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RESUMO

Avangos na tecnologia aliados a medicina verificaram que os métodos de
liberagdo controlada sdo uma alternativa importante para o emprego de drogas agressivas
quando empregadas por métodos tradicionais, pois, além de permitirem um maior tempo de
permanéncia dos farmacos na corrente sanguinea, diminuem a toxicidade destes no corpo.
Dentre os materiais usados para o método de liberacio controlada em processo de
desenvolvimento, as MOF'’s — Metal-organic Framework, por serem materiais nano € meso-
porosos com grande drea superficial surgem como uma importante alternativa, por serem
capazes de adsorverem uma maior quantidade de material e se adaptar a diferentes tipos de
moléculas. A principal vantagem do uso desses materiais € a conformacdo da sua estrutura
tridimensional, que permitem uma flexibilidade da sua porosidade. Visando uma reducdo nos
efeitos colaterais acarretados do uso do bussulfano — uma molécula de carater anfifilico —, um
farmaco comumente usado na quimioterapia do cancer, o presente trabalho tem por objetivo
descrever os sitios de adsorcdo do farmaco citado na MOF MIL-100. Os campos de forca
OPLS-AA e CharMM serdo utilizados para localizar os sitios de adsor¢do na estrutura,
empregando, para realizar as simulagdes no Materials Studio. Para realizar as simulagoes,
utiliza-se o método de Monte Carlo no ensemble candnico, a fim de fornecer a distribui¢do
radial da droga adsorvida bem como um estudo sobre os aspectos moleculares envolvidos na
adsor¢do desta, a fim de realizar a comparacdo entre os resultados obtidos. O campo de forca
OPLS-AA apresentou resultados mais fidedignos e fora usado para as simula¢des de dinamica

molecular para estimar os coeficientes de difusdo para sistemas com e sem solvente.

Palavras chave: Sistemas de liberacao controlada; Bussulfano; MIL-100; Adsorcao.



ABSTRACT

Improvements in technology, aided by medicine, proved that the Controlled
Release Drug Delivery Systems are an important alternative to the use of aggressive drugs
when used in traditional methods, as they not only allow a longer durability of drugs in the
blood stream, but they also decrease the toxicity of those body. Amongst the methods used in
Drug Delivery Systems in development, the MOF’s — Metal-organic Framework, come up as
an important alternative, as they are nano and mesoporous materials, whit great superficial
area, allowing them to adsorb bigger a mounts of material and to adapt to different types of
molecules. The main advantage of employing those materials is the arrangement of their
tridimensional structure, granting flexibility to their porosity. Aiming at reducing side effects
caused by busulfan — an amphiphilic molecule —, a drug commonly used in chemotherapy,
this thesis’ main goal is to describe the adsorption sites of the drug mentioned in MOF MIL-
100. The force fields OPLS-AA and CharMM will be used to locate the adsorption sites along
the structure in order to accomplish the simulations in the Material Studio. In the interest of
accomplishing those simulations, it was used the Monte Carlo method in the canonical
ensemble, in order to provide radial distribution of the adsorbed drug, along with a study the
molecular aspects involved in its adsorption, concerning the comparison between obtained
results. The force field OPLS-AA presented the most reliable results and was used for
simulations of cellular dynamics to estimate the diffusion coefficients for system with and

without solvent.

Keywords: Controlled Release Drug Delivery Systems; Busulfan; MIL-100; Adsorption.
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1. INTRODUCAO

O bussulfano é um agente alquilante bifuncional amplamente usado no tratamento de
leucemia mielogénica cronica. Apesar de sua vasta utilizacdo, o bussulfano € conhecido por
ter um indice terapéutico restrito. Recaida de doencas malignas e rejei¢do sdo associadas a
exposicoes insuficientes a droga, enquanto toxicidades como sindrome obstrutiva sinusoidal e

mucosite grave sdo associadas a exposi¢des acima dos niveis recomendados (NAVA, 2017).

A incorporagdo dessa droga a um sistema de liberacdo controlada € uma alternativa a
fim de reduzir os efeitos colaterais acarretados de doses excessivas de bussulfano. Esses
sistemas, formados a partir da adsor¢do de uma droga em um material suporte, exercem um
controle temporal-espacial sobre a concentracdo de farmaco liberada na corrente sanguinea.
Embora muitos materiais suportes tenham sido estudados para adsorver o bussulfano, a baixa
afinidade desta molécula, que tem carater anfifilico em relacdo aos materiais suportes, levou a
capacidades de armazenamento entre 5 e 6% em peso e relativamente rdpidos padrdes de
liberacdo usando suportes poliméricos (LAYRE et al., 2004; 2006). Usando MOFs de
carboxilatos e ferro como metal de coordenagdo, o encapsulamento desta droga antineoplésica
foi realizada com sucesso sem precedentes, com cargas superiores a 25% em peso, 0 que
permitiria a administracdo de doses elevadas da droga usando poucas quantidades de MOFs

(HORCAJADA et al., 2010; CHALATI et al., 2011)

Além disso, a incorpora¢do do bussulfano a um método de liberacdo controlada
permite, nao s6 a protecdo desta droga da biodegradacdo, mas também evita a
microcristalizagdo, que, provavelmente, € a responsavel por fendmenos hepatotoxicos -

principal efeito colateral dos atuais tratamentos utilizando o bussulfano.

Dentre os diversos tipos de materiais que foram estudados como suporte para esse tipo
de método, destacaram-se as MOFs - estruturas metalorganicas - principalmente por sua
elevada drea superficial e sua versatilidade para adsorver materiais de caréter diversos. E
possivel obter uma grande quantidade de MOFs por sua possibilidade de ajuste na
composi¢do, mudando o metal ou o ligante orginico de sua estrutura (HORCAJADA, 2010).
A MOF MIL-100 — material do Instituto Lavoisier — apresenta o ferro na posi¢do do metal de
coordenacgdo, sendo o material pelo qual Horcajada et. al obteve os resultados experimentais

citados anteriormente.



Os parametros fundamentais de adsor¢do podem ser estimados por meio de simulacdo
molecular. Para este fim, utiliza-se o algoritmo de Metropolis do método de Monte Carlo no
ensemble canonico aliado a dindmica molecular, para estimar a distribui¢do espacial do
sistema material/suporte e propriedades termodinamicas, como o coeficiente de difusdao no
sistema com e sem solvente. Dentro da metodologia do método de Monte Carlo e da dindmica
molecular, ha a exigéncia do uso de um campo de for¢ca para descrever as forcgas inter e
intramoleculares dos componentes da simulacdo. Neste trabalho, serdo comparados os
campos de forca CharMM e OPLS-AA a fim de estabelecer qual é mais fidedigno ao sistema
real. O modelo de campo de forca que apresentar melhores resultados serd usado na dindmica,
formando sistemas com e sem solvente com o propésito de comparar os coeficientes de

difusdo destes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Métodos de liberacao controlada

A abordagem terapéutica tradicional tem como principal desvantagem os
problemas inerentes ao uso de drogas em elevadas concentracdes. A fim de promover uma
diminui¢do dos efeitos colaterais e da toxicidade dos farmacos no corpo humano, além de
gerar um controle temporal e espacial da concentracdo destes, diversos estudos na dltima
década (HANNAH et al., 2007; DING et al., 2012), promoveram a pesquisa € O
desenvolvimento dos mais variados métodos de liberacdo controlada capazes de potencializar

a abordagem farmacéutica e melhorar a farmacocinética.

O principio basico desse tipo de sistema € a combinagdo - fisica ou quimica - de
materiais suportes que sejam biocompativeis as drogas terapéuticas. Esse sistema, uma vez
administrado in vivo, deve apresentar um controle sobre a concentragdo e a taxa com a qual
ocorre a liberacdo do farmaco do sistema para o sitio de atuagdo, que ndo seria possivel por

métodos convencionais.

Esses métodos permitem uma liberacdo constante da concentragdo do farmaco na
corrente sanguinea, dentro da faixa terapéutica, por um longo periodo de tempo. Como
consequéncia, ha uma otimizacdo na eficiéncia do tratamento em comparacao aos sistemas
convencionais. Nestes, apenas uma pequena parcela da dose inicial ingerida pelo paciente
cumpre sua funcdo terapéutica devido a um rdpido declinio da concentracdo da droga no

corpo do paciente.

Pode haver uma variagdo quanto a natureza do material utilizado como suporte,
levando a uma série de especificagdes para o uso. Esses materiais podem ser de natureza
polimérica, lipidica ou inorganica. Outros critérios para a classificacio de materiais de
liberacdo controlada englobam a natureza do mecanismo de controle, as vias de
administracdo, o tamanho do sistema, estado fisico, estado de imobilizacdo da droga, entre

outras.

E importante ressaltar que ndao hd um sistema ideal de liberacdo controlada,
necessitando de uma andlise da biocompatibilidade do agente terapéutico, em diferentes
concentracdoes, com os diversos arranjos do conjunto droga-suporte para definir sua

disposic¢do final.



Nos tépicos seguintes haverd uma breve explanacdo sobre diversos tipos de
sistemas de liberacdo de drogas no organismo, bem como suas caracteristicas, vantagens e

desvantagens.

2.1.1. Sistemas de liberacao controlada de matriz polimérica

A classificacdo mais fundamental dos sistemas de liberacdo controlada de
farmacos relacionada ao seu funcionamento baseia-se na sua estrutura. Assim, eles podem ser
classificados como sistemas reservatorios e sistemas matriciais ou monoliticos, € ha também o

tipo misto, em que o ndcleo matricial se encontra revestido (TONGWEN, BINGLIN, 2000).

A melhoria do desenvolvimento desses sistemas depende estritamente da selecao
de um agente apropriado capaz de regular a concentracdo do farmaco, sustentar a acdo
terapéutica ao longo do tempo e/ou de liberar o formaco em um determinado tecido ou 6rgdo-
alvo. Dentro das vérias op¢des, os polimeros demonstram ser agentes versiteis e promissores

para exercer tal funcao (LOPES et al., 2005).

Sistemas matriciais sdo destinados a prolongar e a controlar o desprendimento da
droga da matriz. Sao dispersdes de particulas uniformemente distribuidas de um farmaco em

um polimero resistente a degradacao (RABASCO, 1997; EVANGELISTA, 2000).

Alguns fatores sdo determinantes para que um determinado polimero possa ser
usado na composicdo matricial desse método alternativo de controle do fiarmaco, como:
indices minimos de toxicidade, biocompatibilidade 6tima, uma cinética de degradacdo em
equilibrio com a taxa de liberacdo do farmaco de forma constante (uma cinética de liberacao
ideal € de ordem zero), facil excrecdo dos produtos de degradag¢do do corpo e ndao acumulagdo
nos tecidos e 6rgdos do paciente. Outra caracteristica do material polimérico a se considerar

para uma aplicagdo especifica € sua natureza hidrofilica/hidrofébica.

De um modo geral, quando as estruturas matriciais entram em contato com o
meio de dissolucdo (ou fluido biolégico) podem manter a sua estrutura mais ou menos
constante ao longo de todo o processo de dissolucdo ou podem sofrer um fendmeno de

intumescimento (“swelling”) e, posteriormente, de erosao (LOPES et al., 2005).

A degradacido do polimero é um fator de extrema importancia para definir sua

praticabilidade e aplicacdo. A degradacgdo in vivo pode ser biodegradavel, ndo biodegraddvel

4



ou bioeredivel. Um polimero biodegraddvel pode ser definido como um polimero que sofre
degradacdo quimica in vivo, por hidrélise ou acdo enzimdtica, originando produtos ndo
toxicos e bicompativeis, capazes de ser metabolizados e excretados pelas vias fisioldgicas
normais (SALTZMAN, 2001). J4 os materiais poliméricos bioerediveis sdo aqueles que
podem vir a se dissolver em solugdes fisioldgicas, sem sofrer degradacdo quimica. Materiais
biodegraddveis sdo amplamente estudados como integrante de sistemas de liberagcdao

controlada.

Segundo Lordi (1970), os materiais poliméricos de suporte que podem ser
utilizados para formular sistemas de liberacdo controlada matriciais dividem-se nos grupos:
matrizes insoluveis e inertes, matrizes insoliveis em dgua e erodiveis e polimeros hidrofilicos.
Neste contexto, a palavra inerte refere-se ndo a inércia farmacoldgica, mas sim a inércia
relativamente ao comportamento mecanistico do polimero quando na presenca da 4gua,

mantendo praticamente constante a sua estrutura (LOPES et al., 2005).

As matrizes inertes sdo estruturas mesoporosas de polimero insoluvel contendo o
farmaco adsorvido em sua superficie e que nio apresenta nenhuma alteracao de forma durante
o periodo de liberacdo da droga em questdo. A dissolucdo do farmaco nas matrizes inertes
verifica-se apds penetracdo do liquido de dissolucdo nos poros do sistema matricial, seguindo-
se etapa de difusdo lenta do farmaco dissolvido nos canaliculos (SALOMON, DOELKER,
1980).

As matrizes lipidicas ou hidrofébicas - que t€m compostos lipidicos como base -
também sdo consideradas como matrizes inertes, por ndo apresentar mudangas em sua
estrutura. O processo de liberacdo do farmaco pode acontecer por difusdo ou por erosao e as
particularidades de cada sistema suporte/droga define qual processo ird se sobrepor ao outro.
Essas matrizes apresentam diversos problemas de estabilidade nas condicdes normais de
acondicionamento, uma vez que as gorduras e os compostos lipidicos tém tendéncia a com o
tempo sofrerem transi¢des polimdrficas que levam ao seu endurecimento, o que tem como
consequéncia a diminui¢do da velocidade de dissolu¢do do farmaco (WISE, 2000). Além
disso, o teor gastrointestinal e o pH também influenciam a difusdo do farmaco nesse tipo de

matriz.

Solugdes estudadas para contornar os problemas de estabilidade dessas matrizes
envolvem mudancgas em suas formulacdes, de forma a incluir componentes que possam

efetuar uma penetracao ideal de 4gua ou outro fluido biolégico.



Quando se formula esse tipo de sistemas, deve-se atentar ao fato de que caso ndo
se inclua outro tipo de excipientes, a liberacdo do farmaco serd excessivamente lenta e

incompleta (LACHMAN et al, 2001).

2.1.1.1. Matriz hidrofilica

7z

O grupo de polimeros hidrofilicos é o mais empregado para a formulacio em
sistemas de libera¢do controlada. A principal caracteristica desses polimeros € a propensao ao

intumescimento/relaxamento, que influencia positivamente na cinética de liberagao.

Alguns autores consideram que os polimeros que apresentam a capacidade de
intumescimento e que sdo insoldveis em dgua devem ser designados hidrogéis, enquanto que
os hidrossoluveis devem ser designados polimeros hidrofilicos ou hidrodispersiveis (Peppas et

al., 2000; LOPES et al., 2005).

A penetracdo de dgua no sistema matricial € o primeiro passo no processo de
intumescimento do polimero e consequentemente do processo de dissolucdo da substincia
ativa (HARLAND, et al., 1998). A presenca de dgua dentro da matriz hidrofilica faz com que
haja a transicdo do estado vitreo polimérico para o estado maledvel, formando uma camada

geleificada na superficie - onde ocorre a difusao.

Depois da formagdo, a camada geleificada pode passar pelo processo de
dissolucdo, onde a erosdo passa a auxiliar a difusdo no processo de liberacdo do farmaco. A
estrutura do sistema suporte e suas respectivas interagdes com a droga e com o fluido

bioldgico influenciam na espessura da camada geleificada e em sua taxa de formagdo.

Em geral, a liberacdo dos farmacos incorporados em sistemas constituidos por
polimeros hidrofilicos baseia-se na transicdo do estado vitreo (“glassy”) para o estado
maleédvel (“rubbery”), resultante da penetracao da agua na matriz (COLOMBO et al., 1996;
JUANG, STOREY, 2003).

2.1.2. Metal-Organic Frameworks — MOFs

As MOFs — ou polimeros de coordenacdo - sdo estruturas nanoporosas, formadas

por uma parte organica e outra inorganica, que, por suas caracteristicas particulares, vém



sendo alvo de indmeras pesquisas nas ultimas duas décadas. Diversas aplicacdes ja foram
sugeridas para esses materiais, como catélise e separacdo, entre outras. Como uma de suas
principais caracteristicas € sua grande drea superficial, podendo servir como reservatdrio de
grandes quantidades de material adsorvido na superficie de seus poros, as MOFs vém
tomando atencdo especial em pesquisa e desenvolvimento em seu uso como suporte de

sistemas de liberagcdo controlada.

Uma das suas principais vantagens em comparacdo com as suas partes — em
separado — organicas ou inorganicas (zedlitos, silica) é a possibilidade de ajustar facilmente
sua composicdo através de uma mudanga do metal e/ou do ligante organico. Os possiveis
ligantes sdo quase infinitos, que vao desde policarboxilatos, fosfonatos, sulfonatos,
imidazolatos, aminas e piridil a fenolatos. Em comparagdo com os zedlitos, além de uma
maior versatilidade quimica, as MOFs exibem um painel maior de poros e formas (tineis,
gaiolas, etc.), e, por vezes, uma porosidade flexivel que permite adaptar reversivelmente o

tamanho do poro ao adsorvente (KITAGAWA et al., 2004; FEREY, SERRE, 2009).

Para ter um uso biomédico seguro, esse tipo de material deve cumprir todos os
pré-requisitos  anteriormente mencionados, principalmente no que se refere a
biocompatibilidade e a toxicidade. Segundo Van Der Merwe et al.(2009), os metais mais
apropriados para funcionarem como ligantes nas estruturas das MOFS, por apresentarem
indices de toxicidade amplamente inferiores aos limites aceitdveis pelo corpo sdo: Ca, Mg,

7Zn, Fe, Ti e/ou Zr.

Estudos mais recentes relacionados as MOFs focam no uso de ligantes endégenos
- moléculas que constituem a estruturacdo corporal -, que excluiria os problemas de
biocompatibilidade, absor¢do e excrecdo do material polimérico. Enquanto ndo hia o
desenvolvimento adequando desses ligantes, os mais usados na sintese dos sistemas de
liberacdo controlada incluem ligantes exdgenos, sintéticos ou emitidos a partir de compostos
naturais que ndo intervém no ciclo do corpo. Esses ligantes exdgenos devem ser excretados do

corpo apods a administracao in vivo (HORCAJADA et al., 2012).

2.1.2.1. MIL-100

Dos diversos tipos de MOFs existentes, destacam-se as MOFs MIL-100 e MIL-

101 (Material do Instituto Lavoisier), portadoras de diversas caracteristicas que fazem com
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que esses materiais possam ser utilizados como excelentes suportes em sistemas de liberagao
controlada de farmacos. Estes sélidos hibridos sdo construidos a partir de unidades de
construcdo supertetraedricas (ST), que sdo formadas por ligantes rigidos de 4cido tereftdlico
ou trimésico e aglomerados octaédricos de 6xido de cromo (III). Os sélidos resultantes
contém dois tipos de gaiolas mesoporosas quase esféricas, limitadas por 12 faces pentagonais
para as gaiolas menores e 16 faces para as gaiolas maiores. As primeiras cavidades médias
s@o acessiveis através de janelas pentagonais de 0,5 nm (MIL-100), enquanto que as grandes
cavidades sd@o comunicadas através de janelas hexagonais de 0,9 nm (MIL100). Desde a
descoberta das duas estruturas, numerosas publicacdes relataram sua excelente estabilidade e
vérias aplicacdes prospectivas (DHAKSHINAMOORTH et al., 2012; JUAN-ALCANIZ et
al., 2012; SOUBEYRAND-LENOIR et al., 2012; WUTTKE et al., 2012).

Por ter uma grande érea superficial, uma grande capacidade de armazenamento de
farmaco € observada, o que torna vantajoso o uso dessa estrutura. Além disso, por ter poros
dilatados e por se adaptar a varios tipos de moléculas, a MOF MIL-100 foi escolhida para ter

simulado seu comportamento de adsor¢cao com o bussulfano.

2.2. Simulacao de Monte Carlo

O método de Monte Carlo, ou MC, foi desenvolvido nos Estados Unidos na
década de 40 para resolver as equagdes da mecanica estatistica classica, e estudar o
comportamento de uma quantidade finita de corpos rigidos em um sistema fechado
(METROPOLIS, 1987). Durante a Segunda Guerra Mundial, o método ficou amplamente
popular por seu uso como base do projeto Manhattan, em que o objetivo era a defini¢do da
capacidade destrutiva da fusdo e fissdo nuclear no projeto de desenvolvimento da bomba

atOmica.

O método de Monte Carlo pode ser descrito como um método estatistico, no qual
se utiliza uma sequéncia de numeros aleatorios para a realizagdo de uma simulagdo. O
comportamento médio dessas particulas € descrito em termos de grandezas macroscépicas,
como fluxo ou densidade de particulas. O valor esperado dessas grandezas corresponde a
solugdo deterministica da equagdo de Boltzman. Grandezas especificas como energia

depositada ou dose sdo derivadas destas grandezas (YORIAYZ, 2009).



O método de Monte Carlos mais popular atualmente, utilizado em diversas
aplicacdes, é o algoritmo de Metropolis-Hasting, publicado em 1953 tendo Nicholas
Metropolis como autor principal, e, estendido por W. K. Hasting. Nessas publicacdes, é

possivel encontrar toda a estruturagdo do método, bem como suua descricio matematica.

Segundo Yoriayz (2009), em muitas aplica¢des préiticas do método de Monte
Carlo, o processo fisico € simulado diretamente, sem necessidade de se descreverem as
equagdes matematicas que representam o comportamento do sistema, sendo que o Unico
requisito necessdrio € que o processo fisico possa ser descrito por fungdes densidades de

distribuicao de probabilidade, que delineiam o processo fisico do fendmeno observado.

Para a utilizacdo do método na adsorcdo € necessario que o estado termodinamico
e o conjunto de propriedades fisicas (temperatura e pressao) que definem o equilibrio sejam
especificados. Ou seja, € necessdrio definir o ensemble (conjunto de configuracdes com as

mesmas propriedades termodindmicas) que melhor representa o processo (GOMES, 2015).

O método de Monte Carlo € um dos métodos mais consagrados da literatura, por
permitir determinar com facilidade propriedades de equilibrio (FRENKEL E SMITH, 2002).
Dessa forma, diversos trabalhos utilizam-se desse método para determinagdo de diversas
propriedades, entre outras aplica¢des, e, o seguinte trabalho utilizard esse método na descri¢dao

dos sitios de adsor¢ao do bussulfano na MOF MIL-100.

2.2.1. Método de Monte Carlo no ensemble canonico.

Segundo Gomes (2009), o ensemble pode ser definido como o conjunto de
configuragdes que possuem o mesmo estado termodindmico, porém as configuracdes
moleculares ndo sdo necessariamente iguais. A medida que o nimero de membros em um
ensemble se torna muito grande a adsor¢do pode ser calculada. A média dos valores
individuais de cada amostra fornece o nimero de moléculas e os valores de energia do
sistema. Quanto maior o nimero de amostras, mais representativo € o sistema e mais préximo
o valor calculado estard do resultado obtido experimentalmente (quando o equilibrio for
atingido). Existem varios ensembles que sdo diferentes entre si pelas propriedades que

especificam o estado termodinamico.

Existem algumas combinagdes de propriedades fixas (N — nimero de moléculas,

T — temperatura, V — volume, P — pressdo e p — potencial quimico) que determinam
9



completamente o sistema termodindmico do ensemble em questdo. Pode-se citar o conjunto
microcanonico (N, V, E), conjunto can6nico (N, V, T), conjunto isotérmico-isobérico (N, T,
P) e o conjunto grande candnico (u, T, P). Como na adsorcdo se faz a consideracio de estudo

em um sistema aberto, usa-se o conjunto candnico, por ser aplicavel a esse tipo de caso.

Cada passo da simulacdo de Monte Carlo baseia-se em acessar todas as moléculas
que estdo posicionadas de forma aleatéria no volume de controle estudado e movimenta-las,
ao mesmo tempo, de forma que as variagdes de energia (AU) possam ser aferidas. Esse
movimento pode ou ndo ser aceito, dependendo do valor de variacdo de energia referente a ele
e se esse valor torna o sistema mais ou menos estdvel que no movimento anterior, de acordo
com a probabilidade de ocorréncia. Quando a energia variar em torno de uma média, o

sistema atingiu o equilibrio.

Ainda segundo Gomes (2009), a energia do sistema pode ser calculada como o
somatorio da energia potencial e eletrostitica existente entre os dtomos do adsorbato e
adsorvente. Por uma maior aproximacdo com os valores experimentais, 0 modelo de Lennard-
Jones € utilizado como modelo de interacao de dtomos para diversas simulagdes, incluindo a

deste trabalho.

2.2.2. Potencial de Lennard-Jones

O potencial de Lennard-Jones é um modelo matemdtico, com fundamentacio
empirica, que representa o comportamento das forcas atrativas e repulsivas presentes nas
interacOes atomicas. As for¢as de atrag@o e repulsdo estdo associadas a uma energia especifica

em um limite a2 maior ou menor distincia entre os 4&tomos neutros em questao.

Como essas forcas dependem apenas da distancia, elas sdo conservativas, ou em
outras palavras, o trabalho realizado por elas somente depende dos pontos inicial e final do

movimento considerado. Isto significa que podemos associar a tais for¢as a um potencial

V(rij) tal que a forga seja obtida através da seguinte equagao:

O modelo matematico da equacdo do potencial de Lennard Jones € apresentado na

equagdo a seguir:
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No modelo matematico acima, &;; € o parAmetro energético, g;; € a distancia em
que o potencial de interagdo € nulo, e, 1;; € a distdncia entre os centros dos dtomos das
moléculas em questdo. Os valores de ¢;; e g;; sdo fungdes dos parametros unitdrios € podem

ser indicados pela regra Lorentz-Berthelot, representada pelas equagdes a seguir:

&ij = | Ei§ 3)
oit0j
O-l] = —lz J (4)

Nao levando em consideragdo os atomos eletricamente neutros, suas cargas
podem ser representadas adicionando-se o termo de interacdes ou energia eletrostitica a

equacdo de Lennard-Jones, como mostrado na equagdo a seguir, em que q; eq; sdo cargas

atOmicas.
Oij 12 Oij 6 qi4dj
V(T‘U) = 4811 ( ) - (E) + T_l] (5)
2.3. Campos de forca

O campo de forca pode ser definido como um conjunto de funcdes e
parametriza¢des usados em calculos de mecanica molecular (DE SANT’ANNA, 2002). Estas
funcdes sdo equagdes dedicadas a reproduzir certos aspectos do comportamento molecular,
como o estiramento de ligacdes quimicas, a deformagao de um angulo de ligagdo ou a tor¢do

de um diedro (LEACH, 2001).

Algumas simplifica¢des podem ser consideradas dentro da descricao energética da
molécula, gerando algumas classes de campos de forca. O que leva a um maior custo
computacional € chamado de todos-dtomos (allatom), que descreve e gera parametros para
todos os tipos de dtomos. Outra classe de campos de for¢a é chamada de atomo-unido
(unitedatom), que simplifica &tomos de carbono e hidrogénio de grupos metil como um centro

unico de interacdo. Simplificacdes abruptas podem ocorrer para facilitar simulacdes
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moleculares de multiplos componentes, como a classe coarse-grained, que simplifica todo um

grupo de atomos, como um aminoacido, como um tnico centro de interagao.

Alguns métodos se destacam para a obtencdo dos parametros que descrevem um
campo de forca especifico. Maurin et al. (2005b) e Fang et al. (2013) citam o uso do cdlculo
ab initio para obter curvas de energia potencial de interacdo entre dois dtomos, ou curvas de
probabilidade que posteriormente serdo ajustadas fornecendo os pardmetros do campo de
forca. Um outro método bastante presente na literatura utiliza as isotermas experimentais para
0 ajuste dos parametros, em que os métodos empiricos podem analisar um conjunto de
parametros capazes de ajustar isotermas ou curvas de potencial (WATANABE et al., 1995),
ou podem utilizar métodos matemadticos para resolugdo de sistemas de equacao, conseguindo,

assim, determinar os parametros do campo de forca (GARCfA—SANCHEZ et al., 2009).

As interacdes intermoleculares (também chamadas de interagdes nao-ligadas, ndo-
covalentes ou de longo alcance), usadas para a integrar as interacdes eletrostaticas e/ou de
Van der Waals, e as interagdes intramoleculares (conhecidas como interagdes ligadas ou
covalentes), usadas para integrar as interacOes por ligacdes covalentes, sdo parametros
essenciais de descricdo da forma funcional da energia potencial da molécula. Por isso, a

energia total do campo de forca € representada por:

Etotal = Ecovalente + Enéo—covalente (6)
Ecovalente = Eligac,‘()es + Eangular + Ediedros (7)

Enéo—covalente = Leletrostaticas + EVan der Waals (8)

2.4. Bussulfano

O bussulfano (1,4-butanodiol dimetanosulfonato, C6H1406S2) é uma droga
antineoplésica de carater anfifilico, com efeito imunossupressivo seletivo na medula Gssea,
usada no tratamento de leucemia mielogénica cronica. Seu uso como agente quimioterapico

mostrou alivio sintomaticos mas ndo apresentou nenhuma remissao permanente.

Essa droga apresenta uma série de restricdes ao uso com outros medicamentos,
como alguns anti-inflamatérios ou vacinas de virus vivo. A principal desvantagem ao uso

desse farmaco € a série de efeitos colaterais que podem ser ocasionados por seu uso, como
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reacoes cardiovasculares, hematoldgico, hepdtico, metabdlico, musculoesquelético e

pulmonar, entre outros.

Atualmente, o bussulfano € amplamente usado em criancas, aparecendo como
alternativa a irradiac@o corporal total, com sobrevida livre de evento compardvel em pacientes
com leucemia mieloide aguda (SISLER et al., 2009) e, com menor impacto cognitivo € no

crescimento em sobreviventes a longo prazo (BERNARD et al., 2014; SHI-XIA et al., 2010).

Uma alternativa ao uso mais seguro dessa droga € a liberacao controlada deste, em
concentracdes constantes na corrente sanguinea. Por isso, vdrios trabalhos estudam o uso do
bussulfano em diferentes sistemas de liberacdo controlada para verificar sua estabilidade e

eficacia, além de comparar os beneficios e o custo.

Figura 1 — Estrutura da molécula de bussulfano.
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Fonte: DRUG BANK.

2.5. Dinamica Molecular

Para a representagdo de fendmenos a nivel macroscopico com métodos
deterministicos como abordagem fundamental, utilizam-se as equacdes do movimento da
mecanica cldssica a fim de se determinar a evolu¢do da energia potencial, momentum e
posicdo dos dtomos com o tempo, sendo tal abordagem conhecida como Dinamica Molecular

(ALLEN e TILDESLEY, 1991).

Através da dindmica molecular podemos gerar sucessivas configuragdes do
sistema, integrando as equacdes do movimento de Newton. O resultado sdo trajetérias que
especificam as variagdes das posi¢des e velocidades com o tempo (KUKOL, 2008;

RAMACHANDRAN et al., 2008).
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Além da obtencdo de propriedades em uma evolugdo temporal, outra vantagem
desse método € a insercdo do solvente de forma explicita. Isso possibilita que o solvente
realmente esteja presente nos cdlculos da simulacdo. A inclusd@o de fons para equilibrar a

carga do sistema também € um diferencial aplicdvel da dindmica molecular.

A solvatacdo do sistema necessita de um critério especial para a andlise do tipo de
solvente que melhor vai se adequar ao sistema. Existem diversos modelos de dgua como
solvente presentes na literatura, (JORGENSEN et al., 1983; NICO, 2006), como o modelo

SPC, TIP3P e TIP4P, que apresentam diversas vantagens e desvantagens entre si.

De forma similar ao método de Monte Carlo, a energia potencial do sistema é
descrita por intermédio de um campo de for¢a, que também contabilizard as interacdes inter e

intratdmicas.

No decorrer da simulagdo por dinamica molecular, sido realizadas duas fases do
processo. A primeira denomina-se fase de equilibrio e a segunda fase de produgdo. Na fase de
equilibrio os 4tomos pesados da estrutura sdo restritos por um potencial harmonico de
constante 1000 KJ/(mol*nm2) enquanto o solvente € relaxado em torno da estrutura. Apds
esta fase inicial todo o sistema pode movimentar-se livremente até atingir uma conformacao
de equilibrio, onde as propriedades termodindmicas de interesse sdo medidas. Algumas
funcdes podem esclarecer muitas propriedades estruturais, tais como, distribui¢do atomica,
diferenca de conformagdo e compactacdo de uma determinada estrutura (GONCALVES,

2012).
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3. MODELOS E METODOS

3.1. Metodologia do Método de Monte Carlo

O protocolo geral da simulacdo molecular usado nesse trabalho baseou-se nas
etapas estabelecidas por Silvino (2011). A primeira parte do projeto € o desenvolvimento do
tipo de modelo molecular usado, que pode ser um modelo de ajuste empirico ou obtido por
meio do método ab initio. Em seguida, determina-se condi¢Ges de temperatura e pressao,
parametros de campos de forcas e as respectivas cargas para adsorbatos e asdorventes. O
algoritmo usado na simulacdo em questdo é de Metropolis-Hasting, que usa o método de
Monte Carlo. O retorno dessa simulacdo conta com resultados de energias e isotermas de

adsorc¢do, que devem ser comparados para modelos previamente validados.

Figura 2 — Protocolo geral de simulacdo molecular proposto por Silvino e

colaboradores (SILVINO et al., 2011)
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FONTE: Gomes (2015) adaptado pelo autor.
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Como previamente citado, existem duas sistemdticas principais para a defini¢dao
do modelo de potencial de interagdo a ser usado. O primeiro entre estes, consiste no ajuste
empirico de dados experimentais presentes na literatura de isotermas de adsorcao, tendo como
uma premissa os dados de campos de for¢ca genéricos (pardmetros pré-determinados). J4 o
método de obtencdo de parametros por calculos ab initio, usando a Teoria da Densidade do
Funcional (DFT). Por critérios de limitacdo computacional, o método de ajuste empirico sera
usado por se adaptar melhor a cdlculos em estruturas com grande drea superficial, como é o

caso do adsorvente em questao.

3.2. Descricao dos modelos moleculares
3.2.1. MOF

A constru¢ao da estrutura da MOF MIL-100 tomou como base os dados de
estrutura cristalina desenvolvidos por Horcajadaer al. (2007). O método de constru¢do da
estrutura em questdo utiliza adicdo de unidades coadjuvantes, resultando em uma célula
unitaria com grande extensdo. Dessa forma, a fim de otimizar a simulacdo, usa-se uma
estrutura primitiva de cerca de um quarto da célula unitdria original. Mesmo com essa

alteracdo, o formato da célula primitiva (ctibica) € igual a estrutura da célula unitaria.

Nas simulagdes realizadas, a estrutura em questdo foi considerada como rigida,
com a considera¢do de ndo incluir nenhuma imperfei¢do ou presenca de contaminante. Esse
fato deve ser levando em consideracdo uma vez comparado resultados experimentais com os

resultados obtidos por simulag@o.

O grupo cristalogréafico usado para essa MOF € o Fd3m. As cavidades tetraédricas
de sua estrutura foram bloqueadas, a fim de nao permitir que o método de Monte Carlo,

randomicamente, inserisse moléculas em regidoes onde geralmente ndo ha adsorc¢ao.

Para a MIL-100, utilizaram-se os campos de forca genéricos UFF (RAPPE et al.,
1993) para descrever a parte inorganica da molécula, e, o DREIDING, para descrever a parte
organica. Em ambos campos de for¢a genéricos, as cargas sdo calculadas utilizando o método
de equilibracdo. A tabela 1 exibe os parametros de Lennard Jones utilizados inicialmente na

simulacao.
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Tabela 1 — Parametros de Lennard-Jones utilizando UFF e o DREIDING.

Modelo Atomo o (A) e (K)
UFF Fe 2,912 6,5419
UFF 0] 3,5 30,193

DREIDING C 3,8983 47,85648
DREIDING H 3,195 7,648985
DREIDING 0] 3,4046 48,15841

Figura 3 - Célula primitiva da MOF MIL-100.
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Fonte: Préprio autor.
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3.2.2. Bulssufano

Dois modelos de campos de forca serdo usados para descrever a molécula de
bussulfano nas simulacdes. O campo de forca CharMM utiliza o potencial de (12-6) Lennard
Jones e regras de mistura de Lorentz-Berthelot, com interacdes intra-moleculares com
dindmicas harmodnicas para estiramentos de ligacdes, tor¢des angulares e diedros impréprios.
O campo de forca OPLS-AA (OptimizedPotentials for LiquidSimulations — allatoms) também
utiliza o potencial de (12-6) Lennard Jones, com regras de misturas geométricas, mas diedros
improéprios sdo utilizados apenas para restringir a planaridade de anéis aromdticos; atomos
realizando trés ligacdes sdo regidos igualmente tanto por potencial de Lennard Jones como

por potencial de Coloumb.

O plano de topologia do modelo CharMM foi gerado por intermédio do CGenFF,
assim como o do modelo OPLS-AA foi gerado por intermédio do LigPargen. A tabela 2
mostra os valores dos parametros de Lennard-Jones para os modelos, enquanto a figura 4

representa a molécula de bussulfano tipificada.

Figura 4 — Tipificacdo da molécula de bussulfano.

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 2 - Parametros de campos de for¢a para modelos de bussulfano.

. CharMM OPLS-AA
Atomo
o (A) £ (K) o (A) £ (K)

S_b 4,00 176,13 3,985 125,81
O1_b 3,40 60,387 3,332 85,55
02_b 3,30 50,32 3,255 70,45
C3_b 4,10 39,25 3,928 33,21
C2_b 4,02 28,18 3,928 33,21
Hl1_b 2,68 12,08 2,806 15,1
H2_b 2,68 17,61 2,806 15,1
H3_b 2,68 22,64 2,806 15,1

3.3. Metodologia de Dinamica Molecular

Como indicado por Gongalves (2012), a metodologia bdsica para uma simulacdo de

dindmica molecular segue os passos a seguir:

1) As configuracOes iniciais para as estruturas envolvidas na simulacdo devem ser

geradas por algum programa ou obtidas de um banco de dados especializado;

2) Os modelos do campo de forca e do solvente a serem utilizados devem ser

especificados de acordo com as necessidades de casa sistema;

3) Otimizacao da estrutura — mais recomendado para aplicagdes envolvendo proteinas,

sendo um passo opcional, sem diferencas significativas nos resultados obtidos;
4) Dinamica do modelo, empregando a integracdo das equacoes de Newton;
5) Andlise dos resultados a partir das propriedades de equilibrio.

O campo de forca a ser utilizado para o estudo da dindmica do sistema serd o que
apresentar resultados que corresponderem mais fielmente ao esperado. Além disso, o campo
de for¢a deve formar um sistema com comportamento similar ao ja verificado de interagdes

entre a MIL-100 e o bussulfano.
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Para o estudo de dindmica serdo utilizados os sistemas MOF + farmaco com e sem

solvente, a fim de comparar o coeficiente de difusdo entre os dois sistemas adsortivos.

O modelo de 4gua utilizado como solvente é o modelo TIP4P, que descreve a
molécula de dgua com trés sitios de interacao, adicionado de mais um ponto de carga, no qual
ndo existe &tomo. Esse modelo traduz melhor a realidade de uma molécula de dgua, pois esse
ponto de carga adicional torna o modelo dipolo mais préximo do valor real, quando

comparado com outros modelos ja citados anteriormente.

A dinamica serd realizada pelo visualizador VMD, utilizando o DL._POLY.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Distribuicdo Radial

A funcdo de distribuicdo radial calcula a probabilidade de uma determinada particula
P1 se encontrar a uma distancia r de outra particula P2. A fun¢do de densidade radial g(r)

representa, portanto, a distribui¢ao atdmica em torno de cada dtomo.

Da figura 5 a figura 8 tém-se a funcdo de distribuicdo radial para interacdes
farmaco/MOF e farmaco/farmaco para os campos de for¢a empregados na simulacido - OPLS-

AA e CharMM.

Percebe-se que a fungdo de distribuicdo radial apresenta comportamentos similares
para ambos os modelos de campo de forca, tanto para interacdo farmaco/MOF, quanto para
interacOes farmaco/MOF. Entretanto, observando o primeiro pico da funcdo em todos os
graficos analisados, nota-se uma maior intensidade de interagdao quando empregado o campo
de forca OPLS-AA. Este fato mostra que o modelo de campo de forca OPLS-AA transcreve
as interacOes analisadas de uma forma mais fidedigna, quando comparado com o modelo

CharMM.

Figura 5 - Funcdo de Distribuicio Radial entre o C2_b (bussulfano) e o C2_b

(bussulfano).

1.4 | ——CharMM

|[——OPLS-AA|
1.2

1.0 5

0.8+

g

0.6

0.4

0.2 <

0.0 . ,

r{A)

Fonte: Préprio autor.
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Figura 6 - Funcdo de Distribuicdo Radial entre o C2_b (bussulfano) e o
S_b(bussulfano).
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Fonte: Préprio autor.

Figura 7 — Fungdo de Distribuicdo Radial entre o O-oh (MIL-100) e o Ol_b

(bussulfano).
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 8 — Funcdo de Distribuicio Radial entre o O-h2o0 (MIL-100) e o Ol1_b

(bussulfano).
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Fonte: Proprio autor.

4.2. Distribuicao Espacial

As estruturas obtidas da adsor¢do do bussulfano da MIL-100 usando os dois modelos
de campo de forga sdo apresentadas na figura 9 e figura 10. Com o modelo de campo de forca
do CharMM nota-se que as moléculas de bussulfano estdo distribuidas de forma mais
espalhadas nos poros da MOF. Ja a distribui¢do espacial da adsorcdo utilizando o modelo de
campo de forca OPLS-AA indica que hd uma tendéncia de formagdo de agrupamentos de
moléculas de bussulfano nos poros da MIL-100. Segundo Horcajadaer al. (2010), apesar de
haver uma maior quantidade adsorvida em comparacdo a outros métodos, hd uma ripida
cinética de liberacdo do bussulfano quando adsorvido em MIL-100 nas primeiras quatro
horas. Essa caracteristica de liberacao € favorecida pelo caréter anfifilico do bussulfano, que
faz com que essas moléculas tenham tendéncias a se ligarem entre si. Dessa forma, percebe-se
que o campo de forca OPLS-AA apresentou resultados de distribui¢do espacial similares aos

esperados.
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Figura 9 — Distribuicdo espacial do bussulfano adsorvido na MOF MIL-100 com o

campo de forca CharMM.
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Figura 10 — Distribuic@o espacial do bussulfano adsorvido na MOF MIL-100 com o

campo de forca OPLS-AA.

Fonte: Préprio autor.
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Como resultado da simulagdo de adsor¢do do bussulfano na MIL-100, o modelo de
campo de forca OPLS-AA apresentou resultados mais fidedignos que os gerados pelo uso do
modelo CharMM. Dessa forma, o primeiro modelo serd usado nas simulacdes de dinamica
molecular com e sem o uso de solvente (4gua) a fim de comparar seus respectivos coeficientes

de difusao.

4.3. Simulaciao com e sem solvente explicito

Realizaram-se dindmicas para a adsor¢cao do bussulfano na MIL-100 com um tempo
de 9 ns para a simulacdo sem solvente e 10 ns para a simulacdo com solvente. A dinamica foi
realizada pelo DL_POLY, utilizando o visualizador VMD. Como citado na metodologia, o

modelo de solvente utilizado para essa simulagdo € o modelo TIP4P da 4gua.
4.3.1. MSD — Desvio quadratico médio

Como citado previamente, em simulacdes de dindmica, a posi¢do de cada dtomo em
relacdo ao tempo € aferida resolvendo as equagdes do movimento de Newton. O
deslocamento quadratico médio (MSD) é o quadrado da média do conjunto formado pela
diferenca da posicdo de uma determinada molécula em um determinado tempo (t, + t), de

sua posicao inicial em um tempo (t,).

Pelo deslocamento quadratico médio ser proporcional ao tempo no limite em que este
tende ao infinito, através da equacao de Einstein € possivel relacionar o coeficiente de difusdao

com o MSD através da seguinte equagao:

([r(to+t)-1(to)]*) _ 1y MSD
t - n—oo

1 ..
D, = zhm,Hoo
©))

Portanto, o coeficiente de difusdo pode ser aferido fazendo um ajuste linear do MSD
em relacdo ao tempo, pelo equilibrio do centro de massa da molécula. As figuras 11 e 12
mostram o comportamento do MSD pelo tempo de simulagdo para a dindmica com e sem

solvente.
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Figura 11 - MSD da dinamica de adsor¢cdo do bussulfano sem solvente com a MIL-

100.
" [ L 1 L | F L]
 —— Sem solvente|
1000
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g 6004
] |
w
= 400-
200 4
u ¥ | I L]
0 2 4 & 8 10
t (ns)
Fonte: Préprio autor.
Figura 12 - MSD da dinamica de adsor¢dao do bussulfano com solvente com a
MIL-100.
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Fonte: Préprio autor.
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A fim de comparar os coeficientes de difusdo dos dois sistemas descritos acima, €

necessario que o intervalo em que serd feito o ajuste tenha um comportamento similar ao de

todo o conjunto de dados. Dessa forma, a figura 13 apresenta os intervalos usados para o

calculo de propriedade, bem como seu respectivo ajuste linear.

Figura 13 — Ajuste linear do MSD para a dindmica de adsor¢do do bussulfano na MIL-

100 em sistemas com € sem solvente.

1 N
Sem solvente |

Com solvente |

MSD (A)
[&)]
8
|

Equation
Weight
Residual Sum of
Squares
Pearson's 1

Adj R-Square

B

Equation
Weight
Residual Sum of
Squares
Pearson’s ©

Adj, R-Square

y=a+bhx
No Weighting
£552.89702

099825
0.99642

Interceat 210,5054 032365
Slope 54482 0.77598
y=arbx
o Weighting

1123261232

098421
098839
Value Standard Error
Intercept 31468604 16763
Siope 408,25485 3.47804

Fonte: Préprio autor.

8 10

Fazendo-se o ajuste linear e as conversOes necessdrias, na tabela abaixo encontram-se

os parametros de ajuste, bem como os resultados dos coeficientes de difusdo para as

diniamicas realizadas.

Tabela 3 — Ajuste linear e coeficiente de difus@o para sistemas de adsor¢do do

bussulfano na MIL-100 com e sem solvente.

Com solvente

Sem solvente

Ajuste linear

Y =210,5054 + 54,462x

Y =314,68604 +
408,25465x

Coeficiente de difusido 9,077E-11

6,80427E-10
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(m?/s)

Pode-se afirmar que o resultado para o coeficiente de difusdo para o bussulfano sem
solvente adsorvido na MOF ser maior que o coeficiente de difusdo sem solvente para o

mesmo sistema valida a dindmica realizada.
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5. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que os objetivos
foram atingidos e, alguns dos parimetros fundamentais de adsorcdo do bussulfano na MIL-

100 puderam ser estimados pelo uso de simulacao molecular.

Através da andlise do (estado minimo de energia) e da distribui¢do espacial da
adsor¢do do farmaco na MOF, gerados pela simulagdao usando o algoritmo de Metrépolis, do
método de Monte Carlo no grande ensemble candnico, pode-se afirmar que o modelo de
campo de forca OPLS-AA descreve de forma mais segura as interacdes entre

farmaco/farmaco e farmaco/MOF em compara¢do ao modelo CharMM.

A dinamica molecular foi realizada para dois sistemas diferentes a fim de comparar o
coeficiente de difusdo destes. Os sistemas foram: bussulfano + MIL-100 e bussulfano + MIL-
100 + solvente. O solvente usado na simulacdo foi o modelo TIP4P para descrever as
moléculas de dgua. Com os resultados obtidos pelo ajuste linear do MSD da dinadmica é
possivel afirmar que o coeficiente de difusdo para o sistema sem solvente é superior ao do
sistema com solvente, sugerindo que a dgua diminui a taxa com a qual a droga pode ser

liberada.
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