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RESUMO

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar, por meio de céalculos ab initio, as propriedades estruturais eletronicas e
energéticas da molécula de temozolamida interagindo com as nanoestruturas f- ciclodextrina($-CD) e fulereno
C,, funcionalizado com COOH (C,-COOH). Este estudo ¢ baseado na teoria do funcional da densidade, utili-
zando o codigo computacional SIESTA. Constatou-se que ha uma interagdo fisica entre todas as configuragdes
estudadas das nanoestruturas ¢ a molécula de temozolamida. Apesar de alguns valores altos de energia, ndo ha
caracteristicas de ligacdes covalentes, devido a sua baixa transferéncia de carga e a distancia na interagdo entre
os 4tomos mais proximos entre ambas as nanoestruturas ¢ a temozolamida. O complexo formado poderia ser
mantido associado sem alterar os principios ativos do farmaco original, indicando, assim, que o medicamento
conseguiria ser facilmente removido das nanoestruturas. O estudo destes sistemas torna-se importante para
contribuir com o futuro desenvolvimento de nanomedicamentos do sistema nervoso central melhorando o
desempenho e retardando a eliminacao do farmaco pelo organismo.

Palavras-chave: ab initio, anticancer, f-ciclodextrinas, entrega de farmacos, fulereno carboxilado.
ABSTRACT

The objective of this study is to evaluate, by means of ab initio calculations, the electronic and energy
structural properties of the temozolomide molecule interacting with p- cyclodextrin (p-CD) and fullerene
C 60 functionalized with COOH (C60 COOH).This study is based on density functional theory using the
computer code SIESTA. It was found that there is a physical interaction between all configurations of the
nanostructures studied and temozolomide molecule. Although some high power values, there is no covalent
bonding characteristics due to its low load transfer and the interaction distance between the nearest atoms
of both temozolomide and nanostructures. The formed complex could be kept associated without changing
the active ingredients of the original drug, thereby indicating that the drug could be easily removed from
nanostructures. The study of these systems is important to contribute to the further development of nanodrugs
for the central nervous system, which may improve the performance and slow down the drug elimination from
the body.
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INTRODUCAO

A temozolamida ¢ utilizada para o tratamento de tumores cerebrais e também ¢ indicada no
tratamento de pacientes com melanoma maligno metastatico em estigio avancado. E um medica-
mento antineoplasico, que atua no DNA da célula cancerigena evitando a continuacao da duplicacao
celular e interferindo assim no crescimento do tumor (PAYNE et al., 2005; PETRELLA et al., 2007).
Apesar de a temozolamida ter consideravel penetragdo na barreira hematoencefilica, ela apresenta
rapida eliminac¢do (8h apos a ingestdo). Estudos determinam que a dose tolerada maxima deveria ser
de 1.000mg/m? divididos em 5 dias com uma dose por dia, a cada 28 dias (HENRY; MARIA, 2003).

Um dos meios usados para retardar seu tempo de meia vida e sua excre¢do esta na sua com-
plexacdo com nanoestruturas como ciclodextrinas (CD) e fulerenos funcionalizados. Assim, ter-se-ia
um numero menor de doses aplicadas com uma eficacia terapéutica maior € menos efeitos colaterais.
Poderia-se até mesmo preservar a estrutura quimica da molécula e aumentar a biodisponibilidade de
substratos (STEPNIAK et al., 2015).

Na década de 80, quimicos descobriram uma molécula com formato de bola de futebol, de
60 atomos de carbono, a qual foi dada o nome de buckyminsterfullerene (C,)) (KROTO et al., 1985).
A partir de entdo, os fulerenos tornaram-se um campo de pesquisa muito ativo, em grande parte pela
singularidade da molécula C e da variedade de derivativos possiveis. Apenas o C, atuando com
farmacos ja engloba um amplo campo e tem agregado muitos estudos, principalmente os referentes a
farmacos empregados no combate ao cancer, assim como o uso na liberacao controlada de farmacos
(YANG; WANG; WANG; 2015, GROBMYERA; KRISHNAB, 2012).

No entanto, a estabilidade elevada e a baixa reatividade quimica das referidas nanoestrutu-
ras introduzem algumas dificuldades em trabalhar com essas particulas. Essas dificuldades podem
ser superadas através do processo de funcionalizacdo (SANTOS, 2010). A funcionalizacdo de
forma covalente de nanoestruturas de carbono pode ser feita combinando grupos quimicos, como
-COOH e - (COOH),, através de ligagdes covalentes (VELOSO et al., 2006; ZANELLA et al.,
2008). Além disso, essas conformagdes modificadas podem ser utilizadas para favorecer a interagao
de nanoestruturas de carbono com moléculas organicas e bioldgicas, com outros grupos quimicos
como farmacos ou moléculas toxicas (DAI et al., 2012; SINNOTT, 2002) e, at¢ mesmo, com virus
e bactérias (TOLLAS et al., 2014; FEDOROVA et al., 2012). Isto faz com que se tornem sensores
capacitados em detectar o alvo com alta seletividade. Dentre as atividades biologicas estdo, uso em
terapia fotodinamica, atividade neuroprotetora, atividade antimicrobiana, antiviral entre outros alvos
bioldgicos (SHI et al., 2014; CAPUTO; NICOLA; GHIBELLI, 2014).

As ciclodextrinas que pertencem aos compostos organicos ciclicos sdo polissacarideos
naturais e quirais. Estes polimeros compostos por unidades de glicose tém sua cavidade externa

formada por grupos hidroxilo primarios e secundarios dando um carater hidrofobico para a mo-
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lécula. A estrutura especifica da ciclodextrina permite incluir na cavidade hidrofébica moléculas
organicas. O fato de as ciclodextrinas ndo apresentarem qualquer citotoxicidade tornou possivel o
seu uso como nanocarreadores de farmacos, (STEPNIAK et al., 2015). Além de aumentar a solubili-
dade em agua, sua eficécia e seu tempo na circulagdo sanguinea, as CDs protegem os fArmacos contra
a oxidac¢ao, hidroélise, fotodecomposi¢ao, perda por volatilidade, calor e caracteristicas organolépticas
indesejaveis, aumentando sua estabilidade (LOFTSSON; DUCHENE, 2007; BRITO et al., 2004)

As mais importantes CDs que apresentam ocorréncia natural sio o-CD, p-CD, y-CD,
constituidas por 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente, que adotam a conformacao de cadeira.
O requisito minimo para que se forme o complexo ¢ a compatibilidade de tamanhos e geometrias
entre a cavidade da CD e o composto hdspede (OLIVEIRA et al., 2009). Esta compatibilidade de
tamanhos pode nao corresponder a totalidade da molécula, sendo que apenas uma parte do hdspede
pode ficar incluida na cavidade (STELLA; ARUN, 2008). A estrutura molecular da f-CD torna-se
mais vantajosa tendo em vista o carreamento de farmacos pela sua disponibilidade e baixa toxicidade,
tamanho da cavidade (0,60 a 0,65 nm) e baixo custo (SZEJTLI, 1998). Em compensagao, a f-CD
apresenta uma baixa solubilidade aquosa que pode ser contornada elevando a temperatura ou utilizan-
do solventes organicos (metanol ou etanol, abaixo de 30 %) (SZEJTLI, 1998).

Considerando a contribuicdo desses nanomateriais para o estudo e avanco da entrega
de farmacos, neste trabalho, as propriedades estruturais e eletronicas de C,-COOH ¢ g-CD, inte-
ragindo com a molécula temozolamida serdo estudadas através de simula¢des de primeiros prin-
cipios. O entendimento das propriedades energéticas e estruturais dessas estruturas pode auxiliar no
uso desses nanomateriais em futuras aplicacdes biomédicas e prever as melhores formas de interagao,
diminuindo o custo e tempo para possiveis experimentos futuros. Considerando estes argumentos,
as nanoestruturas de carbono estudadas podem ser consideradas como um candidato promissor para
transporte da molécula de temozolamida, tendo como principal objetivo aumentar seu tempo de cir-

culacdo no organismo, retardando sua excre¢ao.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo da associagdo da temozolamida com f-CD e C_ funcionalizados sdo utilizados
calculos ab initio baseados na teoria do funcional da densidade (DFT) (HOHENBERG; KOHN, 1964).

Os calculos foram realizados utilizando o cddigo SIESTA (Spanish Initiative for Eletronic
Simulations with Thousand of Atoms) (SOLER et al., 2002), que executa céalculos autoconsistentes,
resolvendo as equacdes de Kohn-Sham e usando orbitais numéricos atbmicos como base.

Em todos os célculos foram utilizadas bases double ¢ mais a fungdo polarizagao (DZP), com
um energy shift de 0,05 eV para os orbitais atdmicos numéricos. Para representar a densidade de

carga, foi utilizado um raio de corte (cutoff) de 200 Ry (SOLER et al., 2002) para a malha (grid) de
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interac@o no espaco real. O potencial de troca e correlagdo foi tratado dentro da aproximacao da den-
sidade local (LDA) (PERDEW; ZUNGER, 1981).

Todas as otimizagdes de geometria foram executadas com a relaxacdo total de todos os éto-
mos das nanoestruturas (N), bem como da molécula de temozolamida (critério de convergéncia sobre
todas as coordenadas atémicas de 0,05 eV/A).

A energia de ligacdo (E"g) foi calculada usando a corre¢ao do erro da superposicao de bases
BSSE (Basis Set Superposition Error) (BOYS; BERNARDI, 1970). Esta correcao ¢ feita através do
método de contagem utilizando atomos “fantasma”, como na eq. (1) a seguir:

Elig - - [ET (N+ temo) - ET (N + temo) - ET (N + ternofantasma)] (1)

fantasma
em que Elig ¢ a energia total de ligagdo do sistema, E_(N+ temo) a energia total do complexo, isto €, a

energia total da molécula de temozolamida interagindo com a nanoestrutura (N), ET (N + temo)

fantasma

a energia total da molécula de temozolamida € E_ (N + temo ) a energia total da N.

fantasma

RESULTADOS E DISCUSSAO

As propriedades eletronicas e estruturais das moléculas de temozolamida, C,-COOH e -CD
foram avaliadas e estdo representadas na figura 1 (a), (b) e (c), respectivamente. A geometria de
equilibrio calculada para a molécula de temozolamida isolada e os niveis eletronicos correspondentes
podem ser vistos na figura 1 (a). A diferenca de energia observada entre os estados HOMO - LUMO

neste caso ¢ 2,28 eV.

Figura 1 - Configuragdes estruturais e niveis de energia para: (a) temozolamida, (b) C,-COOH e (c) -CD.
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Ha dois tipos de ligagdes C-C na estrutura do C, isolado. Temos as liga¢des curtas entre he-
xagonos adjacentes que correspondem a ligagdes duplas, e ligacdes mais longas entre hexadgonos e
pentagonos adjacentes que correspondem as ditas ligagdes simples. Segundo estudos ja realizados, o
comprimento das ligagdes para uma molécula pura de C, esta entre de 1,39 A para hexdgonos e 1,46 A
para pentagonos com diferenca HOMO-LUMO nos niveis de energia de 1,60 eV. Esses valores ja foram
encontrados em dados experimentais (HEDBERG, 1991) e resultados teoricos (FEUSTON et al., 1991).

Para C,-COOH, figura 1 (b), os comprimentos de ligagdo médios C-C foram encontrados com
distancias de 1,39 A para os hexagonos e 1,44 A para os pentagonos. Foram obtidos valores de distancia
C-O de 1,21 A e 1,34 A e distancia O-H de 0,99 A. Nao houve alteracdes significativas na estrutura
ap6s a funcionalizagdo com o grupo COOH quando comparado com estudos de C, puro. Ainda, como
mostrado na figura 1 (b), pode-se verificar uma diferenga entre HOMO e LUMO de 0,86 €V para o C,,
- COOH, o que esta de acordo com a literatura (ECHEGOYEN; ECHEGOYEN, 1998).

Observa-se apds a funcionaliza¢do que a diferenca HOMO-LUMO diminui cerca de 50%
em relacdo a degenerescéncia dos orbitais de fulereno puro. Isto ocorre principalmente devido ao
aparecimento de estados eletronicos adicionais induzidos pela localizacdo precisa dos grupos COOH,

assim como pelas distor¢des resultantes na superficie do C_, o que pode ser responsavel pela dimi-

60°
nuicao da simetria da estrutura molecular.

Além disso, a forte interagdo entre o C  puro € os grupos funcionais resultou em distor¢oes
na superficie da nanoestrutura na regido de ligacdo com esses grupos funcionais, porém tais distor-
¢oes foram insuficientes para que houvesse a quebra das ligacdes entre C-C, demonstrando uma boa
flexibilidade da superficie formada. Na figura 1 (c), temos a estrutura de niveis e geometria para a
S-CD. Neste caso temos uma diferenca entre HOMO-LUMO de 4,8 eV, que estd em acordo com
(FIGUEIREDO et al., 2013).

A figura 2 (a), (b) e (c) mostra os plots de densidade de carga eletronica da temozolami-
da, C,- COOH e p-CD, respectivamente. Para a temozolamida isolada, figura 2 (a), no orbital
HOMO a carga ficou concentrada principalmente nos dtomos de nitrogénio do pentagono e do
hexdgono da molécula. J4 para o orbital LUMO, a carga ficou concentrada no atomo de oxi-
génio e nitrogénio de uma das extremidades da molécula. Nota-se que o C,-COOH apresenta
uma densidade de carga maior no hemisfério da funcionalizagdo do COOH, tendo portanto, uma
reatividade considerdvel nesta regido (Figura 2 (b)). Logo fica claro que a densidade de carga
passou a ser dependente da localizagdo do grupo COOH ap6s a funcionalizagdo. Para f-CD (Figura
2 (¢)), a distribuicao de carga para LUMO mostra distribuicdo por toda f-CD com concentragdao na
cavidade interna proximo a parede da molécula. Para HOMO a carga se distribui por toda a f-CD

sem contribui¢do na parte interna.
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Figura 2 - Estruturas, niveis de energia e plots da densidade eletronica de carga para (a)
temozolamida, (b) C, (COOH) e (¢) [ 1-CD.
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Virias configuragdes da interagdo do C,-COOH com a temozolamida foram estudadas consi-
derando a intera¢do da molécula de temozolamida com o grupo orgénico COOH do C. Essa escolha
foi feita pela localizagdo da carga mais forte observada do C,, proximo aos grupos COOH. Além
disso, foi estudado varias conformacdes da interagdo da temozolamida com a f-CD. Dentre estas,
apos otimizadas, trés das configuragdes mais estaveis resultantes foram selecionadas tanto para f-CD
como para C,-COOH, como mostra a figura 3.

Para as interagdes do C -COOH com a temozolamida, foram aproximadas a regido do
atomo de nitrogénio do hexdgono da temozolamida com o atomo de hidrogénio do C -COOH
(Temo-C,-COOH-I), o atomo de oxigénio de uma das extremidades da temozolamida com o
hidrogénio do C,-COOH, assim como o dtomo de nitrogé€nio do pentdgono da temozolamida
com o hidrogénio do C_-COOH para esta mesma configuragdo (Temo-C -COOH-II). Na ultima
configuracdo foi aproximado o 4&tomo de hidrogénio de uma das extremidades da temozolamida
com oxigénios do C,-COOH, (Temo- C,-COOH-III).

Para as interagdes da [1-CD com a temozolamida primeiramente introduzimos perpendi-
cularmente a molécula de temozolamida dentro da cavidade da [1-CD ([1-CD-temo-I). Posteriormen-
te aproximou-se o atomo de oxigénio da temozolamida perpendicularmente ao atomo de hidrogénio
da parede externa da [1-CD ([JCD-temo-II). Também, a molécula de temozolamida foi colocada

de forma paralela a parede externa da [1-CD ([ /CD-temo-III).
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Figura 3 - Configuragdes estruturais para o C,_-COOH interagindo com a molécula de temozolamida:
Temo-C,-COOH-I, Temo-C, -COOH-II, Temo-C_-COOH-IIL

900

p-CD-temo-1 p-CD-temo-II B-CD-temo-11I

Na tabela 1 € possivel observar os valores das energias de liga¢ao (calculadas pela eq. (1)),
transferéncias de carga e as distancias de ligacdo relevantes com os respectivos dtomos envolvidos
para todas as configuragdes estudadas. A configuragdo mais estavel dentre as trés estudadas para
C,,-COOH interagindo com a temozolamida se da por Temo-C, -COOH-III com energia de ligagdo
de 1,0 eV. A menor distancia encontrada foi de 1,47 A entre o 4&tomo de nitrogénio do pentidgono da
temozolamida com o hidrogénio do C_-COOH e de 1,05 A entre 4tomo de hidrogénio de uma das
extremidades da temozolamida com o oxigénio do C,-COOH.

Para as configuragdes estudadas para f-CD com temozolamida a mais estavel foi a configuragdo
[-CD-temo-I com energia de ligagdo de 1,23 eV. A energia de ligagdo para a temozolamida introduzida na
concavidade da f-CD (f-CD-temo-I) ¢ maior do que nas configuragdes em que a temozolamida € aproxima-
da da parede externa da f-CD de forma perpendicular. Isso pode ser influenciado pelo fato de que a possibili-

dade de ocorrer mais de uma ligacao de hidrogénio da temozolamida com a f-CD ¢é muito maior neste caso.

Tabela 1 - Distancias interatomicas, energias de ligagao (Ehg) e transferéncias de carga (Dq) para as diferentes configu-
racdes apresentadas na figura 3 (valores positivos indicam que as nanoestruturas de carbono sdo receptoras de elétrons).

Conformacio Em (eV) Distincia (A) AH-L Dq (e)
Temo-C, -COOH-I 0,37 1,68 (Hcm(coom.N) 0,90 0,13
Temo-C,-COOH-II 0,72 1,48 (HCGO(COOH)-O) 0,86 0,14

1,05 (H -N
Temo-C -COOH-III 1,00 ( CLECIOR ) 0,86 0,11
1,47 (HCGO(COOH)-O)

2,09 (QH - - (DO)
181 (0 ¢y (3)H)

S-CD-temo-II 0,52 1,52 (H-p- 3)O) 1,85 0,13
S-CD-temo-III 0,90 2,04 (H)cp-N) 1,97 0,05

B-CD-temo-I 1,23 1,17 0,90
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Estas interacdes das nanoestruturas com a temozolamida ocorrem através de adsor¢do fisica
através de ligacoes de hidrogénio, dado que os valores das distancias de interacao entre os dtomos
mais proximos sao maiores do que em ligacdes covalentes.

A figura 4 (a) (b) apresenta respectivamente os niveis de energias e o plot da densidade de

carga eletronica para as configuragdes mais estaveis, Temo-C, -COOH-III e f-CD-temo-1.

Figura 4 - (a) Niveis de energia e plots da densidade eletronica de carga da configuragdo mais estavel para Temo-C
(COOH)-III utilizando valor de isosuperficie de 0,000582 e-/(A)3 e (b) Niveis de energia e plots da densidade eletronica de
carga da configuragio mais estavel para f-CD-temo-I, utilizando valor de isosuperficie de 0,000782 e-/(A)3.

(@ W

Para a configuragdo Temo-C,-COOH-III (Figura 4 (a)) ndo € observado diferenga
HOMO- LUMO quando comparado ao C -COOH isolado (Figura 1 (b)). Plots da densidade
de carga eletronica para o orbital HOMO esta distribuida na superficie do C,-COOH princi-
palmente proximo da carboxilagdo. J& no orbital LUMO ¢ concentrada no oxigénio localizado
na extremidade da temozolamida mais proxima do C,-COOH. A partir da andlise da populagdo
Mulliken (Tabela 1), as transferéncias de carga do sistema estudado mostram que o C_-COOH se
comporta como um receptor de elétrons. Ha transferéncia de carga da molécula de temozolamida
para a molécula de C,-COOH entre 0,11 ¢ 0,14 e-.

A figura 4 (b) apresenta a estrutura de niveis de energia e o plot da densidade de carga ele-
tronica para a configuragao f-CD-temo-1. Observa-se uma redugdo na diferenca HOMO-LUMO da
configuracdo para 1,97 eV. Isso acontece devido ao surgimento de niveis provenientes da interacao
da f-CD com a temozolamida. Os plots da densidade de carga eletronica para o LUMO mos-
tram uma grande contribuicdo de carga na superficie da temozolamida, principalmente nos aneis e na

extremidade onde temos os 4&tomos de oxigénio e hidrogénio. Para HOMO uma pequena distribui¢ao
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proximo ao oxigénio na molécula de temozolamida ¢ observada, juntamente com uma distribuigao
homogénea de carga na - CD.

A partir da andlise da populacdo Mulliken, as transferéncias de carga dos sistemas estudados
mostram que a f-CD se comporta como um sistema receptor de elétrons com uma transferéncia de
carga que variam entre 0,05 e 0,90 e- da temozolamida para a f-CD. A partir dos resultados encon-
trados, pode-se observar que nesta interacao da f-CD com a temozolamida em sua cavidade, uma
interagdo fraca ocorre, em regime de adsorcao fisica.

Devido a algumas aproximacoes tedricas utilizadas para os calculos, ndo se deve utilizar so-
mente este valor para julgar entre os possiveis regimes de adsor¢do. A aproximagdo LDA, utilizada
nesse trabalho, para as energias de troca e correlacdo superestima as energias de ligacdo, porém des-
crevem muito bem as interacdes do tipo Van der Walls (GIRIFALCO; HODAK, 2002). Além disso,
sistemas interagentes com arranjo do tipo 7 como nanoestruturas de carbono em moléculas organicas,
sdo bem representadas por essa aproximagao (TOURNUS et al., 2005).

Conectando esses dados encontrados e considerando que usou-se o funcioanal LDA para o
termo de troca e correlacdo, a interacdo entre as nanoestruturas e a temozolamida ocorre via um pro-
cesso de adsorcdo fisica sem alteragdes nas moléculas, o que é muito interessante para os sistemas de

entrega de farmacos.

CONCLUSAO

A adsor¢do das moléculas de temozolamida na superficie das nanoestruturas foi investigada utili-
zando célculos de primeiros principios com o cdédigo SIESTA. Para as configuragdes da temozo-
lamida com C_-COOH, as transferéncias de carga mantiveram-se entre 0,11 € 0,14 e-. Para as configura-
¢oes com a S-CD, houve uma variagao de 0,05 a 0,90 e-. A partir da analise da populagao de Mulliken, as
transferéncias de carga obtidas demonstraram que ambas nanoestruturas se comportam como receptoras
de elétrons para todas as configuragdes estudadas. Nao houve significativas alteragdes nas diferencas entre
os orbitais HOMO-LUMO para as interagdes da temozolamida com as nanoestruturas.

Em alguns casos, para as interagdes do farmaco com ambas as nanoestruturas as energias de
ligacdes se demonstraram altas, pois a aproximacao LDA para as energias de troca e correlagdo su-
perestima as energias de ligagcdo, porém descrevem muito bem as interagdes do tipo van der Waals.
Os valores de energia de interagdo resultantes dos sistemas revelam um processo de adsorcao fisica.
Apesar de alguns valores altos de energia, ndo ha caracteristicas de ligagdes covalentes, devido a sua
baixa transferéncia de carga e a distancia na intera¢do entre os &tomos mais proximos entre ambas as
nanoestruturas e a temozolamida.

Além disso, obteve-se uma energia de interacdo maior nas configuragdes na qual introduzi-

mos a temozolamida dentro da cavidade da f-CD e foi aproximado de forma paralela a parede exter-
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na. Nestes casos, tivemos a possibilidade de realizar mais de uma ligacao de hidrogénio, o que pode
influenciar no aumento da energia final do sistema.

As ligacdes ndo covalentes podem ser vantajosas na liberacao ou no transporte de medicamentos
pela sua facilidade de liberar moléculas ativas quando elas ja estiverem dentro da célula. Além disso,
o sistema absorvente podera ser mantido ligado ao seu transportador correspondente (neste caso as
nanoestruturas) sem alteracdes dos seus principios ativos originais e podendo ser facilmente removido.

O entendimento das propriedades energéticas e estruturais dessas estruturas pode auxiliar no
uso desses nanomateriais em futuras aplicacdes biomédicas e prever as melhores formas de interagao,
diminuindo o custo e tempo para possiveis experimentos futuros.

Considerando estes argumentos, as nanoestruturas estudadas podem ser consideradas como um
candidato promissor para transporte da molécula de temozolamida, tendo como principal objetivo
aumentar seu tempo de circulacdo no organismo, retardando sua excre¢do. Sendo assim, torna -se
importante para contribuir com o futuro desenvolvimento de nanomedicamentos para o sistema nervoso

central que solucionam o desempenho e aumentam a especificidade da entrega do farmaco.
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