modelo 1 0,036 0,02
Modelo 2 -0,048 0,012
Modelo 3 -0,002 -0,01 0,018 -0,008

Fonte: De autoria propria, 2022.

Para o Modelo 1 houve transferéncia de 0,036 C para o atomo de oxigénio e de 0,02 C
para o hidrogénio. No Modelo 2 houve transferéncia de -0,048 C para o oxigénio e 0,012 C
para o hidrogénio, enquanto que no Modelo 3 a transferéncia de carga foi praticamente nula
para o oxigénio provindo do dendrimero e de -0,01 C para o oxigénio da doxorrubicina. Os
resultados demonstram o esperado ¢ comportamento semelhante comparado as interagdes
anteriores, pois a transferéncia de carga ¢ relativamente pequena se comparada a uma ligagao
covalente por exemplo.

Outro parametro de avaliagdo ¢ por meio da energia de transi¢do eletronica do orbital
HOMO para o LUMO nos sistemas, cujos resultados estdo apresentados no quadro 11. Essa
analise permite estabelecer as propriedades eletronicas do sistema mais completo aqui

proposto.

Quadro 11. Gap de energia dos modelos de ligagdo no sistema GO.NHAc.FA-DOXO.CIS

GO0.NHAc.FA-DOXO.CIS | GAP de energia (eV)

Modelo 1 1,26
Modelo 2 1,17
Modelo 3 1,25

Fonte: De autoria propria, 2022.
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Os trés modelos apresentaram gaps de energia semelhantes, sendo de 1,26 eV para o
Modelo 1, de 1,17 eV para o Modelo 2 e de 1,25 eV para o Modelo 3. Apesar da pequena
diferenca entre as transi¢des, os modelos se diferem em seus niveis energéticos, conforme
representado nas figuras 43, 44 e 45. Esse cenario ¢ similar ao observado para o GO e
G0.NHACc interagindo com a doxorrubicina, uma vez que a posi¢ao onde ocorre a ligagdo O-

H ndo influencia o gap de maneira significativa.

Figura 42 - Niveis de energia e densidade de carga dos orbitais HOMO e LUMO do Modelo 1.

LUMO-DOX0UCTS

HOMO - O NHAcFA

Energia (eV)

T

'I-
1 W
T
&

AR

Fonte: De autoria propria, 2022.

No orbital HOMO do Modelo 1, figura 43.a), verifica-se que a densidade de carga,
regido alaranjada, concentra-se toda no G0.NHAc.FA, com maior intensidade no grupo amina
da terminacdo do PAMAM, enquanto que quando avaliado o orbital HOMO apenas do
sistema GO.NHAc.FA, figura 43.b), ndo observa-se densidade de carga no grupo amina da
terminagdo do PAMAM. A densidade de carga no grupo amina no orbital HOMO no
GO0.NHAc.FA-DOXO.CIS demonstra a probabilidade da ligacdo de hidrogénio acontecer
nesta regido, visto que a doxorrubicina ligada ao 4cido cis-aconitico induziu a formagao desta

localizagdo de carga.
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No orbital LUMO, figura 43.d), a probabilidade de recepgao de carga ocorre nos anéis
aromaticos da DOXO (conforme o que ocorria quando apenas DOXO.CIS, figura 43.c)) e na

parte mais externa da estrutura do acido folico, no GO.NHAc.FA.

Figura 43 - Niveis de energia e densidade de carga dos orbitais HOMO ¢ LUMO do Modelo 2.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

No orbital HOMO do Modelo 2, figura 44.a), a densidade de carga comporta-se de
forma diferente comparado ao Modelo 1, pois a densidade de carga localiza-se com alta
intensidade ao centro e na terminacao de possivel ligagdo no GO.NHAc.FA, mas também em
uma regido da DOXO o que até o momento nao havia sido notado em nenhuma das estruturas
estudadas até aqui, (GO-DOXO e GO.NHAc.FA-DOXO). Para o Modelo 2 do GO.NHAc.FA-
DOXO.CIS o grupo do 4cido cis-aconitico apresentou uma grande influéncia no orbital
HOMO, pois no orbital LUMO, figura 44.d), a probabilidade de recep¢ao de carga ocorre da
mesma maneira que no Modelo 1, localizando-se principalmente nos anéis aromaticos da

DOXO e na parte mais externa da estrutura do acido folico.
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Figura 44 - Niveis de energia e densidade de carga dos orbitais HOMO e LUMO do Modelo 3.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

No Modelo 3 ocorre duas ligagdes de hidrogénio simultaneamente, assim como nas
outras estruturas ja apresentadas (GO-DOXO e GO.NHAc.FA-DOXO). Em uma delas o
hidrogénio provém do complexo dendridico (estd ligado ao carbono adjacente ao grupo
amina) enquanto que o oxigénio da doxorrubicina (pertence ao grupo metoxi). J4 na outra
ligacao de hidrogénio, o hidrogénio provém da doxorrubicina (que esta ligado a um oxigénio
de 4lcool) e o oxigénio do complexo dendridico (do grupo acetil) para a formacao da ligacao.

No orbital HOMO a densidade de carga localiza-se com maior intensidade ao centro
da estrutura do GO.NHAc.FA e menor intensidade no grupo amina da interagdo e em parte da
molécula do acido f6lico, figura 45 a). Enquanto que no orbital LUMO a densidade de carga
segue o comportamento do orbital LUMO do Modelo 1 e do Modelo 2, localizando-se nos
anéis aromaticos da DOXO e parte mais externa da estrutura do 4cido félico.

Os modelos que apresentaram menor densidade e intensidade de carga nos atomos

envolvidos na formacao da ligagcdo sdo os que apresentaram maior distancia de ligagao.
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Figura 45 - Diferenga na distribuicdo de bandas entre os modelos 1, 2 e 3 na estrutura G0O.NHAc.FA-DOXO.CIS.
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Fonte: De autoria propria, 2022.

Nos modelos ¢ possivel observar diferencas na posicdo das bandas energéticas,
conforme a figura 46, visto que na regido abaixo do orbital HOMO, em torno de -4,5 a -5,0
eV existem quatro bandas para o Modelo 1 e 2 e apenas trés para o Modelo 3. Apesar do
Modelo 1 e 2 terem o mesmo numero de bandas na regido mencionada observa-se que suas
posigoes sao diferentes. Desta mesma forma pode-se avaliar a regido acima do orbital LUMO,
em que de -3,5 a -2,0 eV ha quatro bandas de energia em cada modelo e todas encontram-se
em posicdes distintas. Essas observagdes indicam que as ligagcdes de hidrogénio ocorrem entre
os modelos, pois se ndo ocorressem as bandas energéticas comportar-se-iam de forma igual

para os trés modelos.
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7 CONCLUSAO

Utilizando a metodologia descrita neste trabalho, descreveu-se as propriedades
estruturais, energéticas e eletronicas do dendrimero PAMAM e da doxorrubicina (GO-
DOXO0), do dendrimero PAMAM acetilado e conjugado ao 4cido folico e da doxorrubicina
(GO.NHAc.FA-DOXO) e do dendrimero PAMAM acetilado e conjugado ao acido félico
interagindo com a doxorrubicina ligada ao acido cis-aconitico (GO.NHAc.FA-DOXO.CIS).
Essa descri¢ao ¢ fundamental para compreender quais os efeitos da interagdo entre todos esses
materiais ¢ demonstrar que de fato é possivel transporta-lo por interagdo. Foram propostos
trés diferentes modelos de ligacdo de hidrogénio que foram aplicados aos trés niveis de
complexidade da estrutura carregadora. Essas simulagdes permitiram avalid-los, compara-los
e relaciona-los através dos pardmetros de distancia de ligacdo, energia de ligacdo,
transferéncia de carga, niveis energéticos e de densidade eletronica.

As distancias obtidas nas simulagdes mantiveram-se semelhantes para todos os
modelos e estruturas encontrando-se na ordem de 2,5 A, conforme preconizado para as
ligagdes tipo Van der Waals. Por meio das simulagdes executadas foi possivel verificar que a
formagdao dos complexos, dendrimero PAMAM com o farmaco doxorrubicina da estrutura
mais simples (G0-DOXO) até a mais complexa (G0O.NHAc.FA-DOXO.CIS) sdo favoraveis,
pois todas as estruturas em todos os modelos apresentaram energias de formagdo negativas,
indicando a formagao de estruturas estaveis.

A transferéncia de carga nao foi significativa entre os modelos e a complexidade das
estruturas, visto que as cargas transferidas apresentaram-se quase nulas, o que seria justificada
pelo tipo de interacdo. As ligagcdes de hidrogénio formam-se por atracdo eletrostatica, onde
polos carregados negativamente atraem-se por polos carregados positivamente e entdo nao
ocorre transferéncia de carga.

Quanto as propriedades eletronicas, todos os modelos apresentaram um gap de energia
semelhante dentro de cada estrutura proposta. No entanto, ao analisar os niveis de energia
acima do LUMO e abaixo do HOMO perceberam-se diferencas significativas entre os trés
modelos, ou seja, para uma mesma estrutura aplicando os trés modelos de ligacdo de
hidrogénio observou-se que as posi¢des das bandas energéticas apresentam-se diferentes,
confirmando que todas as interagdes ocorrem, pois se as ligagdes ndao se formassem, as

posicdes das bandas energéticas seriam iguais para os trés modelos.
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Essas diferencas aparecem também quando observada a densidade de carga desses
niveis. Todos os modelos em todas as estruturas apresentaram uma mudanga na densidade de
carga do HOMO no sistema de transporte quando comparada a densidade de carga do HOMO
em que o composto encontrava-se isolado. Essas mudancas nas propriedades eletronicas
confirmam que ha interagdo entre o sistema dendridico e a droga nos trés modelos estudados.
Nesta avaliagdo também observou-se que a densidade eletronica do sistema transportador
(G0-DOXO, G0.NHAc.FA-DOXO, G0.NHAc.FA-DOXO.CIS) no orbital HOMO localiza-se
preferencialmente no sistema dendridico e no orbital LUMO preferencialmente na
doxorrubicina. A tUnica exce¢do estd no Modelo 2 do GO.NHAc.FA-DOXO.CIS em que no
orbital HOMO a doxorrubicina também apresentou densidade de carga, e ndo apenas no
LUMO como visto nos demais.

O desenvolvimento de nanosistemas para entrega de farmacos ¢ complexo e requer
modificagdes significativas das estruturas para que se atinja o alvo. Compreender em nivel
atdmico como essas ligagdes ocorrem, suas preferéncias e entender com qual for¢a e maneira
o sistema venceria as barreiras fisioldgicas aproxima-nos de tratamentos mais seletivos e
eficazes. Neste trabalho descreveu-se em nivel atomico as interagdes entre o dendrimero
PAMAM e a doxorrubicina considerando diferentes graus de complexidade e o papel de cada
ente nessas interacdes. Os resultados poderdo servir ndo apenas para estudos futuros
envolvendo as moléculas ja estudadas, mas também para sistemas de drug delivery

envolvendo outras moléculas.
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