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0.
Resultados e Discussao

6.1

Otimizacéo

Para cada estado de protonacdo dos dendrimeros foram feitas otimizacdes antes de
iniciadas as dinamicas moleculares. Os dendrimeros, ap6s a montagem foram
minimizados afim de que as ligacOes atdmicas destes fossem otimizadas bem
como a sua geometria espacial. Os resultados estdo apresentados nas tabelas 11 e
12.

Ja _ Algoritmo _ E.Potencial (kJ mol™ |
Basico Steep-Descent -2,1106958 10°
Neutro Steep-Descent -2,1200708 10°
Acido Steep-Descent -2,1101801 10°

Tabela 11: Minimizac¢&@o de energia com o algoritmo Steep-Descent.

I pH _ Algoritmo _ E.Potencial (kJ mol™ |
Basico Gradient -2,1106958 10°
Neutro Gradient -2,1533110 10°
Acido Gradient -2,1101801 10°

Tabela 12: Minimizac¢&o de energia com o algoritmo Conjugated Gradient.

Pode ser notado que, utilizando o algoritmo Conjugated Gradient, somente
as simulacdes em pH neutro sofreram minimizacédo de energia, significando que o

Steepest-Descent foi suficiente para corrigir imperfeicdes na estrutura do sistema.

6.2
Simula¢8es no Vacuo

Esta secdo é apresentado o resultado da dinamica realizada no vacuo. O
objetivo desta simulacdo foi de comparar com as simula¢des apds inclusdo de
solvente (agua). Esta simulacdo é importante, pois a sua comparagdo com
dindmicas de solvente explicito mostram a interacdo do solvente com a estrutura
dos dendrimeros. Nesta simulagéo foi utilizada a constante de permissividade do
vacuo (&), simulando o sistema a uma temperatura de 310 K.

Foi medido o RMSD (root mean square deviation), energia cinética, energia

total e raio de giro com a estrutura inicial. Foram feitos 8ns de simulagdo onde no
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final as estruturas entraram em equilibrio sendo assim medidas as suas

propriedades.

6.2.1
Energia Cinética

Energia Cinética (Simulagao no Vacuo)
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Figura 28: Energia Cinética do sistema no vacuo.

6.2.2
Energia Total do Sistema

O gréfico da Figura 29mostra a energia total do sistema no vacuo. A
trajetoria foi monitorada durante 8ns de simulagdo. Ao final foi observado que
com algumas variagdes devido a flexibilidade da estrutura os valores de energia
total estavam em torno de um determinado valor médio o que caracterizou o
equilibrio deste sistema.

Energia Total (Simulagdo no Vacuo)
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Figura 29: Energia total do sistema no vacuo.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0821502/CA


PUC-RiIo - Certificagéo Digital N° 0821502/CA

87

6.2.3
Raio de Giro

O raio de giro mede 0 quao compacta é uma estrutura. Foi medido o raio de
giro para a estrutura do dendrimero simulada no vacuo. A figura 30 denota o raio
de giro durante todo o tempo da simulacdo, onde pode ser notado que a estrutura

toma uma determinada conformacéo a partir de 500 ps de simulacéo.

Raio de Giro (nm)

Geragéo R.Giro  Desv Rx Desv R Des Rz Desv |

| G4 1,522 40,03 1248 40,02 1,368 40,03 1,09  +0,03 |

Tabela 13: Raio de giro em nanémetros. Onde Des é o desvio padrdo. Rx , Ry,Rz
representam os raios de giro nos eixos X,y e z respectivamente.Médias calculadas no
sistema em equilibrio durante uma trajetéria de 8ns.

Raio de giro (Simulagdo no Vacuo)
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Figura 30: Raio de giro do sistema no vacuo.

6.2.4
Distribuicdo Radial

A medida da densidade radial g(r) descreve a distribui¢do atbmica em torno
de um ponto determinado. Neste caso a distribuicdo foi realizada em torno do

centro de massa do dendrimero.
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Figura 31: Distribuig&o radial em torno do centro de massa do dendrimero.

A Figura 31 apresenta a distribuicdo radial das aminas da superficie do
dendrimero (curva em negrito) bem como a sua distribuicdo radial em torno do
centro de massa. A curva vermelha no grafico mostra que a maior densidade
atbmica do dendrimero ocorre proximo ao nucleo. Esta distribuicdo €
caracteristica de uma estrutura mais fechada, com poucas cavidades. As aminas
primérias da superficie, que sdo 0s grupamentos responsaveis pelas interacdes
com outras moléculas encontram-se distribuidas com maior freqiiéncia em torno
de meio nanémetro. Este fato mostra que aminas primarias da superficie se
voltaram para dentro da estrutura, visto que a distribui¢do atbmica do dendrimero
ocorre até o limite de vinte nandmetros. A distribuicdo das aminas de superficie
mais proximas ao interior se deve a interacGes entre estes grupamentos e

carbonilas no interior da estrutura, como se vé na Figura 32.

Figura 32: Ligacdes de hidrogénio entre aminas primarias e carbonila.
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6.2.5
Distribuicao Espacial

Nesta secdo é apresentada a estrutura média obtida pela simulagdo do
dendrimero no vacuo. A imagem mostra uma estrutura compacta onde as aminas
primarias da superficie encontram-se voltadas para dentro, mostrando que
provavelmente ha interages com grupamentos do interior do dendrimero

formando ligagOes de hidrogénio.

Figura 33: Distribuicdo espacial do dendrimero.

6.3
Simulacdo com Solvente Explicito, Fase de equilibrio

Foram realizadas dindmicas de 50ns para cada um dos trés estados de
protonacdo da geracdo 4 do dendrimero PAMAM. Foram modelados trés estados
de protonagdo, basico (aminas sem protonagdo), acido (aminas primarias e
terciarias  protonadas), neutro  (aminas  primarias  protonadas e
terciariasdesprotonadas). A dindmica molecular consistiu em duas etapas, a
primeira onde todos os atomos do dendrimero ficaram restritos a posi¢éo inicial
(constante de forca do oscilador = 1000KJ/(mol nm2) e 6ns segundos de
simulacdo), enquanto as moléculas de dgua eram relaxadas em torno da estrutura
(fase de equilibrio). A segunda etapa permitiu que as moléculas do solvente
movimentassem livremente dentro da caixa até chegarem ao equilibrio (fase de
producdo, 44ns). Ao final foram medidos os Gltimos 8ns da simulacdo em

equilibrio.
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6.3.1
Energia Total do sistema no Equilibrio (Solvente Explicito)

O sistema foi simulado até atingir o equilibrio. Pode se notar nas Figura 34,
Figura 35 e Figura 36 que o valor de energia total dos sistemas durante 6000ps
oscilam em torno de um ponto o que caracterizou o equilibrio dos mesmos.

Energia Total(pH Bésico)
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Figura 34: Energia total do sistema, para o pH basico.

Energia Total(pH Neutro)
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Figura 35: Energia total do sistema em pH neutro.
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Energia Total(pH Acido)
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Figura 36: Energia total do sistema para o pH acido.

6.3.2
Energia Cinética do sistema no Equilibrio (Solvente Explicito)

Como observado anteriormente para a energia total do sistema, quando
considerada a energia relativa a movimentacdo dos atomos, esta se encontra
oscilando em torno de um valor fixo determinando assim o equilibrio do sistema.

A Figura 37, Figura 38 e Figura 39 denotam este equilibrio.

Energia Cinética (pH Basico)
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Figura 37: Energia Cinética do sistema para o pH bésico.
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6.3.3

Analise do RMSD na Fase de Equilibrio (Solvente Explicito)

Energia Cinética (pH Neutro)
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Figura 38: Energia Cinética do sistema para o pH neutro.

Energia Cinética (pH Acido)
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Figura 39: Energia Cinética (pH &cido).
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O RMSD define a diferenca espacial entre duas estruturas. Nestas

andlises foram tomadas medidas do RMSD contra a estrutura inicial.

As anéalises mostram através dos graficos da Figura 40,Figura 41 e Figura

42 que os sistemas encontram-se sem grandes variacdes de RMSD

durante a trajetdria de 6000ps, caracterizando um equilibrio, e que as

moléculas do solvente foram acomodadas em seus respectivos sitios de

interacdo. O RMSD gira em torno de 0.065nm para cada estado de


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0821502/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0821502/CA

93

protonacdo, mostrando também que nesta fase da dindmica, 1000ps ja

seriam suficientes para atingir o equilibrio.

RMSD (pH Basico)
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Figura 40: RMSD contra a primeira estrutura da dindmica, pH bésico.

RMSD (pH Neutro)
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Figura 41: RMSD contra a primeira estrutura da dindmica, pH neutro
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RMSD (pH Acido)
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Figura 42: RMSD contra a primeira estrutura da dinamica, pH acido.

6.4
Simulacdo com Solvente Explicito, Fase de Producéo

Nesta secdo estdo apresentados os resultados da fase de producéo,
onde os dados obtidos sdo calculados para serem medidas as
propriedades termodinamicas do sistema. A simulacdo foi feita durante
44000 ps, onde os 8000 ps finais foram utilizados para descrever as
propriedades termodinamicas dos sistemas. A temperatura utilizada foi

de 310 K a uma pressao de latm.

6.4.1
Energia Total dos Sistemas (Solvente Explicito)

Sdo mostrados os resultados da energia total onde todo o sistema
possui liberdade de movimento de seus atomos, para atingir sua
conformacdo equilibrada. Atraves da Figura 43, Figura 44 e 44 podem ser
notadas as variacdes de energia total medida durante o tempo de
simulacdo, mostrando assim que esta energia oscila em torno de um

valor que caracteriza seu equilibrio.
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Energia Total (pH Basico)
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Figura 43: Energia Total para o pH basico

Energia Total (pH Neutro)
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Figura 44: Energia total para o pH neutro

Energia Total (pH Acido)
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Figura 45: Energia total para o pH neutro.
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6.4.2
Energia Cinética dos Sistemas (Solvente Explicito)

A energia cinética do sistema também foi medida para a
verificacdo de suas propriedades quanto ao equilibrio do sistema. Os
ultimos 8 ns foram usados para verificar o equilibrio. Pode ser visto
que o valor da energia cinética oscila em torno de um ponto o que
caracteriza o equilibrio. As Figura 46, Figura 47 e Figura 48, mostram 0s

resultados através dos graficos.

Energia Cinética (pH Basico)
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Figura 46: Energia cinética para o pH basico
Energia Cinética (pH Neutro)
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Figura 47: Energia cinética para o pH neutro.
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Energia Cinética (pH Acido)
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Figura 48: Energia cinética para o pH &cido.

6.4.3
Raio de Giro

As Figura 49, Figura 50 e Figura 5ldescrevem as trajetorias das
estruturas durante os oito nano segundos finais da dinamica, quando as
estruturas jd se encontravam em equilibrio. O raio de giro mede a
compactacdo espacial do dendrimero durante a dindmica. Este foi
medido para caracterizar que o dendrimero ndo sofreu variacdes
durante estas trajetorias, atingindo certa configuracdo espacial que néo

se altera durante o curso desta dindmica.

Raio de Giro (pH Basico)
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Figura 49: Raio de giro para o pH basico
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Raio de Giro (pH Neutro)
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Figura 50: Raio de giro para o pH neutro.

Raio de Giro (pH Acido)
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Figura 51: Raio de giro para o pH &cido
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Os resultados estdo apresentados na Tabela 14 com o0s seus

respectivos estados de protonacdo, juntamente com a simulagcdo no

vacuo, mostrando que o solvente e ions preenchem as cavidades

aumentando as dimensdes do dendrimero.

Protonacao Rg(nm) Des Ref Des
Vécuo 1,52 + 0,03 R E e
Basico 1,73 + 0,02 1,69 + 0,01
Neutro 1,96 + 0,03 1,70 + 0,01
Acido 2,13 + 0,03 1,90 + 0,008

Tabela 14: Raio de giro , onde Rg é o raio de giro, Des € o erro e Ref (Prabal, 2005).
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Analisando a tabelal4, dos raios de giro, pode ser visto que, inserindo o
solvente explicitamente, ha um aumento 12,13% no tamanho do dendrimero em
pH alcalino, onde este é totalmente desprotonado, relativamente ao seu tamanho
no vacuo. Um aumento de 22,40%, em pH neutro, quando apenas as aminas
primérias da superficie estdo protonadas e de 28,63%, quando as aminas primarias
e terciérias estdo protonadas. Foi observada uma significante penetracdo de agua
no interior do dendrimero, favorecida pelas interagcdes entre a agua e as aminas
primarias e tercidarias do dendrimero. Repulsbes entre grupamentos aminas
terciarias e primarias protonadas nas estruturas provocam um aumento do raio de
giro do dendrimero, o que pode ser comprovado pelo aumento dos raios de giro
nos diferentes niveis de protonacdo. A presenca de contra ions CI™ no interior do
dendrimero aumenta a medida que aumenta a protonacdo das aminas 0 que sera
discutido na proxima secdo. Os resultados obtidos por (Prabal, 2005) para o pH
béasico foram de até 15% e pH &cido de 30%, em relacéo ao vacuo.

6.4.4
Analise de lons na Estrutura

A tabela 15 descreve o nimero médio de ions Cl" que estdo a um

raio de 2nm do centro de massa do dendrimero, nos 8ns finais de

simulacéo.
oH N’ fons Desvio
Basico 0 +0
Neutro 6 +2
Acido 41 +16

Tabela 15: Nimero de fons inseridos no dendrimero.

Os cloretos foram inseridos de forma aleatoria na caixa no inicio
da simulacdo. O pH acido faz com que o dendrimero dobre o nimero de
ions dentro de sua estrutura, comparado ao pH neutro. Este fato se
deve a protonacdo das aminas interiores ao dendrimero no pH é&cido,
permitindo que as interacdes repulsivas entre aminas da superficie e
interior carregadas expanda o volume do dendrimero. Esta expanséo
provoca a entrada de um maior nidmero de ions que interagem
eletrostaticamente com aminas protonadas no interior do dendrimero

aumentando ainda mais seu volume.
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6.4.5
Distribuicdo Radial de Moléculas de Agua

Esta analise do nimero de moléculas de dgua foi realizada através
da média destas nos 8 ns finais de simulacdo. Nesta secdo sao
apresentados o0s resultados de densidades atdmicas através da

distribuicdo radial em torno do centro de massa do dendrimero.

Distribuicdo Radial das Moléculas de Agua

G(r)

r(nm)

Figura 52: Fungéo radial de atomos das moléculas de agua. A curva
em vermelho representa o pH &cido, o pH neutro é representado em
verde e em preto o bésico.

A Figura 52, mostra que a curva em negrito, que representa o pH basico,
possui densidade atémica reduzida quando comparada aos outros estados de
protonacdo. Este comportamento sugere menor penetragdo de moléculas de dgua
na estrutura, devido a estrutura mais fechada. A curva em verde no grafico da
figura 51 mostra uma maior densidade atbmica a medida que se aproxima do
nacleo (origem no grafico) comparada ao pH basico. Este resultado indica uma
maior penetracdo de moléculas de d4gua em comparagdo com 0 caso anterior. A
maior densidade atdmica em torno do ndcleo do dendrimero € representada pela
curva em vermelho. Esta curva corresponde ao pH acido e neste caso as aminas

interiores e exteriores do dendrimero estdo protonadas. Esta protonacdo faz com
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que repulsdes entre estes grupamentos facilitem a entrada de moléculas de 4gua na

estrutura do dendrimero contribuindo para aumentar ainda mais seu volume.

6.4.6
Distribuicdo Radial dos Diferentes pH Do Dendrimero

Esta secdo descreve a distribuicdo radial atomica dos diferentes
estados de protonacdo do dendrimero em relacdo ao seu centro de

massa.

Distribuigdo Radial

200 T T T T T

— pH Basico
— pH Acido
pH Neutro

r (nm)

Figura 53: Distribui¢cdo radial do dendrimero, considerando o solvente inserido na
estrutura. Onde a distdncia do centro de massa do dendrimero é dada em
nandémetros.

Considerando o pH béasico (curva em negrito) pode ser notado
uma grande concentracdo atdmica que se reduz a medida que a curva
se distancia do centro.

Para o dendrimero em pH é&cido (curva em vermelho),tem-se uma
maior concentragdo proxima ao nucleo mas menos densa comparada ao
pH basico, decrescendo ao longo da trajetoria, o que mostra uma
estrutura mais aberta, com a&tomos mais espalhados,

Em pH neutro, onde a curva em verde representa a distribuicéo
atdmica, pode notar-se uma acentuada distribuigcdo proxima ao nucleo,
decaindo posteriormente. Sua densidade ao longo da curva tem um

valor que supera o pH acido a partir dos 0,5 nm, o que mostra, que esta
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estrutura, comparada ao pH acido é mais compacta. Mas torna-se mais
aberta quando comparada ao pH baésico.

6.4.7
Analise Visual das Estruturas

A Figura 54 mostra a estrutura média do dendrimero em pH basico,
com um aumento de volume na estrutura que torna a molécula
assimétrica. Comparando com a geometria obtida na simulacdo a
vacuo, pode ser visto um dendrimero menos arredondado, no caso do

solvente explicito.

Figura 54: Estruturas do dendrimero PAMAM no vacuo acima e estrutura
com solvente explicito abaixo, para o dendrimero em pH neutro.

A estrutura do dendrimero simulada em pH neutro em solvente

explicito (Figura 55) apresentou um nucleo menos denso e um aumento
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no raio de giro de 22,48% se comparado a estrutura simulada no vécuo.
A reducdo da densidade atébmica proximo ao nucleo pode ter sido
ocasionada pela entrada de moléculas de agua no interior do
dendrimero como descrito na secdo 5.4.5. As cavidades sdo
assimeétricas sendo que uma parte da periferia comporta cavidades
maiores e a outra extremidade apresenta maior concentragdo atémica.
As simulacbes em pH neutro sdo de grande interesse neste trabalho
por se tratar do pH fisiologico. Neste pH as aminas primarias da
superficie do dendrimero estdo protonadas e as aminas terciarias do

interior ndo foram protonadas.

Figura 55: Estruturas do dendrimero PAMAM no vacuo acima e estrutura
com solvente explicito abaixo, para o dendrimero em pH neutro.
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Em pH &cido tanto as aminas primarias quanto as terciarias estdo
protonadas e a repulsdo entre as aminas terciarias e primarias
protonadas faz com que a molécula inche e se expanda. A estrutura do
dendrimero obtida no pH &cido, utilizando a simulacdo corrobora esta
descricdo. A préxima secdo analisa a distribuicdo dos bragos do

dendrimero.

Figura 56: Estruturas do dendrimero PAMAM no vacuo acima e estrutura
com solvente explicito abaixo, para o dendrimero em pH &cido.
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6.4.8
Distancia Média das Aminas da Periferia do Dendrimero ao Centro.

A diferenca entre as estruturas espaciais dos dendrimeros esté
relacionada ao fato de as aminas da superficie estarem localizadas em
posicdes mais internas da estrutura conforme o pH. O algoritmo
construido para esta andlise calcula a distdncia média entre as aminas

primérias e o centro de coordenadas do dendrimero durante a dindmica.

Basico 1,9940 +0,045
Neutro 2,3910 10,050
Acido 3,5049 40,104

Tabela 16: Distancia média das aminas da periferia ao centro do dendrimero em
nandémetros. Onde D(A,C) denota a distdncia média das aminas ao centro

Nesta andalise (Tabela 16) encontrou-se a maior distancia em pH
acido, devido a repulsdo entre as aminas protonadas do centro e as
aminas da superficie, aumentando assim a distancia media comparado
com os outros estados de protonacdo, fazendo com que estas aminas
interajam mais fortemente com o solvente. No caso do pH neutro, as
aminas da periferia estdo protonadas o que permite um maior namero
de ligacbes de hidrogénio com o solvente comparado ao pH béasico
onde as aminas ndo estdo protonadas, o que pode ter contribuido para a
abertura dos bracos do dendrimero. Comparado aos outros pH, o
dendrimero em pH béasico tem suas aminas mais proximas do centro, o
que pode ter sido ocasionado por uma menor interagdo com as
moléculas de dgua que circundam a periferia. Este fato esta relacionado
ao interior do dendrimero estar formando ligagGes de hidrogénio entre

as aminas primarias da superficie e carbonilas no interior da estrutura.

6.4.9
Analise do Volume das estruturas

A analise do volume das estruturas tem como objetivo verificar os
resultados obtidos através do raio de giro sobre o aumento das estruturas em

diferentes protonacdes das aminas.
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pH  Volume(wm)> |
Basico 3392,359
Neutro 3739,191
Acido 4186,601

Tabela 17: Volume dos dendrimeros em nandmetros para os diferentes pH.

A Tabela 17, relata os diferentes volumes em funcédo do pH. Ha um aumento
de 9,27% para o pH neutro comparado ao basico, o que mostra além dos
resultados de raio de giro que houve uma penetragdo maior de moléculas do
solvente no interior devido ao aumento do dendrimero. Um aumento de 18,9% em
volume é observado quando comparados o pH acido com o basico e de 10,68%
em relacdo ao pH neutro. Repulsdes entre 0s grupamentos aminas carregados
contribuem para este aumento de volume no caso do pH &cido. Estes resultados
estdo de acordo com os resultados apresentados na se¢do sobre o raio de giro das

estruturas.

6.4.10
Ligacdes de Hidrogénio Intermoleculares

Nesta secdo sdo analisadas as ligacdes de hidrogénio
intermoleculares (dendrimero e solvente) durante os 8 ns finais de
simulacdo por dinamica molecular, quando o sistema encontrava-se em
equilibrio. A distancia considerada para a formacdo de uma ligacdo de
hidrogénio foi de 0,35 nm, com uma variacdo angular de até 30 graus.
Estas analises sdo de fundamental importdncia por mostrar as

diferentes quantidades de liga¢gdes de hidrogénio durante a simulacéo.

pH Média Desvio
Basico 416,079 +10,536
Neutro 450,850 49,312
Acido 471,251 +10,428

Tabela 18: Numero de ligagbes de hidrogénio encontradas durante a dinamica
molecular nos oito picos segundos finais. Onde pH denota o estado de protonacao,
Média é a média do nimero de ligagdes de hidrogénio durante a dinamica a cada picos
segundos.

Comparando o dendrimero em pH basico e em pH acido pode ser
notada uma diferenca de 34 liga¢cGes a mais, na média, para o pH acido.

Este resultado indica que o dendrimero em pH &cido é mais sollvel, em
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comparacdo ao pH basico e neutro. A grande importancia deste
resultado estd no fato de o pH &cido ser o pH encontrado no interior
dos macrofagos e onde a rifampicina é ativa. Quando comparamos o pH
acido e o neutro, temos na media 20 liga¢cdes de hidrogénio a mais no
pH acido comparado ao neutro. No pH &cido as aminas terciarias
interiores ao dendrimero, também estdo protonadas. Estes resultados
indicam que no caso do pH é&cido a estrutura tem uma maior
solubilidade comparada aos outras protona¢gdes o que é um resultado

promissor visto que é neste pH que o dendrimero libera as moléculas.

6.4.11
LigagOes de Hidrogénio Intramoleculares

Nesta secdo sdo analisadas as ligacdes de hidrogénio
intramoleculares (entre &tomos do dendrimero) durante os 8ns finais de
simulacdo por dindmica molecular, com o sistema em equilibrio. A
distancia considerada para a formacdo de uma ligacdo de hidrogénio
foi de 0,35 nm, uma variacdo angular de até 30 graus. A importancia
desta andlise esta em verificar o que ocorre com as diferentes

protonacdes das aminas no interior da estrutura do dendrimero.

pH Média Desvio
Basico 30, 539 +9,292
Neutro 14, 100 +2,327
Acido 5, 495 +1,773

Tabela 19: Namero de ligacdes de hidrogénio encontradas durante a dinAmica molecular
nos oito picos segundos finais. Onde pH denota o estado de protonacdo, Média é a
média do numero de ligacBes de hidrogénio durante a dinamica a cada picos segundos.

Quando todas as aminas terciarias no interior estdo protonadas
(pH é&cido), decresce o numero de ligacbes de hidrogénio por haver
repulsdes entre as aminas da superficie e estes grupamentos internos,
fazendo com que a interagdo com o solvente seja mais favoravel,
diminuindo assim ligacdes de hidrogénio internas como mostra a
tabela 20 o que leva a abertura da estrutura.

Considerando o pH onde somente as aminas da superficie estdo

protonadas (pH neutro), a interacdo com o solvente aumenta,
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comparando com o caso onde aminas da superficie ndo estdo
protonadas, pH basico.

No pH basico, onde nenhuma amina é protonada interacGes entre estas
aminas e grupamentos carregados levam o aumento da interacdo interna,
ocorrendo também menor interacdo com o solvente externo devido ao carater

apolar das aminas da superficie, 0 que torna a estrutura mais compacta.

6.4.12
Distribuicdo das Aminas de Superficie.

Aminas primarias sdo responsaveis por interacdes do dendrimero
com drogas acopladas em sua superficie. Estas aminas também tém sua
importancia por serem responsaveis pela entrada do dendrimero em
membranas celulares ou por formacdo de micelas com lipideos. Nesta
analise é dada a distribuicdo radial em torno do centro de massa do
dendrimero, permitindo assim verificar o numero de 4tomos das aminas

primérias a uma determinada distancia.

Distribuicdo Radial
-‘0 T T T I T I T | T I T l T | T T T T

o+
=
wn
w
W
(o)}

r (nm)

Figura 57: Distribuicdo radial em torno do centro de massa do
dendrimero. Em negrito a curva que representa o pH basico. Em
verde a os pontos que representam o pH neutro e em vermelho o
grafico do pH &cido.

A maior densidade encontrada para o pH basico (negrito no

gréfico) esta mais proxima ao centro de massa comparada as outras
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distribui¢des. Isso indica que as aminas da superficie estdo mais
voltadas para o centro da estrutura, o que denota um menor nidmero de
ligacdes de hidrogénio com o solvente.

Considerando o caso do pH neutro (curva em verde), a maior
densidade ocorre um pouco mais afastado sugerindo aminas de
superficie mais distantes do centro de massa e conseqlientemente uma
estrutura mais aberta. No caso do pH acido (curva em vermelho) as
densidades maiores estdo a uma distancia maior comparados aos outros
ph o que indica que as aminas ndo se voltaram para dentro ficando
mais expostas ao solvente. Estes resultados estdo de acordo com a
analise da distancia média das aminas da superficie ao centro do

dendrimero (analise 5.4.5).

6.4.13
Superficie Acessivel ao Solvente

Nesta andlise é discutida a superficie acessivel ao solvente que determina a
area em nandmetros quadrados (nm?) sobre o qual um contato entre o dendrimero
e solvente ocorre. O tamanho da sonda utilizada foi de 0,14 nandmetros. Este
valor usado foi devido a distancia entre duas moléculas de dgua em solucéo, este
valor € comumente utilizado quando se trata do solvente agua. AFigura 58

exemplifica o processo.

_ S~ T~ Superficie de van der Waals

Superficie acesszivel ao solvente

Figura 58: Superficie acessivel ao solvente

pH Area Total Desvio Energia Desvio
Basico 149,74 +3,69 -375,91 +9,28
Neutro 167,50 +2,03 -420,50 +5,11
Acido 200,54 +3,31 -503,43 +8,31

Tabela 20: Tabela da area acessivel ao solvente, em nm2. Onde energia € a energia
deinteracao entre solvente e dendrimero por area acessivel.
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Como observado na Tabela 20, a energia de interacdo para o pH acido é
menor comparada as demais, significando uma interacdo mais favoravel com a
agua o que pode indicar o estado de maior solubilidade entre os pH considerados.
Quando comparados os valores do pH basico com os demais nota-se que este
estado possui uma menor energia de interacdo com o solvente por area acessivel,

indicando uma estrutura com uma menor capacidade de se solubilizar em agua.

6.5
Algoritmo de acoplamento na estrutura dos dendrimeros

6.5.1
Busca com raio de 0,5 nm do centro

Nesta analise é gerado um conjunto determinado de moléculas
considerando-se um raio de distribuicdo de no méximo cinco angstroms
a partir do centro do dendrimero. Com esta analise poderemos observar
0 numero maximo de moléculas que podem ser encapsuladas proximas

ao nucleo, o que esclarece o numero total que estas cavidades podem

comportar.
Taxa de Sucesso do Algoritmo (raio < 0,5nm)
NUmero de Moléculas Confl Conf2 Conf3
2 95,4% 98,0% 97,8%
5 56,8% 77,6% 79,4%
10 20,0% 17,8% 24,0%
20 e 0,20% 0,20%
2 e n e T e

Tabela 21: Analise com raio de no maximo 5 angstroms do centro do dendrimero. Onde
conf 1, é a primeira conformagédo considerada. Conf 2 a segunda conformacéo e conf 3 a
terceira.
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Gréfico 1: Andlise da insergéo de rifampicinas a cinco angstroms do centro do
dendrimero.

Quando sdo inseridas duas moléculas a esta distancia Tabela 21 a
conformagdo2 obteve a maior taxa de sucesso, indicando que o
algoritmo teve sucesso em acoplar estas moléculas de forma mais
eficaz sem colisGes atbmicas. A conformacdo 3 obteve os melhores
resultados em acoplar as moléculas de rifampicina. Estes resultados
mostram que a esta distancia esta conformacdo possui cavidades mais
adequadas ao acoplamento. Através destes resultados podemos
observar que dado este raio de até 5 angstroms do centro, o numero
méaximo que conseguiriamos acoplar seriam vinte moléculas. Visto este
fato e tendo em vista que os limites maximos do dendrimero ainda nédo
foram atingidos, a andlise subsequente aumenta o raio de distribuicdo
das moléculas de maneira a acoplar um maior numero destas no

interior.

6.5.2
Busca com raio de 0,1 nm do centro

Nesta anélise o raio de distribuicdo considerado é de 0,1 nm do
centro do dendrimero, com o intuito de acoplar um maior nimero de

moléculas no interior de cavidades dos dendrimeros.
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Taxa de Sucesso do Algoritmo (raio < 0,1nm)

2 98,4% 99,4% 98,8%
5 89,6% 94,0% 89,8%
10 36,0% 55,8% 57,0%
20 0,60% 4,0% 4,6%
2L essss==s  oo=s=s=s  ==sesses

Tabela 22: Analise com raio de no maximo 10 angstroms do centro. Onde conf 1, é a
primeira conformacéo considerada. Conf 2 a segunda conformagé&o e conf 3 a terceira.

100
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Gréfico 2: Andlise da insercao de rifampicinas a dez angstroms do centro do dendrimero.

Observando os dados da Tabela 22 nota-se que o algoritmo obteve
uma taxa de sucesso maior comparada a analise com um raio de
distribuicdo de apenas 5 angstroms do centro do dendrimero. Estes
resultados mostram que a esta distancia, o dendrimero tem cavidades
mais satisfatérias para o acoplamento das moléculas de rifampicina.
Considerando o numero de moléculas acopladas, ndo é possivel acoplar

um nimero de 21 moléculas no interior da estrutura.

6.5.3
Busca com raio de 0,15 nm do centro

Esta analise considera uma distribuicdo de moléculas de
rifampicina afastadas de no maximo 0,15 nm do centro. Este
afastamento maximo permite que as moléculas sejam geradas nos
limites da estrutura do dendrimero, isto é, o raio maximo para que
estas ndo sejam geradas fora do dendrimero, analisando assim toda a

superficie, quanto ao acoplamento.
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Taxa de Sucesso do Algoritmo (raio < 0,15nm)

2 99,8% 99,2% 99,6%
5 94,6% 95,4% 96,6%
10 81,4% 84,6% 82,4%
20 18,4% 36,6% 37,0%
el eesse=es | oEeessen | omoosses

Tabela 23: Andlise com raio de no maximo 10 angstroms do centro. Onde conf 1, é a
primeira conformacéo considerada. Conf 2 a segunda conformacé&o e conf 3 a terceira.

Comparando os dados obtidos pelo algoritmo na tabela acima,
pode ser notado que a conformacdo 3 obteve o melhor desempenho
para acoplar o maior nimero de moléculas no interior da estrutura do
dendrimero. Outro resultado importante esta relacionado ao algoritmo
ndo conseguir acoplar um numero de 21 moléculas de rifampicina na

estrutura do dendrimero.

6.5.4
Analise de Energia para ainsercdo de 20 moléculas

Energia Minima em 500 Execu¢Bes(raio < 0,15nm)

Conformagdes
(S

(]

300 600 900 1200

Energiaem Hartree

Figura 59: Grafico de energia potencial das conformacfes 1, 2 e 3.

Esta andlise indica que o complexo mais estavel foi obtido com a
conformacdo 2, que obteve melhor desempenho em acoplar as 20

moléculas de rifampicina.
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6.5.5
Algoritmo de Acoplamento com tratamento de colisbes atbmicas.

Algoritmos de otimizacGes atuais utilizados em dindmica
molecular ndo possuem a capacidade de obter uma geometria correta da
molécula se esta possuir em sua estrutura atomos com valéncias
incorretas. Neste algoritmo aqui construido, as moléculas sdo inseridas
de forma que a distancia de insercdo entre elas e o dendrimero seja
maior do que a maior ligacdo covalente entre os atomos do dendrimero.
Este algoritmo de deteccdo resolve os problemas de possiveis colisdes
que podem ocorrer entre &tomos do dendrimero e moléculas a serem
transportadas

O algoritmo é executado procurando a maior distdncia covalente
entre 4tomos do dendrimero que neste caso foi de 1,575 A, e insere as
moléculas de rifampicina no transportador, respeitando a insercdo de
moléculas com esta distdncia. A rotina acrescentada no algoritmo

desenvolvido neste trabalho é a seguinte:
INCIO DA ROTINA
Se Dy, > 1,575A
Entdo Inserir moléculas de rifampicina
Se D, > 1,575A
Entdo Inserir moléculas de rifampicina
FIM ROTINA

Onde Dy, é a distancia euclidiana entre o dendrimero e molécula

de rifampicina e D, a distancia entre duas moléculas de rifampicina.
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Energia Minima em 500 Execuc¢des (r <0,15nm)

Colisbes Atbmicas Sem colisbes Atbmicas

Conf  E.min ~Média Desv “E.min  Média Desv |
Confl 964,42 3735,34 1678,88 66,71 104,38 +17,04
Conf2 388,09 3082,66 +719,03 61,87 104,55 +18,85
Conf3  1246,0 3363,78 +917,21 58,20 104,93 +18,00

Tabela 24: Algoritmo com insergéo aleatéria de distancias comparado ao algoritmo que
insere moléculas sem estas colisfes. conf: sdo as conformacdes do dendrimero
testadas, E.min é a energia minima encontrada. Média é a média em quinhentas
execucdes do algoritmo e Desv o desvio padréo.

De acordo com a tabela 24, a deteccdo de colisdo foi realizada de
forma satisfatéria o que pode ser observado através da taxa de sucesso
de 100% para todas as conformacgdes, quando consideramos insercdes
seguindo a distancia de 0,175 nm. Para todas as conformacgdes
consideradas, houve uma melhora na média de energia, em quinhentas
execucdes do algoritmo, de 97,21%, o que indica que o algoritmo
encontrou em cada execucdo energias potenciais menores, 0 que indica
complexos mais estaveis para todas as conformacdes. A energia
minima, quando considerado o algoritmo sem colis6es atémicas, obteve
como melhor resultado a conformacdo 3, com uma melhora maxima em
termos de energia potencial de 98,26%. Estes resultados séo
importantes devido ao fato de se as moléculas no inicio de dinamicas
moleculares estdo em posicGes satisfatorias, o custo computacional
associado é reduzido drasticamente, levando a resultados satisfatorios

muito mais rapidamente.

Colisbes Atdomicas Sem colisdes

Conformacdes Sucesso(% Sucesso(%

Conformacéo 1 18,4 100
Conformacéao 2 36,6 100
Conformacéo 3 37,0 100

Tabela 25: Taxa de sucesso para o algoritmo sem colisbes atdmicas comparadas com o
algoritmo que insere moléculas no dendrimero a uma distancia de 0,1575 nm.
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6.5.6
Distribuicdo de Cauchy

Nesta andlise de acoplamento de moléculas, o algoritmo ¢
executado 500 vezes em duas fases:

1)Gera 20 moléculas aleatoriamente no espaco de busca, estas sdo
entdo sofrem rotacdes e tem sua energia calculada. Apds um numero de
250 execucdes as energias E sdo ranqueadas e inseridas em um vetor.

2) Sao tomadas estas energias, que estdo associadas a posicOes de
determinada molécula em uma posicdo Otima e entdo as novas
moléculas serdo distribuidas neste pontos, seguindo uma distribuicao
de Cauchy. Esta distribuicdo gera moléculas nos pontos de energia e
em sua vizinhanca, explorando assim de maneira mais eficaz a

superficie de energia. A Equacdo 6.1 denota a distribuicdo de Cauchy.

B
(B2 + (X — a)?) (49)

Clo, B,X) =

Onde os parametros B+ 0 e o foram gerados aleatoriamente no

intervalo [0,1]. A tabela 26 mostra os resultados deste algoritmo.

Distribuicdo de Cauchy

Conformacdes Sem-Cauchy

Conformacao 1 66,713 56,701
Conformacao 2 61,872 56,600
Conformacéo 3 58,201 57,131

Tabela 26: Algoritmo com distribuicdo de Cauchy comparado ao algoritmo onde as
moléculas eram distribuidas aleatoriamente.

Através da tabela 26 pode ser notado que quando as moléculas sdo
geradas em pontos de minimos seguindo uma distribuicdo de Cauchy, a
energia minima é reduzida de 16, 9 e 2 por cento para as conformacdes
1, 2 e 3 respectivamente. Este fato indica que para todas as
conformacgbes consideradas o algoritmo encontra complexos mais
estaveis quando considerada a distribuicdo de Cauchy.

Para avaliar o desempenho da distribuicdo de Cauchy, foram

realizadas outras distribuicdes e verificado o desempenho destas em
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encontrar uma estrutura de energia minima comparada a distribuicdo de

Cauchy. Esta analise é discutida na préxima secdo.

Figura 60: Estrutura mais estavel encontrada pelo algoritmo.

6.5.7
Distribuicbes Estatisticas

Nestas analises as vinte moléculas de rifampicina sdo distribuidas
de acordo com o método anterior, mas com o espalhamento das
moléculas nos pontos de minimos seguindo outras distribuicGes, para

uma avaliacdo do desempenho do algoritmo.

Distribuicédo Conf 1 Conf2 Conf 3
Cauchy 56,701 56,600 57,131
Chi 56,854 60,263 58,800
Exponencial 56,855 61,055 60,209
Gamma 59,439 61,830 58,426
Laplace 56,854 62,511 61,362
Poisson 62,698 61,555 60,009

Tabela 27: DistribuicBes estatisticas utilizadas no trabalho. Onde os nimeros na tabela
representam a menor energia encontrada apos 500 execuc¢des do algoritmo em Hartree.
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Pode ser notado pela tabela 27, que considerando a conformacéo
1, a energia minima, que mostra o complexo mais estavel,
considerando a distribuicdo de Cauchy obteve um melhor resultado
comparado a outras distribuicdes, onde a melhora chega a 0.15 Hartree.
Considerando a conformacdo 2 pode ser percebida uma diferenca de
energia minima encontrada de 5,9 Hartrees. Considerando a
conformacdo 3 a energia obteve uma melhora de 4,23 Hartree. Estes
resultados indicam que utilizando este algoritmo a melhor distribuicéo
para encontrar o complexo mais estavel, energia minima é a
distribuicdo de Cauchy. Com estes resultados foi entdo considerada a
conformacdo 2, como o complexo a ser simulado durante a dindmica

molecular. Estes resultados sdo tratados na proxima secao.
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Temperatura: 310K

Pressdo: latm

Algoritmo de acoplamento de pressédo: Berendsen
Algoritmo de acoplamento de Temperatura: Berendsen
Tempo Total simulado: 56 ns ~ 56 dias.

Algoritmo de Restricdo = LINCS
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6.6
Simulacdes de Complexos Rifampicina-Dendrimero

6.6.1
Complexo de Incluséo

O modelo construido neste trabalho para o dendrimero em pH
neutro,onde as aminas priméarias da periferia encontram-se protonadas,
simula as condi¢cGes que o dendrimero vai encontrar quando este
estiver no pH fisiolégico. Foram inseridas 20 moléculas de rifampicina
de acordo com os algoritmos mostrados na se¢do anterior. Apos esta
insergcdo foram realizadas dindmicas moleculares, para avaliar se o
complexo de inclusdo se mantém ao longo do tempo, mostrando assim
que o dendrimero é capaz de encapsular em sua superficie 20
moléculas de rifampicina, como mostrado experimentalmente.

Apos a insercdo do complexo com 20 moléculas na caixa de agua,
que tem dimensdes de 10 angstroms da periferia das moléculas até as
bordas da caixa, foram inseridos ions de cloro para neutralizar o
sistema. Apds esta etapa foram realizadas dindmicas moleculares em

duas etapas.

Figura 61: Estrutura média do complexo de inclusdo apés 56
nano segundos de simulagdo. Em azul, vinte moléculas de
rifampicinas encapsuladas na estrutura do dendrimero em pH
neutro.
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6.6.2
Anélise de RMSD (Fase de Equilibrio)

Nesta fase de dindmica, as posi¢cbes dos &tomos pesados do
dendrimero foram mantidas fixas, enquanto as moléculas de
rifampicina e do solvente eram relaxadas em torno da estrutura. As
dindmicas foram realizadas durante 6000 ps, e ao final foi medido o
RMSD. O resultado de RMSD mostra que os valores estdo oscilando
em torno de um ponto o que caracteriza o equilibrio. A Figura 62 mostra

0 RMSD contra o quadro anterior para o complexo em pH neutro.
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.Figura 62:RMSD na fase de equilibrio do complexo de Inclusao.

6.6.3
Energia Cinética e Total do Sistema na (Fase de Equilibrio)

A energia cinética e total foram medidas para avaliar o equilibrio
durante estes 6 ns iniciais na fase de equilibrio. Estas energias apos
certo instante oscilaram em torno de um valor constante, o que

caracteriza o equilibrio deste sistema.
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Figura 63: Grafico de energia cinética.
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Figura 64: Energia total do sistema simulado.

6.6.4
Fase de Producéo

Na fase de producdo, o dendrimero pode sofrer movimentos de
todos os atomos de sua estrutura, assim como o solvente e as moléculas
de rifampicina, ao final de 50 nano segundos de simulacdo foram

medidas propriedades de raio de giro, energia total e cinética para
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verificar assim o equilibrio do sistema. As médias foram tomadas

durante os 10 nano segundos finais da simulagéo.

6.6.5
Andlise de RMSD (Fase de Producéo)

O RMSD foi calculado comparando a estrutura das moléculas que
estdo encapsuladas no dendrimero com a estrutura deste, onde €
observado que ndo ha uma mudanca brusca curva ao longo da trajetoria

0 que caracteriza um equilibrio neste intervalo de tempo.

.._
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Figura 65: RMSD durante a trajet6ria entre rifampicinas e dendrimero.

6.6.6
Energia Cinética e Total do Sistema (Fase de Producéo)

As energias cinética e total do complexo de inclusdo se
encontravam oscilando em torno de um valor durante estes 10 ns finais

de simulagao o que caracterizou o equilibrio do sistema.
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Figura 66: Energia cinética do sistema na fase de producao.
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Figura 67: Energia total do sistema.

6.6.7
Raio de Giro

O objetivo desta analise é avaliar se o dendrimero sofreu alguma
compactacdo ou ndo em funcdo das moléculas inseridas encapsuladas

dentro de sua estrutura. A tabela 28 mostra a média dos resultados.
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De Des DRFP Des RX Des RY Des Rz Des
1,9 40,03 2,0 +0,01 1,7 +0,02 1,6 +0,03 1,5 +0,03

Tabela 28:Raio de giro. Onde De € o raio de giro do dendrimero, DRFP € o raio de giro
do dendrimero com as 20 moléculas de rifampicina incluidas e Des é o desvio padrao.

Observando a tabela 28, pode-se observar que o dendrimero
quando tem 20 moléculas de rifampicina encapsuladas em seu interior
aumenta seu raio de giro em 2,5%, o que ndo é um grande aumento na
sua topologia, podendo indicar que as moléculas estdo interagindo mais

fortemente na superficie do PAMAM, com aminas primarias.

Rg (nm)
(8]

0 | | | I | | | | |
0 2000 4000 6000 8000 10000
Tempo(ps)

Figura 68: Raio de giro do dendrimero com20 moléculas de
rifampicina encapsuladas em seu interior.

6.6.8
Numero de Moléculas de Agua Interiores ao Dendrimero

Nesta analise é avaliada a penetracdo de moléculas de solvente no
interior do dendrimero, sem e com as 20 moléculas encapsuladas em
sua estrutura. Esta analise é tomada tragando se um raio em torno do

centro de massa do dendrimero considerando a estrutura média da

simulacéo.
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Rifampicina YN 0,75nm Inm 15nm
SEM 14 42 95 299 766
COM 2 7 20 138 478

Tabela 29: Niumero de moléculas de agua inseridas no interior do dendrimero. Onde
SEM significa a estrutura do dendrimero sem moléculas de rifampicina acopladas. COM
€ a estrutura quando as moléculas estéo inseridas

Observando a tabela 29, pode ser notado que quando sdo inseridas
moléculas de rifampicina a medida que se aproxima do nucleo do
dendrimero, hd uma grande dificuldade de penetracdo de moléculas de
agua.

Este resultado esta ligado a geometria das cavidades estarem
preenchidas e por interacGes entre as moléculas de rifampicina e
aminas primdrias da superficie, que impedem a entrada de moléculas
do solvente. As rifampicinas podem estar fazendo entre outras,
ligacdes de hidrogénio com o dendrimero evitando estas ligacGes com
moléculas do solvente.

Analisando a média de ligacdes de hidrogénio, pode ser notado
através da tabela 30 que quando inseridas 20 moléculas de rifampicina
na estrutura do dendrimero, o nimero de ligacdes de hidrogénio com o
solvente € 30 vezes menor em media considerando o caso onde o
dendrimero possui em sua estrutura moléculas de rifampicina. Este
fato, além do preenchimento das cavidades por moléculas de
rifampicina explica o fato da reducdo de moléculas do solvente nas

cavidades.

Rifampicina Média Desvio
SEM 471,251 49,31
COM 441,177 +9,72

Tabela 30: Ligac6es de hidrogénio, com dendrimero complexado com rifampicina
e sem estas moléculas. Onde média denota o numero de liga¢Bes de hidrogénio
médias durante a dindmica.
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6.6.9
Mudancas Estruturais das Moléculas de Rifampicina

Devido & grande mobilidade da estrutura do dendrimero, nesta
analise avaliamos as diferencas de conformacdo das moléculas de
rifampicina encapsuladas no interior do dendrimero devido a
mobilidade. O RMSD foi utilizado para avaliar estas mudancas
geométricas e foi implementado em um programa através da equacdo
1.46. A tabela 31 mostra as mudancas geometricas das moléculas de
rifampicina no inicio da dindmica e na estrutura tomada como média da

simulagdo.

1y :
RMSD = MZ”rLEl - Ti,b"z”z] (50)
=1

Onde E, e E, representam a estrutura 1 e 2 respectivamente. M é o

numero de 4tomos de uma das moléculas.

Molécula de Rifampicina RMSD

1 30,31
2 27,25
3 19,22
4 37,54
5 35,91
6 41,81
7 35,68
8 21,81
9 28,71
10 31,93
11 26,89
12 23,79
13 39,94
14 29,69
15 35,03
16 31,11
17 27,49
18 21,61
19 34,97
20 39,89

Tabela 31: RMSD entre moléculas de rifampicina.
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a) Inicio da simulagdo b) Conformacgao final

Figura 69: RMSD entre a conformacdo inicial e a estrutura média da dindmica.

Através da Tabela 31 e da Figura 69 pode se observar que a grande
flexibilidade do dendrimero durante a simulacdo por dindmica molecular leva a
uma grande mobilidade das moléculas acopladas em seu interior durante estes 56
ns de simulacdo. Estas mudancas geométricas mantém a formacdo do complexo
de inclusdo, pois ocorrem através de interacOes eletrostaticas entre dendrimero-
dendrimero, dendrimero molécula de rifampicina e rifampicina-rifampicina. Estes
resultados sugerem também um algoritmo de acoplamento que considere o

receptor flexivel.

6.6.10
Distribuicdo Radial

Na figura € apresentada a distribuicdo radial em trono do centro de massa do
dendrimero, onde estdo inseridas as 20 moléculas. As distribuicGes indicam
mudancas de conformacao na estrutura do dendrimero, quando comparada a curva

radial do dendrimero com vinte moléculas de rifampicina e este sem moléculas.
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Figura 70: Distribuicdo radial do complexo de
inclusdo, onde em vermelho esta representada a
curva do dendrimero, em preto a do solvente, em
verde o0s ions e em azul as moléculas de

Nesta anélise, caracteristicas estruturais do dendrimero sdo modificadas.
Através da curva vermelha no grafico nota-se uma distribuicdo de atomos do
dendrimero um pouco mais afastada do centro, o que indica uma mudanca
estrutural na geometria do dendrimero apds as moléculas de rifampicina serem
inseridas, indicando um dendrimero em pH neutro com suas maiores densidades
atdbmicas um pouco mais afastadas do centro.

Através curva em azul no gréafico pode ser notada uma distribuicdo das
moléculas de rifampicina mais afastada do centro do dendrimero. A maior
densidade de 4&tomos ocorre a menos de 0,5 nm do centro. Os trés picos na curva
em azul denotam uma maior concentracdo de atomos de rifapicina nestas regides,
indicando que as moléculas estdo encapsuladas mais para a periferia do
dendrimero.

Os ions de CI estdo distribuidos em torno de 1nm do centro de massa do
dendrimero, o que pode indicar que moléculas de rifampicina mais interiores
dificultam a entrada destes mais interiormente na estrutura do dendrimero.

Considerando as moléculas de &gua, pode ser notado através da curva em
negrito que estas possuem uma densidade pouco acentuada quanto mais se
aproxima do centro de massa do dendrimero. Este resultado indica que o solvente

circunda a periferia do dendrimero.
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6.6.11
Andlise de ligac6es de hidrogénio

Devido a irregularidade das cavidades do dendrimero e por ele apresentar
um numero relativo de cavidades ndo polares, faz com que o dendrimero tenha
capacidade de encapsular moléculas também por interacGes hidrofobicas. Aminas
tercidrias e grupos amida nas cavidades internas do dendrimero PAMAM G4
podem interagir com &tomos especificos (nitrogénio e oxigénio) ou grupos
funcionais (carboxilas e hidroxilas) que sdo encontrados na molécula de
rifampicina, estas interacdes ocorrem através de ligacbes de hidrogénio. A
molécula de rifampicina é pouco soltvel em &gua, e o encapsulamento destas no
interior do dendrimero pode aumentar sua solubilidade como pode ser notado na
tabela 32.

LigacGes de Hidrogénio

DEN-DEN 16,38 13,85 +2,91
DEN-RFP 4,72 6,08 +1,78
RFP-RFP 5,88 37,69 13,82

Tabela 32: Tabela que apresenta os resultados das ligacdes de hidrogénio no 10 ns finais
de simulacdo, DEN-DEN representam as liga¢des entre os atomos do dendrimero, DEN-
RFP ligacdes de hidrogénio entre dendrimero e rifampicina e RFP-RFP ligagbes de
hidrogénio entre moléculas de rifampicina. Tempo de vida significa a duracdo média de
uma ponte de hidrogénio.

1) Dendrimero-Dendrimero

As ligagBes de hidrogénio intramoleculares do dendrimero estdo
relacionadas com as interacfes do grupamento amina terminal do
dendrimero com atomos de oxigénio da sua prépria estrutura. Estas
interacdes ocorrem quando durante a dinadmica molecular do
dendrimero os seus bracos entram na estrutura, formando assim estas
ligagdes.

2) RFP-RFP-Dendrimero

Uma das interagbes que mantém o complexo de rifampicina-
dendrimero formado sdo as ligacGes hidrogénio entre as moléculas do
dendrimero e a rifampicina e as interacdes entre rifampicina-
rifampicina, o que faz com que o complexo seja mais fortemente

mantido.
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6.6.12
Deslocamento Médio das Moléculas no Complexo

Para esta andlise foi desenvolvido um algoritmo que calcula a média das
distancias de uma determinada molécula ao centro de massa do dendrimero, a
cada passo de simulacdo. Essa média é tomada durante os 10 ns finais da
simulacéo, com a molécula em equilibrio. Foram consideradas como encapsuladas
moléculas a uma distdncia media inferior a 3,9 nm do centro de massa do

dendrimero de acordo com a distribuicdo radial realizada anteriormente.

Molécula Inicio Médias Desv ‘
1 3,536 ' 0,838 40,020
2 3,618 1,588 40,027
3 1,193 2,284 +0,037
4 2,442 2,518 +0,047
5 2,937 1,698 +0,027
6 3,333 2,773 40,054
7 2,183 2,019 40,034
8 1,154 2,423 +0,037
9 2,169 2,157 +0,024
10 1,525 3,651 +0.204
11 2,151 2,740 +0,136
12 3,444 2,318 +0,047
13 2,410 3,130 +0,158
14 2,965 1,100 +0,024
15 2,606 2,352 +0,033
16 3,768 1,904 40,039
17 3,159 2,922 +0,064
18 1,876 2,474 +0,040
19 3,836 1,384 +0,027
20 2,661 2,005 40,033

Tabela 33: Distancia média em nanémetros entre moléculas e o centro de massa do
dendrimero. Onde inicio representa a conformacéo inicial e médias sdo as médias das
distancias a cada passo da dindmica.

Pode ser notado através dos resultados da tabela 33 que a flexibilidade do
receptor provoca mudancas na conformacdo e deslocamento das moléculas de
rifampicina no interior da estrutura do dendrimero. Este fato esta ligado a forgas
atrativas e repulsivas entre moléculas e bragos do dendrimero. Esta flexibilidade
pode levar as moléculas a interacbes que estas ndo realizavam em uma

determinada conformacdo. A tabela 33 indica que 65% das moléculas entraram
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ainda mais na estrutura do dendrimero ao longo da dindmica molecular e 35%
destas se deslocaram mais para fora devido a dar espaco para o0 acoplamento mais
adequado de algumas destas moléculas. Analisando a distribuicdo radial pode-se
notar que com um afastamento de 3,9 nm do centro as moléculas se encontram na
periferia do dendrimero, estes resultados mostram que umas grandes partes destas
rifampicinas estavam interagindo com aminas da superficie do dendrimero. A

préxima secdo faz uma discussao das interacdes que mantém o complexo estavel.
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Dinamica Molecular da LiberagdoControlada

Temperatura: 310K

Pressdo: latm

Algoritmo de acoplamento de pressédo: Berendsen
Algoritmo de acoplamento de Temperatura: Berendsen

Tempo Total simulado: 56 nano segundos ~ 56 dias.
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6.7
Liberacdo das moléculas de Rifampicina (Dendrimero em pH Acido).

6.7.1
Liberacdo das Rifampicinas

A rifampicina possui atividade em pH 5, que € o pH encontrado
no interior dos macréfagos. Considerando este pH a molécula sofre
uma protonacdo (pH em torno de 5).

A molécula do dendrimero devido a a¢do do pH acido teve suas
aminas primarias e tercidrias totalmente protonadas, o que esta de
acordo com a literatura para este pH.

Apds a modelagem das moléculas o algoritmo desenvolvido neste
trabalho foi utilizado para a insercdo de 20 moléculas de rifampicina
na estrutura do dendrimero, apds esta inclusdo o complexo foi
simulado através de dindmica molecular em duas fases como nas

andlises anteriores.

a) Complexo de inclusdo no inicio da simulacado, onde
as moléculas de rifampicina sdo representadas em azul.
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b) Estrutura média da dindmica durante 4 nano segundos,
representando a liberacdo controla.

Figura 71: Estruturas de liberacdo do complexo.

6.7.2
Energia Cinética e Total do Sistema (Fase de Equilibrio)

As energias cinética e total do complexo de inclusdo se
encontravam oscilando em torno de um valor durante estes4 nano

segundos de simulacdo o que caracterizou o equilibrio do sistema.
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Figura 72: Energia cinética do sistema.
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Figura 73: Energia total do sistema.

6.7.3
Andélise de RMSD (Fase de Equilibrio)

Nesta andlise foi observado o grafico de RMSD das moléculas de
rifampicina e o dendrimero, a cada passo de simulacdo. O objetivo é avaliar se as
moléculas estdo acopladas durante esta dindmica ou se estdo sendo liberadas da

estrutura.

5 T l T l T l T [ T

RMSD (nm)
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)

28]

2
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Figura 74: Gréfico de RMSD das moléculas de dendrimero contra a estrutura
do dendrimero comparadas a cada quadro da dinamica.
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Pode ser observado através da figura 75, que a curva de RMSD sofre
grandes oscilagfes. Este fato indica que as moléculas estdo mudando muito suas
conformac@es a medida que a dindmica prossegue o que pode indicar que através
da protonacdo do sistema, a repulsdo entre estes grupos pode ter levado a

liberagdo das moléculas.

6.7.4
Raio de Giro (Fase de Equilibrio)

A andlise de raio de giro descreve se houve algum aumento ou reducéo da
estrutura quando se tem 20 moléculas de rifampicina acopladas no interior.

Den Desv DRFP Desv
2,13 +0,003 2,19 +0,001

29, Desv RY Desv Rz Desv
1,90 +0,001 1,77 +0,001 1,68 +0,001

Tabela 34: Raio de giro comparando dendrimero com moléculas inseridas e sem estas.
Onde Den é o raio de giro sem moléculas de rifampicina e DRFP denota o raio de giro
quando estas moléculas estao no interior do dendrimero.

De acordo com a Tabela 34, pode se notar que o aumento do raio de giro
quando estdo inseridas as 20 moléculas de rifampicina no dendrimero ndo é
expressivo 0 que pode significar que estas estdo preferencialmente na periferia
deste sendo expulsas das cavidades através de interacbes com aminas da periferia

do dendrimero.

6.7.5
Liberacdo Sustentada (Fase de Equilibrio)

Nesta andlise € avaliada a distancia das moléculas de rifampicina ao centro
de massa do dendrimero indicando quantas dessas ja foram liberadas.

No caso do tratamento da tuberculose o tratamento é longo e pode durar até
6 meses, mas assim que o paciente sofre melhora logo abandona os medicamentos
e 0 bacilo se torna resistente a estes. Um transportador ideal seria aquele que
transportasse a droga até o alvo de interesse, mas nao liberando 0 medicamento de
uma sé vez, mas atraves de uma liberacdo controlada, isto é, que liberasse as

drogas em quantidades ao longo do tempo, mantendo assim a dose terapéutica por
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mais tempo, o que permitiria diminuir a quantidade de doses do medicamento por
aumentar o transito da droga no organismo.

Nesta analise é avaliada a capacidade do dendrimero quanto a este fato.
Considerando gque as moléculas sao liberadas quando estdo a uma distancia média

maior que 3,9 nm do centro de massa do dendrimero, de acordo com a

distribuicéo radial.

Molécula Inicio(nm Médias(nm Desvio(nm Liberacao -
1 2,425 4,019 +0,417
2 1,906 3,856 +0,124
3 2,241 3,446 +0,111
4 3,483 5,041 +0,291 LIBERADA
5 3,084 4,079 +0,366
6 3,073 4,536 +0,305 LIBERADA
7 2,650 2,615 40,085
8 2,630 3,637 +0,338
9 2,006 2,907 +0,142
10 3,900 2,385 +0,067
11 2,822 5,418 10,366 LIBERADA
12 2,021 4,065 +0,271 LIBERADA
13 2,877 2,486 +0,0,93
14 1,595 1,986 +0,092
15 3,796 3,431 +0,145
16 3,728 2,671 +0,071
17 3,082 5,714 +0,297 LIBERADA
18 2,562 3,443 +0,178
19 3,729 2,495 +0,118
20 3,538 4,437 +0,377 LIBERADA

Tabela 35: Distancia média das moléculas de rifampicina ao centro de massa do
dendrimero. Onde LIBERADA significa as moléculas que foram liberadas do complexo.

De acordo com a tabela 35 ja& nesta fase, as moléculas de rifampicina
comecaram a ser liberadas. Seis moléculas foram liberadas nesta fase, indicando
um bom resultado devido a esta analise mostrar uma liberacdo sustentada. Este
tipo de liberagdo é o que se espera de um bom nanocarreador, isto €, que libere as
moléculas por partes mantendo assim a dose terapéutica por mais tempo.

Destas moléculas 14 ficaram mais afastadas, comparadas ao inicio da
simulacdo durante estes 4 nano segundos de simulacdo, o que é mais um fator

para a liberacdo controlada das moléculas de rifampicina.
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Ei;fgées de Hidrogénio (Fase de equilibrio)

Devido a protonacdo de aminas do interior do dendrimero, a repulséo destas
com as aminas da superficie fazem com que haja repulséo entre estes grupamentos
provocando a abertura da estrutura do dendrimero, o que pode ser um dos fatores
que leva a liberacdo da droga. Devido também a estas protonacGes e a protonacgéo
da molécula de rifampicina grupamentos que faziam ligagdes de hidrogénio agora
sofrem repulsdes destas aminas contribuindo para liberar as moléculas de
rifampicina. A tabela 36 descreve os resultados do nimero de ligacdes de

hidrogénio, mostrando que hd uma reducdo de 77,51% na média durante a

dindmica no namero de ligacoes.

Ligacdes hidrogénio complexo Desvio
Acido 1,36 +1,05
Neutro 6,08 +1,78

Tabela 36: Ligagbes de hidrogénio médias comparadas.

6.7.7
Energia Cinética e Total do Sistema (Fase de Producéo)

As energias cinética e total do complexo de inclusdo se
encontravam oscilando em torno de um valor apds estes 50 ns de
simulacdo onde os 10 ns finais forma medidos para avaliar o equilibrio

do sistema.
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Figura 75: Energia cinética Fase de producéo.
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Figura 76: Energia total do sistema.

6.7.8
RMSD(Fase de Producéo)

Nesta analise € avaliado o desvio quadratico médio entre as moléculas de
rifampicina e o dendrimero com o intuito de avaliar a liberacdo controlada da

molécula do dendrimero.

RMSD (nm)

3 1 | ] | 1 | 1 | 1
0 2000 4000 6000 8000 10000
Tempo (ps)

Figura 77: RMSD das moléculas de rifampicina em relacdo ao
dendrimero.
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Atraveés do gréfico da Figura 77, pode ser notado que a partir de 2000 picos
segundos de simulacdo, o grafico comega uma grande oscilagdo. Este fato indica
uma variagdo das moléculas de rifampicina levando em consideragdo o local onde
estas estdo encapsuladas. Estas moléculas podem entdo estar sendo liberadas
continuamente, mas ndo uma liberagdo imediata, mas sim sustentada, o que
mostra que o dendrimero realmente tem capacidade de manter a dose terapéutica

por mais tempo de moléculas de rifampicina.

6.7.9
Continuacéo da Liberacédo Sustentada (Fase de Producéo)

Desvio Liber Média (44ns)

1 4,019 +0,417 69,55 +2,49 Liberada
2 3,856 40,124 25,42 +2,33

3 3,446 40,111 42,05 +2,41 Liberada
4 5041 40,291 Liberada 63,31 +3,50 Liberada
5 4,079 +0,366 67,42 +6,55 Liberada
6 4536 40,305 Liberada 71,95 +4,98 Liberada
7 2,615 40,085 28,94 +4,20

8 3,637 10,338 61,16 +5,83 Liberada
9 2,907 40,142 44,76 +4,81 Liberada
10 2,385 40,067 63,66 +4,82 Liberada
11 5,418 40,366 Liberada 48,85 +5,42 Liberada
12 4,065 40,271 Liberada 58,54 +4,41 Liberada
13 2,486 +0,0,93 49,25 +4,75 Liberada
14 1,986 +0,092 33,16 +2,15

15 3431 40,145 15,32 +2,20

16 2,671 40,071 22,84 +2,05

17 5,714 40,297 Liberada 40,74 +1,40 Liberada
18 3,443 40,178 44,38 +1,66 Liberada
19 2,495 +0,118 42,30 +0,95 Liberada
20 4,437 10,377 Liberada 55,90 +6,33 Liberada

Tabela 37:Liberacao das moléculas de rifampicina do complexo. Onde as distancias sao
médias destas moléculas ao centro de massa do dendrimero.Onde mol representa o
namero da molécula, Liber se a molécula foi ou ndo liberada do complexo.

De acordo com a tabela 37, apds 44 ns de simulagdo, mais moléculas foram
liberadas do complexo, o que mostra os resultados que eram pretendidos no
trabalho. Apos este tempo, 15 moléculas foram liberadas, sendo que inicialmente
6 destas ja haviam sido libertadas do complexo. As outras moléculas ainda
encapsuladas sofreram uma mudanca de posicdo sendo que podem estar
complexadas por forcas eletrostaticas ou ligagdes de hidrogénio no interior do
dendrimero. Este fato € promissor, pois indica que o dendrimero pode manter a

dose terapéutica por um longo tempo, liberando algumas moléculas tardiamente.
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Figura 78: Complexo de inclusdo com 20 moléculas de rifampicina.
Onde o pH considerado é neutro.

Figura 79: Liberacdo sustentada das moléculas de rifampicina apds 44 ns .
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